Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
der Fakultat fur Chemie und Pharmazie

der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen

Einblicke in die RNA-Entwicklung

Priabiotische Nukleosid-Synthesen
und

Biomimetische Prozesse

Nathalie Jacqueline Kurrle

aus

Miunchen, Deutschland

2025






Eidesstattliche Erklirung

Diese Dissertation wurde im Sinne von § 7 der Promotionsordnung vom 28. November 2011 von

Herrn Prof. Dr. Oliver Trapp betreut.

Eidesstattliche Versicherung

Diese Dissertation wurde eigenstindig und ohne unerlaubte Hilfe erarbeitet.

Minchen, den 23.07.2025

(Nathalie Kurrle)
Dissertation eingereicht am 24.07.2025
Erstgutachter/in: Prof. Dr. Oliver Trapp
Zweitgutachter/in: Prof. Dr. Andrea Rentmeister

Mindliche Prifung am 28.11.2025






Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Die Entwicklung von unbelebter Materie zu den ersten frithen Organismen bis hin zu den
komplexen Biosystemen des heutigen Lebens ist nach wie vor ungeklirt. Es wird angenommen,
dass aus vereinfachten Vorldufersystemen durch wiederholte Modifikation schliellich die heute
beobachtete Komplexitit der Biosysteme entstand. In dieser Arbeit wurden die Wohler-RNA, eine
Proto-RNA, die pribiotische Entwicklung von tRNA-Nukleosiden, sowie deren biomimetische
Prozesse beleuchtet, um Einblicke in die Entstehung der heutigen Biomolekile zu erhalten

(Abbildung 1).
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Abbildung 1. Grafische Zusammenfassung der drei behandelten Themen in dieser Arbeit.

Es wurde eine pribiotisch plausible Synthese der Biuret- und Triuret-Nukleoside (Wohler-RNA)
ausgehend von einfachen Aldehyden in Wasser entwickelt. Fiir die Biuret-Nukleoside wurde neben
der Bildung der Furanoside, auch die Entstehung der Pyranoside nachgewiesen. Untersuchungen
der Stabilitit der Biuret-Furanoside zeigten, dass die Isomerisierungstendenz zu den Pyranosiden

mit steigender Temperatur zunimmt. Die Triuret-RNA-Nukleoside wurden als Produkte der
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pribiotischen Synthese ausschlielich in ihrer Pyranosidform detektiert. Isomerisierungs-
experimente bei erhohten Temperaturen zeigten eine Zersetzungsanfilligkeit der Furanoside
wohingegen die Pyranoside eine enorme Stabilitit aufwiesen. Aufgrund der Isomierisierungs- und
Zersetzungsneigung der Wohler-Furanoside sind diese als RNA-Vorldufer zum jetzigen Stand als

unwahrscheinlich zu betrachten.

Aufbauend auf der Synthese der Wohler-RNA wurde eine pribiotische Herstellung von 2°-tRNA-
Nukleosiden untersucht. Als plausibler Weg wurde dabei eine Vier-Komponenten-Kondensation
aus Nukleobase, Glykol- und Glycerinaldehyd sowie einer Aminosdure erachtet. Je nach
Reaktionsverlauf sind dabei sowohl die kanonische (C-verkniipft) als auch die nicht-kanonische
(N-verkniipfte) Verbindung von Aminosiure an das Nukleosid moglich. Fiir die Identifikation der
antizipierten Produkte war die Synthese von Referenzstrukturen erforderlich. Unter
verschiedensten pribiotischen Bedingungen, selbst unter Einbeziehung von Schutzgruppen,
konnte keine erfolgreiche Bildung der gewtinschten Produkte nachgewiesen werden. UHPLC-
QTOF-MS-Messungen und zusitzliche MSMS-Messungen deuten auf die Bildung von

Regioisomeren bei der Reaktion der Aldehyde mit der Nukleobase hin

In den natirlichen C-verknupften-tRNA-Nukleosiden kommt es im Verlauf der
Proteinbiosynthese zu einer Wanderung gewisser Aminosiuren von der 2°- in die gewtinschte 3°-
Position. Jene Wanderung wurde in dieser Arbeit unter Laborbedingungen genauer untersucht.
Hierfir wurde die biomimetische 2°-3‘Estermigration bei der der fluoridbasierten Desilylierung
von 3°5“TIPDS geschiitzten, an der 2°-Position mit Aminosduren veresterten, Nukleosiden
genauer beleuchtet. Diese Esterwanderung konnte auf Sulfonsiuren ausgeweitet werden, was eine

regio- und stereoselektive Route zu verschiedenen 2‘- und 3°-Nukleosidanaloga erméglicht.
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Abstract

Abstract

The evolution from non-living matter to the complex biosystems of life as we know it vz the first
early organisms is still unclear. It is assumed that the complexity of today’s biosystems eventually
emerged from simplified precursor systems through repeated modification. In this work, the
Wohler-RNA, a proto-RNA, the prebiotic emergence of tRNA-nucleosides and their biomimetic
processes were examined in order to gain insights into the origin of today's biomolecules

(Abbildung 2).
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Abbildung 2. Graphical summary of the three topics covered in this work.

A prebiotically plausible synthesis for the biuret- and triuret-nucleosides (Wohler-RNA) was
developed starting from simple aldehydes in water. For the biuret nucleosides not only the
formation of the furanosides, but also the formation of the pyranosides was demonstrated.
Investigations on the stability of the biuret-furanosides showed that the tendency to isomerise into
pyranosides intensifies with increasing temperature. The prebiotic triuret-RNA-nucleoside-

synthesis showed exclusive pyranoside formation. Isomerisation-experiments at elevated
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temperatures showed that the triuret-furanosides were susceptible to decomposition, whereas the
pyranosides exhibited enormous stability. Due to the tendency of the Wohler-furanosides to

isomerise and decompose, they are currently considered unlikely to be RNA-precursors.

Based on the synthesis of the Wohler-RNA, a prebiotic synthesis of 2'-tRNA-nucleosides was
investigated. A four-component condensation of nucleobase, glycol and glyceraldehyde as well as
an amino acid was designed for the prebiotic reaction. Depending on the course of the reaction,
both the canonical (C-linked) and the non-canonical ([N-linked) amino acid connection to the
nucleoside are possible. The synthesis of reference structures was necessary for the identification
of the anticipated products. Under various prebiotic conditions, even with protective groups, no
successful formation of the desired products could be demonstrated. UHPLC-QTOF-MS-
measurements and additional MSMS-measurements indicate the formation of regioisomers in the

reaction of the aldehydes with nucleobase.

In the canonical C-linked tRNA-nucleosides, certain amino acids migrate from the 2'- to the desired
3'-position during protein biosynthesis. This migration was investigated in more detail under
laboratory conditions in this study. Thetefore, the biomimetic 2'-3' ester shift was further examined
during the fluoride-based desilylation of 3',5'-TIPDS protected nucleosides esterified at the 2'-
position with amino acids. The migration could be extended to sulfonic acids, allowing a regio- and

stereoselective route to various 2'- and 3'-nucleoside analogues.
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Einleitung

Die Entstehung von Leben vor rund 4 Milliarden Jahren ist eine der zentralsten Fragen der
Menschheit. Wissenschaftler und Philosophen sind nicht nur auf der Suche nach dem eigenen
Ursprung, sondern auch interessiert an aullerirdischem und kinstlichem Leben. Philosophen
hinterfragen den Sinn des Lebens, Physiker widmen sich der Entstehung des Universums und

Biologen erforschen die Definition von Leben.

Aufgabe der prabiotischen Chemie ist es, herauszufinden wie nach der Entstehung des Universums
erste Molekiile entstehen konnten und sich daraus die heutigen biologischen Systeme entwickelt
haben. Die Forschung in diesem Bereich ist schwierig, da das Wissen zu den Gegebenheiten, die
zur Zeit der Entstehung des ILebens vorherrschten, sehr durftig ist. Interdisziplinire
Forschungsgemeinschaften, denen unter anderem Geologen und Astrophysiker angehéren, sind
deshalb unbedingt erforderlich, um fundierte Aussagen tber die Gegebenheiten der frihzeitlichen
Erde zu treffen. Von besonderer Bedeutung sind beispielsweise Informationen zur geologischen
Beschaffenheit, den vorherrschenden Temperaturen und Energiequellen, sowie dem Vorkommen

von Gasen und Molekiilen.

Anhand von den Ergebnissen dieser Forschung, wird die Entstehung verschiedener Verbindungen
und der ersten Lebensformen untersucht. Aufgrund der groen Anzahl an Moglichkeiten, wie dies
geschehen konnte, haben sich verschiedene Hypothesen entwickelt, die sich in einem
Kerngedanken einig sind: Es soll ein Weg von anorganischen Strukturen zur ersten lebenden Zelle
gefunden werden und méglicherweise dartiber hinaus zu den hoch spezifischen Bausteinen des

heutigen Lebens.

Die Komplexitit des heutigen Lebens, vor allem der Stoffwechselwege, stellt die Wissenschaft
noch heute vor ein Ritsel. Zum einen sind diese spezifischen Abliufe eng miteinander verflochten,
zum anderen sind die dabei beteiligten Molekiile sehr komplex und bisher noch nicht plausibel
selektiv herstellbar. Es wird deshalb davon ausgegangen, dass vereinfachte Mechanismen
existierten, die ein erstes Leben ermoglicht haben. Diese passten sich im Sinne der darwinistischen
Evolution immer weiter an ihre Umgebung an, wodurch eine Selektivitit und Erhéhung der
Komplexitit mit der Zeit unumginglich war. Diese verschiedenen Vorldufersysteme sind von
groBem Interesse, um bei der Frage nach dem Ursprung des Lebens weitere Fortschritte zu
erzielen. Die moderne pribiotische sowie synthetische Chemie und die immer weiter entwickelten
Analysemethoden fiihren zu immer neuen pribiotisch plausiblen Szenarien, wodurch die Klirung

der Frage nach der Entstehung des Lebens ein Stiick niher ruckt.
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2.1 Entstehung der Frithen Erde

Die erste Frage, die sich aufdringt, bevor tber die Entstehung des Lebens nachgedacht werden
kann, ist der Ursprung des Planeten Erde. Vor ca. 13,8 Milliarden Jahren (Ga) begann alles mit
dem Urknall. Das Universum dehnte sich aus, Planeten und unser Sonnensystem formten sich.”)
Unsere Erde entstand im Hadaikum vor ca. 4,54 Ga aus dem Staub und den Gasen, die unsere
Sonne umgaben (Abbildung 3).” Zu Beginn konnte, nach derzeitigem Wissenstand, auf dem aus
Magma-Ozeanen bestehenden Erdmantel kein Leben entstehen. Mit der Zeit kiihlte die Erde ab
und es bildete sich eine Erdkruste, die theoretisch die Entstehung von erstem Leben zugelassen
hitte. Allerdings war die damalige Zeit geprigt von Finschlidgen anderer Protoplaneten, wodurch
die Erdkruste immer wieder aufgeschmolzen wurde, die FErde weiterwuchs und
hochstwahrscheinlich jegliche eventuell existierende Lebensform ausgeléscht wurde.”™ Vor ca.
4,47 Ga kam es zu einem letzten groflen Einschlag eines Protoplaneten auf der Erde, aus dem
unser Mond entstand.” Nachfolgend kiihlte sich die Erde immer weiter ab und es kam zur

Ansammlung von fliissigem Wasser auf der Erdoberfliche in einem Zeitraum von vor 4,4 —

3,5 Gallo1!

Frihe
Erde LHB Erstes Photosynthese GOE
Urknall \Wasser \ Leben? Eukaryoten

—T— T T T T T T T T T T%#

I
13,8 4,5 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 0

Milliarden Jahre (Ga)

Abbildung 3. Zeitstrahl zur Entstehung der Erde und des Lebens mit besonderem Augenmerk auf relevante
Ereignisse zur Zeit der Frithen Erde vor 4,5 — 2,0 Ga.

Hinweise auf Leben aus der eben genannten Zeit wurde in Sedimentablagerungen gefunden,
welche durch die Stoffwechselaktivitit von Mikroorganismen in wissriger Umgebung entstanden
sind."*"! Allerdings gibt es aus der damaligen Zeit nur wenige verwertbare Gesteinsproben, meist
Zirkone, und die bisherigen Funde vor allem aus Siidchina und Australien zeigen, dass sich die

lokalen Gegebenheiten auf der Frithen Erde drastisch unterschieden haben kénnten.!™
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2.2 Gegebenheiten auf der Frithen Erde

Bereits bei der Zusammensetzung der frithen Erdatmosphire kommt es zu groen Differenzen
nicht nur lokal bedingt, sondern auch durch die bestindige Weiterentwicklung der Frithen Erde
und der Forschung zu diesem Thema. Wahrend der Anfinge der pribiotischen Chemie wurde von
einer reduzierenden Atmosphire ausgegangen, bestehend aus CO, H,, CHs, und NH;™ "
Inzwischen wird eher eine leicht reduzierende bis neutrale Atmosphire, dominiert von COz, N,
und H,O,!"" als plausibel angenommen.!"” Sauerstoff, wahrscheinlich das wichtigste Element
unseres heutigen Lebens, existierte zu Beginn der Frithen Erde noch nicht und auch die restlichen
heute allgegenwirtigen Gase variieren teilweise enorm.” Ein sehr aktiver Vulkanismus fiithrte
zur Ausgasung von Ha, HoS und SO, und das Entstehen von Mikroorganismen, z. B. methanogene
Organismen, fithrte dazu, dass sich die Zusammensetzung der Atmosphire im Laufe der Zeit
verinderte.”*’ Fiir den Zeitraum vor ca. 3.0 — 2.0 Ga konnte erstmals eine Entstehung von O,
durch Photosynthese von anaeroben Lebewesen, z.B. Cyanobakterien, nachgewiesen werden.”!
Unter anderem durch die hohe Konzentration an oxidierbaren Stoffen, die mit O, reagieren, kam
es jedoch zu keinem merklichen Anstieg der O, Konzentration. Mit der Zeit (ca. 2.0 — 1.85 Ga)
nahm die Konzentration der Reaktionspattner ab und/oder die Population der Cyanobakterien
wuchs an. Dies fiihrte zu einer merklichen Anreicherung von O,, wodurch die sogenannte grof3e
Sauerstoffkatastrophe (great oxygenation event; GOE) eintrat.” Die Zusammensetzung der

Erdatmosphire verandert sich erneut und es entstand eine eher oxidierende Atrnosphéire.l30J

Abgesehen von den vorherrschenden Gasen stellt sich die Frage nach der Beschaffenheit der
Oberfliche der Frihen Erde. Es wird angenommen, dass es auf der Erdoberfliche sowie in der
oberen Erdkruste flissiges Wasser gab (4,4 — 3,5 Ga).”' ™ Dies konnte unter anderem zur Bildung
von Ozeanen, Seen und Teichen gefithrt haben, wodurch eine Abgrenzung der moglichen

Reaktionsriume entstehen konnte.

Im Vergleich zur heutigen Zeit war die Gesamtleuchtkraft der Sonne zu dieser Zeit um ca. 25%
geringer; die UV-Strahlung war jedoch héher.?** Nichtsdestotrotz scheint die Temperatur der
Frihen Erde zur Zeit der Entstehung des ersten Lebens in einem Bereich von 0 °C — 100 °C

gelegen zu haben, eventuell bedingt durch die hohe Menge an isolierenden Treibhausgasen wie

CO, oder Methan.P**!
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2.3 Abiogenese

Der zeitliche Ursprung des ersten Lebens, die Gegebenheiten auf der Frithen Erde und die damit
einhergehenden pribiotisch plausiblen Bedingungen konnten eingegrenzt werden. Es stellt sich
nun die Frage, wie sich aus anorganischer Materie erste organische Molekiile bilden konnten, die
im weiteren Verlauf zur Entstehung der ersten Lebensformen fihrten. Es existieren zwei
verschiedene Hypothesen iiber den Ursprung der ersten Molekiile auf der Frithen Erde. Zum einen
die extraterrestrische Entstehung und zum anderen die terrestrische Entstehung, welche

nachfolgend genauer beleuchtet werden.

2.3.1 Extraterrestrische Entstehung

Eine Bildung der pribiotischen Ausgangsmolekiile im Weltraum, zum Beispiel in interstellaren
Wolken oder auf anderen Planeten, ist die Hypothese des extraterrestrischen Szenarios. Hierbei
konnten die entstandenen Molekile aus dem Weltraum durch z.B. Meteoriteneinschlige auf die
Frihe Erde gelangt sein. Dies koénnte zum Beispiel durch das hypothetische ILate Heavy
Bombardment (LHB), ein Mondkataklysmus vor etwa 4 Milliarden Jahren, geschehen sein.™”
Verschiedene organische Molekile konnten bei Analysen von Meteoriten und interstellarer

Eisanaloga gefunden werden, was fiir die mogliche Plausibilitit dieses Szenarios spricht.!**!

Genauere Betrachtung dieser Funde legt zu Tage, dass teilweise eine nicht racemische Mischung
von Aminosiuren detektiert werden konnte.*™* Dies ist in Bezug auf die Entstehung der
Homochiralitit von groBer Bedeutung. Eine Erklirung dieser Funde kénnte das physikalisch-
chemische Phinomen des Zirkulardichroismus (CD) sein. Die beiden Enantiomere einer chiralen
Verbindung adsorbieren zirkular polarisiertes Licht, das im Weltall entdeckt werden konnte,
unterschiedlich stark, wodurch es zu einer ungleichen Zersetzung der beiden Isomere kommt.
Infolgedessen kommt es zur Anreicherung eines der beiden Enantiomere, ein sogenannter
Enantiomereniiberschuss. Durch Anwendung dieses Phinomens konnte ein Uberschuss von 4 %
L-Alanin und 3 % D-Leucin erzeugt werden.!**) Dieser Unterschied ist noch nicht gro} genug, um
die hohe Homochiralereinheit der heutigen Biomolekiile zu erkliren. Gekoppelt an diese
Anreicherung misste eine Vervielfaltigung, eventuell iber ein autokatalytisches System,
stattgefunden haben. Andere Ansitze zur Erklirung der Homochiralitit erforschen die
Kristallisation von Konglomeraten aus racemischen Mischungen oder beinhalten

Parititsverletzungen.”"?
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Die Theorie der Entstehung von Leben aulerhalb der Erde, welches durch Meteoriten auf die
Frithe Erde gebracht wurde, wird auch Panspermie genannt.”” Als Kritikpunkt ist anzufiihren, dass
diese Lebensform zuerst einmal die Bedingungen des Weltalls tiberleben musste, sowie den Eintritt
in die irdische Atmosphire, gefolgt vom abrupten Einschlag auf der Frithen Erde. Auflerdem wird

hierbei die Entstehung des Lebens nicht geklirt, sondern an einen anderen Ort verlagert.
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2.3.2 Terrestrische Entstehung

Die zweite Hypothese widmet sich dem terrestrischen Szenario, wobei davon ausgegangen wird,
dass die Entstehung auf der Frithen Erde selbst stattgefunden hat. Als Energiequellen kénnten
UV-Strahlung, elektrische Entladungen, Impaktschocks oder hohe Temperaturen gedient haben.™*
>l Es werden verschiedene Ort auf der Frithen Erde als pribiotisch plausible Entstehungsorte fiir

einfache organische Molekiile, sowie des ersten Lebens angesehen.

Zum einen existierten gasgefillte Hohlen bzw. porése Gesteine, hierbei konnte eine erhhte
Konzentration von Reaktanten eine entscheidende Rolle gespielt haben und die Méglichkeit der
mineralischen Katalyse ist gegeben.”” Heie Quellen haben den Vorteil, dass UV-Strahlung fiir
mogliche photochemische Reaktionen vorhanden war, sowie Nass-Trocken-Zyklen plausibel
sind.”* Bei Nass-Trocken-Zyklen kommt es zu einer temporiren Austrocknung des
Reaktionsraums gefolgt von einer spiteren erneuten Fillung des Reaktionsraums. Dieses
Phinomen kann zum einen auf den Tag-Nacht-Zyklus, den Jahreszeitenwechsel, den Einfluss von
Gezeiten oder dem regelmiBigen Uberschwemmen und anschlieBenden Austrocknen von
Gebieten zuriickzufiihren sein. Durch das Verdunsten des Wassers kommt es zu einer
Anreicherung der Reaktanten, sodass auch Reaktionen, die eine hohe Konzentration erfordern, als
plausibel angesehen werden. Das zeitweise Fehlen von Wasser kann den Ablauf von
Kondensationsreaktionen, die in wissrigen Losungen thermodynamisch ungunstig sind,

erkliren.¢?

AuBlerdem konnen zuvor getrennte Reaktionsriume durch das moglicherweise
abrupte schwallartige erneute Auftreten von Wasser miteinander verbunden werden, wodurch neue
Reaktionen zwischen unabhingig voneinander gebildeten Molekiilen ablaufen kénnen. Die nihere
Umgebung von Vulkanen wird auch als plausiblen Entstehungsort angesehen, da es hier durch die

Hitze zu einer Energiezufuhr kommt und sehr lokal eine reduzierende Atmosphire nach einem

Vulkanausbruch gegeben ist,[63-64

Abgesehen von Orten auf dem Festland, gibt es auch mehrere Orte im Meer, die als plausible
Entstehungsorte gelten konnten. Hier ist zum einen die Meeresoberfliche, bei der die vorhandene
UV-Strahlung und die Verfiigbarkeit von Gasen und Wasser die Vorteile darstellen, zu nennen.*”
In der Tiefsee in sogenannten Schloten hingegen gibt es keine UV-Strahlung, ein moglicher Vorteil
fir Reaktanten, die unter UV-Strahlung zerstort werden koénnten. Zudem sind dort sehr
gleichbleibende Bedingungen gegeben. Des Weiteren kann Katalyse durch Mineralien erfolgen und

die Energiegewinnung durch Redox-Reaktionen ist sichergestellt.l(’("(’8J
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es auf der Frihen Erde eine Fille an moglichen
Entstehungsorten mit teilweise sehr unterschiedlichen Bedingungen gab. Somit kénnen an zwei
Orten trotz gleichen Ausgangsmolekilen unterschiedliche Reaktionen aufgrund der verschiedenen
Gegebenheiten ablaufen. Als Beispiel ist hier die Reaktion zwischen Blausiure (HCN) und
Ammoniak (NHs) zu nennen. Diese fihrt je nach Wahl der Bedingungen entweder zur Bildung
von Harnstoff und Guanidin (hohe Verdunnung und UV-Strahlung) oder es entstehen polymere

Strukturen wie die Nukleobasen (hohe Konzentration und Temperatur).[” "

Im frihen 20. Jahrhundert wurde die Idee der Ursuppe entwickelt. OPARIN und HALDANE
postulierten, dass die vorhandenen Gase in der Atmosphire unter Einwirkung von Energiequellen
in einem Ozean auf der Frithen Erde miteinander reagiert haben kénnten und sich daraufthin erste
komplexere organische Molekiile gebildet haben kénnten." ™ Als Energiequellen wurden Blitze
und/oder UV-Strahlung in Betracht gezogen, wodurch die Gase, vor allem Methan, Wasserstoff,
Ammoniak und Wasser miteinander reagieren kénnten. Dies steht im Einklang mit DARWINS Idee
des kleinen warmen Teiches als Entstehungsort des Lebens.” Das Miller-Urey-Experiment
beweist die Moglichkeit der Entstehung der Molekiile auf der Frithen Erde in der nach OPARIN

und HALDANE postulierten Ursuppe.> 77

Hierbei wurden Bedingungen der Frithen Erde
simuliert, indem Wasser erhitzt wurde, sich der entstehende Wasserdampf mit einer reduzierenden
Gasatmosphire mischte und Blitze durch elektrische Entladungen mittels Elektroden dargestellt
wurden. Das Wasser-Gasatmosphiren-Gemisch kondensierte in der Apparatur und floss zurtick
in das kochende Wasser. Nach einer Woche konnte die Entstehung von einfachen relevanten

Molekiilen, z.B. Glycin, Asparaginsiure und Harnstoff, nachgewiesen werden.!">>"
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2.4 Chemische Evolution Hypothesen

Heutiges Leben basiert auf sehr spezifischen Interaktionen hoch komplexer Makromolekile durch
eine Verflechtung von Desoxyribonukleinsiure (DNA), Ribonukleinsiure (RNA) und Proteinen.
Es erscheint sehr unwahrscheinlich, dass sich diese hochspezialisierten Molektile direkt gebildet
haben. Es wird angenommen, dass die ersten primitiven Lebensformen tiber ein sehr vereinfachtes
autokatalytisches System verfiigten. Allerdings sind hier die Beweise rar gesit, weshalb es zur
Entwicklung von zwei verschiedenen Hypothesen kam. Bei der einen wird von
Stoffwechselkreisldufen durch autokatalytische Reaktion ausgegangen (Metabolismus-Hypothese),
bei der anderen sind selbstreplizierende Polymere, die unter anderem Informationen speichern

konnen (RNA-Welt-Hypothese), der Schlussel fur erstes Leben.

2.4.1 Metabolismus-Hypothese

Bei dieser Hypothese (Metabolism-first-hypothesis) stellen die Stoffwechselwege die
Voraussetzung fiir die Entstehung von Leben dar. Der Fokus liegt hierbei auf der Entwicklung
einfacher organisierter Reaktion-Systemen, welche zuerst durch die geologische Umgebung
katalysiert werden, sich mit der Zeit aber zu einem System entwickeln, das zusitzlich auf

organischen Katalysatoren beruht und schlussendlich idealerweise autokatalytisch wird.”""!

Es stellt sich die Frage welche Bedingungen in diesem Zusammenhang erfiillt werden mussen, um
theoretisch die Entstehung ersten Lebens zu ermdglichen. Das ist zum einen eine konstante
Energiequelle, damit die chemischen Reaktionen dauerhaft ablaufen koénnen, sowie einfache
organische Molekdile als Reaktanten. Auflerdem mussen die Reaktionen autokatalytisch sein und
die Moglichkeit zur chemischen Evolution aufweisen, damit es zu einer Weiterentwicklung
beziechungsweise Selektion kommen kann.® Als mdgliche Orte der Entwicklung solcher
Stoffwechselwege sind unter anderem hydrothermale Schlote im engeren Kreis, da es Analogien
zwischen der hier vorherrschenden Redoxchemie wund den energiegewinnenden

Stoffwechselkreisliufen in autotrophen Organismen gibt.*

Beim heutigen Kernstoffwechsel sind eine Vielzahl von verschiedenen Reaktionstypen vorhanden,
welche untersucht werden mussen. Idealerweise kann ein Szenario entwickelt werden, bei dem eine
Vielzahl dieser Reaktionen simultan ablaufen kann. Dafiir mussen unter anderem
Carboxylierungen, Aminierungen, Reduktionen und Oxidationen, Hydrolysen, Isomerisierungen,

Phosphorylierungen sowie Aldol Reaktionen betrachtet werden.!””
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Besonderes Interesse wird auf reduktive CO,-fixierende Zyklen wie den Acetyl-CoA-Weg gelegt.*)
Hierbei wird CO, und H; verbraucht und Acetat sowie Energie gewonnen. Ein weiterer im Fokus
stehender Stoffwechselweg ist der Zitronensaurezyklus, bei dem Acetyl-CoA zu CO,, H, sowie
Energie abgebaut wird.* In einem ersten autotrophen Organismus wie zum Beispiel LUCA (last
universal common ancestor)® konnten diese beiden Stoffwechselwege entweder getrennt

voneinander oder als kombiniertes Netzwerk genutzt worden sein.

Es gibt auch komplexere kombinierte Netzwerke als Vorschlige, die Vorstufen fiir die Biosynthese
von heute wichtigen Biomolekiilen, wie Aminosiuren, Zuckern, Nukleobasen, Lipiden und
Pytrolen, enthalten.””! Allerdings sind sich selbst die Befiirworter dieser Hypothese uneins, wie weit
die Abstraktion von heutigen System fiithren soll, sowie was die thermodynamischen Triebkrifte

5 891 Somit verbleibt diese Hypothese eine

und die geologischen Gegebenheiten waren.
Moglichkeit fur die Entstehung des Lebens, es muss allerdings noch weitere Forschung betrieben

werden.
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2.4.2 RNA-Welt-Hypothese

Leben in der heutigen Zeit beruht auf der orchestrierten Vernetzung von verschiedenen Polymeren
mit unterschiedlichen Funktionen. Die DNA ist das Schliisselmolekil fiir die Speicherung von
genetischen Informationen. Bei der Biosynthese von Proteinen wird die in der DNA gespeicherte
Information durch Transkription in RNA transformiert, diese wird bei der Translation mittels
Ribosome in Proteine umgewandelt.”@ Es sind jeweils sehr komplexe Polymere, die eng
miteinander zusammenarbeiten und voneinander abhingig sind. Diese Maschinerie ist sehr
spezifisch und komplex. Es stellt sich die Frage, wie einfaches Leben entstehen konnte, bei dem

diese ausgereiften Systeme noch nicht vorhanden waren.

Die RNA-Welt-Hypothese geht davon aus, dass es frither Lebensformen gab, die ausschlieflich
auf RNA als universellen Baustein beruht haben.” RNA kann theoretisch die Funktion von allen
drei Polymeren ausfiihren. Sie kann Informationen speichern und auch katalytisch wirken z.B. in

1,496

Form von Ribozyme I Bei RNA konnte zudem eine Mutationsfihigkeit nachgewiesen werden,

was einen wichtigen Punkt fiir die Evolution von Leben nach Darwin darstellt.”!

Als Indizien fiir dieses Szenario werden die Kofaktoren von Enzymen angesehen. Diese scheinen
molekulare Fossilien zu sein, da die Struktur von vielen Kofaktoren aus Nukleotiden (meist 5°-
AMP) besteht, z.B. NAD, FAD, CoA, SAM und ATP, oder sich auf diese zuriickfiihren lisst.”*”
Mit der Zeit kénnte die RNA durch DNA und Proteine erginzt worden sein.

Die DNA selbst konnte aus der RNA entstanden sein, da sie strukturell sehr nah ist, mit dem
Unterschied des Fehlens der 2°“-Hydroxygruppe in der Riboseeinheit. Dies fithrt zu einer
erheblichen Erhohung der Stabilitdt aufgrund einer robusteren Phosphodiesterbindung wodurch
es zu einer zuvetlissigeren Informationsspeicherung kommt."" AuBerdem wird Thymin anstelle
von Uracil in DNA genutzt. Uracil kann leicht in Cytosin umgewandelt werden, wodurch die
gespeicherte Information verindert werden kénnte. Dies ist bei Thymin nicht der Fall, es handelt
sich folglich um eine sichere Form einer zweiten Pyrimidin-Base. Zusitzlich kann Thymin aus
Uracil prabiotisch hergestellt werden, ein mogliches weiteres Indiz fur die Entwicklung der DNA
aus RNA.'" Alles in allem gibt es viele Hinweise fiir eine mégliche Existenz einer Lebensform

einzig auf RNA beruhend, es konnte allerdings noch nicht abschlieBend bewiesen werden.
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2.5 Nukleosid-Bausteine

Fir die Untersuchung der RNA-Welt-Hypothese und generell dem Ursprung des Lebens ist es
elementar sich mit pribiotischen Synthesen von relevanten Bausteinen auseinanderzusetzen. Von
gro3em Interesse sind die einzelnen Monomere der RNA und DNA, die Nukleoside 2a-d (RNA)
und 3a-c,3e (DNA) (Abbildung 4). Diese bestehen aus einer Zuckereinheit, Ribose (RNA) oder

Desoxyribose (DNA), und einer Purin- oder Pyrimidin-Nukleobase 1a-e.

Purin-Nukleobasen

RNA-Nukleoside

Adenin

)\

f\)%

1a 1b
Guanin

Guanosin: 2b

HO
~°r
HO  ©H
Adenosin: 2a Cytidin: 2¢
Uridin: 2d

Pyrimidin-Nukleobasen

DNA-Nukleoside

NH,

e

1c
Cytosin

SN
o

NH NH
N/&O N’J%o
ol el
1d 1e
Uracil Thymin

J

HO

HO

dAdenosin: 3a  dCytidin: 3¢
dGuanosin: 3b dThymidin: 3e

J

Abbildung 4. Darstellung aller kanonischer Nukleobasen 1a-e und RNA-Nukleoside 2a-d sowie DNA-Nukleoside

3a-c und 3e.

Als Zielmolekiile sind somit zum einen die Nukleobasen und Zucker von Relevanz und zum
anderen die Nukleoside. Einige bisherige Ergebnisse der pribiotischen Herstellung dieser drei

Molekiilklassen werden nachfolgend genauer behandelt.
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2.5.1 Nukleobasen

Die kanonische Purin-Nukleobasen Adenin (1a) und Guanin (1b) konnten von ORO ausgehend

[102-104]

von Blausiure synthetisiert werden (Abbildung 5A). Durch Polymerisation von HCN und
Ammoniakaddition konnte Intermediat 4 gebildet werden aus welchem sich Adenin bildet. Die
Bildung von Guanin (1b) kann entweder durch die Hydrolyse von 4, gefolgt von einer Zyklisierung

mit Cyanogen oder durch Reaktion von 4 mit Ammoniak und Cyanogen zu Diaminopurin (5) mit

anschlieBender Hydrolyse verlaufen.'"!
§ NH NH,
N
</ I NHy  N=—2=N </N l\N
_—
" "N N N/)\NH
3 HCN N NH> NH, N ,
HCN ——— > | _ NIV 5
NZ NH> p, '\ﬂ" -
N NH SN
> 4\ _ NH, g
QN NH, < |/) H,0
H H
NH 4 H,0 1a
NH; + HCN ——> t | o
NH, . o
¢ W N=—=n N:E”\NH
%
HN — ¢ | _
1b
e NH
N L NH,
W HNT ONH,  HaN A
3HCN —» HoN - 5 | )Y
AN HoN™ “N” “NH,
N
6 7 H 1 R?
Ox N
%/ | \N </N | \N
& PR
H,NT N7 R, N"NTR?
NH o
NH
i HoN™ “NHp - HoN 10, 11 1a, 1b
Z NH, = S | NH
N7 PN
© HNT N NH,
8 9

Abbildung 5. Syntheseweg zu den kanonischen Purin-Nukleobasen 1a, b ausgehend von HCN. A) Herstellung nach
ORO. B) Verbesserte Synthese mittels FaPys als reaktive Votldufer. 1a: R = NHy, R? = H; 1b: R' = OH, R? = NH..

Alternativ. wurde ein weiterer Weg zu den Purin-Nukleobasen 1a,b von TRAUBE entwickelt
(Abbildung 5B).""“"" Ausgangssubstanz ist Blausiure, die die Herstellung von einfachen

Aminonitrilen (6, 10) ermdglicht, welche mit Guanidin zu den Aminopyrimidinen 7, 9 umgesetzt
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werden kénnen. Durch Formylierung gelangt man zu den Formamidopyrimidine 11, 12 (FaPys),

welche zu 1a, b kondensieren.

(0]
HQNJJ\NHZ

" H0 \_on . NH, 0 o
| DS ——
I \_ HNCO j\ A H/J%O H/J%o HN=NH, H/J%o
NC\/\N NH,
NH; H 1c 1d 1e

Abbildung 6. Synthese der Pyrimidin-Nukleobasen 1c-e ausgehend von Cyanoacetylen.

Bei den Pyrimidin-Nukleobasen handelt es sich nicht um HCN-Polymere, weshalb die
Nukleobasen nicht in einem kombinierten Weg hergestellt werden koénnen. Statt HCN als Edukt
wird bei den Pyrimidinen Cyanoacetylen als prabiotische Ausgangssubstanz fir die Synthese
genutzt (Abbildung 6). Cyanoacetylen kann zum einen mit Cyanat und Ammoniak, zum anderen
mit Harnstoff unter basischen Bedingungen, zu Cytosin (Ic) reagieren. Durch anschlieSende
Hydrolyse kann 1c in Uracil (1d) iiberfithrt werden.!"™ """l Thymin (1e) kann nachweislich durch

111-112]

Methylierung von 1d mit Formaldehyd und Hydrazin gebildet werden.!
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2.5.2 Zucker

Ein weiterer wichtiger Baustein der Nukleoside ist die Zuckereinheit. Der erste Schritt im Gebiet

der pribiotischen Chemie in Bezug auf die Synthese von Zuckern war die Entdeckung der

Formose-Reaktion durch BUTLEROW.P’

Hierbei reagiert Formaldehyd (12) mit Spuren
Glykolaldehyds (13), beides pribiotisch plausible Aldehyde, autokatalytisch zu verschiedenen

komplexen Zuckern (Abbildung 7A).!'">"

o} Ca(OH), e
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12 OH
B (0]
2
HJ\H
12
0 ¢ 0
HO. o}
o no L T
H 12
Ca(OH), 13 Ca(OH),
OH o}
o)
HO/\HV HO/\HkH
OH OH
14
CalOH),| /Ca(OH)2

HO OH 0
HO\)]\/OH
HO \X
Ca(OH),
0

J

H™H
12

Abbildung 7. A) Allgemeine Reaktionsgleichung der Formose-Reaktion. B) Der autokatalytische Formosezyklus der
zur Bildung diverser Zuckermolekdle fiihrt.

Damit der Katalysezyklus der Formose-Reaktion anlaufen kann (Abbildung 7B), wird auller
Glykolaldehyd noch eine Base und ein zweiwertiges Metallion bendtigt. Hierfur wird oftmals
Calciumhydroxid verwendet. Ohne die Anwesenheit von minimalen Mengen Glykolaldehyds lauft
unter den vorherrschenden alkalischen Bedingungen fast ausschlieflich die Cannizzaro Reaktion
ab. Hierbei kommt es zu einer Disproportionierung von Formaldehyd resultierend in der Bildung
von Ameisensidure und Methanol. Sobald Glykolaldehyd vorhanden ist, kommt es zu einem
Anlaufen des autokatalytischen Prozesses, der aus einer Vielzahl von Aldol- und Cannizzaro-
Reaktionen, sowie Lobry-de-Bruyn-van-Ekenstein-Umlagerungen besteht.">""! Durch die

Bildung von Glycerinaldehyd (14) und einer Erhéhung der Glykolaldehyd-Konzentration kommt
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es zur Entstehung von komplexen Produktmischungen aufgrund der ablaufenden Reaktionen
zwischen den gebildeten Aldehyden. Hauptsiachlich bestehen diese aus Triosen, Tetrosen,
Pentosen, Hexosen und hoheren Zucker, sowie verzweigten Zuckern oder Zuckeralkoholen/-

sauren.'®11

I D-Ribose und Desoxyribose sind wichtige pribiotische Molekiile fiir die Nukleosid-
Synthesen. Problematisch ist, dass die Desoxyribose iiberhaupt nicht durch die Formose-Reaktion
gebildet wird und Ribose zwar entsteht, aber nur mit Ausbeuten von unter 1 %.""" Eine mégliche
Erklirung fir die geringe Ausbeute ist die schnelle Zersetzung von Ribose in wissrigen
Losungen,'™ mit einer Halbwertszeit von drei Stunden bei pH 10,2 und 55 °C.I"*"! Im Vergleich
zu anderen Pentosen ist die Zersetzung viermal schneller und im Vergleich zu Hexosen ist die
Ribose sogar 16-mal instabiler, wodurch sich die gebildete Ribose auch nicht im Laufe der Zeit
anreichern konnte.'””! AuBerdem gibt es keine stereoselektive Bildung der D-Ribose, sondern es
kommt zur Bildung eines racemischen Gemisches von Pentosen.!'" Modifizierungen der
Formose-Reaktion, wie zum Beispiel mit der Zugabe von Boraten oder Phosphaten, um Pentosen
zu stabilisieren, fithrte zu einer Erhéhung der Ausbeute.'"”"'* Mittels verschiedener Katalysatoren,
nennenswert ist die Verwendung von Hydroxylapatit (Cas(PO4);(OH)), konnte die Riboseausbeute
auf bis zu 20% gesteigert werden."”"”" Eine generell erhohte Ausbeute von Pentosen konnte
erreicht werden, indem anstelle von Formaldehyd direkt von den C2- und/oder C3-Bausteinen,
Glykolaldehyd und Glycerinaldehyd, ausgegangen wird. Diese beiden Aldehyde konnen alternativ

131
I‘l.[70’

durch Photoreduktion aus einer wissrigen Blausdurel6sung hergestellt werde | Bisher ist es

noch nicht gelungen Ribose und insbesondere D-Ribose selektiv in hohen Ausbeuten herzustellen.
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2.6 Nukleoside

Die ersten pribiotischen Synthesen der RNA-Nukleoside basieren auf der Verkniipfung der zuvor
behandelten Nukleobasen mit Ribose tber eine glykosidische Bindung. Weitere Forschung in
dieser Richtung brachte alternative Wege hervor. Einige ausgewahlte pribiotischen Synthesen der

Nukleoside werden nachfolgend genauer beleuchtet.

2.6.1 RNA-Purin-Nukleoside

Der erste pribiotische Weg zu Adenosin (2a) wurde durch UV-Bestrahlung einer wissrigen Losung
Adenin- und Ribosel6sung gefunden werden. % Allerdings waren die Ergebnisse schlecht
reproduzierbar und die Ausbeute sehr gering. Das Hauptproblem scheint die Instabilitit der Ribose

in wissrigen Losungen darzustellen.

ORGEL umging das Problem, indem er nach der pribiotischen Synthese der Nukleobasen 1a und
1b die Glykosylierung mit Ribose in trockenem Zustand durchftihrte (Abbildung 8). Die beiden

kanonischen B-Nukleoside 2a und 2b konnten mit einer Ausbeute von 4 % bzw. 8 % gebildet

werden.'?
R1
)SJ\ R1 <N | N
H,N_ _CN . 2
D-Ribose
HN" “NH, — > I — </N N ——— HQ N N/)\Rz
+ HNT Y CN N /)\ ) trocken KQ/
2
NC._CN N” N7 R \_/
HO  ©OH
1a, 1b 2a, 2b

Abbildung 8. ORGELS prabiotische Synthese zu den Putin-RNA-Nukleosiden 2a und 2b. 1a/2a R'=NH,, R?=H;
1b/2b R!=OH, R?>=NH..

Beide genannten Synthesen enthalten die Glykosylierung der Nukleobase als Schlusselschritt.
Problematisch ist dabei unter anderem die geringe Nukleophilie der Nukleobasen, wodurch es zu
schlechten Ausbeuten kommen kann. Um das Reaktivititsproblem zu 16sen, wurde aktivierte
Ribose, z.B. Ribose-1-Phosphat oder Ribose-1,2-cyclisches-Phosphat, eingesetzt.'**""! Hierbei
konnte beide Male Adenosin gebildet werden und im Falle des zyklischen Edukts sogar die
Ausbeute auf 15% gesteigert werden, allerdings konnte bei beiden Wegen Guanosin nicht
synthetisiert werden. Diese Probleme, schlechte Ausbeute und/oder nur Adenosin Bildung,
konnten von CARELL gel6st werden, indem die Glykosylierung nicht an den fertigen Nukleobasen
durchgefiihrt wird, sondern an Vorldufern. Die zuvor behandelten FaPys 10 und 11 dienen hier als

Schliisselintermediate, die mit Ribose im trockenen Zustand versetzt wurden (Abbildung 9).I'"
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AnschlieBend kommt es zu zwei Ringschlussreaktionen, die die beiden Nukleoside 2a und 2b
bilden. Da hier reaktivere Vorstufen fiir die Glykosylierungsreaktion genutzt wurden, konnte die
Ausbeute gesteigert werden. Die Formylierung von 7 und 9 zu den FaPys findet unter sauren
Bedingungen statt, wohingegen die beiden finalen Ringschlussreaktionen am besten unter

1713 Dies steht im Widerspruch mit der pribiotischen

alkalischen Bedingungen funktionieren.
Plausibilitit, da solch drastische Bedingungswechsel wihrend einer Synthese schwer mit den
vorherrschenden Bedingungen auf der Frithen Erde vereinbar sind. Dieses Problem wurde spater
behoben, indem die Reaktion unter Verwendung der prabiotisch plausiblen Nass-Trocken-Zyklen

durchgefiihrt werden konnte.!*’

NH,
///\\

N N R’I IO H R']
6 J ok -
NH H,N N HO S N D-Ribose
)]\ /)\ /)\ trocken
H,N” “NH, H,N” "N” "R2? H,NT N7 TR2?
NH2 7,9 10, 11
H,N R’
X
o) N N~SN
8 HO N A

Nass-Trocken-
NH4CN(aq,) Zyklen HO OH

2a, 2b

Abbildung 9. Synthese der Purin-Nukleoside 2a und 2b mittels FaPy Intermediaten 8 und 9 mit dem finalen Schritt
im trockenen Zustand (durchgehender Pfeil) oder mit Nass-Trocken-Zyklen (gestrichelter Pfeil). 2a: R! = NHo,
R?=H; 2b: R' = OH, R>= NH..
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2.6.2 RNA-Pyrimidin-Nukleoside

Die pribiotische Synthese der Pyrimidin-Nukleoside gestaltete sich schwierig, da die
Glykosylierung nach ORGEL, wie zuvor bei den Purinen gezeigt, nicht erfolgreich war.’> ' Es
wurde nach einem Weg gesucht, bei dem entweder die Nukleobase und/oder die Ribose
schrittweise aufgebaut werden. Dadurch koénnten die Probleme der Glykosylierung und der
Plausibilitit von Ribose umgangen werden. Eine erfolgreiche Synthese wurde von SUTHERLAND
demonstriert, bei der Cytidin (2c¢) schrittweise iiber 2-Aminooxazol (15) hergestellt wurde

(Abbildung 10A)."

A NH,

OH

Ho\)vo HO
14

»

(0] N=——== H

~r, T e
H

N=—NH, N
— 0

0 OH
l | 15 16 2c
B NH,
N
N
HO HO |
0 o)
N N=—= k(_7----N —\ @ HS "] o) eN/gS
> »\NH o ., )QN NH2 —— 3
HO O 2 o o HCONH,/H,0 .
HO  ©OH
16 17 18
lhv
o] NH, NH,

(X Cl L
H,0 H,0
HOK(i\//N /go - HOK@/NAO - HO\G/N S

HO  OH HO  OH HO  OH

2
N

2d 2c 19

Abbildung 10. A) Bildung von 2c aus einfachen Aldehyden und Nitrilen. B) Verbesserte Synthese zu den Pyrimidin-
Nukleosiden 2¢ und 2d mittels Thiolyse und Epimerisierung.

Um Uridin zu erhalten und die generelle Ausbeute zu verbessern, wurde die bereits gezeigte

12181 Die ersten Reaktionen

Reaktionsabfolge von SUTHERLAND optimiert (Abbildung 10B).!
bleiben unverindert zu 16, allerdings erfolgt nach der Reaktion zu 17 anschlieBend eine Thiolyse.
Dadurch kommt es zur Bildung des a-Thio-Cytidin Vorlaufers 18, der durch Photoanomerisierung
in die B-Version 19 Gberfithrt werden kann. AnschlieBende Hydrolyse fithrt zur Bildung von 2c

welches durch erneute Hydrolyse in 2d iiberfithrt werden kann.!"*!
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Ein von CARELL entwickelter Ansatz zur Herstellung der Pyrimidin-Nukleoside basiert auf Ribose
als Edukt (Abbildung 11)."* Hierbei wird ausgehend von Cyanoacetylen 3-Amino-Isoxazol (20)
gebildet. Zugabe von Harnstoff und Metallionenkatalyse (Zn*" oder Co™") fiihrte zur Bildung von
Intermediat 21. Dieses wird mit Borsiure und D-Ribose in einer Trockenreaktion versetzt, um
Nukleosid-Vorlaufer 22 zu erhalten. Anschliefend wird eine kaskadenartige Sequenz in Gang
gesetzt. Der Startpunkt ist eine reduktive Offnung des Isoxazols mit Fe** und DTT, gefolgt von
einer Tautomerisierung, einer intramolekularen Zyklisierung und einer abschlieBenden
Wassereliminierung. Dies fiithrt zur Bildung von Cytidin (2c), welches mittels Hydrolyse in Uridin

(2d) Gberfihrt werden kann.

M = o
__ HxN-OH g HN™ "NH, o, _ )j\ D-Ribose
N=—= W= N” N7 NH,
NH, M2+ H trocken
20 21
2
o NH, NQ
NH SN HN
HO | A H,0 HO | A Fe?*, DTT  HO ©
HO  OH HO  OH HO  OH
2d 2 22

Abbildung 11. Die Pyrimidin-Nukleosid-Synthese mittels D-Ribose und 3-Amino-Isoxazol 20 nach CARELL.
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2.6.3 Kombinierte Synthesen der Purin- und Pyrimidin-Nukleoside

Bisher wurden Synthesen beschrieben, die entweder Purin- oder Pyrimidin-Nukleoside bilden. Um
ein biologisches System auf der Grundlage von RNA zu entwickeln, wire es plausibler, wenn es
einen kombinierten Syntheseweg gibe. In den letzten Jahren wurde auf diesem Thema viel
Forschung betrieben und CARELL entwickelte eine Synthese zu allen kanonischen RNA-
Nukleosiden auf der Grundlage der zuvor entwickelten getrennten Wege mit Cyanoacetylen als
gemeinsamen Ausgangsmolekiil (Abbildung 12).'"! Die jeweiligen Vorstufen der Purin- und
Pyrimidin-Nukleoside (FaPys und Isoxazole) werden unabhingig voneinander gebildet. Einzig eine
Verwendung mancher Molekile/Tonen als Losungsmittel oder Katalysatoren zeigt hier eine
Verflechtung der Reaktionswege. AnschlieBend kommt es unter einheitlichen Bedingungen zur
Kondensation mit Ribose und der anschlieBenden Bildung der kanonischen Nukleoside 2a-d. Fur
die Pyrimidin-Vorstufe 20 wurde eine One-Pot-Reaktion etabliert, bestehend aus der Reaktion von
Cyanoacetylen und Hydroxylamin zu 19, gefolgt von einer Zn*"-katalysierten Reaktion mit

Harnstoff. Die hierbei benétigten Zn**-Ionen werden iiber den Purin-Syntheseweg gebildet.

(e}
H H
- = (0]
N HZN/U\NH2 g L
OH ——> 0 N
N - % = N~ “NH,
=—=N NH, !
l i 20 21
o Einheitliche Bedingungen
[ON ! U
N N H
)\ | | 1) D-Ribose, austrocknen
: : 2) Carbonat, Borat
P X : : ) )
NZ NN ; R ; Fe2*, DTT, pH 9,7
! Zn Zn?* g R

23,24 10,11

R R3

N \N \N
] |
HO o N N/)\Rz HOKG/N/gO

HO  OH HO  OH

2a, 2b 2c, 2d

Abbildung 12. Einheitlicher Reaktionsweg zur Bildung von Purin- und Pyrimidin-Nukleosiden 2a-d von CARELL.
10/23: R! = NH,, R? = H; 11/24: R' = OH, R?> = NH..

Das zuvor im Pyrimidin-Syntheseweg gebildete Isoxazol 20 fungiert als Losungsmittel fir den

ersten Reaktionsschritt auf dem Weg zu den Purin-Nukleosiden 2a und 2b. Nach der Bildung von
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23, 24 muss H,O zugesetzt werden, da die nachfolgenden Reaktionen nicht in Gegenwart von
Isoxazol ablaufen kénnen. Durch Zugaben von verdiinnter Ameisensaure und Zink wird die
Reaktion zu 10 und 11 initiiert. Eine Mischung der Vorlidufermolekile (FaPys 10 und 11 bzw.
Isoxazol 21) wird mit D-Ribose versetzt und ein Nass-Trocken-Zyklus wird simuliert. Die
nachfolgende Zugabe von H,O, Carbonat, Borat, Fe** sowie DTT und das Einstellen des pH-
Werts auf 9,7 fithrt zur Bildung aller vier kanonischen Nukleoside (2a-d). Durch diese miteinander
verflochtenen Synthesewege ist man der plausiblen, simultanen Herstellung aller kanonischen
Nukleoside deutlich nihergekommen. Allerdings sind die Verwendung von Ribose, die teilweise
nicht tolerierten Lo&sungsmittel und die damit einhergehenden Losungsmittelwechsel die

Schwachpunkte dieser Synthese.
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2.6.4 DNA-Nukleoside

Auf dem Gebiet der DNA-Nukleoside wurden zwei dhnliche Syntheserouten von SUTHERLAND
veroffentlicht (Abbildung 13).*"'* Bei der ersten Synthese wird als Edukt 25 benutzt, ein
Nebenprodukt aus der Synthese zu den RNA-Pyrimidin-Nukleosiden."*! Daraus entsteht 2’,2-
Thioanhydro-Nukleosid 26 welches mittels photoinduzierter Reduktion unter Zugabe von H,S 2’-
deoxy-2-Thiouridin 27 bildet. Transglykosylierung mit Adenin fihrt zur Bildung von
desoxyAdeonsin (3a). Dieser Reaktionsweg ist mit starker Analogie zur enzymatischen Reaktion

entwickelt worden.

o 0 NH,
HO N
NH NH N
o 4
HO ﬁi& Ni hv HO f:/&s 1a HO <N | /)
o N S — » )QN 0O — o) —_— o) N
HO oM HO' HO'
25 26 27 3a
B NH, NH, j\ NH,
NZ >N H,0 HaN H,N” “NH NE =
s mS» —= | /) 2 2 N [ S—sH
N7 N HNT N or NH,SCN NN
1a 28 29
HO
\G—Ni NH;
- o]
S "”0)\N HO N4\N /N SN
"o 0o N HSOy HQ <N | A
29 30 > B_ NH, % o) N
=N
o' S hv R
HO
31 3a

Abbildung 13. Synthesewege zu desoxyAdenosin (3a) nach SUTHERLAND. A) Herstellung analog zur enzymatischen
Reaktion. B) Syntheseweg mittels photochemischer Reaktion zu 3a.

SUTHERLAND entwickelte anschlieBend eine dhnliche Route, die plausiblere Zwischenstufen
enthilt (Abbildung 13B).""** 1a wird hydrolysiert, sodass Aminopyrimidin 28 entsteht, welches mit
Thioharnstoff oder Ammoniumthioacetat zu 8-Mercaptoadenin (29) reagiert. Dieses Adenin-
Derivat kann nun mit 30 wiederum ein Nebenprodukt der RNA-Pyrimidin-Nukleosid-Synthese,
tber eine Transglykosylierung zu 31 reagieren. Mittels photochemischer Reduktion konnte
desoxyAdenosin (3a) erhalten werden. Beide Male konnten Uberschneidungen zwischen der RNA-
und DNA-Nukleosid-Synthese gefunden werden. Dies konnte ein weiterer Hinweis auf die

Entwicklung der DNA aus der RNA sein. Allerdings konnte weder desoxyGuanosin noch die
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desoxyPyrimidin-Nukleoside gebildet werden, wodurch die Plausibilitit als cher gering

einzuschitzen ist.

Im Gegensatz dazu konnte TRAPP eine Route zu allen vier kanonischen DNA-Nukleosiden (3a-c,
3e) nachweisen (Abbildung 14)."*! Als Edukte werden die Nukleobasen, sowie einfache Aldehyde
benotigt. 1a-c, le reagieren mit Acetaldehyd zu den korrespondierenden Vinylspezies 32a-c, 32e.
Das Reaktivititsproblem der Nukleobasen wird durch die hohe Reaktivitit des Acetaldehyds
ausgeglichen. Ein durch die Enaminbildung ermdoglichter regioselektiver nukleophiler Angriff an
Glycerinaldehyd fithrt zu Intermediat 31, welches tiber eine 5-exo-trig-Zyklisierung zu den DNA-
Nukleosiden 3a-c, 3e reagiert. Hierbei konnten unter einheitlichen pribiotisch plausiblen
Bedingungen sowohl die Purin- als auch die Pyrimidin-DNA-Nukleoside hergestellt werden.

R1
R 0 R

| 4 AP
O <
<,N |\N i, «ij"‘\ ﬂ, /r\(fD N/)\Rz

N N/)\R2 NTSNR? ©o

_
OH
HO
1a, 1b 32a, 32b 33a, 33b
( R® R!
R4
0 apt
HO pZ
o' HO'
3c, 3e 3a, 3b )
R3
R? R3 3
|\N OH Ré OI . R
® Os _A_ _OH SN R
OH N/go B el | /g <k_ | N
| N~ 0 N/&o
HO ! K
©
33c, 33e 32c, 32e 1c, 1e

Abbildung 14. Kombinierte DN A-Nukleosid-Synthese von TRAPP zu allen vier kanonischen Nukleosiden 3a-c, 3e
ausgehend von einfachen Aldehyden und den Nukleobasen 1a-c, 1e. Xa: R = NH», R?= H; Xb: R! = OH, R?> = NHy;
Xc: R3=NH,, R*=H; Xe: R3>=OH, R*=Me.
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2.7 Proto-RNA

Das Leben basiert auf komplexen Molekiilen wie Proteinen, RNA und DNA (Abbildung 15). Die
RNA-Welt Hypothese schligt eine vereinfachte Vorldufer Welt vor, die ausschlieBlich auf RNA

beruhte.” > *7* Eg stellte sich die Frage, wie diese immer noch extrem spezifizierten Molekiile

entstehen konnten. Es sind einige pribiotische Wege zu den kanonischen Nukleosiden bekannt,!"*"

145146, 501 aber die Frage bleibt dieselbe: Wie ist diese Komplexitit entstanden?

DNA RNA Peptid
0 Q HN
0=P~ 0=P~
O e R
0o o o \_o OQQ\R
HN\g\
0 g o N o
0o=P- 0=P-0 \\(
R R

e i e
Abbildung 15. Ausschnitt des chemischen Aufbaus der drei Polymere DNA, RNA und Peptid.

Die chemische Evolution der RNA im Laufe der Zeit, beginnend von sehr einfachen RNA-
Molekiilen hin zu mehr Komplexitit und schlussendlich zu den heute bekannten Strukturen,
scheint ein plausibles Szenario zu sein. Diese vereinfachten Vorldufer, sogenannte Proto-RNAs,
koénnen an drei verschiedenen Stellen, dem Zuckerbaustein, der Phosphodiesterbindung oder den
Nukleobasen, modifiziert worden sein. Hierbei koénnen nicht nur einzelne Modifikationen
entstanden sein, sondern es kann auch simultan zu einer Verinderung an mehreren Stellen
gekommen sein. Dies stellt eine enorme Vielfalt an Moglichkeiten dar, die untersucht werden
konnen. Nicht nur bei der Suche nach dem Ursprung des Lebens wird an nicht kanonischen
Nukleinsduren geforscht. Vor allem in der synthetischen Biologie untersucht man Varianten der
RNA. Diese sogenannten XNAs (Xeno-Nukleinsauren) werden zur Entwicklung von genetischen
Speichermaterialen oder fiir molekulare Medizin genutzt."”"*¥ Einige dieser XNAs sind auch
plausible Kandidaten fiir eine Proto-RNA.'" Nachfolgend werden einige Beispiele einer

potentiellen Proto-RNA genauer betrachtet.

29



Kenntnisstand

2.7.1 Modifikationen am Riickgrat der RNA

Mogliche Varianten mit Verdnderungen an der Zuckereinheit und/oder an der
Phosphodiesterbindung sind in Abbildung 16 dargestellt. Als einfache abgewandelte pribiotisch
synthetisierte Modifikation der RNA (Ribonukleinsiure) wird die AINA (Arabinonukleinsiure)
gehandelt, bei der Arabinose als Zuckereinheit verwendet wird.!"” Diese weist eine sehr dhnliche
Tertidrstruktur zu RNA und DNA auf und ist weniger labil gegentiber Hydrolyse als RNA.">
Allerdings werden verschiedene Arabinose-Nukleosid und Nukleotid Derivate als Zytostatika
eingesetzt, weshalb sich die Frage stellt wie und warum der Ubergang von ANA zu RNA
abgelaufen sein konnte.”'* Die sogenannten pyranosyl-RNAs (p-RNA) basieren nicht auf
Furanosen, sondern auf Pyranosen. Diese Variante ist selektiver in Bezug auf Basenpaarung und
formt deutlich stabilere Duplexe als die kanonische RNA. Dies ist allerdings nicht unbedingt
gewiinscht, da eine zu starke Duplexstabilitit zu einer Verringerung der Fahigkeit zur Replikation
fithren kann."""'* Eventuell war dies Teil der Selektionskriterien, weshalb sich die heute bekannten

kanonischen RN As durchsetzten.
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Abbildung 16. Beispicle moglicher Proto-RNAs mit Modifizierungen am Zuckerbaustein (orange Markierung)
und/oder der Phosphodiesterbindung (graue Markierung).

Threose-Nukleinsduren (TNA) bestehen aus Threofuranosyl-Einheiten. Dies ist ein C4-Zucker,
der als pribiotisch plausibler als Ribose angenommen wird."*'* Diese Vatiante wurde zuerst nicht
als vielversprechender Kandidat gehandelt, da keine sechs kovalenten Bindungen pro
Mononukleotideinheit gebildet werden kénnen, wie es bei RNA der Fall ist. Synthese mehrerer
TNAs und eingehende Untersuchungen bestitigte zunichst diese Vermutung, da fir die 3°-2°-
verkntpfte 3-Variante tatsichlich keine Basenpaarung nachgewiesen werden konnte. Die 3°-2°
verkntipfte a-Variante hingegen zeigt sowohl Watson-Crick-Paarungen mit sich, als auch mit

RNA.I' Diese Kreuzhybridisierung stellt eine elementare Eigenschaft einer Proto-RNA dar,
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um einen effektiven Informationstransfer zwischen den unterschiedlichen sich entwickelnden

Systemen sicherzustellen.!""”

Bisher wurden nur zyklische Zucker betrachtet, es stellt sich die Frage
ob noch einfachere, womdglich prochirale, Nukleotidanaloga iiber die gleichen Eigenschaften
verfiigen. Sogenannte Glykol-Nukleinsduren (GNA) wurden bereits frih postuliert und

zwischenzeitlich auch synthetisch hergestellt."*”

Es konnte nicht nur Duplexbildung mit sich selbst
beobachtet werden, sondern noch wichtiger die Kreuzhybridisierung mit RNA.'"™ Auch
azyklische Zucker sind als potentielle Vorldufer maéglich, wodurch die zuvor schon sehr vielfiltigen

Mboglichkeiten sich nochmals vermehrt haben.

Die Phosphodiesterbindung vereint die Stabilitit gegentiber spontaner Hydrolyse mit der Labilitit,
um von Enzymen hydrolysiert werden zu kénnen, miteinander. Des Weiteren kommt es aufgrund
der negativen Ladung der Phosphate zur Bildung charakteristischer Helices und zur Ausbildung
der Watson-Crick-Basenpaarungen.” Als Ersatz fiir das Phosphat wurde ein Proto-Riickgrat
bestehend aus Acetalen vorgeschlagen. Hierfiir werden einfache Aldehyde benétigt, die durch die
Formose-Reaktion gebildet werden kénnen, welche dann zum Beispiel mit den Alkoholen der
Ribose Acetale bilden. Diese Acetal-verkniipften-Nukleinsiduren (aNa) sind ebenfalls in der Lage
Doppelhelices mit RNA und DNA zu bilden und kénnen abhingig von den jeweiligen Aldehyden
ebenfalls negativ geladen sein.!"'™! Die gaNa (Glyoxat-Acetal Nukleinsiuren) sind ein solches
Beispiel. Sie kénnen durch Erhitzen von Nukleosiden und Glyoxat, pribiotisch herstellbar aus
Glykolaldehyd,"™ hergestellt werden. Diese zeigen eine erhchte Stabilitit gegentiber Hydrolyse
und weisen eine groBe Ahnlichkeit in der Tertidrstruktur zu RNA auf”” Ein weitaus
abweichenderer Ansatz von den bekannten Strukturen sind die Peptid-Nukleinsduren (PINA).
Diese Nukleinsiuren bestehen aus einzelnen N-(2-Aminoethyl)Glycin-Einheiten, die sowohl den
Zucker als auch das Phosphat in ihrer Funktion ersetzen.!”"" Hierbei handelt es sich im Vergleich
zu RNA um neutrale Molekiile, wodurch die elektrostatische Abstof3ung verringert wird. Watson-
Crick-Basenpaarung konnte sowohl mit sich selbst, als auch mit RNA nachgewiesen werden. Alles
in allem ist die weitere Entwicklung solcher Systeme notwendig, um mehr Einblick in die mégliche

Entwicklung des heutigen Ribose-Phosphat-Systems zu bekommen.
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2.7.2 Modifikationen der Nukleobasen

Heute werden vier verschiedene Nukleobasen verwendet (Abbildung 17A), aber fiir einfachere
Lebensformen war es vielleicht nicht notwendig, tiber vier verschiedene Nukleobasen zu verfigen.
Vielleicht waren zunichst nur Purin-Purin-Paare vorhanden (Abbildung 17B), z. B. Adenin mit
Hypoxanthin,™ pribiotisch herstellbar durch Desaminierung von Adenin."*! Basenpaarung
konnte nachgewiesen werden,!'”"™ die gebildeten Duplexe der korrespondierenden Nukleoside
Adenosin und Inosin sind jedoch vergleichsweise instabil."* Die ebenfalls aus Purin-Purin-
Interaktion bestehenden Paare Guanin - Isoguanin beziehungsweise Diaminopurin - Xantin zeigen
ebenfalls Wechselwirkungen und weisen eine erhéhte Stabilitit im Vergleich zu Adenin -
Hypoxanthin auf, weshalb sie plausiblere Alternativen darstellen, um als Vorlaufersystem existiert
zu haben. 71181 Als etwas verinderte Vorliufer (Abbildung 17C) wurden Urazol und Guanazol
postuliert, die eine hohe Stabilitit gegen UV-Strahlung aufweisen und prabiotisch plausibel

hergestellt werden kénnen.!"™
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Abbildung 17. Darstellung der Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Nukleobasen. A) Watson-Crick-
Basenpaarung zwischen den kanonischen RNA Nukleobasen. B) Wechselwirkungen zwischen sehr dhnlichen nicht
kanonischen Nukleobasen und kanonischen Nukleobasen. C) Stirker modifizierte Systeme, die unter anderem mit
kanonischen Nukleobasen Wasserstoffbriickenbindungen eingehen.
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Weiter von den kanonischen Nukleobasen entfernt sind Melamin oder 2,4,6-Triaminopyrimidin

sowie Barbitursiure oder Cyanséure.““'mm

Diese zeigen ebenfalls komplementire
Wechselwirkungen und kénnen sich noch dazu zu Polymeren in wissrigen Losungen anreichern.
Als nicht zyklische System ftur Nukleobasen dienen die Harnstoff-Derivate Biuret und Triuret, da
diese durch intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen eine dhnliche planare Struktur wie die
kanonischen Nukleobasen ausbilden. Die Synthese sowohl der Nukleobasen als auch der
Nukleoside wird als pribiotisch plausibel erachtet."” " Das Triuret-Nukleosid verfiigt tiber gute
Basenpaarungseigenschaften mit Guanosin  und Inosin. Eine weitere interessante
Herangehensweise sind die Isoxazol-basierte Nukleoside. Diese fungieren als Vorlduferbasen, die
sich innerhalb des gebildeten RNA-Strangs in die kanonische Nukleobase Cytosin umlagern."”'"*
Des Weiteren wurde eine Basenpaarung mit Guanosin nachgewiesen, die in etwa so stark ist wie
die von Uridin zu Guanosin, sodass eine Kreuzhybridisierung méglich ist, bei der mit der Zeit alle

Isoxazol-Nukleoside in kanonische Nukleoside umgewandelt werden konnten.
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2.8 tRNA

Bei der Biosynthese wird die genetische Information der DNA in messenger-RNA (mRNA)
transkribiert. AnschlieBend wird bei der Translation die Basenfolge der mRNA mittels eines
Ribosoms in eine Aminosduresequenz tibersetzt, welche nach korrekter Faltung ein
funktionsfihiges Protein darstellt. In diesem Prozess ist die sogenannte Transfer-RNA (tRNA) von
groBer Bedeutung.!"” Diese stellt den Triger dar, der die Aminosiuren zum Ribosom transportiett.
Dort kommt es zur Interaktion zwischen dem Anticodon der tRNA mit dem Codon der mRNA
durch Wechselwirkungen zwischen den Nukleotiden. Dies ist relevant fiir den spezifischen Einbau
der vorgegebenen Aminosiure in die Peptidsequenz.I"""”" Kanonische tRNAs bestehen aus circa
76 bis 90 teilweise modifizierten Nukleotiden.!"”” Durchschnittlich sind ca. 15 % der Nukleotide
einer tRNA nicht kanonisch, das sind ungefihr 8 Modifikationen pro tRNA.'"**" Diese
Verinderungen haben unterschiedliche Einfliisse, unter anderem im Bereich der Stabilitit und
Faltung der tRNA, sowie der Effektivitit der Aminosiurebeladung oder der Fehleranfalligkeit bei
der Erkennung des korrekten Codons.””"** Einige dieser modifizierten Nukleotide existieren in
allen drei Dominen des Lebens, weshalb sie als molekulare Fossilien von LUCA betrachtet

25271 Aus chemischer Sicht handelt es sich eher um einfache Verinderungen, wie die

werden. |
Methylierungen an Nukleobasen oder der 2‘-Hydroxygruppe der Ribose (Abbildung 18A). Es
konnen aber an der Nukleobase auch Isomerisierungen, Reduktionen, Acetylierungen,

Thiolierungen oder die Verkniipfung mit einer Aminosiure auftreten.”**!

Aufgrund intramolekularer Basenpaarungen erinnert die 2-dimensionale Struktur der tRNA an ein
Kleeblatt (Abbildung 18B). Die verschiedenen Bereiche der tRNA sind der Akzeptorstamm, der
D-Arm, der Anticodon-Arm, die V-Schleife und der T-Arm.!"” Jeder Arm ist unterteilbar in Stamm
und Schleife, wobei der Stamm der kurze doppelstringige Bereich ist und die Schleife die daran
anschlieBende gebogene Einheit. Der Akzeptorstamm ist relevant fir die korrekte Bindung der
spezifischen Aminosiure an der 3*-CCA Einheit, sowie fiir die Erkennung durch die Enzyme.””
Die nichste Einheit, der D-Arm ist fiir die Stabilisierung der tertidgren Struktur der tRNA zustindig
und wurde nach der oftmals vorkommenden modifizierten Dihydrouridine Base in der Schleife
benannt.”"” Die einzelstringige Schleife des Anticodon-Stamms enthilt den Anticodon, eine drei
Basen-Einheit, die fir die Wechselwirkung mit der Codon-Einheit der mRNA unetlidsslich ist. Die
Funktion der variablen Schleife (V-Schleife) ist noch nicht eindeutig identifiziert worden. Die
Linge dieser Schleife unterscheidet sich teils extrem, abhingig von der zu beladenden Aminosiure

und des Organismus.”" Fiir die etleichterte Interaktion mit dem Ribosom ist der T-Arm zustindig,

34



Kenntnisstand

auch bekannt als TWC-Arm aufgrund der vorhandenen modifizierten Basen Thymidin,
Pseudouridin (¥) und Cytidin.?**") Am 3’-Ende der tRNA befindet sich die CCA-Akzeptoreinheit

an der die zu iibertragende Aminosaure am endstindigen Adenosin (A76) kovalent gebunden wird.

A B
20 3
) T i 76 (A)—OH
NN HN HNJ\NH e
“\ 27 \> =
NN 07NT o Q
e ek 5 ¢
m®6A D y -
Oy OH /?L Akzeptorstamm
HO. -.,N/U\N NH
. N ) N2
N
Ly @y L)
G ke O
t°A s2u ac’C
it B iy
C " L.l 1
3'

V-Schleife

Anticodonarm

Anticodon

Abbildung 18. A) Beispicle fir relevante Nukleosid Modifikationen in tRNA. B) Schematische Darstellung der 2D-
Struktur eines unbeladenen tRNA-Molekiils. C) Stark vereinfachte Darstellung der 3D-tRNA-Struktur.

Durch tertidre Wechselwirkungen zwischen dem T- und D-Arm kommt es zur Ausbildung einer
L-ihnlichen 3-dimensionalen Struktur (Abbildung 18C).”**""! Die beiden besonders relevanten
Bereiche in Bezug auf die Proteinbiosynthese, die Akzeptoreinheit und der Anticodon-Arm,
befinden sich an den unterschiedlichen Seiten des Ls, sodass es an beiden Stellen ungehindert mit

Enzymen oder andere Molekiilen zur Interaktion kommen kann.

Eine wichtige Gruppe von Enzymen, die mit dem Akzeptorstamm interagieren, sind die
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (AaRS). Thre Aufgabe ist die Verkniipfung einer spezifischen

16 Dabei kommt es zur

Aminosdure mit der passenden tRNA zu katalysieren (Abbildung 19).
Ausbildung einer kovalenten Esterbindung zwischen der Riboseeinheit von A76 am

Akzeptorstamm und einer Aminosaure. Hierfur wird im aktiven Zentrum der AaRS die
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Aminosiure unter Verbrauch von ATP zum sogenannten Aminoacyl-Adenylat aktiviert.!"”!
Danach kommt es zum nukleophilen Angriff von A76 entweder durch die 2°- oder 3
Hydroxygruppe auf die aktivierte Carbonyleinheit der Aminosiure.”'” Die Klasse I AaRS
katalysieren die Veresterung an der 2°-Position, wohingegen die Klasse II AaRS, bis auf wenige
Ausnahmen, die Veresterung an der 3*-Hydroxygruppe katalysieren.””*'"® Jede AaRS ist jeweils
spezifisch fir einzelne tRNAs bezichungsweise Aminosduren, sodass es, abhingig von der
(193, 218]

jeweilicen Aminosaure, zur Bildung von reinen 2°- oder 3‘veresterten tRNAs kommt.
] g > g

Transacetylierung zwischen der 2°- und 3‘“Position ist allerdings anschlielend in Losung zu

beobachten, wodurch ein Regioisomerengemisch entsteht.”
HoN
N OH " z
o y ~P~ =N
ATP Y +0 /f
o B 50 oI
NH, - PPi :,,
HO OH

Aminoacyl-Adenylat

HyN
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Abbildung 19. Relevante Reaktionen zur Herstellung des veresterten A76 der tRNA als 2°- oder 3°-Isomer katalysiert
durch das Enzym ArRS Klasse I oder II.

An der 2° oder 3‘-veresterten tRNA (AA-tRNA) bindet der Elongationsfaktor EF-Tu. Es kommt
infolgedessen zur Stabilisierung der 3“-veresterten AA-tRNA und dadurch zu einer Umwandlung
des 2 zum 3‘Isomers.”™ Die 3‘“Variante ist das bevorzugte Isomer fiir den Einbau der
Aminosiure in die Polypeptidkette.”"™ Der Elongationsfaktor EF-Tu transportiert die AA-tRNA
zum Ribosom, damit die Translation der mRNA in ein Protein durchgefiihrt werden kann. EF-Tu
schiitzt aulerdem die labile Esterbindung und verhindert die Hydrolyse durch Interaktion mit dem
Akzeptorstamm und der Aminosiure.”! Aber auch die freie Hydroxygruppe ist relevant fiir die
Biosynthese, da sie bei der Katalyse der Peptidbindung am Ribosom oder bei der Hydrolyse von

fehl-acetylierten tRNAs durch diverse Enzyme unterstiitzt.?>>*!
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Zielsetzung

Auf der frihen Erde konnten sich trotz der harschen Bedingungen erste Lebensformen aus
unbelebter Materie bilden, aus welchen immer komplexere biologische Systeme entstanden, die
sich schlieBlich bis zu den uns heute bekannten Biomolekllen entwickelten. Bisher konnte kein
definitiver Weg identifiziert werden, wie Leben entstanden ist, weshalb die Suche nach
prabiotischen Wegen zu Biomolekillen weiterhin ein offenes Forschungsthema ist. Hierbei
konnten beispielsweise durch pribiotische Routen zu den kanonischen Nukleosiden oder zum

Redox-Kofaktor NAD bereits bedeutende Durchbriiche erzielt werden. ' 145146, 226-227)

Im ersten Teil dieser Arbeit soll deshalb die sogenannte Wohler RNA, eine mogliche Proto-RNA,
intensiver untersucht werden. Die bisherige Synthese bedatf der Verwendung von Ribose,™" die
als unwahrscheinliches pribiotisches Molekiil angesehen wird.'™® ** #%%% Deshalb soll ein
Syntheseweg etabliert werden, der die Zuckereinheit 7z sitn autbaut. AuBlerdem soll die Stabilitit
der Verbindungen und Selektivitat ihrer Bildung unter pribiotisch Bedingungen betrachtet werden,

um die Plausibilitat des Modells zu erforschen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll ein tRNA-Nukleosid-Vorldufersystem entwickelt werden, das
aus einfachen Aldehyden, sowie den Nukleobasen und Aminosiuren hervorgeht. Dabei soll
insbesondere die Verkniipfung der Aminosiure an der Zuckereinheit tiber ihren C- oder N-
Terminus beleuchtet werden. Besonderes Augenmerk soll hierbei auf der Stereoselektivitit beim

Aufbau des Zuckerisomers liegen.

Im dritten Teil dieser Arbeit soll die Estermigration in tRNA-Nukleosiden genauer beleuchtet
werden. Diese soll an verschiedenen Nukleosiden und Aminosduren getestet werden, um die in der
Natur ablaufenden Prozesse genauer zu betrachten. Aulerdem sollen heteroatombasierte Ester auf
ihre Wanderungsfihigkeit hin untersucht werden, wodurch die Synthese von einer Bandbreite an
der 2 oder 3*Position der Zuckereinheit modifizierte Nukleosidisomere einfacher zuginglich

gemacht werden konnte.
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Ergebnisse und Diskussion

4.1 Wohler-RINA als pribiotisch plausible Proto-RINA?

Wie in Kapitel 2.7.2 erlautert, gibt es eine gro3e Varietit im strukturellen Aufbau moglicher Proto-
RNAs. CARELL e¢f a/. hat einen méglichen Vorldufer, die sogenannte Wohler-RNA (B-5 und T-
B5) entwickelt, der auf einer nicht zyklischen Harnstoff basierten Nukleobase (Biuret (34) oder
Triuret (35)) beruht (Abbildung 20A)."™" Es konnte gezeigt werden, dass die pribiotische Synthese
durch Reaktion von Ribose mit Biuret oder Triuret im Trockenen unter Zusatz von Borsiure zu
den korrespondierenden Nukleosiden (B-/T-x5 und B-/T-B5) fithrt (Abbildung 20B). Bei
beiden Synthesen entsteht eine anomere Mischung mit dem o-Isomer als Hauptprodukt. Die
Ausbeute fur die Biuret-Nukleoside liegt bei 33 % und die Ausbeute fir die Triuret-Nukleoside bei
2 %.
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H,NT °N” NH NH; o)
2 H 2 o Y NH
34 HO N-NH HO O _NH
O 4NH o
NP pt ~Cr
HoN H H NH, HO OH Hoc ,/OH
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B ) . 0 R c o>_ H
1) p-Ribose, Borsaure, NH N
o 95 °C, trocken O N HN H
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U R HO \\// H
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NN 0 _N _
H H  2)NaHCOjsuq) \QMNH F P2 H N H
N, )N

RNA”~
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oder 2
T-85, T-a5 Guanin Triuret

Abbildung 20. A) Ubersicht iiber die Nukleobasen und Nukleoside der Wohler-RNA. B) Pribiotische Synthese der
Wohler-RNA-Nukleoside nach CARELL 7 a/.. R = H (34, Bx-5), C(O)NH> (35, Tx-5). C) Darstellung der Watson-
Crick-Basenpaarung zwischen Guanin und Triuret zweier RNA-Stringe, sowie der intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindungen des Triurets.

Des Weiteren konnte mittels NMR-Spektroskopie und thermischer Schmelzkurvenstudien
nachgewiesen werden, dass Basenpaarung zwischen dem Triuret-Nukleosid und Guanosin bzw.
Inosin existiert (Abbildung 20C). FEin Grund dafiir koénnten die intramolekularen
Wechselwirkungen sein, weshalb sich die Nukleobase dhnlich wie zyklische Systeme anordnet. Das
Biuret-Nukleosid hingegen ist nicht in der Lage erkennbare Wechselwirkungen mit anderen RNA-
Nukleosiden einzugehen. Infolgedessen wird das Triuret-Nukleosid als pribiotisch plausibler

Proto-RNA-Kandidat angesehen. Allerdings zeigen die bisherigen pribiotischen Synthesen keine
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B-Selektivitit und es existieren unidentifizierte Peaks mit tibereinstimmender Masse. Die Suche
nach einem alternativen Syntheseweg und die Identifizierung aller entstehender Isomere ist von

groBem Interesse, um die Plausibilitit des Systems zu evaluieren.

In dieser Arbeit soll zunichst die pribiotische Synthese mit einer 7z-situ Ribosebildung untersucht
werden. Hierfiir sollen die bendtigten Isomerreferenzstrukturen fiir die Biuret- und Triuret-
Nukleoside hergestellt werden. AnschlieBend soll die Stabilitit der einzelnen Isomere unter

prabiotischen Bedingungen genauer untersucht werden.

Die nachfolgenden Ergebnisse wurden zu Teilen in N. J. Kurrle, M. Bechtel, N. Hampel, O. Trapp,
ChemSystemsChem 2025, 00046 verdffentlicht. !
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4.1.1 Pribiotische Synthese und Referenzsynthesen

Im AK TRAPP wurde eine pribiotische stereoselektive Synthese zu den kanonischen DNA-
Nukleosiden entwickelt, bei der die Zuckereinheit aus Acetaldehyd und Glycerinaldehyd (GlyA) zx-
sitn an den Nukleobasen aufgebaut wird (Abbildung 21A)."*) Zuerst kommt es zu einer
Kondensationsreaktion zwischen der Nukleobase und Acetaldehyd, resultierend in der Bildung
eines Imins 36a-c,e, welches zum korrespondierenden Enamin 32a-c,e tautomerisiert.
AnschlieBend kommt es zu einem nukleophilen Angriff von 32a-c,e an GlyA, gefolgt von der

kinetisch bevorzugten 5-exo-trig Zyklisierung.
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Abbildung 21. A) Synthese der kanonischen DNA-Nukleoside nach TRAPP e/ 4/ mittels sn-sitn Bildung von
Desoxyribose aus einfachen pribiotischen Aldehyden in Wasser bei 50 °C.11#0 B) Synthese des Nikotinamid-Ribosids
(38) durch Aufbau der Ribose tber GA und GlyA zu Ribosylamin (37) in Wasser bei 60 °C. C) Antizipierte
pribiotische Synthese zu den Wohler-RNA-Nukleosiden (BB-5, TB-5) durch znz-situ Aufbau der Ribose an 34 oder 35
aus einfachen Aldehyden (GA und GlyA) analog zur Ribosylaminsynthese (B). R = H (34, Bx-5), C(O)NH: (35, Tx-
5).

Angelehnt an diese Route wurde eine Synthese zu Ribosylamin (37) entwickelt. (Abbildung
21B).”* Hierbei wurde Acetaldehyd durch Glykolaldehyd (GA) ersetzt, um Ribose anstelle von
Desoxyribose zu erhalten. AuBlerdem wurde anstelle der Nukleobase Ammoniak eingesetzt. Bei
der Reaktion zu Ribosylamin kann im Vergleich zur DNA-Synthese die Entstehung von zwei Peaks

beobachtet werden, wobei das Hauptprodukt das 3-Furanosid darstellt. 37 kann wiederum zu
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Nicotinamid-Ribosid (38) reagieren und stellt damit einen wichtigen Baustein fiir die pribiotische
Synthese des Kofaktors NAD™ dar.”” Angelehnt an diese Synthesen wurde eine pribiotische
Entstehung der Wéhler-RNA-Nukleoside (BB-5, TB-5) mittels Reaktion von Biuret oder Triuret
in HyO mit GA und GIyA antizipiert (Abbildung 21C).
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Erste Prabiotische Versuche

Zur Validierung wurden die Nukleobase, 34 oder 35, und die Aldehyde, GA und GlyA, in Wasser
gelost, fur vier Tage bei 80 °C geriihrt und anschlieBend mittels UHPLC-QTOF-MS analysiert.
Hierbei konnten groB3e Unterschiede zwischen der Reaktion mit Biuret oder Triuret entdeckt
werden (Abbildung 22). Bei der Biuret-Nukleosid-Synthese konnten nach Massenextraktion
mehrere mégliche Produktpeaks im Chromatogramm identifiziert werden, wohingegen bei der
Triuret-Nukleosid-Synthese keinerlei Produktformation zu beobachten war. Die Biuret-Nukleosid-
Synthese scheint dhnlich wie die von CARELL ¢f a/. entwickelte Synthese zu verlaufen, da hier

ebenfalls mehrere Isomerpeaks beobachtet werden konnten.!"”
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Abbildung 22. A) Reaktionsgleichung der angesetzten pribiotischen Reaktionen zu B-85 und T-5. B)
Chromatogramm der erfolgreichen pribiotischen Reaktion von Biuret mit Glykolaldehyd und Glycerinaldehyd 0,1 M
in hochreinem Wasser nach vier Tagen bei 80 °C (Massenfilter 7/ = 258,0645 — 258,0749). C) Chromatogramm det
nicht erfolgreichen pribiotischen Reaktion von Triuret mit den beiden Aldehyden GA und GlyA 0,1 M in hochreinem
Wasser nach vier Tagen bei 80 °C (Massenfilter 7/z = 301,0695 — 301,0815). Die Analyse etfolgte jeweils mittels
UHPLC-QTOF-MS (Methode A).
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Als mogliche Erklirung fiir die Entstehung mehrerer Isomere im Vergleich zur DNA-Synthese ist
der Unterschied des strukturellen Aufbaus der Nukleobasen zu nennen. Bei den Harnstoff-
basierten Nukleosiden handelt es sich am anomeren Zentrum um ein sekundares Amin und nicht

wie bei den kanonischen Nukleosiden um ein tertidires Amin (Abbildung 23).
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Abbildung 23. Vergleich der Amine am anomeren Zentrum in der Wohler-RNA und den kanonischen RNA-
Nukleosiden.

Aufgrund des sekundiren Amins kénnte das Molekiil besonders anfillig fiir eine Ring6ffnung sein,
wodurch eine offenkettige Form entstehen wiirde. Bei einem erneuten Ringschluss lige keine

stereoselektive Kontrolle mehr vor, weshalb es zur Isomerisierung kommen kénnte (Abbildung

24).
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Abbildung 24. Vorschlag zur Umwandlung der Biuret- (B-) und Triuret- (T-) Furanoside (-5, -35) und Pyranoside
(-6, -B6) uber die offenkettige Form (-OC). R = H (B), C(O)NH: (T').

Deshalb konnte es trotz stereoselektiver Bildung des 3-Furanosids (B-85) anschlieBend zu einer
Umwandlung in andere Isomere kommen. Zucker liegen zumeist in einer Ringform vor, hierbei
sind die Furanoside und Pyranoside bevorzugt. Die Furanoside sind fiir gew6hnlich die kinetischen
Produkte und die Pyranoside die thermodynamischen Produkte. Demzufolge, sollte bei den hier
betrachteten Nukleosiden die Isomerisierung héchstwahrscheinlich vor allem zum o-Furanosid (B-

«5) sowie den a- und B-Pyranosiden (B-«6, B-86) erfolgen.
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Referenzsynthese

Um fundierte Aussagen treffen zu konnen, muss mittels Koinjektion von Referenzsubstanzen
aufgeklirt werden, welche Isomere tatsichlich in der Reaktionsmischung vorliegen. Die Synthese
der Referenzen (Abbildung 25) erfolgte bis zu den Furanosiden nach einer von CARELL e7 al.

entwickelten Route.!"""!
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Abbildung 25. Referenzsynthese der Biuret- und Triuret-Furanoside (B-/T-o5, B-/T-85) mit anschlieBender
Isomerisierung zu den Pyranosiden (B-/T-«6, B-/T-36).

Ausgehend von 39 konnte benzoylgeschiitztes Harnstoff-Ribosid 40 in guter Ausbeute tiber drei
Schritte synthetisiert werden. Reaktion mit Trichloroacetylisocyanat fithrte zur Bildung von
benzoylgeschiitztem Biuret-Ribosid 41 in hervorragender Ausbeute. AnschlieBende Entschiitzung
mit Ammoniak ergab eine diastereomere Mischung der Furanoside B-a5 zu B-B5 von 6:1, welche
mittels Prip. HPLC (Methode J) voneinander getrennt werden konnten. Nachdem als

Hauptprodukt B-a5 gebildet wurde, wurde dieses eingesetzt, um die Isomerisierung in Wasser
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durchzufthren und zu den antizipierten Pyranosiden zu gelangen. Die vier entstehenden Isomere
konnten durch Prip. HPLC (Methode ]) voneinander getrennt werden. Mittels NMR-
Spektroskopie konnten diese als «- und B-Biuret-Furanosid (B-a5, B-85), sowie a- und 3-Biuret-
Pyranosid (B-x6, B-86) identifiziert werden (Abbildung 26).

Um die Triuret-Derivate zu synthetisieren, wurde benzoylgeschiitztes Biuret-Ribosid 41 mit
Trichloroacetylisocyanat versetzt, wodurch benzoylgeschiitztes Triuret-Ribosid 42 gebildet werden
konnte. Analog zur Biuretvariante erfolgte die Entschiitzung mit Ammoniak und die anschlieSende
Trennung der Anomere mittels Umkehrphasen-Siulenchromatographie fithrte zur Isolierung von
T-o5 und T-B5. Auch hier wurde das a-Furanosid als Hauptprodukt gebildet, mit einem dr von
7:1, weshalb T-a5 als Edukt fur die Synthese der Triuret-Pyranoside genutzt wurde. Nach 18 h bei
60 °C in hochreinem Wasser konnten durch Prip. HPLC (Methode K) alle vier Isomere isoliert
werden. Wie zuvor konnten die Anomere der Furanoside und Pyranoside durch NMR-
Spektroskopie (NOESY /Kopplungskonstanten) voneinander unterschieden werden (Abbildung
26).
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NH \\//NH
o) e}
HO o NH HO NH O+ _NH Os_NH
o) 4 01 m
NH NH
5 p 5 O _NH O NH
) ~0 {0 A
32 53 2% 452 a2
HO ~ OH HO ~ ~ OH HO OH HO" ™3~ “OH
OH OH
B/T-B5 B/T-a5 B/T-B6 B/T-a6

Abbildung 26. Mégliche NOESY-Kopplungen bezichungsweise Kopplungskonstanten 3] die fiir die eindeutige
Zuordnung der Furanosid- und Pyranosid-Anomere relevant sind. Braune Pfeile = NOESY-Kopplungen. Blaue Pfeile
= Kopplungskonstante 3/.

Die Furanosid-Isomere konnten durch NOESY-Kopplungen (braune Pfeile) eindeutig zugeordnet
werden. Bei B/T-B5 ist die Kopplung zwischen H' und H* charakteristisch, bei B/T-a5 konnte
auf die eindeutige Kopplung zwischen H' und H’ zuriickgegriffen werden. Auch iiber die
Kopplungskonstanten °] zwischen H' und H* (blaue Pfeile) kann aufgrund der Karplusbeziehung
zwischen dem B- (gréBlere Kopplungskonstante) und a-Isomer (kleinere Kopplungskonstante)
unterschieden werden. Bei den Pyranosiden konnte die Unterscheidung nicht anhand des NOESY-
Spektrums durchgefithrt werden, da die Kopplung tiber den Sauerstoff zu einer CH»-Gruppe keine
Aussage zuldsst (brauner durchgestrichener Pfeil). Aullerdem konnte sowohl bei den Biuret- als
auch bei den Triuret-Pyranosiden keine Kopplung zwischen H' und H® beobachtet werden, die die

Zuordnung als a-Isomer (B/T-u6) zugelassen hitte. Als Unterscheidung zwischen den beiden
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Isomeren wurden erneut die Karplusbeziehung und somit die Kopplungskonstanten °] des

anomeren Protons H' zu H* genutzt (blaue Pfeile).
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Ausfiihrliche Pribiotische Untersuchungen

Mit den Furanosid- und Pyranosid-Referenzen vorliegend, konnte nun die pribiotische Biuret-
Nukleosid-Reaktion koinjiziert werden (Abbildung 27). Es konnte bewiesen werden, dass sich die
a- und B-Biuret-Furanoside (B-a5, B-85) sowie die - und 3-Biuret-Pyranoside (B-o6, B-£6)

bilden. Bei den nicht durch Koinjektion erklirbaren Peaks konnte es sich um

Kondensationsprodukte der beiden Aldehyde, Glykolaldehyd und Glycerinaldehyd, an

unterschiedlichen Stellen des Biurets handeln.
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Abbildung 27. A) Reaktionsgleichung der pribiotischen Reaktion (Tabelle 1 Eintrag 1) zu den Biuret-Nukleosiden.
B) Chromatogramm der pribiotischen Reaktion (braun, unten) koinjiziert mit allen vier antizipierten Isomeren (B-a5,

B-$5, B-a6 und B-f6) (schwarz, oben). Analysiert mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode A) (Massenfilter 7/z =
258,0645 — 258,0749).

Um die Robustheit der Reaktion zu untersuchen, wurden verschiedene Parameter der Synthese
variiert (Tabelle 1). Die Ausgangsreaktion (Eintrag 1), deren Chromatogramm in Abbildung 27
zu schen ist, wurde fiir vier Tage 0,1 M in hochreinem Wasser bei 80 °C gertihrt. Die erste

Produktbildung konnte bereits nach einem Tag detektiert werden. Alle Edukte wurden zu Beginn
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im Verhiltnis von 1:1 eingesetzt und anschlieBende Variation der Aquivalente der Aldehyde zeigte
keinen gro3en Einfluss auf die Produktformation (Eintrag 2 - 4). Die Wahl des Losungsmittels
spielt hingegen eine gréB3ere Rolle (Eintrag 5 - 10). Die Reaktion lduft fast ausschlieBlich in Wasser
ab. In Spuren konnte Produktbildung bei der Verwendung von Phosphatpuffern (pH 7, 8 oder 9)
beobachtet werden, aber in einem MeOH/H,O Gemisch oder in DMF bzw. ACN konnte nichts
detektiert werden. Dies unterstreicht die prabiotische Plausibilitit der Reaktion, da auf der Frithen

Erde weite Teile der Obetfliche von Wasser bedeckt waren.

Tabelle 1. Ubersicht der getesteten Bedingungen der pribiotischen Synthese zu den Biuret-Nukleosiden.

O~ _NH
o 2

(0]

O Ho NH
SIS A AL UG e
H,N” >N~ “NH, i} K‘M ‘/\r
H - o

- ¥ "OH
HO  ©OH &K

I

34 B-f5 und B-a5 B-B6 und B-a6

# Losungsmittel c¢[M] Temp [°C] Zeit [d] Anmerkung Produktbildung

Ausgangsreaktion

1 HO 0,1 80 1;4 1:1:1 Ja; Ja

Aquivalente Biuret: GA:GlyA

2 HO 0,1 80 1;4 1:1,5:1,5 Ja; Ja

3 H,O 0,1 80 1;4 1:1,5:3 Ja; Ja

4 HO 0,1 80 1;4 1:3:3 Ja; Ja

Losungsmittel

5 99:1 MeOH:HO 0,1 80 1;4 - Nein; Nein

6 ACN 0,1 80 1;4 - Nein; Nein

7 DMF 0,1 80 1;4 - Nein; Nein

8 Pp 0,1 80 1;4 pH 7 Spuren; Spuren
9 Pp 0,1 80 1;4 pH 8 Spuren; Spuren
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# Losungsmittel c¢[M] Temp [°C] Zeit [d] Anmerkung Produktbildung
10 Pp 0,1 80 1;4 pH9 Spuren; Spuren
Konzentration

11 - - 80 1;4 trocken Nein; Nein
12 HO - 80 1;4 Paste (10 uL) Spuren; Nein

13 H,O 0,05 80 1;4 - Ja; Ja

14 H,O 0,2 80 1;4 - Ja; Ja

15 H,O 0,4 80 1;4 - Ja; Ja

Temperatur

16 H,O 0,1 60 1;4,9 - Nein; Ja; Ja

17 H,O 0,1 70 1;4,9 - Spuren; Ja; Ja

18 H,O 0,1 80 1;4;9 . Ja; Ja; Ja

19 H,O 0,1 95 1;4,9 - Ja; Ja; Nein
pH-Wert

20 HO 0,1 80 1;4 pH 3 Ja; Ja

21 H.O 0,1 80 1;4 pH5 Ja; Ja

22 HO 0,1 80 1;4 pH7 Ja; Ja

23 H.O 0,1 80 1;4 pH 9 Ja; Ja

24 H,O 0,1 80 1;4 pH 12 Spuren; Spuren
Additive

25 H.O 0,1 80 1;4 Borax Nein; Nein

26 H,O 0,1 80 1 Borsiure Nein

27 H.O 0,1 80 4 MgCl, Ja

Pp = Phosphatpuffer.
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Verinderung der Konzentration (Eintrag 11 - 15) zeigt eine breite Bande an tolerierten Werten von
0,05 bis 0,4 M. Auch hier zeigt sich wie zuvor, dass die Anwesenheit von Wasser relevant ist fiir die
Produktbildung. Bei Reaktionen im Trockenen oder bei Pastenreaktionen mit sehr wenig
Losungsmittel ist quasi keine Produktformation zu detektieren. Der Einfluss der Temperatur
(Eintrag 16 - 19) zeigt, dass bei vermeintlich niedrigeren Temperaturen (60 °C bzw. 70 °C) die
Detektion der Produkte erst nach vier Tagen moglich ist, mit steigender Produktzunahme bis zu
Tag neun bei 60 °C. Dem gegentiber steht das Verhalten bei héheren Temperaturen (95 °C), da
hier bereits nach einem Tag Produktformation nachgewiesen werden konnte, aber nach neun
Tagen eine vollstindige Zersetzung ermittelt wurde. Eine weitere Méglichkeit der Einflussnahme
auf die Reaktion ist in Form des pH-Wertes moglich. Es zeigt sich eine enorme Toleranz mit einem
pH-Wert-Bereich von pH 3 bis pH 9 in dem die Synthese erfolgreich verlduft, einzig pH 12 zeigt
nur Spurenbildung der Produkte (Eintrag 20 - 24). Dies ist nicht verwunderlich, da Monosaccharide
unter alkalischen Bedingungen oftmals cine starke Tendenz zur Isometisierung und/oder
Zersetzung zeigen.”** AbschlieBend wurden verschiedene Additive getestet, Borsiure, Borax

und MgCl. Borate sind dafiir bekannt, dass sie Ribofuranoside stabilisieren kénnen, !

allerdings
konnte bei Zugabe von Boraten zur Reaktion beide Male keine Produktbildung detektiert werden.
Um die Wechselwirkungen des Biurets zu minimieren und somit bestenfalls die Anzahl nicht
identifizierter Peaks zu reduzieren, wurde MgCl, als Additiv zugegeben. Es konnte keine merkliche

Verinderung im Vergleich zur Ausgangsreaktion beobachtet werden.

Nach diesen gewonnenen FErkenntnissen wurde die Triuret-Nukleosid-Synthese genauer
untersucht (Tabelle 2). Variation der Aquivalente, eine Erhéhung der Temperatur oder das
Einstellen des pH-Werts brachten keinen Erfolg (Eintrag 1 - 5). Bei genauerer Betrachtung der
angesetzten Reaktionen wurde beobachtet, dass diese durchgehend als Suspension vorliegen. Im
Vergleich dazu liegt bei der Biuret-Nukleosid-Synthese nach wenigen Minuten eine Lésung vor.
Deshalb wurde die Loslichkeit von Triuret untersucht und es zeigte sich, dass sich Triuret trotz
Erhitzens tatsdchlich erst bei einer vierfachen Verdinnung (0,025 M) im Vergleich zur Biuret-
Synthese 16st. Infolgedessen wurden verschiedene 0,025 M Reaktionen angesetzt und nach

drei Tagen analysiert (Eintrag 6 - 9).
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Tabelle 2. Ubersicht der getesteten Bedingungen fiir die pribiotische Synthese der Triuret-Nukleoside.

O~ _NH
Oy ~NH, Y
o o Z; OYNH
o) HO/\)LH [e) Z; (o] NH
o o o Ho_ | &H R 2; ' NH
HZNJLN/U\NJLNHZ """""""""""""""""" - K‘M ﬁ
non HO  ©OH HO™ Y "OH
OH
35 T-B5 und T-a5 T-B6 und T-a6
Eintrag c[M] Temp. [°C] Aq. Zeit [d] Anmerkung Produktbildung
1 0.1 80 1:1:1 1;4 Nein; Nein
2 0.1 80 1:1:1 1;4 pH=28 Nein; Nein
3 0.1 80 1:1,5:1,5 1;4 Nein; Nein
4 0.1 100 1:3:3 1;4 Nein; Nein
5 0.1 80 1:3:3 1;4 Nein; Nein
6 0.025 80 1:4:4 3 Ja
7 0.025 70 1:4:4 3 Ja
8 0.025 60 1:4:4 3 Ja
9 0.025 60 1:4:4 3 pH=9 Nein

Die Reaktionen bei 60 °C, 70°C und 80 °C ohne eingestellten pH-Wert fihrten zur
Produktbildung, wohingegen bei Einstellung des pH-Werts auf pH 9 die Reaktion nicht erfolgreich
verlauft. Die erfolgreichen Synthesen zeigen nach Analyse mittels UHPLC-QTOF-MS alle sehr
ahnliche Chromatogramme. Beispielhaft ist in Abbildung 28 die Reaktion von Eintrag 6 inklusive
Koinjektion der Pyranoside (A) sowie ein Chromatogramm mit allen vier méglichen Isomeren
gezeigt (B). Die Reaktion bildet ausschlieBlich die Pyranoside als Produkte und die angepasste
Reaktionsgleichung ist in Abbildung 27C zu sehen. Wie zuvor bei der Biuret-Synthese entstehen
auch hier Peaks, die wahrscheinlich das Kondensationsprodukt der Aldehyde an verschiedenen

Stellen der Nukleobase sind.
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A B

Zeit [min] Zeit [min]
C
° O.__NH, 0, NH;
JOL JOL JOL Ho\) OH O._NH Oy -NH
.
HaoN H H NHz Trocken NH “NH
80°C, 3 d " ‘
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OH OH
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Abbildung 28. A) Chromatogramm der pribiotischen Reaktion zu den Triuret-Nukleosiden (braun, unten) koinjiziert
mit den beiden Pyranosiden (T-x6 und T-B6) (schwarz, oben) analysiert mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode A)
(Massenfilter »/z = 301,0695 — 301,0815). B) Chromatogramm der pribiotischen Reaktion zu den Triuret-
Nukleosiden (braun, unten) und Chromatogramm einer Mischung aller vier Isomere (T-a5, T-B5, T-6 und T-36)
(schwarz, oben) analysiert mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode A) (Massenfilter 7/z = 301,0695 — 301,0815). C)
Reaktionsgleichung der pribiotischen Reaktion nach Auswertung der entstehenden Produkte.
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4.1.2 Untersuchung der Isomerisierung

Die pribiotische Synthese der Wohler-RNA-Nukleoside zeigte die Entstehung der Furanoside und
Pyranoside fir die Biuret-Variante und die ausschlieBliche Bildung der Triuret-Pyranoside.
Nachdem die Reaktion mechanistisch stereoselektiv zum @-Furanosid ablaufen sollte, ist die
Vermutung, dass es im Anschluss zu einer Isomerisierung zu den tbrigen Isomeren kommt
(Abbildung 29). Eine Ring6ffnung kénnte zur Bildung einer offenkettigen Struktur fithren, bei
der die anschlieBende Ringschlussreaktion alle vier Isomere bilden kann. Dadurch kann es zur
vermehrten Bildung der thermodynamisch stabileren Produkte kommen. Um dies zu bestitigen,
wurden verschiedene Untersuchungen in Bezug auf die Umwandlung der Biuret- und Triuret-

Nukleoside durchgefiihrt.

R R
Oy NH O}/NH
oy 0

HO SN Ho N-NH

) ) k“NH k‘,\\NH

R o] ‘R R ., B 5

OYNH o NH HO  ©H HO  ©H
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HO N N -

— 3 —_—

NH R R
\" HO(  OH O<_NH O« NH
HO  ©OH | HO OH _ O+ NH O« NH
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X-§i6 ‘,NH @,,\NH
HO" ¥ "OH HO" ™~ "OH
OH OH
X-p6 X-a6

Abbildung 29. Darstellung der angenommenen Ring6ffnung nach selektiver Bildung des 8-Furanosids gefolgt von
einer erneuten RingschlieBung, die als Produkt alle vier Isomere bilden kann. X = T oder B.
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Biuret

Die Isomerisierung der Biuret-Furanoside wurde bei verschiedenen Bedingungen genauer
untersucht (Abbildung 30A). Hierzu wurde entweder das «- oder das B-Isomer in ultrareinem
Wasser, das zuvor auf einen gewunschten pH-Wert eingestellt wurde, gelést und bei einer
bestimmten Temperatur fir 24 Stunden erhitzt. Die Analyse der Isomerisierung erfolgte mittels
UHPLC-QTOF-MS nach zwei, finf und 24 Stunden. Beispielchromatogramme der
durchgefiihrten Messungen mit der gewtnschten Auftrennung aller vier Isomere sind in

Abbildung 30B-D zu sehen.
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Abbildung 30. A) Entworfenes Experiment um die Umwandlung der einzelnen Furanoside zu beobachten und
Aufschluss iiber den Einfluss von Bedingungen zu bekommen. B) Chromatogramm der Umwandlung von B-#5 bei
20 °C und pH 7 nach 2h (oben, hellgrau), 5 h (Mitte, grau) und 24 h (unten, schwarz). C) Chromatogramm der
Umwandlung von B-5 bei 50 °C und pH 7 nach 2 h (oben, hellgrau), 5 h (Mitte, grau) und 24 h (unten, schwarz). D)
Chromatogramm der Umwandlung von B-g5 bei 80 °C und pH 5 nach 2 h (oben, hellgrau), 5 h (Mitte, grau) und 24 h
(unten, schwarz). Die Analyse etfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode C) (Massenfilter 7/3 = 258,0645 —
258,0749).

Die Verteilung der einzelnen Isomere wurde bestimmt und ist in Abbildung 31 dargestellt. Bei
genauerer Betrachtung der Messergebnisse bei 20 °C (A) fillt auf, dass es zu keinem Zeitpunkt zur
Bildung der Pyranoside kommt und sich nur eine Anomerisierung zwischen B-85 und B-o5
abspielt. Das a-Furanosid ist das stabilere Furanosid, insbesondere mit steigendem pH-Wert. Nach

24 Stunden bei pH 5 und pH 7 entsteht nur zu 7 % B-B5, bei pH 9 nur zu 1 %. Das g-Furanosid
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hat sich nach 24 Stunden hingegen bereits zu 23 % bei pH 5, zu 36 % bei pH 7 und zu 40 % bei
pH 9 in B-a5 umgewandelt.

A 20°C B 50 °C
BaBa§pa BapBapa BapBaPpa Bapapa Bapapa Baopapa
100 100
80 80
£ 60 £ 0
[=] o
c c
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pH= 5 7 @ 5 7 9 5 7 9 pH= 5 7 9 5 7 9 5 7 9
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Abbildung 31. Prozentuale Verteilung der Biuret-Nukleosid-Isomere bei verschiedenen Temperaturen und pH-
Werten ausgehend von B-a5 oder B-85. A) Analyse der Isometisierung bei 20 °C nach 2 h, 5 h und 24 h. B) Analyse
der Isomerisierung bei 50 °C nach 2 h, 5 h und 24 h. C) Analyse der Isomerisierung bei 80 °C nach 2 h, 5 h und 24 h.
D) Prozentuale Verteilung der Isomere nach 24 in einer Boraxlésung ausgehend von B-a5. E) Prozentuale Verteilung
der Isomere nach 24 in einer Boraxlésung ausgehend von B-$5. Die Analyse erfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS
(Methode C) (Massenfilter 7/z = 258,0645 — 258,0749).

Bei 50 °C (Abbildung 31B) beginnen die Pyranoside zu entstehen und es kann ein Anstieg der
gebildeten Mengen von zwei Stunden zu 24 Stunden beobachtet werden. Die Umwandlung in B-
B6 scheint bevorzugt zu sein, da es bei allen Messungen die Hauptspezies der Pyranoside darstellt
und B-a6 erst bei den Messungen nach 24 Stunden merklich in Erscheinung tritt. Die
Umwandlung in die Pyranoside scheint generell unabhingig vom eingesetzten Furanosid zu sein
und auch der pH-Wert hat nur einen geringen Finfluss auf die Isomerisierung. Mit steigender

Reaktionsdauer nimmt die Menge an Pyranosiden zu und die Verteilung der Furanoside scheint
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sich anzunihern. Die Furanoside sind auch bei 50 °C nach 24 Stunden die dominierende Spezies
(>85 %), allerdings besteht die gesamte Mischung nur noch zu ca. 25 % aus dem gewtiinschten 3-

Isomer.

Die Messungen bei 80 °C (Abbildung 31C) nach zwei Stunden zeigen keinen Einfluss des
Startisomers, da sich die Verteilungen sehr dhneln. Mit steigendem pH-Wert nimmt die Menge der
gebildeten Pyranoside zu, ca. 50 % bei pH 9 gegen ca. 20 % bei pH 5, und wie zuvor ist B-£6
zumeist das Hauptisomer. Nach fiinf Stunden sind die Pyranoside die dominierende Spezies bei
pH 9, wohingegen sie bei pH 7 ca. 35 % und bei pH 5 nur ca. 20 % ausmachen. Zu den Messungen
nach 24 Stunden bei 80 °C ist anzumerken, dass umso hoher der pH-Wert ist, umso stirker eine
allgemeine Zersetzung zu beobachten ist. Bei pH 9 ist ein enormer Einbruch der Intensitit zu
verzeichnen. Im Durchschnitt sind die Pyranoside die dominierende Spezies nach 24 Stunden, es
variiert allerdings, ob das o-Isomer oder das [B-Isomer vermehrt gebildet wurde. Bei allen

Bedingungen ist B-a5 die Hauptspezies der Furanoside.

Nachdem der Einfluss von Boraten auf die Stabilitit von Ribofuranosiden bekannt ist,!"*! wurde
die Umwandlung bei pH 7 und 80 °C in einer Borax-haltigen Losung untersucht (Abbildung 31D
und E). Hierbei wurde nur eine Messung nach 24 Stunden durchgefithrt. Ausgehend von B-$5
bildet sich vor allem B-u6, wohingegen B-a5 cine deutlich geringere Isomerisierung aufweist,
verglichen mit der Reaktion ohne Borax. Kontrir zur erwarteten Verschiebung der Verteilung

zugunsten der Furanoside konnte eine Verschiebung zugunsten der a-Isomere beobachtet werden.

Die markanteste Erkenntnis der Isomerisierungsuntersuchungen ist die erstmalige Entstehung der
Pyranoside bei héheren Temperaturen (ab 50 °C) und verstirkt bei hheren pH-Werten, sowie die
auch bei niedrigeren Temperaturen ablaufende Anomerisierung der Furanoside. Aulerdem zeigen

die Messungen bei 80 °C eine sehr schnelle Umwandlung innerhalb der ersten beiden Stunden.

Um den raschen Verlauf der Isomerisierung bei 80 °C zu verfolgen, wurde jedes Isomer einzeln in
hochreinem Wasser bei pH 7 gelost und fur die ersten beiden Stunden im 10 Minutentakt
gemessen, gefolgt von Messungen im 30-Minuten Intervall. Die Ergebnisse der UHPLC-QTOF-
MS-Analysen sind im zeitlichen Verlauf in Abbildung 32 zu finden.

B-B5 als Startisomer anomerisiert innerhalb der ersten zehn Minuten zu einem betrichtlichen Teil
zu B-a5. Danach nimmt die Konzentration der Furanoside zugunsten der Konzentration der

Pyranoside bestindig ab, die nach circa zwei Stunden die Hauptspezies bilden. Diese Ergebnisse

62



Ergebnisse und Diskussion

erkliren den Ausgang der pribiotischen Biuret-Nukleosid-Synthese, bei der alle vier Isomere
detektiert werden konnten. Der Verlauf der Isomerisierung von B-a5 dhnelt dem von B-5, da
zuerst eine Anomerisierung zu beobachten ist, gefolgt von der Bildung der Pyranoside. Die
Furanoside verhalten sich folglich recht dhnlich, einziger relevanter Unterschied ist die erhéhte
Zersetzung ausgehend vom a-Isomer. Es scheint eine kinetische Hemmung vorzuliegen, weshalb
die Bildung der thermodynamisch stabileren Pyranoside erst mit fortschreitender Dauer zu Tage

tritt. In beiden Fillen ist das B-B6-Isomer die Hauptspezies.
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Abbildung 32. A) Zcitlicher Verlauf iiber 5 h der Isomerisierung von B-g5 bei pH 7 und 80 °C. B) Zcitlicher Verlauf
iber 5 h der Isomerisierung von B-a5 bei pH 7 und 80 °C. C) Zecitlicher Verlauf tiber 5 h der Isomerisierung von B-
86 bei pH 7 und 80 °C. D) Zeitlicher Verlauf tiber 5 h det Isometisierung von B-a6 bei pH 7 und 80 °C. Die Analyse
erfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode B) (Massenfilter 7/ = 258,0645 — 258,0749).

Die Umwandlung der Pyranoside zeigt einen abweichenden Verlauf zu dem der Furanoside.
Sowohl B-$6 als auch B-x6 bleiben durchweg die Hauptspezies, wobei eine Umwandlung in alle

anderen Isomere zu beobachten ist. Die Isomerisierung von den Pyranosiden zu den Furanosiden
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ist folglich auch moglich. Interessanterweise ist bei Start von B-B6 das korrespondierende
Furanosid B-B5 die Hauptspezies der Furanoside, wohingegen bei Einsatz von B-«6 als Edukt B-

«5 das Hauptfuranosid darstellt.

Es scheint nicht nur ein Intermediat vorzuliegen, wie zuerst angenommen, sondern es scheinen
mehrere verschiedene Strukturen an der Umwandlung beteiligt zu sein. Ein Vorschlag, welche

Wege bei der Isomerisierung ablaufen konnten, ist in Abbildung 33 dargestellt.

0s__NH,
OYNHZ 0=__NH
0
HO NH I
NH
o — — W
HO' % “OH
HO OH 0 o (o]

B-B5 B-p6

Intermediat 2 —

Intermediat 1

OyNHz o\\],,NH2
Ho o O\

\\& “NH @.\NH
. 3 -~ Intermediat 4a — - o,
HO  OH HO o OH
B-a5 B-a6

Abbildung 33. Darstellung des entworfenen Isomerisierungsweg Uber verschiedene Zwischenstufen.

Die Anomerisierung der Furanoside konnte iiber Intermediat 1 ablaufen. Dieses Intermediat
konnte strukturell dem zu bildenden 5-Ring gleichen und abhingig von der cis/trans Stellung des
Enamins zu beiden Produkten fithren kénnte. Die Bildung der Pyranoside aus den Furanosiden,
resultiert in der Entstehung von B-$6 als Hauptisomer. Dies spricht fiir einen gemeinsamen Weg
der Furanoside zu den Pyranosiden tiber ein gemeinsames Intermediat. Dieser konnte ausgehend
von Intermediat 1, Giber ein Intermediat 2, welches wahrscheinlich eine eher offenkettige Form
darstellt, zu Intermediat 3 fithren. Dieses Intermediat 3 konnte ein vorangeordnetes Pyranosid sein,
bei dem es abhingig von der cis/trans Stellung zur Bildung der a- oder 8- Form kommen konnte.
Uber dieses Intermediat 3 konnte sich mit der Zeit vermehrt B-B6 aus den Furanosiden sowie

durch Anomerisierung aus B-a6 bilden. Da die Untersuchungen ausgehend von den Pyranosiden
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zeigten, dass das korrespondierende Furanosid jeweils das verstirkt gebildete Furanosid darstellt,
sollte es einen alternativen Weg geben, der nicht tiber die Intermediate 1 — 3 verlduft, da ansonsten
eine gleiche Produktverteilung entstehen miisste. Deshalb wurde die Anwesenheit von Intermediat
43 und 4a antizipiert. Ob der Weg auch von den Furanosiden zu den Pyranosiden abliuft, lisst

sich mit den bisherigen Daten nicht belegen.
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Triuret

Das Isomerisierungsverhalten der Triuret-Nukleoside (T-85, T-«5, T-86 und T-«6) sollte bei pH 7
und 80 °C untersucht werden, um eine Vergleichbarkeit mit den Biuret-Derivaten zu gewihrleisten.
Es wurde in einem 20-Minutentakt gemessen, da die Trennung der einzelnen Isomere nur mit einer
Methode tber 20 Minuten gewihrleistet werden konnte. Begonnen wurde mit der Untersuchung
der Isomerisierung von T-B5 (Abbildung 34). Es trat eine schnelle Zersetzung des Edukts
innerhalb der ersten 20 Minuten ein, weshalb die Reaktion nach 160 Minuten abgebrochen wurde.

Dieses Ergebnis erklirt die Abwesenheit von T-B5 in der Produktmischung der pribiotischen

Synthese.
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Abbildung 34. Versuch der zeitlichen Messung der Isomerisierung von T-B5 bei 80 °C und pH 7. Analysiert mittels
UHPLC-QTOF-MS (Methode C) (Massenfilter 7/z = 301,0695 — 301,0815).

Infolgedessen wurde die Temperatur auf 60 °C reduziert, um weitere FEinblicke in das
Isomerisierungsverhalten zu erhalten und die Zersetzung zu umgehen. Die Ergebnisse der

einzelnen Isomere sind in Abbildung 35 veranschaulicht.

Ausgehend von T-B5 ereignet sich zuerst die Anomerisierung zu T-a5 innerhalb der ersten
20 Minuten gefolgt von einer starken Zersetzung anstelle der erwarteten Isomerisierung in die
Pyranoside, die nur zu einem dullerst geringen Teil entstehen. Das Verhalten von T-a5 unter diesen
Bedingungen zeigt eine noch héhere Instabilitit als das 8-Isomer. Die Anomerisierung zeigt sich
schwach, wird aufgrund der enormen Zersetzung fast vollstindig unterdriickt und die Pyranoside
koénnen sich in diesem kurzen Zeitfenster kaum bilden. Die Pyranoside zeigen gegenteiliges
Verhalten. Sowohl T-B6 als auch T-x6 scheinen bei diesen Bedingungen aulerordentlich stabil zu

sein und zeigen kaum Zeichen von Zersetzung oder Isomerisierung wihrend dieser Messperiode.
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Abbildung 35. A) Zecitlicher Verlauf der Isomerisierung von T-B5 bei pH 7 und 60 °C wihrend der ersten
160 Minuten. B) Zeitlicher Verlauf der Isomerisierung von T-a5 bei pH 7 und 60 °C wihrend der ersten 160 Minuten.
C) Zcitlicher Vetlauf der Isomerisierung von T-B6 bei pH 7 und 60 °C wihtend der ersten 160 Minuten. D) Zeitlicher
Verlauf der Isomerisierung von T-a6 bei pH 7 und 60 °C wihrend der ersten 160 Minuten. Analysiert mittels UHPLC-
QTOF-MS (Methode C) (Massenfilter 7/z = 301,0695 — 301,0815).

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit der ausschlieBlichen Detektion der Pyranoside in der
prabiotischen Reaktion. Nach der Bildung von T-B5 erfolgt zu einem geringen Teil eine
Isomerisierung zu den Pyranosiden und zu einem groBlen Teil die Zersetzung. Aufgrund der

auflergewohnlichen Stabilitit der Pyranoside reichern diese sich mit der Zeit langsam an.

Wie zu Beginn erwihnt, konnte fiir T-5 die Wechselwirkung mit anderen Nukleosiden in einem
RNA-Strang nachgewiesen werden, was es zu einem pribiotisch plausiblen Proto-RNA-
Kandidaten werden lieS. Aufgrund der hier gezeigten Ergebnisse, insbesondere der schnellen

Zersetzung bezichungsweise Anomerisierung, scheinen die Furanoside keine pribiotische

Relevanz als RNA-Vorlaufer zu haben.
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4.1.3 Wohler-RNA-Nukleotide

Ein méglicher Weg, die Instabilitit der Triuret-Furanoside zu umgehen, kénnte die Entwicklung
einer prabiotischen Synthese der 5°B-Furanosid-Nukleotide sein. Falls diese eine hohere Stabilitdt

aufweisen, konnte die Wohler-RNA wieder als prabiotisch plausibler Vorldufer angesehen werden.

o
NH
0 NH 0 “ I\?I-T 2
2
HO~ g Q HO- g Q
P~o yNH P~o yNH
HO  OH HO  ©OH
43 44

Abbildung 36. Struktur der Biuret- und Triuret-3-Nukleotide 43 und 44.

Begonnen wurde mit der nicht pribiotischen Synthese von 43 und 44, um deren Verhalten in
wissrigen Losungen zu untersuchen. Aufgrund der besseren Zuginglichkeit des Biuret-Nukleosids
konzentrieren sich die Synthesen zunichst auf die Herstellung des Biuret-Nukleotids 43. Sobald
ein Syntheseweg etabliert wurde, kann tiber diesen das Triuret-Nukleotid 44 hergestellt werden.
Der zuginglichste Weg zu Nukleotiden ist die Phosphorylierung der korrespondierenden
Nukleoside. Das Problem hierbei ist die Selektivitit, da neben der gewtinschten 5-Position auch
die 2‘- und 3‘-Hydroxygruppen phosphoryliert werden konnten. OUCHI e# al. entwickelte eine
Methode um trotz ungeschiitzter 2°- und 3“-Hydroxygruppen selektiv 5-AMP herzustellen.”
Hierbei wird POCl;in ACN mit Pyridin in spezifischen Verhiltnissen vorgelegt, gefolgt von der
Zugabe des Nukleosids, bevor nach vier Stunden Reaktionszeit Wasser zugegeben wird fiir die
abschlieBende Hydrolyse. Dies wire der einfachste Weg, um zu 43 zu gelangen. Es wurde eine
Testreaktion an Adenosin durchgefiihrt, die laut Analyse mittels UHPLC-QTOF-MS selektiv 5
AMP hervorbrachte. Die Reaktion wurde analog mit dem Biuret-Nukleosid B-5 durchgefithrt
(Abbildung 37A), verlief allerdings nicht erfolgreich. Zum einen war die Ausbeute sehr schlecht,
zum anderen schienen mehrere Phosphorylierungsprodukte zu entstehen, die sich auch mittels
Prip. HPLC nur schlecht trennen lassen wiirden, da sie mit den zusitzlich entstandenen
Eduktisomeren tberlappen. Der Ansatz der direkten Phosphorylierung mit POCI; wurde
verworfen und stattdessen die Verwendung eines Phosphoramidits anvisiert. Dieses sollte
idealerweise besonders sterisch anspruchsvoll sein, damit als Hauptreaktionsstelle die freier

zugingliche 5°-Position bevorzugt wird. Hierfiir wurde Phosphoramidit 45 durch Reaktion von
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PCl; mit FLO-Me-OH und Diisopropylamin hergestellt.””” Die Reaktion des Phosphoramidits 45
mit einer diastereomeren Mischung der Biuret-Nukleoside B-5 mit Tetrazol und anschlieBender

Oxidation mittels TBHP fiithrte zu keiner Produktbildung (Abbildung 37B).

A
YNHZ 1) POCls, ACN, Pyridin o YNHZ
YNH 2) H,0 HO-P o YNH
HO  ©OH HO  OH
B-B5 43
B

O.O ) Tetrazol ‘
o YE\ENHQ oo (Lo oy

ACN YNH
)\ r “OH O‘ \Q

Abbildung 37. Versuche der selektiven 5-Phosphorylierung des Biuret-Furanosids B-5 ohne Schutzgruppe an den
2°- und 3“Hydroxygruppen. A) Reaktion mit POCI; als Phosphorylierungsreagenz.[*l B) Phosphoramidit 45 als
Phosphorylierungsmittel gefolgt von der anschlieBenden Oxidation mit TBHP.[237]

Aufgrund der nicht erfolgreichen Versuche der direkten Phosphorylierung des Biuret-Nukleosids
wurde eine andere Syntheseroute, inspiriert von einer bereits bekannten Synthese von CARELL ef
al, entworfen. Hier liegen die 2- und 3‘Hydroxygruppen geschiitzt vor, sodass die
Phosphorylierung selektiv an der 5-Position ablaufen sollte. Die relevanten Zwischenstufen und
Schritte sind in Abbildung 38 zu sechen. Startpunkt ist wie bei der Biuret-Nukleosid-Synthese
vollstindig geschiitzte Ribose 39. Die 2°-3‘ und 5‘-Hydroxygruppen sind benzoylgeschiitzt,
weshalb im Verlauf der Synthese eine Umschttzung erfolgen muss, um eine Orthogonalitit der
verwendeten 5°-Schutzgruppe im Vergleich zur 2°- und 3‘-Position sicherstellen zu kénnen. Zudem
sollte vor der Phosphorylierung zuerst die Biureteinheit mittels Reaktion mit Isocyanat aufgebaut
werden. Nach erfolgreicher Synthese von 47 kann dann selektiv die 5°-Position entschiitzt und
phosphoryliert werden, um zu 48 zu gelangen. Der finale Schritt, die Entschiitzung der sekundiren

Alkohole, sollte dann das gewtinschte Biuret-Nukleotid 43 ergeben.
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Abbildung 38. Darstellung der relevanten Zwischenstufen der geplanten Syntheseroute, um die selektive
Phosphorylierung der 5-Position zu gewihrleisten. PG = Schutzgruppe.

Als 5-Hydroxy-Schutzgruppe wird die Verwendung von DMT, abspaltbar im Sauren, und fir die
sekundidren Hydroxygruppen der Einsatz einer Silylschutzgruppe, durch Fluoride entschtitzbar,
anvisiert. Als erster Schritt wurde 39 unter Verwendung von TMS-Azid und BFsEt,O in das
korrespondierende Azid 49 Gberfihrt und anschlieSend mit Natriummethanolat zu 50 entschiitzt
(Abbildung 39). Beide Reaktionen verlaufen quantitativ. und bendtigen  keine
sdulenchromatographische Aufreinigung. Sowohl die selektive 5-DMT Schitzung zu Azid-
Ribosid 51 sowie die anschlieBende TBDMS-Schiitzung der sekundiren Alkohole in 2° und 3°-
Position zu 52 verliefen mit exzellenten Ausbeuten. Bei beiden Reaktionen wurden verschiedene
Reaktionsbedingungen untersucht. Bei der DMT-Schiitzung wurden Reaktionen ohne zusitzliche
Base (26 % Ausbeute), mit DMAP als zusitzlicher Base (87 % Ausbeute) sowie mit AgNO3 (92 %
Ausbeute) durchgefiihrt. Bei der TBDMS-Schiitzung fithrt eine erste Reaktion mit TBDMS-Cl und
Imidazol zu einer Ausbeute von 36 %. Verwendung von Iod und Methylimidazol konnte die
Ausbeute auf 99 % anheben. Reduktion des Azids 52 zu Amin 53 unter Verwendung von
Palladium auf Kohle mit Wasserstoff und Umsetzen des unaufgereinigten Produkts mit TMS-

Isocyanat fithrte zur Bildung des 5-DMT-2‘,3-“TBDMS-Harnstoff-Ribosid-Derivats 54.
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Abbildung 39. Entworfene Syntheseroute zu 5-Biuret-Nukleotid 43 tiber 5-DMT-2¢,3*-“TBDMS-geschiitztes Biuret-
Ribosid 55.

Die anschlieBende Reaktion zum Biuret-Ribosid-Derivat 55 gestaltete sich als schwierig. In
Anlehnung an eine Vorschrift von CARELL ¢/ a4/ mit teils verinderten Schutzgruppen wurde
Trichloroacetylisocyanat mit Pyridin in THF verwendet."™ Dies fithrte nicht zur gewiinschten
Produktbildung. Infolgedessen wurden bei dieser Reaktion verschiedene Bedingungen getestet
(Tabelle 3). Eintrag 1 stellt die Ausgangsreaktion dar. Als erstes wurde mit einem neu bestellten
Isocyanatreagenz die Reaktion erfolglos wiederholt (Eintrag2). AnschlieBend wurde die
Reaktionsdauer von einer Stunde auf 18 Stunden erhoht, in Anlehnung an die zuvor verwendeten
Reaktionszeiten der Isocyanatreaktion zu 54 (Eintrag 3). Da auch dies nicht zur Produktbildung
fithrte, wurden die Bedingungen der Reaktion bei der Synthese der Biuret-Furanoside angewendet

(Eintrag 4) und die Aquivalente von Pyridin variiert (Eintrag 5).
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Tabelle 3. Getestete Bedingungen fiir die Synthese von 55 aus 54.

(0]
NH
DMT\O o Oyl\?H, .
K@,NH

TBDMSO  OTBDMS

o)
DMT~q »,NH2 Isocyanat 58-60
O ~NH

~r

TBDMSO  OTBDMS

0 -0
Clﬁ)\ c*° -C Cng” 20
N* ' 20 \ie
cl Si 7 N
cl - | ~
58 59 60
Eintrag Bedingungen

1 Isocyanat 58 (4.0 4q.), Pyridin (6.0 4q.), THF, r.t, 1 h

2 Neues Isocyanat 58 (4.0 4q.), Pyridin (6.0 4q.), THF, r.t., 1 h

3 Isocyanat 58 (4.0 4q.), Pyridin (6.0 4q.), THF, r.t, 18 h

4 Isocyanat 58 (4.0 4q.), THF/DCM 2:1, r.t., 18 h

5 Isocyanat 58 (4.0 dq.), Pyridin (0.1 4q.), THF, r.t., 3 h

6 Isocyanat 58 (4.0 dq.), Dibutylzinndilaurat, THF, r.t., 3 h

7 Isocyanat 58 (4.0 dq.), Pyridin (6.0 4q.), Dibutylzinndilaurat, THF, r.t., 3 h
8 Isocyanat 59 (4.0 dq.), Pyridin (6.0 4q.), THF, r.t, 1 h

9 Isocyanat 60 (4.0 dq.), Pyridin (6.0 4q.), THF, r.t., 1 h

Als nichstes wurde Dibutylzinndilaurat, das fir die Verwendung als Katalysator bei der Herstellung
von Polyisocyanaten bekannt ist, der Reaktion zugesetzt. Weder die Reaktion ohne, noch die
Reaktion mit Pyridin (Eintrag 6, 7) waren erfolgreich. Abschliefend wurden noch zwei andere
Isocyanatreagenzien getestet, einmal das TMS-Isocyanat, das bereits in der Synthese der Furanoside
verwendet wurde, sowie das Chlorosulfonylisocyanat. Aber auch hier konnte kein Produkt isoliert
werden. Alle Reaktionen zeigen laut DC Analyse kein Edukt mehr, des Weiteren entsteht sehr
schnell eine rote Losung nach Zugabe der Reaktanten, ein Indiz fur eine zumindest teilweise
Entschiitzung der DMT-Gruppe. Es konnte nicht abschlieBend geklirt werden, welche Produkte

statt 55 gebildet wurden.
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Da ohne erfolgreiche Synthese von 55 die Route nicht weiterverfolgt werden konnte, musste ein
alternativer Weg entworfen werden. Als Hauptproblem wurde die DMT-Schutzgruppe
ausgemacht, weshalb der neu entworfene Syntheseplan eine Umschiitzung der 5°-Position von
DMT auf Benzoyl vorsieht (Abbildung 40). Bis zu 52 erfolgte die Synthese analog zur zuvor
verfolgten Route (Abbildung 39).

BzO DMT\O HO
\\G,OAc KG/Na TFA, Et;SiH k@/NS
— 71 %

B2O OBz TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS
39 52 61
BZ\O BZ\O
Bz-Cl \\®/N3 Pd/C, H, O__NH, TMS-NCO
—_— _—
97 % 15 %
TBDMSO ~ OTBDMS TBDMSO ~ OTBDMS  (iper 2 Schritte
62 63
0
0 o 0 o) yNHZ
Bz—g §/NH2 P Bz~ YNH
\@,NH ce N K@,NH NHs
| — 60 % -/ 91 %
TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS
64 65
0 NH o§/NH
2 2 2
(@] 2 (@] I (e}
HO yNH Ef'f» HO P~o yNH 77777 -~ B P~o >/NH
TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS HO  OH
56 57 43

Abbildung 40. Angepasste Syntheseroute zu 43 tiber 5-Bz-geschiitztes Biuret-Ribosid 65 statt 5-DMT-geschiitztes
55.

Die DMT-Entschutzung zu 61 lief unter Verwendung von Triflouressigsdure und Triethylsilan in
DCM ab und die anschlieBende Benzoylschitzung lieferte 62 in exzellenter Ausbeute. Die
Reduktion zu Amin 63 gefolgt von der Reaktion mit TMS-Isocyanat fithrte zur Bildung des 5-Bz-
25,3 “TBDMS-geschiitzten Harnstoff-Ribosid 64 in schlechter Ausbeute. Der gescheiterte Schritt
der Syntheseroute zuvor, die Reaktion mit Trichloroacetylisocyanat zum Biuret-Nukleosid, verlief
in diesem Fall erfolgreich zu 65 mit 60 % Ausbeute. Entschiitzung der 5°-Position mit Ammoniak
in Methanol lieferte 56, sodass die Phosphorylierung getestet werden konnte. Mehrere Versuche

wurden unternommen, um 57 zu synthetisieren (Tabelle 4). 56 wurde mit POCl;, Imidazol und
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Triethylamin in Acetonitril versetzt (Eintrag 1), doch laut HRMS-ESI-Messung nach dem
Aufarbeiten bildete sich nicht das gewiinschte Produkt. Stattdessen war anstelle zweier
Hydroxygruppen ein Imidazol an der Phosphatgruppe gebunden und der anschlieBende
Hydrolyseversuch zu 57 schlug fehl. Da sich mit POCI; die gewiinschte Phosphor-
Sauerstoftbindung bildete, wurde eine Synthese mit POCI; und Triethylamin ohne Imidazol
durchgefiihrt (Eintrag 2). Dies verlief nicht erfolgreich, weshalb die Phosphorylierung mittels
Phosphoramidit 45 und Tetrazol sowie direkter Oxidation zu 66 untersucht wurde (Eintrag 3),

ebenfalls ohne Erfolg.[m]

Tabelle 4. Getestete Bedingungen fiir die Phosphorylierung zu 57, 66.

Y—NH RO_ O o O§./NH2

0 LA
HO yNH ............... - yNH
NH

P<
/=0
RO

TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS
56 R= OH, 57
FLO-Me, 66
Eintrag Bedingungen

1 POCI; (3,0 4q.), Imidazol (10 4q.), NEt; (15 4q.), ACN, 30 min, r.t.
2 POCI; (5,0 4q.), NEt; (5,0 4q.), ACN, 30 min, r.t.
3 FLO-Me-Phosphoramidit 45 (3,7 4iq.), Tetrazol (2,8 iq.), HOz, ACN, 1 h, r.t.*

Aufgrund der anhaltenden Schwierigkeiten wurde an Harnstoff-2°3-“TBDMS-Ribosid 67 die
Phosphorylierung mit verschiedenen Phosphoramiditen untersucht. Begonnen wurde mit der
DMT-Entschiitzung zu 67 analog zur Biuretvariante 56 (Abbildung 41). Die nachfolgende
Phosphorylierungsreaktion wurde mit drei unterschiedlichen Phosphoramiditen durchgefihrt, die
sich an den verwendeten Hydroxy-Schutzgruppen des Phosphoramidits unterscheiden, sowohl in
der Sterik als auch in den Entschiitzungsbedingungen. Benutzt wurde zum einen 45, sowie die
beiden kduflich erworbenen Phosphoramidite 72 und 73. Die Reaktion zu 68 mit 45 konnte keine
Produktformation hervorbringen. Bei den Reaktionen mit 72 und 73 konnte bei beiden Reaktionen
nach der Aufarbeitung mittels HRMS-ESI-Messung die Produktmasse identifiziert werden.
Infolgedessen wurden versucht das Produkt durch Siulenchromatographie zu isolieren. Bei der
Reaktion zu 70 konnte laut NMR kein sauberes Produkt trotz wiederholter Aufreinigung erhalten

werden. Die Isolation von 69 verlief erfolgreich mit 42 % Ausbeute.
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Abbildung 41. Synthese von 67 und Phosphorylierungsversuche mittels Phosphoramidite 45, 72 und 73 um 71

herzustellen.

Allerdings konnte bisher die Reaktion nicht am Biuret- beziechungsweise Triuret-Derivat

durchgefiihrt, sowie die Entschiitzung der Phosphatgruppe und die abschlieBende 2°,3-“TBDMS-

Entschiitzung nicht getestet werden.
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4.2 Pribiotische Synthese von tRINA-Nukleosiden

Dieses Thema wurde gemeinsam mit CHRISTOPH SEIFERT bearbeitet und wurde zu Teilen in

ChemBioChem veroffentlicht.”!

Die Entwicklung und Untersuchung von Proto-RNA-Systemen, wie im Kapitel 4.1 behandelt, ist
von gro3em Interesse. In heutigen Lebensformen spielt neben der RNA auch die tRNA eine
zentrale Rolle in der Biosynthese. Es stellt sich die Frage, ob es tber die Zeit tRNA-
Vortldufermodelle gab, die die gleiche oder eine dhnliche Funktion ausgefithrt haben und sich aus
den RNA-Nukleosiden entwickelten. Deshalb sollte die pribiotische Synthese von mdglichen
tRNA-Nukleosid-Analoga genauer betrachtet werden. Nachfolgend werden zuerst die Ergebnisse
der RNA-Nukleosid-Synthese erlautert, gefolgt von der Entwicklung der tRNA-Analoga und deren
Untersuchung (Abbildung 42). Hierbei sollen die C- und N-verknupften tRNA-Nukleoside
priabiotisch aufgebaut und mittels UHPLC-QTOF-MS-Messungen nachgewiesen werden.

RNA-Nukleoside

HO\)\¢O OQ/\OH 0
Ho T

o} HO  OH

o o
wo L | [T
HO  NH HO ©
R o
(@] 1R
HO HoN
N-VerknUpft C-Verknupft

Abbildung 42. Ubersicht tiber die im folgenden Kapitel relevante Strukturen und die geplante Synthese eben dieser.
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4.2.1 Von RNA-Nukleosiden zu tRNA-Nukleosiden

In Anlehnung an die DNA-Synthese (Abbildung 43A) und dem erfolgreichen Aufbau von Ribose
zur Wohler-RNA (B) sowie der Bildung von Ribosylamin (C) wurde die Synthese der RNA-
Nukleoside (2a-d) mittels Glykolaldehyd (GA) und Glycerinaldehyd (GlyA) untersucht (D). Durch
die Verwendung von GA anstelle von Acetaldehyd wird ein weiteres Stereozentrum in der 2°-
Position eingefiihrt. Der Mechanismus der Bildung der Nukleoside aus den Nukleobasen 1a-d und
Aldehyden GA und GIyA liefert die Moglichkeit, dass sich neben den gewtinschten RNA-Ribosyl-
Nukleosiden auch die Arabinosyl-Nukleoside (75a-d) bilden konnten (E).

A B R
O

0O O O

Acetaldehyd, o JU U R GA, GlyA YNH
GlyA H,N” "N™ °N O _NH

Z-
T

HO HO  ©OH
1a-c, 1e 3a-c, 3e 34,35 B-5, T-B5
c D o) o
GA, GlyA O NH, __CGAGWA _ HO/\g + HO/\q
NH, CYA _ Ho \_/ HO  OH HO  OH
HO  OH 2a-d 75a-d
74 1a-d gewiinschtes Ribosid Arabinosid
. A
0
g
o)
HG (oA ( ~H* R
T ) T - lho~ = w0 YO
HO OH D/ HO  ‘OH
HO

Abbildung 43. DNA-Nukleosid-Synthese mit Acetaldehyd und Glycerinaldehyd (A) und die davon inspirierte
Herstellung der Wohler-RNA-Nukleoside (B) und Ribosylamin (C) mit Glykolaldehyd. Daran angelehnte die
antizipierte Synthese der kanonischen RNA-Nukleoside, mit der Arabinosylform als Nebenprodukt (D). Méglicher
Mechanismus der Bildung der Nukleoside aus GA und GlyA (E). R = H (34, B-$5), C(O)NH: (35, T-§5).

Verschiedene Bedingungen fur die pribiotischen Reaktionen zu den RNA-Nukleosiden wurden
getestet und eine detaillierte Auflistung der einzelnen getesteten Reaktionen ist in Kapitel 6.4.2 zu
finden. Der erste modifizierte Parameter ist die Losungsmittelwahl, hier wurden Reaktionen in
H,O, DMF, MeOH oder einer 99:1 MeOH/H,O Mischung durchgefithrt. AuBerdem wurde die
Temperatur variiert — 50 °C, 65 °C, 80 °C und 100 °C — und es wurden Borax, ZnCl,, CuCl,
Na,HPO,, NaOAc sowie Imidazol als Additive getestet. Verschiedene pH-Werte — 3, 5, 7, 9 und

12 — sowie unterschiedliche Reaktionszeiten — 1d, 4d, 7d und 15d — wurden untersucht.
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Ausgehend von Adenin konnte die Bildung von Adenosin nachgewiesen werden, sowie die Bildung
von Vidarabin (75a) (Abbildung 44). Aullerdem entstand eine Vielzahl zusitzlicher nicht

identifizierter Isomere.

A
NH; =N =N
Ne A GA, GIyA o N/_ NH, o N/_ NH,
NS MeoH S NN NN
H N 50°C, 4 d HO OH HO OH
1a 2a 75a

| Koinj. 2a —— Koinj. 75a Reaktion

*

0 1 2 3 4 5
Zeit [min]

Abbildung 44. A) Reaktionsgleichung der pribiotischen Reaktion zu Adenosin. B) Chromatogramm der
pribiotischen Reaktion in blau (unten). Koinjektion der pribiotischen Reaktion mit Vidarabin (75a) in braun (Mitte)
und Koinjektion mit Adenosin (2a) in gelb (oben). Die Analyse erfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode D,
Massenfilter 72/ = 268,1013 — 268,1067). * = Peak der Referenz.
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Die Entstehung der drei anderen kanonischen Nukleoside konnte nicht nachgewiesen werden. Es
scheint zur Bildung verschiedener Isomere gekommen zu sein. Beispielhaft ist das

Chromatogramm der Reaktion zu Guanosin in Abbildung 45 zu schen.

A
—N
i GA, GlyA © N/_ ©
N NH 2 HO z
<N L MeOH HO  OH NYNH
H N NH 50°C, 4 d NH,
1b 2b
B
40000 —— Reaktion Referenz 2b
30000
7
j oy
3
[e]
o
® 20000
B
j oy
9
=
10000 -
o M. [ 1,

0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit [min]

Abbildung 45. A) Reaktionsgleichung der pribiotischen Reaktion zu Guanosin (2b). B) Chromatogramm der
pribiotischen Reaktion in blau, hinterlegt mit einer Messung von Guanosin (2b) in braun. Die Analyse erfolgte mittels
UHPLC-QTOF-MS (Methode D, Massenfilter 7/z = 284,0961 — 284,1017).

Der Einfluss von komplementirer Basenpaarung auf die Bildung der Nukleoside wihrend der
prabiotischen Reaktion wurde untersucht, um zum einen eine hohere Selektivitit fiir Adenosin zu
erreichen, sowie eine erfolgreiche Synthese der anderen Nukleoside zu entwickeln. Hierfiir wurden
bei einem Experimentenset die komplementiren Ribosyl-Nukleoside zu den Reaktionen zugesetzt
(z.B. Adenin, GA, GlyA und Uridin) und bei einem anderen Set die Arabinosyl-Nukleoside (z.B.
Adenin, GA, GlyA und Arabinosyl-Uridin). Beides fihrte nicht zur selektiven Bildung von
Adenosin und nicht zu einer erfolgreichen Synthese der Gibrigen Ribosyl-Nukleoside (Abbildung
46). Die Reaktionen wurden bei verschiedenen Temperaturen — r.t., 30 °C, 50 °C und 80 °C — und
mit oder ohne Borax Zusatz getestet. Der Einsatz der beiden komplementiren Nukleobasen, um

einen simultanen Aufbau der Zuckereinheit zu erreichen, war ebenfalls nicht erfolgreich (z.B.
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Uracil und Adenin, GA, GlyA). Auch das Vorlegen von Nukleobase mit dem komplementirem
Nukleosid (z.B. Adenin und Uridin) und anschlieBendem Riihren fiir eine Stunde, gefolgt von der
Zugabe der Aldehyde, lieferten keine Verbesserung,.

A
NH, 2d + 75d =N
N A oder GA, GIyA O __N NH,
< | J 75d MeOH —
NTN 50°C, 4 d 5 on NN
H oder ’ HO OH
1a 2d 2a
= (0] = (0]
O 4N O N
Gt S o
HO  OH HO  ‘oH©
2d 75d
B
—— Reaktion + 2d + 75d —— Reaktion + 75d —— Reaktion + 2d

Zeit [min]

Abbildung 46. A) Reaktionsgleichung der pribiotischen Reaktion zu Adenosin (2a) mit komplementiren
Nukleosiden. B) Chromatogramm der Reaktion in blau enthielt Uridin (2d, unten), Reaktion in braun enthielt die
Arabinosylform von Uridin (75d, Mitte) und die Messung in gelb enthielt beide Isomere (2d, 75d, oben). Die Analyse
etfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode D, Massenfilter 7/z = 268,1013 — 268,1067).

Bisher wurden alle Reaktionen in Lésung untersucht, in der Pribiotik sind aber auch Nass-
Trocken-Zyklen ein plausibles Szenario. Dies sollte bei einer Reaktion zu Adenosin mit Adenin,
GA und GlyA durch eine Abfolge von Austrocknen und erneuter Lésungsmittelzugabe simuliert
werden. Es konnte die Entstchung eines Hauptprodukts detektiert werden anstelle einer
komplexen Mischung an Produkten verglichen mit der Reaktion in L&sung (Abbildung 47).

Koinjektion mit Adenosin zeigte, dass es sich hierbei nicht um Adenosin handelte.
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Abbildung 47. A) Reaktionsgleichung der pribiotischen Reaktion zu Adenosin (2a) unter Verwendung von Nass-
Trockenzyklen. B) Chromatogramm der pribiotischen Reaktion in blau und koinjiziert mit Adenosin in braun. Die
Analyse erfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode D, Massenfilter 7/3 = 268,1013 — 268,1067). * = Peak det
Referenz.

Um weitere Informationen iiber die mogliche Struktur dieses Isomers zu erlangen, wurden MSMS-
Messungen der Reaktion sowie von Adenosin durchgefiihrt. Die Fragmentierung von Adenosin
zeigte ein tbersichtliches Bild mit ausschlieBlich der Produktmasse (77), sowie der Fragmentierung
zu Adenin (76). Die Riboseeinheit fragmentierte demzufolge nicht. Das in der Reaktion gebildete
Produkt hingegen wies neben Adenin und der Produktmasse weitere Fragmente auf. Dies konnte
fiir eine Kondensation der Aldehyde an unterschiedlichen Stellen des Adenins, z.B. am N’-Atom
oder am primiren Amin des C*-Atoms, sprechen (83). Mégliche Strukturen zu den gefundenen
Massefragmenten sind in Abbildung 48 dargestellt. An welchen Stellen die Aldehyde tatsidchlich
verkntpft sind, konnte nicht abschlieBend geklirt werden und alle Strukturen sind ausschlieflich
theoretisch mogliche Vorschlige. Das Fragment 80 zeigt das Kondensationsprodukt von GlyA an
Adenin und 79 zeigt eine mogliche Fragmentierung eben dieses. Eine noch stirkere
Fragmentierung der kondensierten Aldehyde weisen die Fragmente 78 und 81 auf, die formell so

aussehen, als ob eine Kondensation mit Acetaldehyd vorliegt. Das klarste Indiz gegen die Bildung
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eines Riboserings im Produkt ist die gefundene Masse von 82. Die mogliche Struktur zeigt das
Vorliegen der beiden Aldehyde an unterschiedlichen Stellen des Adenins. Dies alles spricht klar
gegen die Bildung von Ribose, da bei Adenosin unter den gleichen Bedingungen der MSMS-

Messungen keine Fragmentierung der Ribose beobachtet werden konnte.

A NH5* /=N
O N NH3*
N X
T ) Ho g
= N - N=_N
N™ N HO OH Y
76 77

B HO HO

NH3* NH;* ]
. NH5* N N N X . HoN *H,N
NH
’ N N </ jl\)\/)N </ jl\)\)N a0l N N N N
N N/) N N N\ N OH N N N
H K\ HO/K/OH %OH HO/i/OH

OH OH
OH OH
76 78 79 80 81 82 83

Abbildung 48. Theoretisch mogliche Strukturen der gefundenen Fragmentmassen der MSMS-Messungen von
Adenosin (A) und des Produkts der pribiotischen Reaktion zu Adenosin durch Nass-Trocken-Zyklen (B).

Die Probleme bei der RNA-Synthese konnten auf die Tautomerie des Enols 84a-d zu Aldehyd
85a-d zurtckzuftihren sein (Abbildung 49A). Sobald dieser Schritt erfolgt ist, konnte es zur
Reaktion mit Nukleophilen kommen. Bei Reaktionen in Wasser oder Methanol kommt es
zwangslaufig zur Bildung von Hydraten bezichungsweise Voll- oder Halbacetalen (86a-d /87a-d),

die auch mittels HRMS-ESI nachgewiesen werden konnten.
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Abbildung 49. A) Synthese des Enols 84a-d und die Tautomerie gefolgt von der Reaktion mit Nukleophilen zu Halb-
oder Vollacetalen. B) Einsatz von Nukleophilen oder geschitztem Glykolaldehyd, um die Tautomerie zu
untetbinden/zu steuern und die daraus resultierenden Nukleoside am Beispiel von Adenosin.

Nach Bildung der Halbacetale kénnte eine Eliminierungsreaktion wieder zur Bildung eines Enols
beziehungsweise Enamins fihren, das mit GlyA zu einem 2‘-modifizierten Nukleosid reagieren
konnte (B). Wenn die Reaktion in Alkoholen, MeOH oder #BuOH, durchgefiihrt wird, kénnten
so 90a und 91a synthetisiert werden, die idealerweise in Adenosin tberfiihrt werden kénnten (B).
Es konnte allerdings keine erfolgreiche Synthese des kanonischen Nukleosids beobachtet werden.
Auch die Verwendung von anderen Nukleophilen, wie Thioessigsiure oder Thiobenzoesdure
wodurch Nukleosid 92a gebildet werden konnte, fithrte nicht zur gewtnschten Produktbildung.
Alternativ konnte GA bereits als Carboxylat- (Boc- oder Acetyl-, 93a) geschiitzt eingesetzt werden,
sodass nach Bildung des Nukleosids die Schutzgruppe entfernt werden kann. Die Synthese von
Acetyl- beziehungsweise Boc-geschiitztem Glykolaldehyd verlief nicht erfolgreich, weshalb dieser

Ansatz nicht weiterverfolgt wurde.
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4.2.2 Prabiotische Synthese von tRINA-Nukleosiden

Die Modifikation der Nukleoside in der 2‘-Position erinnert an das in tRNA vorkommende
Adenosin A706, das in der 3°-Position mit einer Aminosdure verestert ist (Abbildung 50A).
Inspiriert von dieser Struktur, wurde die Modifikation mit einer Aminosédure in der 2°-Position
entworfen. Hierbei kann die Aminosdure entweder C-verknupft oder N-verknlpft an die
Zuckereinheit gebunden sein (Abbildung 50B).

A AT76 in tRNA B mégliche tRNA-Vorlaufer
=N =N
< o NN s o S 2 NN
0 ©oH 7 HO NH Y
(¢} R
ng: :g /LO
NH, HoN HO
3'-C-Verknuipfung 2'-C-Verkniipfung 2'-N-Verknipfung

Abbildung 50. A) Adenosin A76 der tRNA, das mit einer Aminosdure in der 3*-Position verestert ist. B) Mégliche
Vorldufer der heutigen tRNA mit der Modifikation in der 2°-Position tber den C- oder N-Terminus der Aminosdure.

Diese Strukturen sollten iber die Reaktion von Nukleobase (la-d), GA, GlyA und einer
Aminosaure herstellbar sein. Mechanistisch unterscheidet sich die Bildung der beiden Vorlaufer
voneinander (Abbildung 51). Bei der Synthese der N-Verknupfung sollte zuerst die Kondensation
der Nukleobase mit GA ablaufen, gefolgt von der anschlieBenden Tautomerie des Enols (84a-d)
zum Aldehyd 85a-d. Kondensation mit einer Aminosaure sollte zu Imin 94a-d fithren, welches zu
Enamin 95a-d tautomerisieren kann. Durch Reaktion mit GlyA konnte es zum Ringschluss
kommen, sodass in der gebildeten Zuckereinheit eine Aminosaure tiber den N-Terminus in der 2°-

Position gebunden vorliegt (96a-d).
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Abbildung 51. Darstellung der antizipierten Reaktionen zu den C- und N-verkniipften tRNA-Nukleosid-Analoga
mit den Nukleobasen, GA und GlyA, sowie einer Aminosidure. R = Rest einer kanonischen Aminosaure.

Bei der C-verkniipften Variante sollte es zuerst zur Veresterung und damit Schitzung des
Glykolaldehyds mit einer Aminosidure kommen (97). Falls dies aufgrund von Nebenreaktionen des
Aldehyds unter anderem mit dem Amin der Aminosiure nicht erfolgreich ist, konnte die
Aminosaure mit Glykol verestert werden (101). Durch Oxidation sollte dies in 97 Gberftihrbar sein,
wodurch eine anschlieBende Kondensation mit der Nukleobase (1a-d) zur Bildung von Enamin
98a-d fihren sollte. Reaktion von 98a-d mit GlyA sollte zum Ringschluss mit der Aminosaure in
der 2°-Position (99a-d) fithren. Moglicherweise kénnen Bedingungen gefunden werden, die die
Wanderung der Aminosdure zur 3°-Position (100a-d) ermdglichen, sodass unter anderem die

Entstehung des in der Natur vorkommenden Adenosin A76 pribiotisch erklirt werden kénnte.

Fir einen eindeutigen Nachweis der Bildung der antizipierten Produkte mittels UHPLC-QTOF-
MS, mussten Referenzstrukturen synthetisiert werden. Die Herstellung eben dieser ist in Kapitel
4.2.3 erldutert. Nachfolgend werden die Ergebnisse der pribiotischen Synthese der N- und C-
verknipften Nukleoside beschrieben. Die ausfithrlichen Bedingungen der pribiotischen

Reaktionen sind in Kapitel 6.4.2 zusammengefasst.
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N-Verkniipfung

Es sollte die pribiotische Synthese eines mdéglichen N-verknupften tRNA-Vorliufersystems
untersucht werden (Abbildung 52). Als Bausteine wurden Adenin, Alanin, sowie GA und GlyA

verwendet.

A + \‘)J\OH """"""" > HO NH
GA, GlyA e
NH» %:O
HO
102a

Abbildung 52. Geplante Untersuchung der Synthese von 2°-N-verkniipften tRNA-Nukleosid-Analoga (z.B. 102a).

Die Analyse der Produkte sollte mittels UHPLC-QTOF-MS erfolgen, weshalb die
Referenzstrukturen 102a und 103a synthetisiert wurden (Abbildung 53). Bei der Arabinosyl-
Variante wurde nicht nur die Verkntipfung mit L-Alanin (103a), sondern auch mit D-Alanin (104a)
hergestellt. AuBerdem konnte 105a und 106a mit einer Aminfunktion anstelle der Aminosiure in
der 2-Position synthetisiert werden. Die genaue Synthese der Strukturen ist in Kapitel 4.2.3

genauer erldutert.

N

HO  NH, HO  NH,
105a 106a

Abbildung 53. Hergestellte Referenzen fiir die Koinjektion der pribiotischen Reaktionen.
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Die entworfene pribiotische Syntheseroute basiert auf mehreren aufeinanderfolgenden Schritten
(Abbildung 54). Um die méglichen Nebenreaktionen mit zusitzlichen funktionellen Gruppen der

Aminosaure zu Beginn zu umgehen, wurde Alanin als einfache Aminosiure verwendet.

N-Verkniipft:
b 0 A A
RN ) ~Cr®
% HO  NH
HO © Ho( Ho( "o
° © HO
1a 84a 85a 107a 108a 102a

Abbildung 54. Darstellung der einzelnen Reaktionsschritte der pribiotischen Reaktion, die zur Bildung von 102a
fithren sollen.

Zuerst sollte es zur Bildung des Enamins 84a durch Kondensation von Adenin und Glykolaldehyd
kommen. Aufgrund der Keto-Enol-Tautomerie sollte es zur Bildung von 85a kommen, das
wiederum uber eine Kondensationsreaktion mit Alanin Imin 107a bilden sollte. Durch die
Tautomerie zu Enamin 108a, kann es anschlieBend zu einem nukleophilen Angriff am
Glycerinaldehyd kommen. Dies ergibt eine offenkettige Zuckereinheit, die nach einem Ringschluss

zum Furanosid das gewtnschte Produkt 102a hervorbringen sollte.

Erste pribiotische One-Pot Versuche mit Adenin, GA, GlyA und L-Alanin bei 50 °C in H,O,
MeOH/H,O 99:1 oder im Trockenen, zeigten keine Produktbildung. In Abbildung 55 ist,
beispielhaft fir alle Ansitze, die Messung der Reaktion von Adenin, GA, GlyA und L-Alanin im

Trockenen bei 50 °C nach drei Tagen mit einer Messung der Referenzstruktur 102a dargestellt.
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Abbildung 55. A) Reaktionsgleichung der pribiotischen Reaktion von Adenin, GA, GlyA und L-Alanin im Trockenen
nach 3 d. B) Chromatogramm der pribiotischen Reaktion in blau. Messung der Referenz 102a in braun. Die Analyse
erfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode D, Massenfilter 7/ = 339,1377 — 339,1445).

Um die Detektion der Produkte zu vereinfachen und aufzukliren, ob die beiden letzten Schritte,
die Kondensation der Aminosdure zu 108a und die Ringschlussreaktion zu 102a, funktionieren,
wurde eines der vorgeschlagenen Zwischenprodukte, 85a, synthetisch hergestellt (Abbildung 56).
Hierfir wurde Adenin mit 2-Brom-1,1-diethoxy-ethan (109) und KoCO:s erhitzt und Vollacetal 110a
konnte hergestellt werden. Entschiitzung von 110a mit HCI fithrte zur erfolgreichen Synthese von

85a in Form des HCI Salzes (A).
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Abbildung 56. A) Synthese von 85a als HCI Salz ausgehend von Adenin iber Vollacetal 110a. B) Alternative
Herstellung von 85a durch Ozonolyse.

Um das Vorhandensein von HCI in der pribiotischen Probe zu umgehen, wurde im weiteren
Verlauf der Arbeit ein alternativer Syntheseweg zu 85a mittels Ozonolyse etabliert (B). Das
Produkt der Ozonolyse 85a ist nicht sdulbar, da bei der Verwendung von protischen
Losungsmitteln das Problem der Hydrat- bzw. Halbacetalbildung zu Tage tritt. Deshalb wurden
drei verschiedenen Alkene getestet, um zum einen die héchste Ausbeute im ersten Schritt als auch
in der Ozonolyse zu identifizieren und eventuell eine bessere Aufreinigung erméglichen zu kénnen.
Hierfiir wurde Adenin mit den Alkenen 111, 112 oder 113 mit K;COs in DMF versetzt und es
konnten die Produkte 114a, 115a und 116a isoliert werden. Allerdings sind die Ausbeuten der
Synthesen teils sehr schlecht. Die anschlieBende Ozonolyse verlduft teilweise nicht vollstindig und

nur bei Verwendung von 115a konnte ein sauberes Produkt (85a) isoliert werden.

Fir die prabiotischen Versuche wurde 85a zuerst als HCI Salz und spiter als die freie Verbindung
eingesetzt. Es wurden sowohl One-Pot Reaktionen als auch die schrittweise Zugabe der

Reaktanten, vor allem GlyA, getestet (Abbildung 57).
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Abbildung 57. Pribiotische Syntheseroute ausgehend von Adenin-Aldehyd 85a als One-Pot Reaktion oder mit
schrittweiser Zugabe von L-Alanin und GlyA.

Als Losungsmittel wurden H.O, MeOH, MeOH/H;O 99:1 und DMF getestet und die Temperatur
der durchgefithrten Reaktionen betrug 50 °C. Bei den One-Pot Reaktionen wurden als Additive
AgNO;, Na,CO; und NaOAc untersucht, sowie eine Variation der Stéchiometrie der Reaktanten
und das Einstellen des pH-Werts auf 7 und 11 getestet. Eine Messung einer One-Pot Reaktion

sowie der Referenz 102a ist in Abbildung 58 dargestellt.
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Abbildung 58. A) Reaktionsgleichung der pribiotischen Reaktion von 85a, GlyA und L-Alanin im Trockenen bei
50 °C nach zwei Tagen. B) Chromatogramm der Reaktion in blau. Messung der Referenz 102a in braun. Die Analyse
etfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode H, Massenfilter 7/z = 339,1377 — 339,1445).

AuBlerdem sollte der Einfluss der Chiralitit der Aminosdure genauer betrachtet werden, indem L-
Alanin, D-Alanin oder eine diastereomere Mischung zugegeben wurde. Doch auch hier konnte

keine Produktbildung detektiert werden.

Bei den Ansitzen mit der schrittweisen Zugabe von Alanin und GlyA wurden die Aquivalente und
der Zeitpunkt der Zugabe von GIlyA variiert. AuBlerdem wurde der pH-Wert auf pH 7 und 11
eingestellt. Teilweise konnte die Produktmasse mittels HRMS-ESI detektiert werden, doch die
Analyse mittels UHPLC-QTOF-MS der relevanten Proben konnte keine Produktbildung
nachweisen (Abbildung 59). Es scheinen sich folglich verschiedene Isomere zu bilden. Dies
konnte der Fall sein, wenn der Ringschluss noch nicht stattgefunden hat oder Glycerinaldehyd an

einer anderen Position im Molekdl reagiert hat.
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Abbildung 59. A) Reaktion der pribiotischen Reaktion von Adenin-Aldehyd 85a und L-Alanin mit Zugabe von GlyA
nach funf Tagen in MeOH/H>O 99:1 bei 50 °C gemessen einen Tag nach Zugabe von GlyA. B) Chromatogramm det
Reaktion in blau (unten). Koinjektion der pribiotischen Reaktion mit Referenz 102a in braun (oben). Die Analyse
erfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode H, Massenfilter 7/z = 339,1377 — 339,1445). * = Peak der Referenz.

Fir ein proof-of-concept wurde ein vereinfachtes Modelsystem getestet. Anstelle einer Aminosiure
wurde Ammoniak der Reaktion zugesetzt, um die Bildung von 105a oder 106a nachzuweisen

(Abbildung 60). Es konnte erneut keine Produktbildung detektiert werden.
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N N —N

< f\)N GlyA O NI _NH, O NN
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) (HC)

o
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Abbildung 60. Bildung von 105a oder 106a als vereinfachtes System, um das Konzept der Reaktionen zu bestitigen.

92



Ergebnisse und Diskussion

C-Verkniipfung

Es sollte die pribiotische Synthese eines moéglichen 2°-C-verknupften tRNA-Vorldufersystems
untersucht werden und ob eine Wanderung der Aminosaure in die 3°-Position, wie in A76 in der

Natur vorkommend, méglich ist (Abbildung 61).

R A oA T O SA
A+ RNy -eoeeee-- - Ho/\g """" . HO/\g
OH "Ga GiyA v/ /
NH; HO © O ©OH
o] o]
R R
HoN NH,

Abbildung 61. Ubersicht der geplanten Untersuchungen: Zuerst die Bildung des 2“tRNA-Nukleosid-Analogon,
gefolgt von der méglichen Wanderung der Aminosiure in die 3°-Position.

Die Analyse der Produkte sollte mittels UHPLC-QTOF-MS erfolgen, weshalb Referenzstrukturen
synthetisiert wurden. Bei der Synthese der auf Adenosin basierten Referenzsubstanzen konnte die
Wanderung der Aminosdure von der 2 in die 3%-Position der Ribosylform wihrend der
Desilylierung mit HF-Pyridin beobachtet werden. Nachfolgend ist die 2‘-Variante bei den
pribiotischen Reaktionen gezeichnet, es kénnte aber auch zu einer Wanderung in die 3‘-Position
kommen, die in der Natur bevorzugt wird. Es konnten die Strukturen mit N-ungeschiitztem IL-
Alanin als Regioisomerengemisch in der 2°-(117a) und 3‘-(118a)-Form synthetisiert werden. Bei den
N-geschiitzten-L-Alanin-Nukleosiden 119a und 120a konnte als Hauptprodukt die 3‘-Variante
hergestellt werden. Teilweise konnten Spuren einer zweiten Spezies bei UHPLC-QTOF-MS-
Messungen beobachtet werden, hierbei sollte es sich um die 2°-Variante handeln. Bei der Synthese

der Vidarabin-Derivate 121a und 122a konnte erfolgreich das 2°-Isomer isoliert werden.
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Ribosyl-Derivate:
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Abbildung 62. Hergestellte Referenzen fiir die antizipierten Produkte der pribiotischen Reaktionen.

Da bei der C-terminalen Verkniipfung eine direkte One-Pot Reaktion aus den einzelnen
Bausteinen, Adenin, Alanin, GA und GlyA, fiir die pribiotische Synthese nicht moglich ist, muss
zunichst eine vorherige Veresterung der Aminosaure mit Glykolaldehyd erfolgen. Hierfiir wurde
N-Boc-L-Ala-OH  (123) mit 2-Brom-1,1-diethoxy-ethan (109) und Cs:CO; in DMF erhitzt
(Abbildung 63). Das erhaltene Vollacetal 124 konnte unter sauren Bedingungen zum L-Alanin-
Glykolaldehydester 125 entschiitzt werden, Abhingig von der Wahl der Siure liegt 125 entweder
als TFA- oder als HCI-Salz vor.

o) L o TFA o
Cs,CO3 (0} oder HCI
OH + @ B ——— O/\( ~ [ —. O/vo
HN /\o)\/Br DMF, HN. o) quant.
“Boc 60°C. 16 h Boc \| NH, (‘HCI/TFA)
55 %
123 109 124 125

Abbildung 63. Synthese des L-Alanin-Glykolaldehydesters 125 ausgehend von N-Boc-L-Alanin-OH (123).

Ausgehend von 125 wurden pribiotische Reaktionen angesetzt, um die Synthese von 117a zu
erreichen. Hierbei wurden wie zuvor bei der N-terminalen-Verknipfung sowohl One-Pot

Reaktionen als auch Reaktionen mit schrittweiser Zugabe von Adenin und GlyA untersucht

(Abbildung 64).
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Abbildung 64. Pribiotische Syntheseroute ausgehend von L-Alanin-Glykolaldehydester 125 als One-Pot Reaktion
oder mit schrittweiser Zugabe von Adenin und GlyA.

Bei den One-Pot Reaktionen wurden als Losungsmittel DMF, MeOH/H2O 99:1 verwendet und
auch Reaktionen ohne Losungsmittel wurden getestet. Als Additive wurden NaOAc, Na,HPO,
oder Imidazol eingesetzt und die Reaktionen liefen bei 50 °C ab. Bei der schrittweisen Zugabe von
Adenin gefolgt von GlyA wurden NaOAc, Na,HPO,, NaHCOj3 oder Imidazol zugegeben und als
Temperaturen wurden r.t. und 50 °C getestet. Die Stéchiometrie und die zeitliche Zugabe von
GlyA wurden variiert und die Reaktionen liefen in MeOH und DMF ab oder wurden ohne
Losungsmittel durchgefiithrt. Analyse mittels HRMS-ESI zeigte die Entstehung der Produktmasse
in manchen Reaktionen doch Uberpriifung durch UHPLC-QTOF-MS zeigte keine
Ubereinstimmung mit den Referenzsubstanzen (127a). Dies lisst darauf schlieBen, dass sich
Isomere gebildet haben missen (Abbildung 65). So kénnen zum Beispiel die Aldehyde an
unterschiedlichen Stellen des Adenins reagiert haben (129a) und/oder es liegt eine offenkettige
Form vor (128a).

OH
/=
(0] NH-* N B
N 3 N +
Y, .y i
N N N
o o M [ -
o) 0 N >
ot HO 7//& K_ N
HoN oHO \ o .
HO 2
0 NH,
127a 128a 129a

Abbildung 65. Gewiinschte Produktstruktur 127a und zwei andere mogliche Isomere mit identischer Masse.
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Ein weiteres Problem in der Herstellung von 127a kann die Verwendung von 125 als Salz sein. Das
Vorhandensein von HCI/TFA in den pribiotischen Proben ist nicht gewollt und deren Einfluss
auf die Reaktion konnte bisher nicht geklirt werden. Aulerdem ist die Entfernung dieser Ionen
problematisch, da sich in protischen Loésungsmitteln Hydrate oder Halbacetale bilden, wodurch
u.a. die Verwendung von Ionentauschern nicht méglich war. Deshalb wurde eine Synthese zu
verschiedenen N-geschiitzten L-Alanin-Glykolaldehydestern 131 mittels Ozonolyse von 130

entworfen (Abbildung 66).

R. R (o}
NH HN 1) . 0]
3 Entschutzung
\\\\'Kfo OY‘\ . \')J\OMO - 7, O/\70
o_—_=©O HN. R NH,
130 131 125

Abbildung 66. Synthese von 125 mittels Ozonolyse und anschlieBender Entschiitzung des Amins.

Die jeweiligen Schutzgruppen sollten durch unterschiedliche Bedingungen bzw. Einsatz von
verschiedenen Reagenzien entfernbar sein, um ein breites Feld an Méglichkeiten zur Herstellung
von 125 zu erméglichen. Untersucht wurde zuerst die Synthese der Boc-, Cbz-, Acetyl- und Fmoc-
geschiitzten Derivate (131m-p) (Abbildung 67), da somit saure, alkalische sowie reduktive
Entschiitzungsbedingungen getestet werden kénnen. Aullerdem gilt die Acetyl-Schutzgruppe als
pribiotisch plausibel.”*! Der erste Schritt ist die Veresterung der N-geschiitzten I-Alanine

(132m-p) mit 2-Buten-1,4-diol (133) unter Verwendung von EDCI und DMAP.

o) R NH iR DO Q
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/N\)J\ + _/_\_ - O o - 0 o O/vo
R” >~ "OH HO OH v
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= 0°C —rt, 18h o_—_=© -78°C,1h "R
132m, R = Boc 133 130m, quant., R = Boc 131m, 76 %, R = Boc
132n, R =Cbz 130n, quant., R = Cbz 131n, 64 %, R=Cbz
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132p, R = Fmoc 130p, 16 %, R =Fmoc 131p, 46 %, R = Fmoc
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Abbildung 67. Syntheseweg der Boc-(131m)-, Fmoc-(131p)-, Acetyl-(1310)-, Cbz-(131n)- und Acetyl-SEM-(131q)-
geschiitzten L-Alanin-Glykolaldehydester. R = Aminschutzgruppe.
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Bei der Ozonolyse wurde eine reduktive Aufarbeitung der Sekundirozonide mit DMS gewihlt, um
die entsprechenden Aldehyde zu erhalten. Die Reaktion verlief nur mit der Boc-, Cbz- und Fmoc-
Schutzgruppe erfolgreich (131m,n,p). Bei der Acetyl-geschiitzten Variante (131o) konnte eine
Uberoxidation des Produkts beobachtet werden. Eine mégliche Ursache kénnte die
vergleichsweise geringe Grof3e der Acetylgruppe sein, weshalb SEM als zusitzliche Schutzgruppe
am Amin eingefihrt wurde (130q). Die Ozonolyse eben dieses ergab den doppelt geschiitzten L-
Alanin-Glykolaldehydester 131q. Weitere Untersuchungen der Ozonolyse von 130n zeigten, dass
lingeres Durchblubbern von Sauerstoff bzw. eines Schutzgases, um iiberschiissiges O3 vor der
Zugabe von DMS zu verdringen, die Uberoxidation verhindert. Somit konnten alle urspriinglich

geplanten N-geschiitzten L-Alanin-Glykolaldehydester 131m-p erhalten werden.

Die méglichen Entschitzungsbedingungen der bisher synthetisierten Ester beschrianken sich auf
saure oder basische, sowie reduktive Bedingungen. Um ein breiteres Spektrum an
Entschitzungsmoglichkeiten  zu  ermdglichen, sollten  weitere  N-geschiitzte L-Alanin-
Glykolaldehydester hergestellt werden. Als weitere interessante Schutzgruppen wurde TEOC,
abspaltbar mit Fluoriden, und NBOC eine photolytisch instabile Gruppe angesehen. Gestartet
wurde die Synthese ausgehend von 130m, das durch Boc-Entschiitzung und Entfernung des HCI-
Salzes in das freie L-Alanin-Alken 130r iberfithrt werden konnte, an welchem nun die gewiinschten

Schutzgruppen installiert werden konnten (Abbildung 68).
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Abbildung 68. Syntheseweg der TEOC-(131t)- und NBOC-(131s)-geschiitzten L-Alanin-Glykolaldehydester.

Fir die NBOC-Schutzgruppe musste das Reagenz 136 durch Reaktion von 2-Nitrobenzylalkohol
(134) und CDI (135) hergestellt werden, bevor die Schiitzung von 130r mit eben diesem sowie NaH
und [18]Krone-6 durchgefiihrt werden konnte. Bei der Einfihrung der TEOC-Schutzgruppe
wurde 1-[2-(Trimethylsilyl)ethoxycarbonyloxy|pyrrolidin-2,5-dion  (TEOC-OSu) und DBU
verwendet. Die anschlieBende Ozonolyse verlief mit beiden Schutzgruppen problemlos in guter

Ausbeute.

Nach erfolgreicher Synthese der N-geschutzten L-Alanin-Glykolaldehydestern 131m-q,s,t konnte
mit der Entschiitzung der Amine begonnen werden (Abbildung 69). Die Boc-Entschiitzung
(131m) unter sauren Bedingungen mit HCI verlief erfolgreich, allerdings handelt es sich bei dem
erhaltenen Produkt erneut um das HCl-Salz. Die Entschiitzungen unter basischen Bedingungen,
Acetyl (1310o) oder Fmoc (131p) mit Piperidin und NEts, zeigten keine erfolgreiche
Produktformation. Bei der reduktiven Cbz-Entschutzung (131n) konnte ebenso kein Produkt
isoliert werden. Hier funktionierte die Entschitzung, allerdings zyklisierte das erhaltene Produkt
sofort zum korrespondierenden Imin und wurde mit Pd/C und H, reduziert. Bei der
photolytischen Abspaltung der NBOC-Gruppe (131s) bei 365 nm konnte keine Produktformation
beobachtet werden und eine alternative Herstellung von 125 tber die Ozonolyse des ungeschiitzten

L-Alanin-Alkens 130r, verlief nicht erfolgreich. Die Entschiitzung von 131t mit TBAF als
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Fluoridquelle fihrte nicht zur Produktbildung, weshalb die Entschiitzung von 131q nicht weiter
untersucht wurde. Bei diesem Substrat wiren zwei Entschiitzungen erforderlich und sowohl die

Acetyl-Entschitzung als auch die Entschiitzung von Silylschutzgruppen waren bisher nicht

erfolgreich.
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Abbildung 69. Herstellungsmdglichkeiten von 125 durch Entschiitzung von unterschiedlich geschutzten L-Alanin-
Glykolaldehydestern (131) unter verschiedenen Bedingungen oder durch Ozonolyse von 130r.

Die Versuche 125 ohne Salze herzustellen wurden eingestellt, da auch die bisherigen pribiotischen

Versuche nicht vielversprechend wirkten.

Ein Problem der pribiotischen Reaktionen, abgesehen von der Anwesenheit von Salzen, konnte
die freie Aminfunktion sein. Dies kénnte zu unerwinschten Nebenreaktionen wie zum Beispiel
der intramolekularen Ringschlussreaktion zwischen dem Amin und der Aldehydfunktion fihren.
Deshalb wurde die entworfene Synthese mit IN-geschiitzten L-Alanin-Glykolaldehydestern
durchgefithrt, um herauszufinden, ob die antizipierten Reaktionen bei Vereinfachung der

Aminosdure theoretisch méglich sind.

131m und 1310 wurden als geschtitzte Varianten von 125 eingesetzt. 131o koénnte eine pribiotisch

plausible Verbindung sein und 131m wurde ausgewihlt, da die Referenzsynthesen von 102a tber
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die N-Boc-geschiitzte Variante synthetisiert wurden und somit bereits die bendtigten
Referenzsubstanzen vorhanden waren. Des Weiteren wurde neben Adenosin (2a) auch Nebularin
2f) und N°,N’-Dimethyladenosin (DMA) (2g) eingesetzt, um den FEinfluss der primiren
Amingruppe der Nukleobase auszuschlieSen (Abbildung 70).

o} =N =N
0 = R? o = R?
N N
OH S ", N N & ", N N
W)J\O/\&O + </N | NN e - HO o Y oder HO O Y
HN‘R1 H N/) O;g.nn % T
HN_ HN_

Boc Ac
131m,R" = Boc 1a, R? = NH, 137a, R? = NH, 138a, R? = NH,
1310, R' = Ac 1f, R2=H 137f, R2=H 138f, R2=H

19, R? = NMe, 137g, R% = NMe, 138g, R? = NMe,

Abbildung 70. Synthese zu vereinfachten und geschitzten tRNA-Vorldufer-Nukleosiden. Adenin: R? = NH», (137a,
138a); Purin: R? = H, (137f, 138f); IN°,N°-Dimethyladenin: R> = NMe,, (137g, 138g).

Nachdem bei den Versuchen zuvor die Reaktionen bei 50 °C und als Pastenreaktionen oder im
Trockenen die vielversprechendsten Ergebnisse hervorbrachten, wurden diese Bedingungen auch
hier angewendet. N-Boc-L-Alanin-Glykolaldehydester 131m wurde mit GlyA und Adenin oder
Purin bei 50 °C im Trockenen geriihrt, wohingegen bei N°,N*-Dimethyladenin als Nukleobase die
Temperatur auf 80 °C erhoht wurde. Auch die schrittweise Zugabe von zuerst 131m mit Adenin
und dann GIyA nach einigen Tagen wurde untersucht. Die Versuche mit N-Ac-L-Alanin-
Glykolaldehydester 1310 liefen ebenfalls bei 50 °C im Trockenen ab, wobei die Reaktionen mit

N°,N°-Dimethyladenin und Purin zusitzlich als Pastenreaktionen durchgefiihrt worden sind.
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In Abbildung 71 ist das Ergebnis der Reaktion von N-Boc-L-Alanin-Glykolaldehydester 131m mit
Adenin und GlyA im Trockenen bei 50 °C nach drei Tagen gezeigt.
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Abbildung 71. A) Reaktionsgleichung der pribiotischen Reaktion von 131m mit Adenin und GlyA im Trockenen bei
50 °C nach drei Tagen. B) Chromatogramm der Reaktion in blau. Koinjektion der Reaktion mit 137a und 119a in
braun. Die Analyse erfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode G, Massenfilter 7/z = 439,1892 — 439,1980).
* = Peak der Referenz.

Hierbei fillt auf, dass nach Masseextraktion der prabiotischen Reaktion ein sehr markanter Peak
vorhanden ist, der fiir eine selektive Formation eines Isomers spricht. Koinjektion dieser Reaktion
mit einer Mischung aus der 2‘- und 3*Ribosyl-Referenz zeigte, dass es sich hierbei nicht um eines

der gewtnschten Produkte handelte.
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Die Reaktion von N-Ac-L-Alanin-Glykolaldehydester 1310 mit Adenin und GlyA im Trockenen

bei 50 °C nach drei Tagen zeigte eine Bildung von drei Peaks mit einer Retentionszeit von um die

sechs Minuten (Abbildung 72). Koinjektion mit einer Mischung der 2°-und 3‘-Form (138a, 120a)

zeigte, dass sich auch hier nicht die antizipierten Isomere gebildet haben.
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“Ac H N 50 °C, 3 d
HN\ /NH
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Abbildung 72. A) Reaktionsgleichung der pribiotischen Reaktion von 131o mit Adenin und GlyA bei 50 °C im
Trockenen nach einem Tag. B) Chromatogramm der Reaktion in blau. Koinjektion der Reaktion mit 138a und 120a
in braun. Die Analyse erfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode H, Massenfilter 7/3 = 381.1478 — 381.1555).

* = Peak der Referenz.
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Bei einer erneuten Wiederholung der Reaktion mit N-Boc-L-Alanin-Glykolaldehydester 131m und

Messung der Reaktion nach einem Tag erschien ein dhnlicher Peak, der allerdings eine Schulter

aufwies (Abbildung 73). Koinjektion mit 122a zeigte keine Ubereinstimmung, aber die Zugabe

von 119a und 137a zeigte die gleiche Retentionszeit eines Peaks mit der Referenz. Dies ist ein Indiz

tir die erfolgreiche Bildung der 2°- oder der 3‘-Variante.

A 0 =N =N
0 N/_ NH, 0 N/— NH,
0 NH, HO H HO/\Q‘ z 0 Ho/\g z \
OH N “ N S -, ~ N
YJ\O/VOJ,«N | SN Ho o + o om N
HN N /) Trocken 0] (0]
S N o o
Boc H 50°C,1d
HN,_ /NH
Boc Boc
131m 1a 137a 119a
/=N

HN
Boc
122a
B
—— Koinj. 122a —— Koinj. 119a + 137a —— Reaktion
*
*
:1 ' é ' é ' 1|0 ' 1I2

Zeit [min]

Abbildung 73. Reaktionsgleichung der pribiotischen Reaktion von 131m mit Adenin und GlyA bei 50 °C im
Trockenen nach einem Tag. Chromatogramm der pribiotischen Reaktion in blau. Koinjektion der Reaktion mit einer
2% und 3-Mischung (119a, 137a) in braun. Koinjektion der Reaktion mit 122a in beige. Die Analyse erfolgte mittels

UHPLC-QTOF-MS (Methode G, Massenfilter 7/z = 439,1892 — 439,1980). * = Peak der Referenz.

103



Ergebnisse und Diskussion

Um die Produktbildung auf eine weitere Weise verifizieren zu kénnen, wurden MSMS-Messungen
sowohl bei der Reaktionslésung als auch bei den synthetisch hergestellten Referenzen
durchgefiihrt. Hierbei fiel auf, dass sich die Fragmentierungsmuster stark unterschieden. Bei der
synthetisch hergestellten Referenz konnten als Hauptfragmentierungsprodukte Adenin (76), ein
Boc-intern-fragmentiertes Produkt (139) und die Produktmasse (140) identifiziert werden
(Abbildung 74A). Der vorhandene Ribosering blieb folglich unangetastet und fragmentierte nicht
in Aldehyde oder Kondensationsprodukte. Diese nicht vorhandene Fragmentierung der Ribose

konnte auch bei MSMS-Messungen der kanonischen Nukleosiden beobachtet werden.

A
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= HO —N
\\G‘N\)\(NH{ O N b _NHy
z z
NH3* / \N |

) N o Ton N o on N»
<N lN/) ;2:0 °
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OH o OH
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OH o OH
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Abbildung 74. Vorgeschlagene Strukturformeln zu den gefundenen Fragmentierungsmassen der Referenz (A) und
dem relevanten Peak der pribiotischen Reaktion (B). GlyA-Reste = orange, auf 125 beruhende Teile = griin.

Die Fragmentierung des Peaks der pribiotischen Reaktion wies neben den beiden auch in der
Referenz zu findenden Massen (76, 139), sowie der Produktmasse (140), noch weitere Fragmente
auf. Die Massen, die mit einem theoretisch moglichen Strukturvorschlag identifiziert werden
konnten, sind in Abbildung 74B dargestellt. 80 zeigt die Bildung eines Fragments, das am Adenin
noch ein kondensiertes GlyA beinhaltet. Dieses Fragment konnte bei der Referenz nicht

beobachtet werden. Aufbauend auf der Struktur 80 wurde die Masse von 141 identifiziert, dass
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neben GlyA auch 125 beinhaltet. Der weitere Fund der Masse von 142 deutet ebenso wie die Masse
von 80 und 141 auf die Kondensation der Aldehyde an verschiedenen Stellen der Nukleobase hin,
anstelle des gewtinschten Ringschlusses zur Ribose. Auch fiir die tibereinstimmenden Massen mit
der Referenz sind andere Isomere als 139 und 140 moglich, wie zum Beispiel 143/144, die mit den
zuvor erwihnten Fragmenten 80 und 141 ein schlissiges Bild ergeben. Deshalb ist davon

auszugehen, dass trotz gleicher Retentionszeit, nicht das gewiinschte Produkt 140 gebildet wurde.

Um die Méglichkeit einer Kondensation der Aldehyde an der freien Aminogruppe des Adenins zu
unterbinden, wurden, wie oben erwihnt, Reaktionen mit Purin und N°,N°-Dimethyladenin
durchgefiihrt. Bei der Reaktion von Purin (1f) mit 131m und GlyA konnte nicht nur ein Peak mit
der gewiinschten Masse identifiziert werden, sondern deutlich mehr Peaks beobachtet werden
(Abbildung 75A). Koinjektion mit 119f und 137f zeigte, dass die Verwendung von Purin anstelle
von Adenin, nicht nur zur vermehrten Bildung diverser Isomere fiihrte, sondern zeigte auch eine

Ubereinstimmung eines Peaks in der Retentionszeit mit der Referenz.

105



Ergebnisse und Diskussion

A
/:N /:N

o e O e O
+

o
0 oH N

(0]
OH N N
YJ\O/\?O N </N:\||/§N HO () Nx
/) Trocken 0 0]
HN_ N N it
Boc H 50°C,1d h
HN_ NH
Boc Boc
131m 1f 137f 119f

w
(o]

Koinj. 119f + 137f Reaktion ‘ Koinj. 119f + 137 Reaktion
M
f ) T T 1 T T T T T T T T T
4 6 8 10 12 5 10 15 20 25
Zeit [min] Zeit [min)

Abbildung 75. A) Reaktionsgleichung der pribiotischen Reaktion von 131m mit Purin und GlyA im Trockenen bei
50 °C nach einem Tag. B) Chromatogramm der pribiotischen Reaktion in blau. Koinjektion der Reaktion mit einer
2% und 3°-Mischung (1191, 137f) in braun. Die Analyse erfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode E, Massenfilter
m/z = 424,1785 — 424,1869). C) Chromatogramm der pribiotischen Reaktion in blau. Koinjektion der Reaktion mit
einer 2 und 3“Mischung (119f, 137f) in braun. Die Analyse erfolgte mittels UHPLC-QTOF-MS (Methode F,
Massenfilter 72/ = 424,1785 — 424,1869). * = Peak der Referenz.

Da die Peaks nicht vollstindig Baseline getrennt waren, wurden verschiedene anderer Methoden
und Sdulen getestet, um eine bessere Trennung zu erhalten. Bei der Verwendung einer
isokratischen Methode auf derselben Sdule, konnte entdeckt werden, dass bei Zugabe der 2°-, 3
Referenz-Mischung (119f, 137f) zwei neue Peaks entstanden. Das bedeutet, dass die zuvor
beobachtete Ubereinstimmung der Retentionszeiten an einer nicht ausreichenden Trennleistung

der Sdule bei der zuvor verwendeten Methode lag.
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4.2.3 Nukleosid-Referenz-Synthesen

Aufgrund der geplanten pribiotischen Synthesen zu tRNA-Monomeren, wurden verschiedene
Referenzsubstanzen bendtigt, die nicht kommerziell erwerbbar waren. Sowohl die N- als auch die
C-verkniipften tRNA-Nukleosid-Analoga mussten synthetisiert werden. Retrosynthetische
Betrachtung der N-verknipften-Form (102a, 103a) zeigt, dass es aus zwei Molekilen aufgebaut
werden kann (Abbildung 76) — Zum einen aus einem C-terminal geschiitzten Alanin (145) und
zum anderen aus einem Nukleosid, das in 5°- und 3‘-Position geschiitzt ist und in der 2‘-Position
eine Abgangsgruppe (X) besitzt (146a). Dies lisst sich wiederum aus den freien Nukleosiden,
Adenosin (2a) oder Vidarabin (75a), herstellen. Die C-verkniipfte-Form (117a, 121a) lisst sich
ebenso in zwei Molekiile zerlegen. Zum einen in ein N-terminal geschiitztes Alanin (147) und in
ein 5 und 3‘-geschiitztes Nukleosid mit einer freien Hydroxygruppe in der 2°-Position (148).
Dieses sollte aus den ungeschiitzten Nukleosiden, Adenosin (2a) oder Vidarabin (75a),
synthetisierbar sein. Beide Varianten sind also auf das freie Nukleosid und einem C-

beziehungsweise N-terminal geschiitzten Alanin zurtickzufithren.

N-Verkniipft:
0) A
HO \ o} I 0 A
HO NH | — O/PG + ‘O/\q
""\eo NH, PG-0 X
HO
102a, 103a 145 146a
C-Verknuipft:
0) A
HO 0}

HO‘ (0] | e— \/U\OH +

H,N
117a, 121a 147 148a

Abbildung 76. Retrosynthese der N- und C-verkniipften tRNA-Nukleosid-Vorldufer in der Ribosyl- und
Arabinosylform. PG = Schutzgruppe.
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N-Verkniipfung

Die Synthese der N-verkniipften Aminosiaure-Nukleoside beginnt mit einer Silyl-Schitzung der 5°-
und 3*-Hydroxygruppen der Nukleoside 2a und 75a (Abbildung 77). Hierfiir sollte TIPDS benutzt
werden, da hierbei eine verbrickte Schiitzung der 3¢,5-Hydroxygruppe erfolgt wodurch selektiv
die 2-Hydroxygruppe ungeschtitzt bleibt. Dies ist der Fall, da die erhohte Reaktivitit der primaren
Hydroxygruppe in der 5-Position dazu fihrt, dass nach direkter Schiitzung eben dieser nur der

Ringschluss mit der 3“-Hydroxygruppe zu einem Achtring moglich ist.

(0) A
R Pyr|d|n -/\q TIPDS [~
S TIPDS DCM O OTf
HO OH 0 C—>I’t 18 h OOC—>I’.t.,2h
2a, 75a 149a = Rib, 80 % 151a = Rib, 80 %
150a = Ara, 87 % 152a = Ara, 78 %

Abbildung 77. Synthese der TIPDS-Nukleosid-Triflate 151a und 152a. Rib = Ribosid; Ara = Arabinosid.

Die Schiitzung erfolgte unter Verwendung von TIPDS-Cl, und DMAP in Pyridin und verlief in
beiden Fillen in sehr guter Ausbeute zu 149a und 150a. Als Abgangsgruppe in der 2°-Position
wurde die Triflatgruppe ausgewihlt, die durch Reaktion der TIPDS-Nukleoside mit Triflatanhydrid
und DMAP in DCM in sehr guten Ausbeuten installiert werden konnte. Somit konnten ausgehend
von Adenosin und Vidarabin die 3°5“-TIPDS-Nukleosid-2*-Triflate 151a und 152a hergestellt

werden.

AnschlieBend sollte die Aminosaure in der 2°-Position eingefithrt werden (Abbildung 78). Erste
Versuche mit 152a sowie L-Alanin-Bu-Ester 153 und DBU in DCM oder ACN waren nicht
erfolgreich. Als Problem konnte die Eliminierung des Triflats, identifiziert durch HRMS-ESI

Messungen, unter diesen verwendeten Bedingungen ausgemacht werden.
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Abbildung 78. Synthese des Adenosin-Derivats 102a ausgehend von Triflat 152a.

Deshalb wurde zuerst die Menge an DBU von 3,2 zu 2,0 zu 1,2 Aq. reduziert. Da weiterhin das
Eliminierungsprodukt entstand, sowie andere Nebenprodukte, wurde auf DBU als Base komplett
verzichtet. Stattdessen wurde die Reaktion mit Triethylamin und Toluol bei einer erhShten
Temperatur getestet. HRMS-ESI Messungen verifizierten die Bildung der Produktmasse, doch
nach wie vor dominierte das Eliminierungsprodukt. Deshalb wurde die Reaktion ohne Base in
Toluol bei 110 °C getestet und zeigte je nach AnsatzgroB3e nach einigen Stunden bis einigen Tagen
die Bildung von 154a in schlechten Ausbeuten. Die Desilylierung mit TBAF in Ethylacetat verlief
quantitativ und die abschlieSende Verseifung des zer~Butyl-Esters 155a mit NaOH verlief in guten

Ausbeuten, sodass N-verkniipftes-2-L-Alanin-Adenosin 102a erhalten werden konnte.

Die gleichen Reaktionsbedingungen, keine Base in Toluol, fihrten bei 151a als Edukt wiederholt
nicht zur erfolgreichen Synthese des gewiinschten Produktes (Abbildung 79). Als Problem der
Reaktion von 151a zu 156a wurde zum einen die mogliche sterische Hinderung durch die
verinderte Stereoinformation der Triflatgruppe in der 2°-Position identifiziert, aus der sich eine
mogliche Abschirmung der Reaktionsstelle durch die Nukleobase ergibt. AufBlerdem sind
Aminosiuren generell eher unreaktive Nukleophile, sodass der nukleophile Angriff der relativ
grolen Aminosdure mit der Bu-Schutzgruppe deutlich erschwert wird. Folglich wurde eine

alternative Syntheseroute zu 103a entworfen (Abbildung 79).
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Abbildung 79. Alternativer Syntheseweg des Vidarabin-Derivat 103a iiber Amin 158a.

Da an der Sterik der Position nichts verandert werden kann, wurden die reaktiven Zentren der
Molekiile getauscht, sodass der nukleophile Angriff von einer modifizierten Zuckereinheit erfolgt.
Hierfir wurde 3°5-TIPDS-Adenosin-2°-Triflat 151a mit NaN; in 3°,5-TIPDS-Vidarabin-Azid
157a uberfihrt, das direkt mit Pd/C und H; zum korrespondierenden Amin 158a reduziert werden
konnte. Die niachste Reaktion stellt den Schlisselschritt der Synthese dar. 158a soll mit Methyl-2-
Brompropionat 159 reagieren um 160a zu bilden. Hierbei reagiert anders als zuvor bei der Synthese
zu 154a das Nukleosid als Nukleophil und es wurde mit dem Methylester anstelle des ~Bu-Esters
eine kleinere Sdure-Schutzgruppe gewihlt. Zu Beginn wurde Nukleosid 158a mit racemischem
Methyl-2-Brompropionat 159 in Toluol bei 60 °C mit DBU getestet. Dies zeigte eine schlechte
allgemeine Loslichkeit und keine Produktformation, weshalb DMSO und Dioxan als alternative
Losungsmittel getestet wurden. Bei der Reaktion in Dioxan mit DBU bei 80 °C konnten die beiden
Diastereomere 160a und 161a isoliert werden. Hierbei handelt es sich um D- und L-Alanin in der
2‘-Position verkntpft. Die beiden abschlieBenden Entschiitzungsschritte, zuerst die Entsilylierung
(162a, 163a), gefolgt von der Verseifung des Methylesters konnten erfolgreich fiir beide Isomere
durchgefiihrt werden (103a, 104a). 103a konnte folglich nach einem Umweg tber das Vidarabin-
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Amin 158a synthetisiert werden. Dadurch sind beide Isomere 102a und 103a der gewiinschten

Referenzsubstanz erfolgreich synthetisiert worden.

Trotz erfolgreicher Synthese wurde eine andere Route zu 102a untersucht. Diese sollte ebenso wie
bei der Vidarabin-Form tiber das Nukleosid-Amin fithren, damit einheitliche Synthesebedingungen
tir beide Isomere gegeben sind. Getestet wurde ausgehend von Vidarabin-Triflat 152a bis zum
Hauptschritt der Synthese, die Reaktion zu 166a mit Methyl-2-Brompropionat 159 (Abbildung
80). Die Entschiitzungen wurden nicht mehr durchgefiihrt, da sie bereits fiir die Vidarabin-Isomere

102a und 103a gezeigt wurden.

O A NaNs O LA PdIC, H,
OAQ’ _ NN o
-TIPDS DMF TIPDS| & = MeOH
(@) OTf rt., 72 h - o) N3 it 15 h
0 )
152a 164a 86 % (2 Schritte)

(0] HO
\
165a 166a = D-Ala 102a
167a =L-Ala

Abbildung 80. Alternativer Syntheseweg zu 102a tiber die Nukleosid-Amin-Route wie bei 103a entwickelt.

Die Reaktion des Triflat 152a mit Natriumazid zu 164a und die darauffolgende Reduktion zum
Amin 165a mit Pd/C und H: erfolgte in sehr guter Ausbeute. Der Kernschritt, die nukleophile
Substitution zu 166a mit KoCOs in ACN, verlief in niedriger Ausbeute bei einer Reaktionszeit von
sechs Tagen. Es wurden die beiden D- und L-Alanin Diastereomere 166a und 167a erhalten. Es
konnte demonstriert werden, dass der entwickelte Syntheseweg tiber die Nukleosid-Amine 165a
und 158a bei beiden Isomeren die Herstellung der N-Verknipfung der Zuckereinheit mit der

Aminosiure ermdglicht.
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Ausgehend von den 3°,5“TIPDS-Nukleosid-2-Aminen 165a und 158a sollten die vereinfachten

Vorldufer 105a und 106a als Referenzstrukturen synthetisiert werden (Abbildung 81). Durch

Reaktion der beiden Stereoisomere 165a und 158a mit HF-Pyridin konnten die Amine 105a und

106a isoliert werden.

O A HF-Pyridin
T
TIPDS]. THF
(TPDS) o NH; 0°C—rt, 18 h
165a = Rib
158a = Ara

o A

HO  NH,

105a = Rib, 71 %
106a = Ara, 67 %

Abbildung 81. Synthese der Referenzstrukturen 105a und 106a. Rib = Ribosid, Ara = Arabinosid.
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C-Verkniipfung

Ebenso wie die N-verknupften-Aminosiure-Nukleoside kénnen auch die C-verkntpften-Formen
auf die freien Nukleoside und geschiitzten Aminosauren zuriickgefiihrt werden. Fir die beide
Isomere 118a und 121a konnen die gleichen Bedingungen der Synthese angewendet werden
(Abbildung 82). Der erste Schritt ist die verbriickte Schiitzung der 5°- und 3*-Hydroxygruppe mit
TIPDS-CI und DMAP in Pyridin zu 149a und 150a. Die Veresterung der 2°-Hydroxygruppe tber
die 7n-situ Herstellung des Sidurechlorids des Alanins oder tber eine Fischerveresterung mit
Schwefelsiure war nicht erfolgreich. Die Anwendung der Bedingungen der STEGLICH-Veresterung
mit N-Boc-Ala-OH, EDCI und DMAP fihrten zu 168a und 169a in quantitativer Ausbeute. Die
Desilylierung mit HF-Pyridin fithrte zu zwei unterschiedlichen Reaktionsverliufen fir die Ribosyl-

und Arabinosyl-Derivate.

N-Boc-L-Ala,
o A TIPDS-Cl,, DMAP o A EDCI, DMAP
o o~
yridin - THF,
HO  OH 0°C—rt, 18h TPDS)5"  “oH 0°C—rt,2h
2a, 75a 149a = Rib, 80 %

150a = Ara, 87 %

A (0] A (0] A
/\q . /\q ol /\q
N 1F- riain A A
TIPDS o o y o o

B B ——
O$S THF
HN

0°C—rt,18h
\Boc

1,4-Dioxan
rt,2h
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168a = Rib, quant.
169a = Ara, quant.

‘ HF-Pyridin

THF
0°C—rt,18h
85 %

1,4-Dioxan
(0] rt,2h
69 %

119a 118a

Abbildung 82. Synthese zu den C-verkniipften Referenzen 118a und 121a. Rib = Ribosid; Ara = Arabinosid.

Bei 169a, der Arabinosyl-Variante, verlief die Reaktion wie geplant und das 2°-veresterte Produkt
122a konnte isoliert werden. Bei der Entschiitzung von 168a, der Ribosyl-Form, konnte als Produkt
nicht das 2°-veresterte, sondern das 3‘-veresterte Nukleosid 119a erhalten werden. Dies ist einer

intramolekularen Wanderung der Aminosdure unter den Bedingungen der Entsilylierung zu

113



Ergebnisse und Diskussion

zuschreiben. Bei beiden Isomeren verliefen die Entschiitzungen in exzellenter bis sehr guter
Ausbeute. Als letzter Schritt erfolgte die N-Boc-Entschiitzung des Alanins mit HCI in Dioxan bei
r.t. fir zwei Stunden. Sowohl 118a als auch 121a konnten in guten Ausbeuten als HCI-Salz erhalten

werden.

Fir die Arabinosylform konnte die 2°-veresterte Variante 121a erfolgreich synthetisiert werden, bei
der Ribosylform konnte aufgrund des Migrierens des Esters nur die 3°-veresterte Variante 118a
synthetisiert werden. Da es unklar ist, ob auch bei der pribiotischen Reaktion von einer Wanderung
auszugehen ist, sollte auch bei der Ribosylform die 2‘-Variante 117a synthetisiert werden. Deshalb
wurden alternative Entschiitzungsmethoden untersucht. Silylschutzgruppen koénnen auch unter
sauren Bedingungen abgespalten werden, wenn auch nicht so gut und selektiv wie mit Fluoriden.
Durch die Verwendung von sauren Bedingungen kénnte aulerdem eine gekoppelte Entschiitzung
von Silylschutzgruppe und N-Boc-Schutzgruppe stattfinden. Reaktion von 168a mit HCl in Dioxan
fihrte zur Bildung einer bisher nicht trennbaren Mischung der Regioisomere 117a und 118a in
geringer Ausbeute (Abbildung 83). Da das 3“Isomer 118a selektiv durch Entschiitzung mit
HF-Pyridin isoliert werden konnte, kann bei UHPLC-QTOF-MS-Messungen zwischen den

Isomeren unterschieden werden.

O A 0 A o A
TIPDS |_ > HCI 8 - o .,
c 9 — HO © + 0 OH
Og/} 1,4-Dioxan o) o
o rt., 18 h
HN 6 % HoN -HCI NH, Hel
Boc
168a 117a 118a

Abbildung 83. Alternative Synthese um 117a als Referenz zu erhalten.

Als weitere Referenzen wurden die N-geschiitzten-L-Alanin-Riboside bendtigt. N-Boc-
geschiitztes-Alanin-Adenosin  119a wurde auf der Route zu 118a tber die schrittweise
Entschiitzung erfolgreich synthetisiert (Abbildung 82). Deshalb wurde die Synthese des IN-Acetyl-
geschiitzten Derivats 120a analog durchgefithrt (Abbildung 84). Begonnen wurde mit der
Veresterung von 149a zu 170a mit N-Ac-L-Ala-OH unter Verwendung von EDCI und DMAP in
sechr guter Ausbeute. Die anschlieBende TIPDS-Entschiitzung mit HF-Pyridin fihrte zur
erfolgreichen Bildung von 120a.
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Abbildung 84. Synthese der N-Acetyl-geschiitzten 3*-Variante 120a.

Die Synthesen der auf DMA und Nebularin basierten Referenzstrukturen sind nach Herstellung
der freien Nukleoside analog zur Herstellung der Adenosin-Derivate durchgefithrt worden. Die

genaue Synthese ist in Kapitel 4.3.2 genauer erlautert.
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4.3 Biomimetische Estermigration an Nukleosid-Derivaten

Die Ergebnisse dieses Kapitels sind in N. J. Kurtle, C. J. B. Seifert, N. Hampel, T. Rauch, M.
Thoma, I.. V. Parziale, M. S. R. Ebeling, D. Berthold, O. Trapp, ChemBioChen 2025, ¢202500395

veroffentlicht.?)

In der zuvor behandelten Synthese der Referenzstrukturen konnte eine Wanderung einer
veresterten Aminosdure von der 2°- zur 3°-Position des Ribosyl-Nukleosids identifiziert werden.
Inspiriert davon, sollte die Esterwanderung an Nukleosiden genauer untersucht werden
(Abbildung 85). Hierfiir sollte zunichst eine effiziente Syntheseroute zu Nukleosid-Estern
entwickelt werden. AnschlieBend soll die Wanderung von einfachen, auch heteroatombasierten
Estern, z.B. Acetyl oder Thioacetat, genauer betrachtet werden, gefolgt von der Evaluation des
Einflusses der Desilylierungsbedingungen sowie der Untersuchung der Wanderung von
Aminosduren an kanonischen und nicht kanonischen Nukleosiden. AbschlieBend soll eine
breitanwendbare regio- und stereoselektive Syntheseroute zu an der Zuckereinheit modifizierten

Nukleosiden entwickelt werden.

0} ) 0}

0 A G G
HO ‘O PG-0 X o X
o= =0

R R

Abbildung 85. Ubersicht iiber die Untersuchung der Acylwanderung beginnend von ungeschiitzten Nukleosiden.
X = O oder andere Heteroatome; PG = Schutzgruppe.
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4.3.1 Untersuchung der Acylwanderung an einfachen Estern

Begonnen wurde mit einem Adenosin-basierten Modellsystem bei dem als Ester ein Acetylrest
benutzt wurde. Die Synthese verlief tber eine verbrickte Silylschiutzung der 5 und 3%
Hydroxygruppe mit TIPDS-CI zu 149a in sehr guter Ausbeute. Bei der Verwendung von
Essigsaureanhydrid als Reagenz zur Herstellung von 171a, konnte eine Mehrfachacetylierung
beobachtet werden, weshalb ein alternativer Weg gesucht wurde. Die Veresterung der 2°-
Hydroxygruppe von 149a nach STEGLICH mit Essigsaure, EDCI und DMAP fihrte zur Bildung
von 171a in ausgezeichneter Ausbeute. Nach Entschitzung der Silylgruppe mit HF-Pyridin wurde
ein Regioisomerengemisch der 2- und 3“veresterten Nukleoside 173a und 174a erhalten

(Abbildung 86), das mittels 2D-NMR Spektroskopie unterschieden werden konnte.

iPr, O o_ fa
o. fa TIPDS-Cl,, DMAP S AcOH, EDCI, DMAP
HO/\Q/ iPr=y /

— Pyridin Ovi—0 ©H THF
HO  OH 0°C—rt,18h iPr o 0°C—rt, 18h
80 % e 93 %
1a 149a

A

(0] A (o) A (0] A (0]
& “, —_— \ / —— N - + N .

TIPBSL5™ % THF 5.5 HO © o ©H

/Q 0°C —rt, 18h >< —< >/-—

OH o o}

173a 174a

171a 172a (28 %) (58 %)

Abbildung 86. Synthese von 2‘- und 3‘-Acetyl-Adenosin 173a und 174a mittels Entsilylierung von 171a.

Es fand keine vollstindige Wanderung statt, aber das Verhiltnis der beiden Isomere liegt auf der
Seite des gewanderten 3‘-Produkts 174a (173a:174a = 33:67). DR. DINO BERTHOLD fihrte im
Rahmen der Publikation dieses Themas DFT-Rechnungen durch.”” Diese zeigen, dass das 3’-
Isomer 174a eine erhohte Stabilitit von 15.8 kJ/mol im Vergleich zum 2°-Isomer 173a in THF
aufweist. Dies ist gleichbedeutend mit einer Gleichgewichtskonstante von 0,0171 oder einem
Verhiltnis von 1:586 von 2-:3“Ester. In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von
SAKAMOTO e al. sollte die Wanderung vz einem zyklischen Intermediat 172a ablaufen.”* In
diesem hier vorliegenden Fall wird somit ein weiteres Stereozentrum eingefithrt (markiert mit
einem Stern). Abhingig von der absoluten Konfiguration des Orthoesters ist dieses Intermediat
0,3 oder 4,1 kJ/mol instabiler als das 2‘-Isomer 173a. Diese Ergebnisse der DFT-Rechnungen
stimmen mit den experimentellen Beobachtungen tiberein und zeigen, dass sich mit lingerer Zeit

in Losung das Gleichgewicht weiter zu 174a verschieben sollte.
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Um die Entschiitzung und die damit verbundene Wanderung genauer zu untersuchen, wurde die
Reaktion in einem NMR-Experiment beobachtet (Abbildung 87). Hierbei wurde 171a in einem
HF-resistenten NMR-Inlet in THF-ds vorgelegt und nach Zugabe von HF-Pyridin wurden
wiederholt '"H-NMRs bei 20 °C gemessen.

HO

iPr o. M o__[a
oA HF-Pyridine Fsi Ho
(@) R iPr b R 5 —_— N
TIPDS S ., THF-dB /S!\O\ (6] 6 + O
o o iPrip
rt, 72 h iPr
— /Qo ><OH

(0]
nicht beobachtet
171a 175a 172a

O A (0]
- HO O * o o
< —

(6] (0]
173a 174a

A

H

Abbildung 87. NMR-Experiment, um die Wanderung der Acetylgruppe zu verfolgen.

Fir die erste Stunde erfolgten die Messungen im 10 Minuten Takt, fir die ndchsten zwei Stunden
alle 30 Minuten, gefolgt von stiindlichen Messungen fiir neun Stunden und endend mit Messungen
im drei Stunden Takt bis zu einer gesamten Messdauer von 72 Stunden. Zusitzlich wurden
wihrend der Messungen Aliquote entnommen und mittels HRMS-ESI analysiert. Hierbei konnte
eine weitere Spezies identifiziert werden, das teilweise silylentschiitzte Intermediat 175a. Es wird
angenommen, dass es aufgrund der geringeren sterischen Hinderung zuerst zu einer Entschiitzung
der 5*-Position kommt, was zur Bildung von 175a fihrt. Das von SAKAMOTO ez al. vorgeschlagene

Intermediat 172a konnte nicht beobachtet werden.**!

Die Unterscheidung der beiden Isomere 173a und 174a im NMR erfolgte tiber die HMBC-
Kopplung des Carbonylkohlenstoffs der Acetylgruppe (C’) zum jeweiligen Proton am veresterten
Kohlenstoff des Zuckers (2¢ oder 3°, HY) (Abbildung 88).
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Abbildung 88. Darstellung der Unterscheidung von 173a und 174a mittels Kopplung im HMBC.

Die Integrale der Acetylprotonen (alle ca. bei 2.10 ppm) der identifizierbaren Molekiile wurden
analysiert und der zeitliche Verlauf der Reaktion wahrend der ersten ca. 22 h wurde in Abbildung
89 dargestellt. Hierbei fillt auf, dass die Teilentschiitzung des Edukts 171a zu Intermediat 175a
sehr schnell abliuft und nach ca. einer Stunde kein Edukt mehr vorhanden ist. Fine ebenfalls
schnelle Bildung des 2-Isomers 173a ist zu beobachten, das nach ca. 10 Stunden den hochsten
Wert erreicht. Nach ca. einer Stunde, wenn 171a vollstindig abreagiert ist, kommt es zur langsamen
Wanderung der Acetylgruppe und der damit verbundenen Bildung von 174a, die sehr konstant ab
ca. einer Stunde ablduft. Es scheint, dass nach ca. 10 Stunden in etwa so viel Migration von 2° zu
3 ablduft wie auch Bildung von 173a durch Entschitzung von 175a stattfindet, da die Menge von
173a in etwa stagniert und die Bildung von 174a tiber 173a stattfinden musste. Das Verhiltnis der
Regioisomere liegt hier deutlich auf der Seite des 2°-Isomers, anders als bei der zuvor im Kolben
durchgefithrten Entschitzungsreaktion. Das 3*-Isomer 174a stellt das thermodynamische Produkt
dar, welches aufgrund der geringeren Temperaturen im NMR-Raum langsamer gebildet wurde. Ein

weiterer Grund fur das verdnderte Verhidltnis kénnte die mangelnde Durchmischung der
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Reaktionslosung im NMR-Rohrchen sein. Mit lingerer Zeit verschob sich das Verhiltnis der

beiden zugunsten des 3‘-Isomers.
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Abbildung 89. Zeitlicher Verlauf der Entsilylierung von 171a mit HF-Pyridin in THF-ds wihrend der ersten ca. 22 h.

Die Wanderung der verhiltnismiBig kleinen Acetylgruppe sollte an einem Substrat mit verinderten
elektronischen und sterischen Eigenschaften getestet werden. Deshalb wurde 2°-Thioacetat-
Adenosin 176a synthetisiert. Aufgrund des formalen Austauschs des Sauerstoffs mit Schwefel, der
die Esterbindung zum Zucker bildet, kann, um 176a zu synthetisieren, keine normale Veresterung
durchgefiihrt werden. Stattdessen muss der Weg uber eine Substitutionsreaktions der
Hydroxygruppe fihren, welche zuvor in eine Abgangsgruppe tberfihrt wird. Aufgrund dessen
wurde 75a als Edukt verwendet, da es bei der Sx2-Reaktion zu einer Inversion kommt (Abbildung
90). Im ersten Schritt erfolgte die TIPDS-Silylschiitzung zu 150a in ausgezeichneter Ausbeute,
gefolgt von der Umwandlung der 2°“OH Gruppe in ein Triflat. Hierfiir wurden Triflatanhydrid und
DMAP verwendet, um 152a in sehr guter Ausbeute zu erhalten. Die Substitutionsreaktion des
Triflats verlief mit Thioacetat in DMF in exzellenter Ausbeute von 94 %, sodass 176a als Edukt

fur die Entsilylierung vorlag.
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Abbildung 90. Synthese von 176a und anschlieBende Entsilylierung zu 177a, 178a und 179a.

Die Verwendung von HF-Pyridin fithrte zur Bildung der erwarteten Regioisomere 177a und 178a,
analog zur zuvor gezeigten Acetylwanderung. Diese ist folglich nicht nur auf Sauerstoff-Ester
beschrinkt. Das Verhiltnis lag auch hier auf der Seite des 3*-Isomers (178a:177a = 81:19) und die
Regioisomere konnten, wie auch bei 173a und 174a, nicht voneinander getrennt werden, aber
mittels HMBC-Kopplung unterschieden werden. Es konnte allerdings noch eine dritte Spezies bei
dieser Reaktion isoliert und identifiziert werden. Die Bildung von 179a beweist, dass nicht nur eine
intramolekulare Acylwanderung stattfand, sondern es lief auch eine intermolekulare Migration ab.
Dies konnte auf die erhéhte Nukleophilie des Thiols zurtickzufiihren sein, wodurch es nach der
intramolekularen Wanderung der Acetylgruppe in die 3‘-Position zu einem nukleophilen Angriff

an einer Acetylgruppe eines anderen veresterten Adenosins kam.

Nachdem die Migration an einem Schwefelbasierten-Ester nachgewiesen werden konnte, wurde
als nicht Kohlenstoff-basierter Ester die Phosphatgruppe auf ihre Wanderungseigenschaften
untersucht. Hierfir sollte 2“AMP ausgehend von 3°5“-TIPDS-geschiitztem Adenosin (149a)
hergestellt werden (Abbildung 91).
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Abbildung 91. Synthese von 181a ausgehend von 149a mittels Phosphoramidit 72 und One-Pot-Entschiitzung der
Phosphat- und Silylgruppe von 180a.

Die hierfiir verwendete Syntheseroute ist an eine von POWNER e/ /. entworfene Synthese zu 2°-
CMP angelehnt.”" Die Einfithrung der Phosphatgruppe in der 2‘-Position erfolgte mittels
Verwendung des Phosphoramidits 72 mit Tetrazol und anschlieBender Oxidation mit #BuOOH
zu 180a. In einer One-Pot-Reaktion konnte zuerst die Phosphatgruppe mit Tetramethylguanidin
und TMS-CI entschiitzt werden. Die verbleibende TIPDS-Schutzgruppe konnte anschlieBend
durch Zugabe von CsIF und Ammoniak entfernt werden. UHPLC-QTOF-MS-Messungen von
181a mit Koinjektion von 3“AMP und einer Mischung aus 2°- und 3-AMP, sowie NMR-Spike-
Experimente (Abbildung 92) zeigte keine Wanderung der Phosphatgruppe.

181a + 3-AMP

181a L]

Abbildung 92. 3'P-NMR-Messungen des hergestellten 2°-AMP (181a) mit und ohne Zusatz von Referenzsubstanzen
(3-AMP und eine Mischung von 2-AMP und 3“-AMP). Messung der hergestellten Verbindung 181a (rot, unten);
Messung der hergestellten Verbindung 181a nach Zugabe einer Mischung von 2’-AMP und 3’-AMP (griin, Mitte);
Messung der hergestellten Verbindung 181a nach Zugabe von 3>-AMP (blau, oben).
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4.3.2 Wanderung von Aminosiuren

Nach der Untersuchung verschiedener Heteroatom-basierte Ester, wurde die Wanderung von
Aminosduren verstirkt betrachtet. Im Kapitel 4.2.3 konnte die Wanderung eines N-Boc-
geschiitzten Alanins an Adenosin (119a) bei der Entsilylierung beobachtet werden. Die beobachtete
vollstindige Wanderung in die 3*-Position sollte weiter untersucht werden. Deshalb wurde die Silyl-

geschiitzte Vorstufe 168a synthetisiert (Abbildung 93).

o A
N-Boc-L-Ala,
o_ Ry TIPDS-Cl, DMAP o MR ooy e Io/\(_?’
HOAQ’ o/\Q’ TIPDSL .~ *
N " Pyridin TIPI’:)S o 5 THF, 0) (0]
HO OH 0°C—rt, 18h 0 OH 0°C—rt,2h o
80 % quant.

2a 149a 168a

Abbildung 93. Synthese zu 168a ausgehend von Adenosin.

Begonnen wurde mit der Silylschiitzung von Adenosin zu 149a, gefolgt von einer Veresterung der
2°-Position mit N-Boc-L-Ala-OH nach STEGLICH Bedingungen. Anhand dieses Systems wurde
eine Vielzahl von Entschiitzungsbedingungen getestet, um deren Einfluss auf die Migration zu

untersuchen (Tabelle 5).
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Tabelle 5. Uberblick iiber die untersuchten Desilylierungsmethoden an 168a.

o /:N /=N o /—:N
N NH; 0 NWNHz NWNHZ
-O/\\g ﬁ Reagenz HO/\g | \N HO/\Q’ \ \N
o o N¥ — HO O N * o ‘o ¥
O™\ Oﬁ _2:0
HN, HN, NH
Boc Boc Boc
168a 137a 119a
# Reagenz Ergebnis Ausbeute Anteil des 3’-Isomers 119a
1 NaF Kein Umsatz - -
2 NH4F Kein Umsatz - -
3 CsF Zersetzung - -
4 TBAF Zersetzung - -
5 TASF Starke Zersetzung Spuren -
6 HF-NEt; Guter Umsatz 82 % > 95 %
7 HF-Pyridin Guter Umsatz 85 % >95%
8 HCI Teilzersetzug 53 o/l 42 9,0l

[a] Kein Boc-entschiitztes Produkt mit einer intakten Silylgruppe konnte isoliert werden. Die angegebene Ausbeute
bezieht sich auf die Summe der teil- und vollentschiitzten Verbindungen (182a, 117a und 118a, siche Abbildung 94).
[b] Der angegebene Anteil bezieht sich auf das komplett entschiitzte Produkt 118a, siche Abbildung 94.

NaF in MeOH bei r.t. (Eintrag 1) zeigte ebenso wie die Verwendung von NH,F (Eintrag 2) keinen
Umsatz. Einsatz von CsF mit Ammoniak in MeOH unter reflux (Eintrag 3), in Anlehnung an die
Entschiitzung von 180a, lieferte ausschlieflich Zersetzung zu Adenin und Adenosin. Dies zeigt,
dass die Esterbindung zwischen Adenosin und Alanin instabiler ist als die Esterbindung des
Phosphats zum Adenosin. Ebenso negativ verlief die Verwendung von TBAF (Eintrag 4), egal ob
als Feststoff (TBAF-H,O) oder als Losung (1M in THF) ecingesetzt. TASFEF als
Entschiitzungsreagenz in THF bei r.t. zeigte auch eine hochgradige Zersetzung, es konnte
allerdings in unter 5 % Ausbeute Produkt isoliert werden. Hiervon konnte aufgrund der geringen
Menge das Verhaltnis der Isomere nicht bestimmt werden. HF'NEt; in THF fuhrte zu einer
Ausbeute von 82 % mit 3*Isomer 119a als Hauptprodukt (Eintrag 6). Das zur Entschiitzung

eingesetzte Reagenz besteht aus HF mit einer tertidren Stickstoffbase, ebenso wie das bereits zuvor
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verwendete HF-Pyridin (Eintrag 7) und auch die Resultate der beiden Reaktionen dhneln sich stark.
Dies konnte zum einen fiir die katalytische Wirkung der Stickstoffbase bei der Wanderung
sprechen, zum anderen fiir milde Entschitzungsbedingungen mit HF, die eben nicht zur
Zersetzung fithren. Die Durchfiihrung der Reaktion mit HF-Pyridin bei -30 °C fihrte zu keiner
Verinderung in der Migration laut NMR, einzig die Reaktionsgeschwindigkeit der Entschiitzung
wurde verringert. Zusitzlich wurde anstelle einer Fluoridquelle HCl in Dioxan (Eintrag 8) als saure

Bedingung getestet. Dies fiihrte zu einer teilweisen Zersetzung, sowie zur Bildung verschiedener

Produkte (Abbildung 94).
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Abbildung 94. Die Entsilylierung von 168a mit HCI in Dioxan lieferte ein teilsilylentschiitztes Produkt 182a, sowie
die beiden komplett entschiitzten Isometre 117a und 118a.

Das gewtinschte Produkt 119a konnte durch die in Eintrag 8 verwendeten Bedingungen nicht
isoliert werden, da durch die sauren Bedingungen die Boc-Gruppe abgespalten wurde. Als
Hauptprodukt konnte das teilsilylentschiitzte Produkt 182a isoliert werden. Es wird davon
ausgegangen, dass es aufgrund der geringeren sterischen Hinderung zuerst zu einer Entschiitzung
der 5“-Position kommt. Dies konnte allerdings mittels NMR-Spektroskopie nicht eindeutig
nachgewiesen werden. Als weitere Produkte konnten die beiden komplett entschiitzten
Regioisomere 117a und 118a in schlechter Ausbeute isoliert werden. Hierbei lag das Verhiltnis der
beiden Verbindungen auf der Seite des 2°-Isomers (58:42 117a:118a). Dies fihrte zur Vermutung,
dass entweder die Boc-Schutzgruppe durch ihren sterischen Anspruch die Wanderung maf3geblich
zum 3‘-Isomer initiiert oder die Stickstoftbasen in den HF-Reagenzien katalytisch wirken. Fiir den
sterischen Anspruch der Boc-Gruppe sprechen die Ergebnisse der Acetyl-Migration, da hier die
deutlich kleinere Acetylgruppe ebenfalls nicht vollstindig zur 3*-Position (2°-173a:3°-174a = 33:67)
wandert. Um den Einfluss der Stickstoffbase zu untersuchen, wurde teilentschutztes 182a mit
HF-Pyridin versetzt (Abbildung 95). Es konnte 117a und 118a als Regioisomerengemisch in
exzellenter Ausbeute erhalten werden. Das Verhiltnis der beiden Isomere lag mit 17:83 auf der

Seite des 3“-Isomers 118a. Dies zeigt, dass sowohl die Sterik als auch der Einsatz einer
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Stickstoffbase die Wanderung des Esters beeinflussen. Der Einfluss der Stickstoffbase scheint zu
tiberwiegen, wenn man die Reaktion mit HCI (Abbildung 94) und die hier gezeigte Entschiitzung
von 182a vergleicht. Ohne Pyridin liegt ein Verhiltnis von 58:42 (2°-117a:3°-118a) vor, mit Pyridin
verschiebt es sich zu 17:83 (2°-117a:3°-118a).

HO
iPr o A O A ) A
HO-{.
Si HO HO
iPr’ o \ HF-Pyridin S &
+ OH

si—0 o HO © o
iPriPr g4 THF o o
ol O°C—>r.t., 18 h s
H,N -HCI 9 % HoN NH;
182a 117a 17 : 83 118a

Abbildung 95. Entsilylierung von 182a nach zu voriger HCIl-Entschiitzung,.

Der Aspekt der Sterik wurde mit DFT-Rechnungen im Rahmen der Publikation dieses Themas
von DR. DINO BERTHOLD genauer betrachtet. Hierbei wurden die Boc-geschiitzten Isomere
137a und 119a sowie die ungeschiitzten Isomere 117a und 118a in THF verglichen. Es zeigte sich,
dass in beiden Fillen das 3‘-Isomer stabiler ist als die 2‘-Variante, fir 119a:137a betrug der
Unterschied 24,7 kJ/mol und fir 118a:117a 20,3 kJ/mol. Bei der Boc-Schutzgruppe ist der
Unterschied zwischen den beiden Isomeren um 4 kJ/mol groBer, wodurch auch der Einfluss der
Sterik auf die Wanderung weiter belegt wird. Verglichen mit der experimentellen Untersuchung der
ungeschiitzten Variante zeigt sich, dass sich das zu erwartende Gleichgewicht nach der
Entschiitzung mittels HCI noch nicht eingestellt hat, wohingegen die Katalyse von Pyridin zu einer

schnelleren Verschiebung des Gleichgewichts fuhrt.

117a und 118a entsprechen je nach verwendeter Aminosiure den in der tRNA vorkommenden
Adenosin-basierten Nukleosiden. In der Natur wird abhingig von der Aminosédure entweder direkt
das 3‘-Isomer gebildet oder nachtriglich das 2-Isomer in das 3°“-Isomer umgewandelt, welches
anschlieBend in der Proteinbiosynthese verwendet werden kann.'”> **#% Das Verhalten der
anderen kanonischen Nukleoside, abgesehen von Adenosin, sollte untersucht werden, um
herauszufinden, ob es chemische Grinde gibt, warum in der Proteinbiosynthese nur Adenosin
Verwendung findet (Abbildung 96). Hierfir wurden alle Nukleoside in sehr guter Ausbeute,
abgesechen von Guanosin, 3°,5-TIPDS geschiitzt (152a-d). Die anschlieende Veresterung zu 171a-
d verlief ebenfalls bei allen Nukleosiden aufler Guanosin in sehr guter Ausbeute. Die schlechteren
Ausbeuten fur die Guanosin-Derivate lassen sich auf die allgemein bekannten

[243-244

Léslichkeitsprobleme von Guanosin zurtickfihren. ! Der Entsilylierungsschritt mit HF-Pyridin
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fihrte zur vollstindigen Wanderung des N-Boc-L-Alanins zur 3‘-Position in allen kanonischen

Nukleosiden 119a-d.
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o ) o
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Abbildung 96. Einheitlicher Syntheseweg aller Nukleoside zum 3“Isomer 119a-d. a = Adenosin, b = Guanosin,
¢ = Cytidin, d = Uridin.

Mit diesen positiven Ergebnissen wurde anschliefend die Wanderung der Aminosiure ohne N-
Boc-Schutzgruppe untersucht, da diese Strukturen die in der Natur vorkommenden Molekiile
widerspiegeln. Hierfiir wurde, wie bei Adenosin bereits demonstriert, HCl in Dioxan als
Entschiitzungsreagenz gewahlt (Abbildung 97). Es sollte analog zuerst zur Abspaltung der Boc-
Gruppe kommen und anschlieBend zu einer Entschitzung der Silylgruppe. Cytidin-basiertes 168¢
lieferte als Produkte eine Mischung der komplett entschiitzten Regioisomere 118c und 117¢ im
Verhiltnis 60:40. Bei 168b und 168d konnten nur die teilentschiitzten Produkte 182b und 182d
isoliert werden. Diese wurden nachfolgend mit HF-Pyridin vollstindig entschiitzt, um eine Aussage
tber die mogliche Wanderung treffen zu kénnen. Das Guanosin-Derivat 182b zeigte, wie bereits
in den Reaktionen zuvor grof3e Loslichkeitsprobleme, die dafiir sorgten, dass kein Produkt isoliert
werden konnte. Bei der Entschiitzung von 182d konnte eine vollstindige Migration zum 3°-Isomer

118d festgestellt werden.
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Abbildung 97. Reaktion der kanonischen Nukleoside 168b-d mit HCI zu 182b,d sowie 117¢ und 118c,d.

Da alle verwendete Nukleobasen primire oder sekundire Amine enthalten, stellte sich die Frage,
ob diese aufgrund einer méglichen Wechselwirkung (dreidimensionale Anordnung) mit den Estern
einen Einfluss auf die Wanderung haben. Nebularin, bestehend aus Purin als Nukleobase, und
N’,N*-Dimethyladenosin (DMA), bestehend aus N’,N’-Dimethyladenin, wurden ausgewihlt, um
die Migration ohne primidre Amine zu untersuchen. Bei der Synthese zu den 3°5-TIPDS-
geschiitzten N-Boc-L-Ala-veresterten-Nukleosiden 168f und 168g mussten zuerst die freien
Nukleoside hergestellt werden (Abbildung 98). Die Synthese zu Nebularin wurde mit der
Deaminierung von 183a mit zer#Butylnitrit in THF bei 60 °C begonnen. Die anschlieBende
Deacetylierung der Hydroxygruppen von 184f durch Ammoniak in Methanol lieferte Nebularin
(2f) in sehr guter Ausbeute. Das DMA-Nukleosid (2g) konnte durch Reaktion von 6-

Chloroadenosin (185) mit Dimethylamin und NEt; in DMF in guter Ausbeute isoliert werden.

0. -0
N N —N N
0} = NH X o = NH3 O =
N S 2 N S N X
a0’ Y o ac0” T T MO \
< " N N N ", N N e S > N N
A0  ©OAc ¥ 60 °C, 50 min AcO  OAc ¥ 0°C. 18h HO OH ¥
183a 53 % 184f 81 % of
N N
0 N/— cl NEt; Me,NH-HCI o) N/_ ,L\
o TS — AR aN
< > N N S -, N N
HO OoH ¥ 0°C —rt, 18 h HO OH ¥
185 68 % 29

Abbildung 98. Synthese der ungeschiitzten Nukleoside 2f und 2g.
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Mit den beiden freien Nukleosiden 2f und 2g konnte die etablierte Route zu den 3°,5-TIPDS-
geschiitzten und N-Boc-L-Ala-veresterten Nukleosiden 168f und 168g begonnen werden
(Abbildung 99). TIPDS-Schiitzung von 2f,g zu 149f,g und anschlieBende Veresterung mit N-Boc-
L-Ala-OH lieferte 168f,g. Die anschlieBende Desilylierung fiihrte in beiden Fillen zur vollstindigen
Wanderung der Aminosdure in die 3‘-Position (118f,g) ebenso wie zuvor bei Adenosin (118a)
beobachtet. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Amine in den Nukleobasen keinen Einfluss auf die

Migration des Esters haben.

N

/=N O_N_ R" N-Boc-L-Ala oder N-Ac-L-Al
_ -Boc-L-Ala oder N-Ac-L-Ala,
O N\NF\” TIPDS-CI,, DMAP O/\Q‘ W EDCI, DMAP
HO/\Q‘ - R " N\¢N ,
NN Pyridin (Pos}o™ “oH THE,

HO  oH ¥ 0°C—>rt, 18h 0°C—rt, 2h
2afg 149a (80 %) 149f (95 %)
a: R = NH,; f: R' = H; 1499 (64 %)
g:R" = NMe,

=N o) N/=N R

|- HF-Pyridin K NN
TIPS )5 o NN o OH
o THF o)
o 0°C —>rt, 18 h
—pR2
HN HN-R
-
R? = Boc: 168a (quant.), 168f (75 %), R? = Boc: 118a (85 %), 118f (98 %),
1689 (72 %) 1189 (55 %)
R?=Ac: 170a (87 %), 170f (75 %), R? = Ac: 120a (70 %), 120f (94 %),
170g (68 %) 120g (98 %)

Abbildung 99. Synthese der N-Boc- oder N-Acetyl-geschiitzten 3°-Nukleoside 118a, 118f, 118g und 120a, 120f, 120g.
Xa = Adenosin, R! = NHy; Xf = Nebularin, R! = H; Xg = N, N’-Dimethyladenosin, R' = NMe,.

Ein weiterer Punkt, der untersucht werden sollte, ist der Einfluss der Schutzgruppe der
Aminosdure. Die Boc-Gruppe ist vergleichsweise sperrig, weshalb die Acetyl-Schutzgruppe
untersucht werden sollte. Diese Schutzgruppe ist deutlich kleiner und ist des Weiteren pribiotisch
plausibler, sodass diese Strukturen auch fiir die prabiotischen Untersuchungen des vorherigen
Kapitels relevant waren. Das Verhalten von N-Acetyl-L-Alanin wurde an Adenosin, Nebularin und
DMA untersucht. Die Synthese erfolgte analog zu den N-Boc-L-Ala-Derivaten, mit der 3,5
TIPDS-Schiitzung der Nukleoside zu 149a.f,g gefolgt von der Veresterung mit N-Ac-L-Ala-OH
zu 170af,g (Abbildung 99). Entsilylierung zeigte ebenfalls die ausschlieBliche Entstehung des 3°-
Isomers bei allen drei Nukleosiden (120a,f,g). Aullerdem wurde 149a mit N-Boc-L-Val-OH zu
186a und mit N-Boc-L-Phe-OH zu 187a verestert und anschlieBend mit HF-Pyridin entschttzt,
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um das Verhalten von anderen Aminosauren an Adenosin zu untersuchen (Abbildung 100). Wie
zuvor konnte auch hier die vollstindige Wanderung der Aminosauren zu 188a und 189a beobachtet
werden. Dies ist aufgrund der erhéhten Sterik von Valin und Phenylalanin im Vergleich zu Alanin
nicht weiter verwunderlich. Die verringerte Ausbeute der Veresterung zu 186a und 187a (78 % und
85 %) im Vergleich zur Verwendung von N-Boc-Ala-OH (quant.) konnte auch auf die erhShte

sterische Komplexitit zurtickzufiihren sein.

N-Boc-L-Val

oder o A A
° N-Boc-L-Phe, 0/\@’ HOAU
A EDCI, DMAP TIPDS |~ - HF-Pyridin S

o
TIPDS L “, THF, o) THF @)
0 OH 0°C>rt,2h "R 0°C >rt, 18 h R
HN_ /NH
Boc Boc
149a Val: 186a (78 %) Val: 188a (97%)
Phe: 187a (85 %) Phe: 189a (94 %)

Abbildung 100. Synthese det N-Boc-L-Valin- und N-Boc-L-Phenylalanin-Detivate 188a und 189a. 186a/188a (Val):
R = -iPr, 187a/189a (Phe): R = -Bn.

Bisher wurde die Stereochemie der 2°- und 3*-Hydroxygruppen zueinander noch nicht betrachtet.
Im Falle der bisher verwendeten Ribose weisen die beiden in der Estermigration involvierten
Hydroxygruppe die gleiche Stereoinformation auf. Bei Arabinose hingegen ist die
Stereoinformation der beiden Hydroxygruppen entgegengesetzt. Deshalb wurde anhand von
Vidarabin (75a), die Arabinosylform von Adenosin, der Einfluss der riumlichen Nihe der beiden
Hydroxygruppen untersucht (Abbildung 101). Hierfir wurde 75a 3°,5-TIPDS-geschiitzt und
anschlieBend mit N-Boc-L-Ala-OH in exzellenter Ausbeute zu 169a verestert. Die Entsilylierung
lieferte in diesem Fall nicht das 3*-Isomer, sondern ausschlieflich das nicht gewanderte 2°-Isomer
122a. Dieses Ergebnis steht in klarem Kontrast zu den bisherigen an Adenosin durchgefithrten
Reaktionen, die allesamt eine Wanderung zum 3‘-Isomer aufwiesen. AnschlieBende Boc-
Entschitzung zu 121a zeigte ebenfalls keine Anzeichen einer Wanderung. Nachdem unter
Verwendung von Pyridin mit HF keine Migration beobachtet werden konnte, wurde an 121a der
Einfluss anderer Stickstoffbasen untersucht. Inspiriert von den von SAKAMOTO ef a/. verwendeten
Bedingungen, wurden sowohl DBU als auch NEt; in ACN benutzt, um die Wanderung zu
katalysieren. Die Reaktionen wurden entweder mittels NMR oder UHPLC-QTOF-MS verfolgt.*
Auch bei diesen Experimenten konnten keine Zeichen einer Migration zu 190a detektiert werden.

Dies zeigt, dass die Konstellation der beiden Hydroxygruppen zueinander fiir die Estermigration

130



Ergebnisse und Diskussion

relevant ist. Diese Beobachtung konnte ein Selektionsmerkmal der Ribose tiber die Arabinose in

der frihen Entwicklung der heutigen biochemischen Strukturen und Prozesse darstellen.

O _[A
Wty
o} A TIPDS-Cl,, DMAP o A N-Boc-L-Ala, EDCI, DMAP  (TipDs L~
HO/\q OA(_Z’ o o
S Pyridin TIPDS L~ THF, Oi

HO OH 0°C —rt, 18h o OH 0°C —rt,5h "
87 % quant. HN
Boc
75a 150a 169a
o (A o. (A o A
HOAq HO HO
HF-Pyridin S HCI Base
- - HO 0 — o OH
THF Oi " 1,4-Dioxan o ACN o
0°C —>rt., 18h ' r.t., 45 min o
99 % HN, 62 % )
Boc H,N -HCI NH,
122a 121a 190a

Abbildung 101. Synthese der Vidarabinvariante 121a und die versuchte Estermigration vom 2‘-Isomer 121a zum 3°-
Isomer 190a.
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4.3.3 Entwicklung einer stereo- und regioselektiven Syntheseroute

zu modifizierten Nukleosiden

Die bisherigen Erkenntnisse der Esterwanderung sollten zur Entwicklung einer breiten
synthetischen Anwendung fiir die Herstellung von verschiedenen Nukleosidisomeren genutzt
werden. Bei der Untersuchung der Migration des Thioacetats konnte gezeigt werden, dass
schwefelbasierte Ester zur Wanderung fahig sind. Bei der Synthese des Adenosin-Thioacetats 176a
(Abbildung 90) wurde bereits Triflat, der Ester der Trifluormethansulfonséure, als Abgangsgruppe
benutzt. Triflate kdnnen nicht nur in Substitutionsreaktionen eingesetzt werden, sondern finden
unter anderem Verwendung in Kreuzkupplungsreaktionen.??*! Es wurde ein hypothetischer
Syntheseweg entworfen, ausgehend von einer Wanderung des Triflats, bei dem die Modifikation
der Zuckereinheit in der 2°- und 3‘Position mit voller Kontrolle tber die Regio- und

Stereoselektivitit moglich ist.

TIPDS -5

Stereoselektivitit

o [r

Ho

o  oH
192

Regioselektivitit

R = kanonische oder modifizierte Nukleobase N® = Nukleophil

|:| = entschitzte modifizierte Zuckereinheit des Nukleosids

Abbildung 102. Entscheidungsbaum fir die Modifizierungsmoglichkeiten der Zuckereinheit erméglicht durch eine
Wanderung der Triflatgruppe.

Ausgehend von 3°,5“TIPDS-2-Triflat-Nukleosiden (191) kénnte es durch Entsilylierung zur

Wanderung des Triflats in die 3°- Position kommen (192). Dies wiirde die Wahl zwischen einem

Ribosyl- oder Xylosyl-3“-modifizierten Produkt ermoglichen. Wenn Xylosyl-Nukleoside benétigt

132



Ergebnisse und Diskussion

werden, so misste direkt nach der Desilylierung eine Substitution durchgefiihrt werden, sodass es
zur Inversion der Stereoinformation kommen sollte (193). Wenn hingegen Ribosyl-Derivate
gewunscht sind, musste erst eine Inversion des Stereozentrums durchgefiihrt werden, z.B. durch
Austausch des Triflats mit einem Iodid (194). AnschlieBend sollte durch Substitution die 3°-

modifizierten Ribosyl-Nukleoside (195) erhalten werden kénnen.

Wenn hingegen als erster Schritt nicht die Entschiitzung der TIPDS-Gruppe, sondern eine
Reaktion des Triflats durchgefiihrt wird, sollte die Synthese von 2‘-modifizierten Arabinosyl- oder
Ribosyl-Nukleosiden méglich sein. Fur Arabinosyl-Derivate kénnte eine Substitution des Triflats
mit einem Nukleophil durchgefithrt werden (196). Wenn hingegen Ribosyl-Nukleoside synthetisiert
werden sollen, so musste zuerst eine Inversion des Stereozentrums durchgefiihrt werden (198).
Dies konnte durch eine Reaktion mit Iodid erfolgen, worauthin die nachfolgende Substitution
wiederum eine Inversion mit sich bringt und die Ribosylform gebildet werden sollte (199).
AnschlieBende Entsilylierung der Ribosyl- (199) oder Arabinosylform (196) sollte zu den freien an
der Zuckereinheit modifizierten Nukleosiden fithren (197, 200).

Abgesehen von Substitutionen koénnten zur Modifikation der 2°- oder 3°Position auch
Kreuzkupplungsreaktionen durchgefithrt werden. Hierbei kann tber die Stereoinformation des

Produkts oder der Verteilung der gebildeten Isomere keine Aussage getroffen werden.

Der Vorteil dieser vielfiltigen Syntheseméglichkeiten ist, dass ausgehend von einem Edukt vier
verschiedene Isomere und noch mehr sich in der Modifikation unterscheidenden Strukturen,
synthetisiert werden kénnen. Falls das zu modifizierende Nukleosid erst durch Glykosylierung
hergestellt werden misste, konnten so zu Beginn der Syntheseroute Reaktionsschritte in einem
groBBen Maf3stab durchgefiihrt werden und erst kurz vor Ende der Synthese kommt es zu einer
Trennung der Wege. Dies wiirde einige Reaktionen einsparen, die sonst schon von Beginn an

parallel mit allen ben6tigten Zuckerisomeren durchgefithrt werden missten.

All dies ist abhingig von der Fihigkeit der Wanderung der Triflatgruppe von der 2°- in die 3
Position wihrend der Entschiitzung mit HF-Pyridin. Deshalb wurde die Synthese des 3°,5-“TIPDS-
Adenosin-2°-Triflats 151a anvisiert, um die mogliche Migration des Esters zu untersuchen
(Abbildung 103). Ausgehend von 149a konnte TIPDS-Adenosin-Triflat 151a durch Verwendung
von Triflatanhydrid und DMAP in DCM in sehr guter Ausbeute synthetisiert werden. Die
anschlieBende Entschiitzung lieferte laut NMR ein freies Adenosin-Triflat als Produkt, allerdings

konnte nicht nachgewiesen werden, ob es zu einer Wanderung des Triflats kam. Die freien
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Hydroxygruppen konnten im NMR nicht eindeutig zugeordnet werden und im Vergleich zu den
zuvor benutzten Estern, war kein NMR-aktiver Kern vorhanden, der mittels HMBC-Kopplung
eine Zuordnung ermoglicht hitte. Eine Derivatisierung des Triflats zur Aufklirung der Struktur
war deshalb unumginglich. Die Verwendung des Methyl-Grignards war aufgrund der vorliegenden
Hydroxygruppen nicht erfolgreich. Auch der Ansatz der Acetylierung der Hydroxygruppen, um
mittels HMBC-Kopplung bestimmen zu kénnen welche Hydroxygruppen acetylgeschiitzt sind,
brachte keinen Durchbruch. Die Verwendung von NaOMe in MeOH fiihrte nicht zur Bildung des
Methylethers, sondern vor allem zur Zersetzung zu Adenin. Deshalb wurden mildere Bedingungen
gewihlt und Triflat 201a wurde in MeOH gel6st und fiir mehrere Stunden bei r.t. geriihrt. Dies
war allerdings ebenfalls nicht erfolgreich. Eine Reaktion von 201a mit KCN in DMF fiihrte zur
Formation und erfolgreichen Isolation eines Produkts (Abbildung 103). Angenommen wurde die
einfache Substitution des Triflats durch Cyanid, doch das NMR-Spektrum zeigte daftir untypische
Signale. Stattdessen konnte als Produktstruktur 204a nachgewiesen werden. Die Bildung erfolgt
durch eine Eliminierung des Triflats und der damit verbundenen Enol-Bildung (202a).
Tautomerisierung zum Keton (203a) und anschlieSender nukleophiler Angriff des Cyanids fiihrten
zur Bildung von 204a. Da sich das Nitril laut NMR-Analyse in der 2‘-Position befindet, muss das
Edukt der Derivatisierung das 3°-Triflat (201a) gewesen sein. Somit konnte die Wanderung des 2°-

Triflats erfolgreich demonstriert werden.

o. @ Tf,0, DMAP o. (A HF-Pyridin o. M
o DCM o THF HO
TIPDSL5"  oH 0°C-rt,2h (PPSEG "oty 0°C—rt, 18h 10 OH
80 % 78 %
149a 151a 201a
KCN O _[A O (A O /A
HO — 7 |HO HO
DMF — -
r.t., 10 min OH o NG OH
27 %
202a 203a 204a

Abbildung 103. Synthese von 201a mit anschlieBender Derivatisierung zu 204a mit KCN.
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Zusammenfassung und Ausblick

In vorherigen Projekten des Arbeitskreises wurden Synthesen zu den kanonischen DNA-
Nukleoside und zu Ribosylamin entwickelt. Diese wurden als Basis fiir einen prabiotischen
Syntheseweg zur Wohler-RNA genutzt (Abbildung 104). Hierbei wurden die beiden einfachen
Aldehyde Glykolaldehyd und Glycerinaldeyd sowie Biuret oder Triuret als Nukleobasen eingesetzt.
Zur genauen Analyse der erwarteten Produkte und Unterscheidung von verschiedenen Produkten
gleicher Masse wurden Referenzstrukturen synthetisiert. Es wurden sowohl die «-/B-Biuret- und

Triuret-Furanoside, als auch die korrespondierenden Pyranoside hergestellt.

Bei der pribiotischen Synthese des Biuret-Nukleosids konnte nachgewiesen werden, dass sich nicht
nur das gewlnschte 3-Furanosid bildet, sondern sich auch das «-Furanosid und die Pyranoside
bilden. Die pribiotische Reaktion weist eine enorme Robustheit auf und lduft insbesondere in
Wasser bei verschiedenen Temperaturen, pH-Werten und Konzentrationen ab. Daher lisst sich
vermuten, dass es zur Entstehung an unterschiedlichen Orten auf der Frihen Erde gekommen sein
konnte. Die Triuret-Nukleosid-Synthese verlduft aufgrund der schlechten Loslichkeit von Triuret
erst bei einer deutlichen Verdiinnung erfolgreich ab. Kontrir zur Biuret-Nukleosid-Synthese
konnte einzig die Bildung der beiden Pyranosid-Anomere nachgewiesen werden. Anhand des
angenommenen Reaktionsmechanismus sollte es in beiden Fillen zu einer ausschlieflichen Bildung
des B-Furanosids kommen. Da dies nicht der Fall ist, wurde eine anschliefende Isomerisierung

Uber eine offenkettige Zwischenstufe nach Bildung des 3-Furanosids angenommen.

Prabiotische Synthese OH o B o B
o 0 © NH NH
0 e O on moAe o o

HoNT N7 N7 e -

 H H HO HO Y
ﬂ HO  ©OH HO  ©OH
Isomerisierungsverhalten B-IT-B5 R B-/T-a5 R
O.__NH O.__NH
£ 0+ NH Oy NH

3 H i ,NH O\NH
]
ithggy ot HO" ¥ "“OH HO' "OH

7 D OH OH
o ki) ‘ D et ' B-/T-B6 B-IT-a6

Abbildung 104. Grafische Zusammenfassung der Untersuchung der Wéhler-RNA. Von der pribiotischen Reaktion
tber die Aufklirung der Produktbildung bis hin zu Isomerisierungsuntersuchungen. B = Biuret; T = Triuret; 5 =
Furanosid; 6 = Pyranosid.
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Im Falle der Biuret-Nukleoside wurde die Isomerisierung der beiden Furanoside bei verschiedenen
Temperaturen und pH-Werten im Verlauf von 24 h untersucht. Hierbei konnte festgestellt werden,
dass das a-Furanosid das stabilere Furanosid ist und die Anomerisierung der Furanoside bereits
bei 20 °C ablduft. Die Isomerisierung zu den Pyranosiden beginnt erst bei 50 °C und tritt bei 80 °C
verstirkt zu Tage. Ein basischer pH-Wert zeigt eine verstirkte Bildung der Pyranoside. Insgesamt

ist der Einfluss der Temperatur deutlich stirker als der Einfluss des pH-Werts.

Da bei den Messungen der Biuret-Furanoside bei 80 °C eine sehr schnelle Isomerisierung innerhalb
der ersten beiden Stunden beobachtet werden konnte, wurde anschlieBend die Umwandlung aller
vier Biuret-Isomere einzeln bei 80 °C und bei pH 7 iiber den Zeitraum von 5 h im 10- bzw. 30-
Minuten Takt betrachtet. Hierbei wurde beobachtet, dass sich beide Furanoside recht dhnlich
verhalten. Es kommt zu einer sehr schnellen Anomerisierung innerhalb der ersten 10 Minuten zum
jeweils anderen Furanosid, gefolgt von einer Isomerisierung zu den Pyranosiden, die nach ca. 2 h
die Hauptspezies ausmachen. Die Pyranosid-Anomere verhalten sich untereinander auch recht
dhnlich, unterscheiden sich allerdings maligeblich von den Furanosiden. Es findet eine
Umwandlung in die anderen Isomere statt, doch das Startpyranosid ist durchgehend das

Hauptisomer.

Dieselbe Untersuchung wurde mit den Triuret-Isometen fiir 150 Minuten bei 60 °C durchgefiihrt,
da bei 80 °C die Zersetzung der Furanoside vor der Isomerisierung eintritt. Fir die Triuret-
Furanoside siecht man zu Beginn eine Anomerisierung, gefolgt von einer weitgehenden Zersetzung.
Die Isomerisierung zu den Pyranosiden findet innerhalb dieser kurzen Zeitspanne kaum statt. Die
Triuret-Pyranoside zeigen ein ginzlich anderes Bild. Die beiden Anomere zeigen eine enorme
Stabilitit, nicht nur gegeniiber der Isomerisierung, sondern auch gegeniiber den erhéhten
Temperaturen. Dies ist im Einklang mit dem Ergebnis der pribiotischen Synthese, da
ausschlief3lich die Pyranoside als Produkte nachgewiesen werden konnten, da die Furanoside unter

den gewihlten Synthesebedingungen nicht stabil sind.

Die Ergebnisse der Isomerisierungsuntersuchungen der Biuret- und Triuret-Nukleoside, sprechen
gegen die Furanoside als plausible Proto-RNAs aufgrund der Isomerisierungsanfilligkeit. Falls die
korrespondierenden Nukleotide eine erhéhte Stabilitit aufweisen, kénnte dies bei einer direkten
Phosphorylierung der Nukleoside zur Entstehung eines plausiblen RNA-Vorliufers fihren. Um

dies zu untersuchen, missten zuerst die 3-Furanosid-Nukleotide hergestellt werden, damit diese
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auf ihre Stabilitit bei erh6hten Temperaturen untersucht werden kénnen. AnschlieBend miisste

eine pribiotische Phosphorylierung von den Nukleosiden zu den Nukleotiden etabliert werden.

Aufbauend auf der pribiotischen zxz-situ Synthese der Riboseeinheit der Wohler-RNA wurde die
Herstellung der kanonischen RNA-Nukleoside ausgehend von GA und GlyA untersucht.
Allerdings konnte aufgrund der vorliegenden Keto-Enol-Tautomerisierung des Glykolaldehyds
nach der Enaminbildung an der Nukleobase keine universelle Synthese fir die biologisch
relevanten Nukleoside entwickelt werden. Eben diese Bildung eines erneuten Aldehyds inspirierte
die Untersuchung der pribiotischen Synthese von tRNA-Vorlaufer Nukleosiden (Abbildung 105).
Dabei wurde die Herstellung sowohl von 2°-N- als auch von 2-C-Aminosiure-verkniipften
Nukleosiden untersucht. In beiden Fillen wurden Referenzstrukturen basierend auf Adenosin als
Modellnukleobase und Alanin als Aminosdure synthetisiert. Aulerdem wurden nicht nur die

Ribosyl-Derivate, sondern auch die Arabinosyl-Derivate hergestellt.

Fir die pribiotische Synthese der N-verknipften Derivate wurden verschiedene One-Pot
Reaktionen bestehend aus Adenin, L-Alanin, GA und GIlyA untersucht. Mittels HRMS-ESI
Messungen konnte die Bildung der gewtnschten Produktmasse nachgewiesen werden. UHPLC-
QTOF-MS-Messungen zeigten keine Ubereinstimmung in der Retentionszeit der gebildeten

Produkte mit den zuvor als Referenzstrukturen hergestellten Ribosyl- und Arabinosyl-Derivaten.

Da fir die erfolgreiche Bildung der anvisierten tRNA-Nukleosid-Analoga eine drei-schrittige
Reaktionskaskade notig ist, wurde das Produkt der Reaktion zwischen Adenin und GA synthetisch

durch Ozonolyse hergestellt und anschlieSend in den prabiotischen Reaktionen eingesetzt.

Fir pribiotischen One-Pot Reaktionen ausgehend vom Adenin-GA-Aldehyd wurde dieses mit L-
Alanin und GlyA versetzt. Trotz Variation der Stochiometrie, des pH-Werts sowie der
Verwendung von verschiedenen Additiven konnte bei keiner Reaktion eine Produktbildung
nachgewiesen werden. Es wurde deshalb die schrittweise Zugabe der Reaktanten untersucht, um
mogliche Nebenreaktionen zu minimieren. Eine vorgelagerte Bildung des Adenin-GA-Alanins und
anschlieBende Zugabe von GIlyA lieferte lediglich Produkte, welche strukturell von den
gewlnschten Molekilen abweichen. Die Bildung der erwarteten Produktmasse ohne
Ubereinstimmung der Retentionszeit spricht fiir die Bildung von verschiedenen Isomeren. Dabei
ist es wahrscheinlich, dass Regioisomere aufgrund von Kondensation des Glycerinaldehyds an die
Nukleobase entstanden. Auch die Vereinfachung des Systems durch die Verwendung von

Ammoniak anstelle von Alanin, um ein proof-of-concept zu erméglichen, verlief nicht erfolgreich.

139



Zusammenfassung und Ausblick

Aufgrund dessen wurde dieses Thema der N-verknupften tRNA-Nukleosid-Vorldufer nicht

weiterverfolgt.

N-Verkniipft: C-Verknupft:
Synthese von prabiotischen Vorlaufern

A A 5 OEt
LR Re\H Et04§
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Synthese von Referenzstrukturen

Abbildung 105. Ubersichtsgrafik iiber das Thema der pribiotischen tRNA-Nukleosid-Analoga. Von der Synthese von
pribiotischen Vorldufern zu den pribiotischen Reaktionen bis hin zur Synthese der Referenzsubstanzen.

Fir die C-verkniipften Derivate erfolgte die Synthese der Referenzsubstanz nach 3°,5°-TIPDS-
Schiitzung des Nukleosids mittels STEGLICH-Veresterung mit einer N-geschiitzten Aminosiure
gefolgt von einer Desilylierungsreaktion und einer Entschiitzung des Amins. Bei der Desilylierung
der Ribosylform konnte eine Wanderung der Aminosaure von der 2°- in die 3‘- Position beobachtet

werden.
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Fir die pribiotischen Synthesen der C-verknupften tRNA-Nukleosid-Analoga musste eine
veresterte Aminoséure als prabiotisch plausibles Startmaterial hergestellt werden. Die Synthese des
fir diese Reaktion notwendigen Aminosiure-Glykolaldehydester gelang in zwei Schritten mit
mittlerer Ausbeute. Ausgehend von diesem Edukt kann durch Reaktion mit Adenin ein Enamin
gebildet werden, an welchem Glycerinaldehyd angreifen konnte, gefolgt von einer

Ringschlussreaktion zum 2‘-modifizierten Ribosid.

Mit Ala-GA-Aldehyd als Edukt wurden verschiedene prabiotische Reaktionen getestet. Es wurden
zum einen One-Pot Reaktionen angesetzt, zum anderen Reaktionen, bei denen zuerst die Bildung
des Adenin-GA-Alanins gefolgt von der Zugabe von GlyA untersucht wurde. Trotz Variation der
Temperatur, des Losungsmittels, der Stochiometrie und dem Einsatz von verschiedenen Additiven
konnte keine Ubereinstimmung der gebildeten Produkte mit den Referenzsubstanzen beobachtet

werden. Stattdessen kam es auch hier zur Bildung von diversen Regioisomeren der antizipierten C-

verkniipften tRNA-Nukleoside.

Um die moéglicherweise storende Anwesenheit von Chlorid-Ionen im Produkt zu vermeiden,
wurde ein auf Ozonolyse basierender Syntheseweg zu geschiitzten Ala-GA-Aldehyden entworfen.
Die Synthesen der entsprechenden N-geschiitzen Aldehyde verlief in Ausbeuten mit bis zu 76 %.

Jedoch ergab die finale Entschiitzung in keinem Fall das erwartete freie Aminoaldehyd.

Da die bisherigen pribiotischen Reaktionen unter Verwendung des ungeschutzten Ala-GA-
Aldehyds nicht erfolgreich verliefen, wurden Reaktionen mit N-geschiitzten Ala-GA-Aldehyden
an Purin-basierten Nukleobasen untersucht. Es konnte keine erfolgreiche Bildung der
gewiinschten Nukleosid-Derivate nachgewiesen werden. MSMS-Messungen unterstiitzen die

Vermutung, dass es zur Reaktion der Aldehyde an verschiedenen Stellen der Nukleobase kam.

Da der Riboseaufbau an der Wéhler-RNA und fir die Bildung von Ribosylamin bei der Synthese
von NAD erfolgreich verlief, stellt sich die Frage, weshalb die Reaktion nicht an den kanonischen
Nukleosiden ablduft und wieso auch die auf der Tautomerie beruhende Synthese von tRNA-
Nukleosid Vorldufern nicht erfolgreich war. Als Grund kénnte zum einen eine mogliche
Abschirmung durch die kanonischen Nukleobasen votliegen, zum anderen kann die geringere
Reaktivitit der Nukleobasen dazu fithren, dass die gewtinschten Produkte nur unterhalb des
Detektionslimits gebildet werden. Weitere Forschung sollte darauf abzielen, die tRNA-Vorldufer

an vereinfachten Nukleobasen aufzubauen, die ein primires Amin als Reaktionsstelle aufweisen.
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Zusammenfassung und Ausblick

Hierdurch kénnte ein proof-of-concept durchgefihrt werden, von dem aus neue Erkenntnisse fur die

mogliche Synthese mit den kanonischen Nukleobasen gewonnen werden kénnen.

Aufbauend auf der Wanderungsfihigkeit von Estern wurde eine biomimetische Estermigration an
Nukleosid-Derivaten untersucht (Abbildung 106). Die Wanderung von der 2°- Position zur 3°-
Position der Ribose wurde bei der Desilylierung wihrend der Synthese der Referenzsubstanzen fir
die C-verkntpften tRNA-Nukleosid-Vorliufer bereits beobachtet und findet in der Natur wahrend

der Proteinbiosynthese Anwendung.

Fir die genauere Untersuchung wurde, in Analogie zu den in der Natur vorkommenden tRNA-
Nukleosiden, anfinglich Adenosin als Nukleosid gewiahlt. Zu Beginn wurde die Wanderung der
Acetylgruppe von der 2’ in die 3‘-Position untersucht, weshalb zuerst eine 3°,5-TIPDS-Schitzung
gefolgt von einer Veresterung nach STEGLICH mit Essigsaure in der 2°-Position der Ribose
durchgefiihrt wurde. AnschlieBend wurde die Silylgruppe mittels HE-Pyridin entfernt, wihrend
dieser Reaktion erfolgte die Wanderung des Esters. Im Falle der verhiltnismiGig kleinen
Acetylgruppe kommt es zu keiner vollstindigen Wanderung, sondern zur Bildung eines unter den
benutzten Methoden nicht trennbaren Regioisomerengemisch. Das Verhiltnis der beiden Isomere
konnte mittels NMR-Analytik bestimmt werden und lag auf der Seite des gewanderten 3°-Derivats

mit 67:33 (3 zu 29.

AnschlieBend wurde die Acylwanderung mit N-Boc-L-Alanin, einem sterisch anspruchsvolleren
und den natiitlichen tRNA-Nukleosiden niheren Ester, untersucht. Die Synthese verlief tiber eine
Veresterung des 3°5“-TIPDS-Adenosins mit der IN-Boc-geschiitzten Aminosdure. Die
Desilylierung mit HF-Pyridin fihrte zur vollstindigen Wanderung der Aminosaure in die 3°-

Position.

Bisher wurde als Entschiitzungsreagenz ausschlieBlich HF-Pyridin verwendet. Um den Einfluss der
Reagenzien auf die Wanderung zu untersuchen, wurden verschiedene Desilylierungsmethoden an
2-N-Boc-L-Ala-345-TIPDS-Adenosin getestet. Der Einsatz von anorganischen Fluoridsalzen,
z.B. NaF oder CsF, fihrte zur vollstindigen Zersetzung des Edukts zu Adenosin und Adenin. Die
Verwendung von TBAF und TASF fuhrte ebenfalls zu einer nahezu vollstindigen Zersetzung.
HE-NEt; zeigte sehr dhnliche Ergebnisse zu HF-Pyridin, da bei beiden die komplette Wanderung
in die 3°-Position beobachtet werden konnte und die Ausbeute ca. 85 % betrug. Als nicht

Fluoridquelle wurde der Einsatz von HCI zur Spaltung der Silylgruppe untersucht. Hierbei kam es
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Zusammenfassung und Ausblick

zunichst zur Boc-Entschiitzung der Aminosiure, gefolgt von der Bildung von drei Produkten.
Zum einen wurden die beiden vollstindig entschiitzten 2°- und 3‘IL-Alanin-Adenosin Isomere
isoliert, zum anderen konnte ein teilsilylentschiitztes Produkt identifiziert werden. Das Verhiltnis
der vollstindig entschiitzten Isomere lag auf der Seite der 2-Form mit 42:58 (3 zu 2°). Dieses
Ergebnis kann an der verringerten Sterik im Vergleich zur Boc-geschiitzten Variante liegen oder
der Abwesenheit einer Stickstoffbase, sowie dem Verzicht auf HF liegen. Zur weiteren
Untersuchung wurde das Boc-entschiitzte und teilsilylentschiitzte 2°-Alanin-Adenosin mit
HF-Pyridin vollstindig entschiitzt. Es wurde ein Regioisomerengemisch der beiden komplett
entschiitzten Produkte erhalten, bei dem das Verhiltnis auf der Seite der 3°-Form lag (83:17 3¢ zu
29. Dies spricht dafiir, dass der Einfluss der Stickstoffbase tiberwiegt, da bei der HCl Entschiitzung
das 2‘-Isomer das Hauptprodukt bildete. Aber auch die Sterik scheint eine Rolle zu spielen, wenn
man das Ergebnis der Aminosdurewanderung mit dem der Acetylwanderung (67:33 3¢ zu 2°) unter

Verwendung von HF-Pyridin vergleicht.

Nachfolgend wurde anhand der Wanderung der Aminosiure an den verbliebenen kanonischen
RNA-Nukleosiden, Cytidin, Uridin und Guanosin, untersucht, ob es einen Grund gibt, weshalb in
der Natur fast ausschlieBlich Adenosin verwendet wird. Es konnte festgestellt werden, dass es bei
allen Nukleosiden zu einer vollstindigen Wanderung der Aminosaure in die 3*-Position kam. Auch
die Verwendung von Nebularin und N°,N°-Dimethyladenosin als Nukleoside lieferte das gleiche
Ergebnis. Die Nukleobasen scheinen folglich keinen groflen Einfluss auf die Wanderung

auszuuben.

Als nichstes wurde der Einfluss der Stereochemie der beiden involvierten Hydroxygruppen (2° und
39 untersucht. Hierzu wurde 2°-N-Boc-Ala-3°5“TIPDS-Vidarabin mittels HF-Pyridin
silylentschiitzt, wobei keine Wanderung der Aminosdure wihrend der Entschiitzung nachgewiesen
werden konnte. Es wurde anschlieBend versucht die Wanderung in die 3‘-Position unter
Verwendung von Triethylamin oder DBU zu induzieren, dies zeigte nicht das erwartete Ergebnis.
Diese Beobachtung kénnte ein Selektionsmerkmal der Ribose tber die Arabinose in der frithen

Entwicklung der heutigen biochemischen Strukturen und Prozesse darstellen.
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2' & 3'-Mischung
o A

Keine Wanderung

(0]
O
TIPDS o 0
(0]
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A

Abbildung 106. Uberblick iiber die Ergebnisse des biomimetischen Acylwanderung an Nukleosiden.

Diese bisherigen Erkenntnisse der biomimetischen Acylwanderung wurden nun in Hinsicht auf
eine breite synthetische Anwendung genutzt. Es wurde untersucht, ob die Wanderung einer
Triflatgruppe in die 3‘-Position méglich ist. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine vollstindige
Migration ablauft. Triflate konnen fir Substitutionsreaktionen oder Kreuzkupplungen eingesetzt
werden. Durch die Méglichkeit der Wanderung sollte, abhingig vom Zeitpunkt der Entschiitzung
und der Modifikationen an der Zuckereinheit, eine volle Kontrolle tiber die Regio- und
Stereoselektivitit der gebildeten Nukleoside gewahrleistet sein. Ausgehend von den 2°-Triflat-3¢,5%

TIPDS-Nukleosiden sollten selektiv die Ribosyl-, Arabinosyl- und Xylosyl-Derivate synthetisiert

werden konnen.
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Experimental

6.1 General Methods

All chemicals and solvents were purchased from Abcr GmbH, Acros Organics b.v.b.a., Sigma-
Aldrich Co. LLC, BLD pharm or TCI and were used without further purification if not stated
otherwise. For analysis HPLC-grade respectively HPLC-MS grade solvents were used. A VWR
Puranity PU 15 was used for the ultrapure water. Argon gas (Ar 5.0) and ammonia gas (NH; 3.8)
were acquired from Air Liquide Germany GmbH.

Reactions with water- or air-sensitive compounds were performed, applying standard Schlenk
techniques. The used glassware has been dried under high vacuum by using a heat gun and was
consecutively flushed with argon. To ensure water- and air-free reaction conditions and a pressure
compensation during the reaction, the equipment was closed with septa and an argon-filled balloon.
Furthermore, syringes and needles were used to transfer solvents or reagents and were purged three
times with argon prior to use. Purified products were dried under high vacuum. Dry solvents were
dried with a MBraun solvent purification system (MB SPS-800) or purchased. The solvents for

reactions without inert atmosphere or work-up were of reagent grade or purified by distillation.
Chromatography:

Purification of products was accomplished using normal phase column chromatography on silica
(35— 70 pm, thermo scientific) or an Interchim puriFlash System (puriFlash 5.050 or XS520Plus),
named flash column chromatography. Thin layer chromatography for reaction control as well as
for control of column chromatographic purification was performed with Polygram® Sil G/UV254.
Visualization of the developed chromatogram was performed using UV-light (254 nm and 356 nm)
or KMnO4 stain (1.5 g KMnO4, 10 g K,COs, and 1.25 mL 10% NaOH in 200 mL water).

147



Experimental

NMR:

'H-, PC-, ”'P-, and 2D-NMR-spectra for product characterization were recorded on Bruker Avance
11T HD 400, Bruker Avance III HD 800 or a Varian Inova 600. Deuterated solvents were used and
the spectra calibrated to the residual solvent peak. Chemical shifts 8 are reported in ppm, coupling
constants i in Hz and peak multiplicities are abbreviated as follows: s = singlet, d = doublet, t =
triplet, ¢ = quartet, m = multiplet or a combination of these descriptions. Atom numbering for
NMR assignments is not based on IUPAC. Assignment of all signals was realized using 2D NMR
spectra (COSY, HSQC, HMBC or sometimes NOESY). Numbers separated by “,” refer to an
assignment of both atoms, numbers separated by “/” refer to an assignment of one or more of the
atoms depending on the integrals. Magnetically inequivalent hydrogen atoms of the same carbon

atom are differentiated by a and b.
ESI-MS:

The High-resolution ESI mass spectra were recorded using a Thermo Fisher Exactive Plus
Orbitrap via direct injection. iPrOH /water (80:20 + 0.05% formic acid) was used as the injection
solvent and the ions were analysed in the scan range from xxx to xxx with no prior splitting. The
flow rate was set to 0.1 mL/min. The following parameters were applied during the mass analysis:
Sheath gas flow: 2.00 L/min; auxiliary gas flow rate: 1.00 L/min; spray voltage: 4.00 kV; spray
current: 0.80 kA; capillary temperature: 280 °C. The clean compounds were dissolved in ACN,
iPrOH or ultrapure water. The reaction mixtures were prepared by diluting 10 plL of the mixture
with 990 uL. ultrapure water (if not stated otherwise), filtered and then used for the HRMS-

measurements.
EI:

EI spectra were recorded with a Thermo Finnigan LTQ FT Ultra Fourier Transform Ion Cyclotron
Resonancemass spectrometer. For data processing, the Qual Browser of the Thermo Scientific

Xcalibur 4.1 software suite (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) was used.
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UHPLC-QTOF-MS:

An Agilent Technologies 1260 Infinity II LC System coupled with a downstream Agilent 6550
iFunnel Q-TOF/MS was used. As a solvent system ultrapure water (containing 0.05% (v/v) formic
acid) (eluent A) and methanol (eluent B) were used. The following parameters were applied during
the analysis if not further specified: no prior splitting, gas temperature: 250 °C, drying gas flow:
14.00 L/min, nebulizer pressure: 2.41 bar, sheath gas temperature 350 °C, sheath gas flow:
11.00 L/min, capillary voltage: 4.00 kV, capillary current: 0.188 uA and nozzle voltage 1kV,
fragmentor voltage 180 V; for internal calibration the Agilent Technologies ESI-TOF reference
mass solution was used, diluted in ACN/water (95:5). The internal reference masses were set to

121.050873 and 922.009798.

Method A: A Phenomenex Luna C18 (4.6 mm x 250 mm, 5.00 um particle size) column was used

for the separation at a constant temperature of 20 °C.

Time [min] A [%] B[%]  Flow [mL/min]
0.00 100 0 0.4
20.00 99 1 0.4
20.01 0 100 0.4
25.00 0 100 0.4
25.01 100 0 0.4
31.00 100 0 0.4

Method B: A Phenomenex Luna C18 (4.6 mm x 250 mm, 5.00 um particle size) column was used

for the separation at a constant temperature of 40 °C.

Time [min] A %] B [%] Flow [mL./min]
0.00 99.9 0.1 0.9
10.00 99.9 0.1 0.9
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Method C: A Phenomenex Luna C18 (4.6 mm x 250 mm, 5.00 um particle size) column was used

for the separation at a constant temperature of 40 °C.

Time [min] A %] B [%] Flow [mL./min]
0.00 99.9 0.1 0.9
20.00 99.9 0.1 0.9

Method D: An Agilent Zorbax Extend-C18 (2.1 mm x 50 mm, 1.8 um particle size) column was

used for the separation at a constant temperature of 40 °C.

Time [min] A [%] B[%]  Flow [mL/min]
0.00 100 0 0.550
0.54 100 0 0.550
2.92 60 40 0.550
351 60 40 0.550
3.54 0 100 0.500
411 0 100 0.500
4.14 100 0 0.500
11.00 100 0 0.500
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Method E: An Agilent Zorbax Extend-C18 (2.1 mm x 50 mm, 1.8 um particle size) column was

used for the separation at a constant temperature of 40 °C.

Time [min] A %] B [%] Flow [mI./min]
0.00 100 0 0.550
0.54 100 0 0.550
2.92 60 40 0.550
3.51 60 40 0.550
19.11 0 100 0.500
19.14 100 0 0.500
22.00 100 0 0.500

Method F: An Agilent Zorbax Extend-C18 (2.1 mm x 50 mm, 1.8 um particle size) column was

used for the separation at a constant temperature of 40 °C.

Time [min] A %] B %] Flow [ml./min]
0.00 80 20 0.550
30.00 80 20 0.550
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Method G: A Dr. Maisch GmbH ReproSil-Pur 120 C18-AQ (100 mm x 2 mm, 2.4 pm particle

size) column was used for the separation at a constant temperature of 40 °C.

Time [min] A %] B [%] Flow [mL./min]
0.00 100 0 0.550
0.98 100 0 0.550
5.30 60 40 0.550
6.37 60 40 0.550
6.41 10 90 0.550
14.51 0 100 0.550
19.55 0 100 0.550
19.59 100 0 0.550
24.00 100 0 0.550
27.00 100 0 0.550
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Method H: A Dr. Maisch GmbH ReproSil-Pur 120 C18-AQ (100 mm x 2 mm, 2.4 um particle

size) column was used for the separation at a constant temperatutre of 40 °C.

Time [min] A %] B [%] Flow [mI./min]
0.00 100 0 0.550
0.98 100 0 0.550
5.30 60 40 0.550
6.37 60 40 0.550
0.41 0 100 0.550
14.51 0 100 0.550
14.55 100 0 0.550
21.77 100 0 0.550

Prep. HPLC:

An Agilent Technologies 1260 Infinity semi-preparative LC System was used for the preparative
high-performance liquid chromatography. The separation was performed on a Phenomenex Luna
C18 (21.2 mm x 250 mm, 5.00 um particle size) column and as the mobile phase ultrapure water
(eluent A) and ACN (eluent B) were used. During analysis the column was constantly kept at room

temperature. Automatic collection of the fractions took place.

Method J:
Time [min] A [%] B %] Flow [mL/min]
0.00 99.9 0.1 18
15.00 99.9 0.1 18
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Method K:
Time [min] A %] B [%] Flow [mL./min]
0.00 99.9 0.1 18
30.00 99.9 0.1 18
Lyophilisation:

A Christ Alpha 1-2 LDPlus was used for lyophilisation. The samples were prepared by freezing in

liquid nitrogen prior to lyophilisation.
Ozone Generator:

A Aktobis water ozone generator WDH-WP15 was used for the generation of ozone during the

ozonolysis.
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6.2 General Procederes

General Procedure for the Prebiotic Reactions and the Preparation for Analysis:

The educt solids (if not stated otherwise 100 umol) were added to a GC-Vial equipped with a
stirring bar. Then the respective solvent (if not stated otherwise 1 mIL/100 pmol) was added,
followed by the addition of liquids if necessary, the vial was closed (except for the Wet-dry-cycle
reactions) and it was placed in a heating block at the respective temperature. After the respective
reaction time, the vial was cooled to r.t., opened, and if not stated otherwise 10 uL of the reaction
mixture were added to 990 uL. of ultrapure water/MeOH/ACN or /PrOH. The reaction vial was
closed and if necessary heated again at the corresponding temperature. The diluted reaction mixture

was filtered using a syringe filter and could be analysed afterwards.

General Procedure for Ozonolysis:

The respective olefinic compound was dissolved in dry DCM (5 mL/mmol olefin). The solution
was cooled to either 0 °C or -78 °C (depending on solubility) and dried oxygen (passed through
columns of both orange gel and P4O10) was bubbled through. Then ozone (generated from the
same oxygen stream) was bubbled through until the solution turned blue (5 min to 1 h depending
on the olefin). The ozone generator was turned off and first oxygen, then nitrogen was bubbled
through to remove any excess ozone. Once the solution lost all blue colour, DMS (100 pL/mmol
olefin) was added to the solution and the mixture was stirred for another 1 h while warming to
room temperature. All volatiles were removed 77 vacuo to obtain the respective aldehyde as a viscous

liquid, which was putified by column chromatography where necessary/possible.
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6.3 Wohler-RNA

6.3.1 Synthetic Procedures and Characterisation of Isolated
Compounds

Benzovl-Urea-Furanoside (40)

o
BzO BzO YNH?
\\@/OAC TiCl, AgNCO NH3 (g) KQ/NH
R DCM toluene toluene R
BzO 0Bz rt., 4 h 110 °C,2h 0 °C, 45 min BzO 0Bz
39 40

This reaction was performed according to a literature procedure.“%]

1-O-Acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-1-3-D-ribose (39) (10.3 g, 20.4 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in
dry DCM (100 mL) and TiCly (3.14 mL, 28.6 mmol, 1.40 equiv.) was added dropwise. The yellow
solution was stirred for 4 h at room temperature before water (50 mL) was added. The aqueous
layer was extracted with DCM and the combined organic layers were washed with a sat. aq. NaCl-
solution and dried over Na,SO.. The solvent was removed iz vacuo and the residue was dissolved
in dry toluene (120 mL). AgNCO (3.67 g, 24.5 mmol, 1.20 equiv.) was added and the reaction was
stirred at 110 °C for 2 h. After cooling down to room temperature the putrple suspension was
filtered over celite. The filtrate was cooled to 0 °C and NHj;-gas was bubbled through it for
45 minutes. The solvent was removed 7 vacwo and after purification using flash column

chromatography (DCM 100 % — DCM/MeOH 95:5) Compound 40 was obtained as a white solid

(6.73 g, 13.7 mmol, 65 %).
2o O%NH 2

2

40

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C;7HzsOsN2" [M+H]™: 505.1605; found 505.1607.
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"H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.08 — 8.02 (m, 2FH, H"), 7.87 (ddd, ] = 8.4, 4.0, 1.4 Hz,
4H, H), 7.72 — 7.60 (m, 3H, H™), 7.58 — 7.50 (m, 2H, H™), 7.50 — 7.40 (m, 4H, H*), 7.24 (d, ] =
9.7 Hz, 1H, HY), 5.89 (s, 2H, H?), 5.75 — 5.66 (m, 2H, H*), 5.49 (t, ] = 5.9 Hz, 1H, H%), 4.60 — 4.44
(m, 3H, H%).

BC{'H}-NMR (100 MHz, DMSO): & [ppm] = 165.6 — 164.8 (3C, C**°), 157.4 (C?), 133.9 —
128.6 (15C, C™), 83.1 (C%), 77.16 (C%), 73.4 (C%), 71.2 (C¥), 64.54 (C').

R 0.56 (EtOAc 100 %).
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Benzovl-Biuret-Furanoside (41)

0 0
o] M) NH,
B2Q T ° EI:
3
O__NH B0 Y
\__/ THF/DCM 2:1 KQVNH
5.6 OBy rt, 18 h s o
Z z
40 41

Benzoyl-ribose-urea (40) (2.52 g, 5.00 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (120 mL) and
dry DCM (60 mL). To the solution was trichloroacetyl isocyanate (1.96 mL, 16.5 mmol,
3.30 equiv.) added dropwise and the reaction was stirred over night at room temperature. After
18 h an excess of Al,O; and MeOH were added and further stirred for 1 h. The suspension was
filtered and the solvent was removed 7 vacuo. After purification using flash column
chromatography (cHex/EtOAc 80:20 — cHex/EtOAc 50:50) benzoyl-biuret-furanoside (41) was
obtained as a white solid (2.67 g, 4.90 mmol, 98 %).

o
NH,
o J&
BzO NH

A 3

S22
BzO OBz

41
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CosHasN3Oo [M+H]": 548.1664, found: 548.1665.

'H-NMR (599 MHz, CDCL): & [ppm] = 8.05 (dt, ] = 8.4, 1.6 Hz, 2H, H™), 7.97 — 7.94 (m, 2H,
H™),7.93 - 7.89 (m, 2H, H*), 7.58 — 7.51 (m, 3H, H*), 7.41 — 7.34 (m, 6H, H*), 5.85 (dd, ] = 8.5,
5.3 Hz, 1H, HY), 5.83 — 5.78 (m, 1H, H?), 5.71 (t, ] = 5.4 Hz, 1H, H), 4.69 — 4.63 (m, 2H, H**),
4.60 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H™),

BC{'H}-NMR (150 MHz, CDCL): & [ppm] = 166.5 — 165.7 (3C, C*€°), 155.9 (C),154.9 (C7),
133.9 — 128.6 (15C, C*), 83.2 (C'), 78.9 (C%, 73.8 (C?), 71.8 (C?), 63.9 (CY).

R 0.35 (DCM 100 %).
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Biuret-Furanosides (B-85 and B-a5)

(6] (0] (0]
NH, NH, NH,
0 Eﬂ NH 0 E’: 0 E’:
Y 3 y y
(0) > (0] + (0]
/\QMNH MeOH /\Q,NH AQ.\\NH
BzO / rt, 18 h HO / HO /
BzO  ©Bz HO  ©OH HO  ©OH
41 B-B5 B-a5

Benzoyl-biuret-furanoside (41) (1.00 g, 1.83 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in an methanolic
ammonia solution (4 M, 91.0 mL, 365 mmol, 200 equiv.) and stirred for 18 h at room temperature.
The solvent was removed 7 vacuo and purification using reverse phase flash chromatography (H.O
100 % — H,O/ACN 0:100) yielded a mixture of the o- and B-biuret-furanosides (B-a5 and B-B5)
(195 mg, 824 umol, 45 %). Separation using a prep. HPLC system (method J) yielded B-«5
(116 mg, 494 umol, 60 %) as well as B-5 (20.0 mg, 82.0 umol, 10 %) as white solids.

Characterization of the isomers was accomplished using NOESY -coupling (brown arrow) as well

as coupling constants (undetlined/purple arrow).

B-a5:

Oy NH
o

B-a5
HR-MS (ESI): 72/ % calculated for C;H13N3NaOg [M+Na]*: 258.0697, found: 258.0691.

'H-NMR (800 MHz, D,0): & [ppm] = 5.67 (d, ] = 4.5 Hz, 1H, HY), 4.26 (t, ] = 4.7 Hz, 1H, H?),
421 (dd, J= 6.3, 4.8 Hz, 1H, H?), 4.02 (ddd, ] = 6.5, 4.5, 3.0 Hz, 1H, H*), 3.76 (dd, ] = 12.6, 3.0 Hz,
1H, H™), 3.65 (dd, ] = 12.6, 4.5 Hz, 1H, H®).

BC{'H}-NMR (200 MHz, D,0): & [ppm] = 157.14 (C), 155.60 (C7), 81.95 (C*), 80.71 (C'), 70.54
(C), 70.15 (C?), 60.96 (C?).
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Experimental

B-B5:

Oy NH

7
54O1NH

Ho Y

HO® “OH
B-g5

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C-HisN3NaOg [M+Na]": 258.0697, found: 258.0691.

'H-NMR (800 MHz, D,0): & [ppm] = 5.31 (d, ] = 5.4 Hz, 1H, H"), 4.09 (t, ] = 4.8 Hz, 1H, H?),
401 (t, ] = 5.4 Hz, 1H, H), 3.90 (q, ] = 4.0 Hz, 1H, H"), 3.64 (dd, ] = 12.5, 3.5 Hz, 1H, H*), 3.56
(dd, ] = 12.5, 4.4 Hz, 1H, H™).

BC{'H}-NMR (200 MHz, D,0): & [ppm] = 157.0 (C), 155.6 (C), 84.1 (CY), 83.4 (C*), 73.8 (C?),
70.2 (C?), 61.2 (C).
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Experimental

Biuret-Pyranosides (B-x6 and B-£36)

Os__NH, Os_NH,
Ay Oy O<__NH O<__NH
o>/NH O>/NH
(o) o) + O._.NH + (0] NH
/\Q,\\NH H,0 /\QM NH '
HO  \_/ go°C,18h  HO \_J
HO  OH HO  OH HO" ¥ 'OH HO™ ¥ 'OH
OH OH
B-a5 B-a5 and B-B5 B-a6 B-B6

The a-biuret-furanoside B-a5 (50 mg) was dissolved in ultra-pure water (4 mL) and stirred at 80 °C

for 18 h. The solution was filtered and directly applied to a prep. HPLC system (method J). All

four isomers could be obtained and analysed.

The biuret-pyranosides could be fully characterized via the coupling constants (undetlined/purple

arrow) of the anomeric proton H' to H”.
B-u6:

Os_NH,

7
O%NH

O .NH
1

5
%)
HOY "“OH

OH
B-a6

HR-MS (ESI): 72/ % calculated for C;H13N3NaOg [M+Na]*: 258.0697, found: 258.0694.

'H-NMR (400 MHz, DMSO + MeOD): 3 [ppm] = 5.14 (d, [ = 2.8 Hz, 1H, H"), 3.83 (td, ] =
5.4,2.9 Hz, 2H, H>%), 3.78 — 3.68 (m, 2H, H**), 3.57 (td, ] = 11.3, 3.4 Hz, 1H, H™).

BC{'H}-NMR (200 MHz, DMSO): & [ppm] = 155.1 (C%), 154.3 (C), 77.5 (C"), 70.1 (C?), 69.1
(€Y, 67.8 (C), 61.5 (C?).
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B-p6:

OsNH,

7
Os_NH
6
O._,NH
1

4
HO" “OH

OH
B-B6

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C;Hi3N3NaOg [M+Na]™: 258.0697, found: 258.0694.

'H-NMR (400 MHz, DMSO + MeOD): 5 [ppm] = 4.88 (d, ] = 9.0 Hz, 1H, H'), 3.87 (t, ] =
2.6 Hz, 1H, H?), 3.54 — 3.35 (m, 3H, H**), 3.15 (dd, ] = 9.0, 2.7 Hz, 1H, H?).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): § [ppm] = 155.4 (C), 154.8 (C"), 77.2 (CY), 71.0 (C%, 70.1
(C?), 67.1 (C*), 64.4 (C).
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Experimental

Benzovl-Triuret-Furanoside (42)

(0]
O NH C'})J\ //C//O YNHZ
o Y 2 i N . O>,NH

NH cl
BzO o 3; B20 YNH
THF/DCM 2:1 (o) NH
. . rt, 18 h

BzO\\ ’/OBZ

B2O0 OBz
41 42

Benzoyl-biuret-furanoside (41) (1.00 g, 1.83 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (120 mL)
and dry DCM (60 mL). To the solution trichloroacetyl isocyanate (762 uL, 6.40 mmol, 3.50 equiv.)
was added dropwise and the reaction was stirred over night at room temperature. After 18 h an
excess of ALO; and MeOH was added and further stirred for 1 h. The suspension was filtered and
the solvent was removed 7z vacuo. After purification using flash column chromatography (DCM
100 % — DCM/MeOH 95:5) benzoyl-triuret-furanoside (42) was obtained as a white solid
(620 mg, 1.06 mmol, 58 %).

Oy NH, *
o 1
SieNH,
o 0
BzO 12NH1
(0]
| —
7
BzO OBz

HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CoHzN4O1o [M+H]™: 591.1722, found: 591.1724.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 10.10 (s, 1H, H"?), 9.55 (s, 1H, H"?), 8.64 (d, | =
8.5 Hz, 1H, H’), 8.03 (ddd, ] = 8.5, 4.0, 1.4 Hz, 2H, H™), 7.90 — 7.86 (m, 3H, H*), 7.69 — 7.62 (m,
3H, H™), 7.54 — 7.42 (m, 7TH, H™), 7.33 (s, 1H, H*), 6.80 (s, 1H, H"), 5.90 — 5.70 (m, 3H, H>*//%),
4.64 — 4.50 (m, 3H, H**/7/%),

BC{'H}-NMR (100 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 165.5 — 164.7 (3C, C**°), 154.2 (C'"/""), 152.8
(C), 152.5 (C'/Y), 134.0 — 128.5 (15C, C™), 83.1 (C%), 78.0 (C%), 73.7 (C7), 71.0 (C?), 64.1 (C).

Ry 0.80 (DCM/MeOH 95:5).
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Triuret-Furanosides (T-«5 and T-85)

OYNHZ O NH, O NH,
OYNH " Oy NH Oy NH
BQ OYNH T(;» HO Oy-NH L Oy-NH
\\QwNH rt. 18 h \\Q,NH \\Q.\\NH
BzO OBz HO  OH HO  OH
42 T-85 T-a5

Benzoyl-triuret-furanoside (42) (580 mg, 1.83 mmol) was dissolved in an methanolic ammonia
solution (4 M, 30 mL) and stirred for 18 h at room temperature. The solvent was removed i vacuo
and purification using reverse phase flash chromatography (H.O/ACN 100:0 — H,O/ACN 0:100)
yielded the a-triuret-furanoside T-a5 (37.6 mg, 256 umol, 14 %) as well as the B-triuret-furanoside
T-B5 (5.5 mg, 36.6 umol, 2 %).

Characterization of the isomers was accomplished using NOESY-coupling (brown arrow) as well

as coupling constants (undetlined/purple arrow).

T-ab5:

HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CsHisN4O7 [M+H]": 279.0935, found: 279.0934.

'H-NMR (800 MHz, D,0): & [ppm] = 5.70 (d, ] = 4.6 Hz, 1H, H'), 4.29 (t, ] = 4.7 Hz, 1H, H?),
421 (dd, ] = 6.0, 4.8 Hz, 1H, H%), 4.03 (ddd, | = 6.2, 4.5, 3.1 Hz, 1H, H"), 3.76 (dd, ] = 12.6, 3.1 Hz,
1H, H*), 3.64 (dd, ] = 12.6, 4.5 Hz, 1H, H™),

BC{'H}-NMR (200 MHz, D,0): 5 [ppm] = 156.2 (C*7), 154.7 (C*), 153.3 (C*7), 82.2 (C*), 80.7
(CY, 70.5 (C), 70.1 (C?), 60.9 (CY).
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T-B5:

HR-MS (ESI): 72/ calculated for CsHisNsO; [M+H]™: 279.0935, found: 279.0933.

"H-NMR (400 MHz, D,0): § [ppm] = 5.44 (d, [ = 5.1 Hz, 1H, H'), 4.2 — 4.2 (m, 1H, H?), 4.15
(t, ] = 5.2 Hz, 1H, H%), 4.01 (td, ] = 4.2, 3.3 Hz, 1H, H*, 3.75 (dd, ] = 12.6, 3.5 Hz, 1H, H*), 3.67
(dd, J = 12.5, 4.2 Hz, 1H, H™).

BC{'H}-NMR (100 MHz, D,0): & [ppm] = 156.2 (C*"), 154.8 (C?), 153.3 (C*"), 84.4 (C"), 83.5
(CY, 73.9 (CY), 70.1 (C?), 61.1 (CY).
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Triuret-Pyranosides (T-a6 and T-£6)

o o Os__NH, Os_NH,
NH NH
o Y 2 o Y 2 O«__NH O«__NH
N-NH NNH
o) 0 O NH Oy NH
HO \-NH . 4O \-NH + +
O .NH H,0 O_NH O .NH O___NH
. 60 °C, 18 h O O’
HO  OH HO  OH HO™  "OH HO™  "OH
OH OH
T-a5 T-a5 and T-B5 T-a6 T-p6

The a-triuret-furanoside T-a5 (30 mg) was dissolved in ultra-pure water (4 mL) and stirred at 60 °C
for 18 h. The solution was directly applied to a prep. HPLC system and all four isomers could be
obtained and analysed (method K).

The triuret-pyranosides could be fully characterized vz the coupling constants (undetlined/purple

arrow) of the anomeric proton H' to H”.

T-u6:

T-a6
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CsHisN4,O- [M+H]": 279.0935, found: 279.0937.

'H-NMR (800 MHz, D;0): & [ppm] = 5.23 (d, [ = 3.1 Hz, 1H, H'), 400 (d, ] = 3.7 Hz, 1H, H?),
3.90 (t, ] = 3.2 Hz, 1H, H?), 3.89 (q, ] = 3.0 Hz, 1H, H*), 3.83 (dd, ] = 12.2, 6.1 Hz, 1H, H*), 3.65
(ddd, J = 12.5, 6.2, 3.7 Hz, 1H, H™).

BC{'H}-NMR (200 MHz, D;0): § [ppm] = 156.3 (C*"), 155.0 (C), 153.5 (C*%), 77.5 (C"), 68.9
(C?), 68.3f (C?), 67.0 (C*), 61.0 (C).

166



Experimental

T-B6:

O
pd
I

T

OﬁgN

O._NH

4 1
HO" Y "OH

OH
T-86

HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CsHisN,O- [M+H]": 279.0935, found: 279.0937.

"H-NMR (800 MHz, D,0): § [ppm] = 5.09 (d, ] = 9.2 Hz, 1H, H"), 4.20 (t, ] = 3.0 Hz, 1H, H?),
3.86 (ddd, J = 10.7, 5.4, 2.8 Hz, 1H, H?), 3.75 — 3.72 (m, 1H, H*), 3.71 — 3.67 (m, 2H, H*?).

BC{'H}-NMR (200 MHz, D,0): § [ppm] = 156.28 (C*"), 155.49 (C), 153.43 (C*'"), 77.28 (C'),
70.29 (C?), 68.78 (C¥), 66.22 (C), 63.63 (CY).
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Experimental

(2R.3R.4R,5R)-2-azido-5-((benzovloxy)methyl)tetrahyvdrofuran-3.4-diyl dibenzoate
49

(0] BzO
KQ,OAC N3-TMS, BF5-Et,0 KG/N
3

BZO\\ ’/OBZ DCM, r.t., 2 h

39 49

39 (35.0 g, 59.5 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry DCM (300 mL) and cooled to 0 °C.
BF;Et,O (7.47 mL, 59.5 mmol, 1.0 equiv.) and TMS-N; (11.8 mL, 89.2 mmol, 1.5 equiv.) were
slowly added and the reaction was further stirred for 2 h at r.t.. A saturated aqueous NaHCO;
solution was added and the aqueous phase was extracted with DCM (3x). The combined organic
layers were washed with a saturated aqueous NaCl solution and dried over Na,SO4. The solvent

was removed 7/ vacuo and azide 49 (34.0 g, 59.5 mmol, quant.) was obtained as a coloutless sticky

oil.

HR-MS (EI): 7/ 7 calculated for CosH»O-: 445.1287; found: 445.1267.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 8.14 — 8.07 (m, 2H, H), 8.04 — 7.97 (m, 2H, H), 7.94
—7.86 (m, 2H, H™), 7.63 — 7.48 (m, 3H, H™), 7.48 — 7.39 (m, 4H, 1), 7.39 — 7.30 (m, 2H, H),
5.84 (dd, ] = 6.6, 4.9 Hz, 1H, H"), 5.69 (d, ] = 1.7 Hz, 1H, H?), 5.58 (dd, ] = 4.8, 1.7 Hz, 1H, H?),
4.83 — 4.73 (m, 2H, H"%), 4.61 — 4.51 (m, 1H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCls): 8 [ppm] = 166.3 — 165.2 (3C, C*), 133.9 — 128.4 (18C, C**
93,5 (C?), 80.0 (C%), 75.4 (C%), 71.6 (CY), 63.9 (C.
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Experimental

(2R 3R.4S5 5R)-2-azido-5-(hvdroxymethyl)tetrahvdrofuran-3.4-diol (50)

BzO HO
~ DCM/MeOH 1:1 S,
BzO OBz rt., 1h HO OH
49 50

Crude 49 (29.8 g, 61.2 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in DCM/MeOH (1:1; each 250 mL),
NaOMe (1.65 g, 30.6 mmol, 0.50 equiv.) was added and the reaction was stirred for 1 h at room
temperature. Dowex® 50WX8 (H*-form) was added until the solution reached a pH-value of 7 and
the suspension was further stirred for 10 minutes. After filtration the solvent was removed 7 vacuo
and the residue was dissolved in H,O (70 mL) and washed with chloroform (3x). The water was
removed using lyophilisation and unprotected ribose-azide 50 (10.7 g, 61.2 mmol, quant.) was

obtained as a colourless oil.

o]
—7
S50 7

HO ~ ©OH
2 3

50
HR-MS (EI): 7/ z calculated for CsHoNO," [M+H]": 161.0557; found: 161.0550.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 5.55 (s, 1H, H"*?), 5.29 (d, ] = 26.8 Hz, 1H, H"/*?),
5.14 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H*), 4.86 (s, 1H, H"*?), 3.89 (dd, ] = 6.6, 4.5 Hz, 1H, ), 3.82 (ddd, ] =
6.6, 5.3, 3.3 Hz, 1H, HY, 3.69 (dd, ] = 4.5, 2.2 Hz, 1H, H"), 3.57 (dd, ] = 11.9, 3.4 Hz, 1H, H*),
3.41 (dd, J = 11.9, 5.4 Hz, 1H, H.

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 94.6 (C*), 84.5 (C°), 74.7 (C"), 70.2 (C?), 61.9 (C").
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Experimental

(2R,3RA4S,5K)-2-azido-5-((bis(4-methoxyphenyl) (phenyl)methoxy)methyl)
tetrahvdrofuran-3.4-diol (51)

HO DMT-CI, AgNO3 DMTO
~ THF, rt, 1h ~
HO OH HO OH
50 51

Compound 50 (3.32 g, 19.0 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry THF (170 mL) and pyridine
(7.63 mL, 94.8 mmol, 5.0 equiv.), AgNOs (3.86 g, 22.8 mmol, 1.2 equiv.) and DMT-CI (7.71 g,
22.8 mmol, 1.2 equiv.) were added. The yellow reaction was stirred at room temperature for 1 hour.
A5 % aqueous NaHCOj solution was added and the aqueous phase was extracted with DCM (3x).
After drying over Na,SOs the solvent was removed iz vacuo. After purification using flash
chromatography (cHex/EtOAc 3:1) DMT-protected ribose-azide 51 (8.33 g, 17.4 mmol, 92 %)

was obtained as an orange oil.

51
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CoHzN3NaOg" [M+Na]: 500.1792; found: 500.1790.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): § [ppm] = 7.50 — 7.43 (m, 2H, H°™), 7.40 — 7.32 (m, 4H, H"™T),
7.36 — 7.20 (m, 2H, HM), 7.24 — 7.13 (m, 1H, H°M™), 6.88 — 6.79 (m, 4H, H°V™), 535 (d, ] = 1.7
Hz, 1H, HY), 4.27 (dd, ] = 6.5, 4.7 Hz, 1H, H?), 4.17 — 4.07 (m, 1H, H%, 3.98 (dd, ] = 4.8, 1.8 Hz,
1H, H*, 3.79 (s, 6H, HP™) 335 (dd, | = 10.2, 4.4 Hz, H*), 3.31 (dd, ] = 10.1, 4.7 Hz, 1H, H™).

BC{'H}-NMR (151 MHz, CDCL): 5 [ppm] 158.6 - 113.2 (15C, C™™), 94.9 (C'), 86.5 (C°M"), 82.8
(C), 75.4 (CY, 72.0 (C), 64.0 (C?), 55.3 (CPM1Ne),

Re: 0.28 (cHex/EtOAc 2:1).
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Experimental

((2R,3R4R,5R)-2-azido-5-((bis(4-methoxyphenyl) (phenyl)methoxy)methyl)
tetrahvdrofuran-3.4-divl)bis(oxv))bis(zer#-butvldimethvlsilane) (52)

DMTO TBDMSCI, I, DMTO
o

Ns N-methylimidazole O N3

. DCM, rt., 1h
HO  OH TBDMSO  OTBDMS

51 52

DMT-azide 51 (6.97 g, 14.6 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry DCM (40 mL) and NN-
methylimidazole (7.00 mlL, 87.6 mmol, 6.0 equiv.) and I, (14.8 g, 58.4 mmol, 4.0 equiv.) were
added. The reaction was stirred for 5 minutes and TBDMSCI (5.28 g, 35.0 mmol, 2.4 equiv.) was
added. The reaction was stirred at r.t. for 1 h and the solvent was removed under reduced pressure.
The residue was dissolved in EtOAc and washed with a saturated aqueous Na,S,O; solution. The
organic layer was dried over Na,SO, and the solvent was removed 7 vacuo. After purification using
flash chromatography (cHex 100 % — cHex/EtOAc 90:10) 5-DMT-2’,3-TBDMS-protected
azidoribose 52 (10.4 g, 14.4 mmol, 99 %) was obtained as a yellowish oil.

HR-MS (EI): 7/ z calculated for CssHssN3O4Siz [M]: 705.3629; found: 705.3633.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm] = 7.54 — 7.46 (m, 2H, H°"), 7.43 — 7.34 (m, 4H, H°M™),
7.33 = 7.24 (m, 2H, H°M™), 7.24 — 7.15 (m, 1H, H™™), 6.87 — 6.78 (m, 4H, H™"), 5.25 (d, ] = 1.9
Hz, 1H, HY), 4.15 (ddd, | = 7.4, 5.1, 2.5 Hz, 1H, H?, 4.07 (dd, ] = 6.9, 3.9 Hz, 1Hz, H?), 3.82 (dd,
J=39,1.9 Hz, 1H, H*, 3.78 (s, 6H, H*™9) 331 (dd, ] = 10.4, 2.7 Hz, 1H, H™), 3.10 (dd, ] =
10.4, 5.2 Hz, 1H, F™), 0.90 (s, 9H, H™PYMS®y ()73 (s, 9F, F™PMSBu) .11 (5, 3H, H™PYSYe) 0,07
(s, 3H, H™PYMSMe) 0,05 (s, 3H, H™PYSMe) 0,20 (s, 3H, HPPMSMe),
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BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 5 [ppm] = 158.6 — 113.2 (C15, C°™), 95.2 (C", 86.2 (C™™),
82.7 (C%), 76.3 (C*), 72.0 (C?), 63.8 (C?), 55.3 (C°M™<), 25.9 (6C, C™PNS®% 18,2 - 18.1 (2C, CTPOM>
tBu-quart.), 41 —-49 (4C, CTBDMS-MC).

Re 0.26 (cHex/EtOAc 99:1).
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1-(2R,3R4R,5K)-5-((bis(4-methoxyphenyl) (phenyl)methoxy)methyl)-3,4-bis ((zert-

butvldimethvlsilyl)oxv)tetrahvdrofuran-2-vl)urea (54)

0
DMTO Osg Sli/ DMTO N NH2
O N, Pd/C, H, SNTTIS O _NH
MeOH, rt.,, 2 h THF, rt., 18 h

TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS

52 54

52 (14.5 g, 20.6 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry MeOH (350 mL) and Pd/C (10 %, 500 mg)
was added. A ballon filled with H» gas was added and the reaction was heavily stirred over night at
room temperature. The suspension was filtered through celite and the solvent was removed 7 vacuo.
The crude product 53 was dissolved in dry THF (120 mL) and trimethylsilyl isocyanate (13.9 mlL,
103 mmol, 5.0 equiv.) was added. The reaction was stirred over night at room temperature before
MeOH (20 mL) was added and the solvent was removed under reduced pressure. The residue was
dissolved in DCM und washed with water and a saturated aqueous NaCl solution. The organic

phase was dried over Na,SO4 and the solvent was removed 7 vacno. Purification using flash

chromatography (cHex/EtOAc 1:1) yielded 54 (37 %) as a white solid.

HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CsHssN>NaO-Si," [M+Na]": 745.3675; found: 745.3668.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 7.43 — 7.37 (m, 3H, H°™"), 7.26 (tdd, | = 15.9, 12.9,
7.4 Hz, 11H, H°Y™), 6.90 — 6.88 (m, 6H, H™M™), 6.01 (s, 2H, H"), 5.71 (s, 1H, H?), 5.56 (dd, ] = 9.9,
5.2 Hz, 1H, H), 4.15 (t, ] = 4.6 Hz, 1H, HY), 3.87 (q, ] = 3.7 Hz, 1H, H?), 3.80 — 3.75 (m, 1H, H°),
3.73 (s, GH, HOV™9) 314 (dd, ] = 10.2, 2.9 Hz, 1H, H™), 2.93 (ddd, ] = 19.5, 10.2, 4.8 Hz, 1H,
H™), 0.89 (s, 9H, H™PMS™ (.75 (s, 9H, H™PYS™) 0,06 (d, J = 2.1 Hz, 3H, H™PYSMe) 0,04 d, |
= 2.7 Hz, 3H, H™PMY) 0,01 (s, 3H, H™PMSM) 011 (d, ] = 2.2 Hz, 3H, H™PYSe),
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BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): § [ppm] = 158.2 — 158.1 (3C, C°", 157.4 (C?), 144.9 (2C,
CPMY), 135.4 - 85.5 (11C, C™™™), 80.7 (C?), 75.2 (C°), 73.7 (C?), 71.3 (C), 63.8 (C7), 55.0 (CPM™Me),
259 _256 (6(:, CTBDMS-tBu)’ 17.7 (ZC, CTBDMS-tBu-quarL)’ 4.6—-53 (4(:’ CTBDMS—MC).

R¢: 0.27 (cHex/EtOAc 1:1).
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(2R.3R.4R,5R)-5-azido-3.4-bis((fert-butyldimethvlsilyl)oxy)tetrahvdrofuran-2-
vl)methanol (61)

DMTO _ HO
K@‘NS' TFA, Et;SiH \\GAN:;
DCM, rt., 1h

TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS

52 61

5-DMT-protected azidoribose 52 (20.4 g, 28.9 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in DCM (750 mL)
and TFA (19.0 mL, 289 mmol, 10 equiv.) as well as Et:SiH (46.2 mL, 289 mmol, 10 equiv.) were
added. The solution turned dark red and was stirred at room temperature until it turned coloutless
(45 min). Water was added and the aqueous phase was extracted using DCM. The combined
organic layers were dried over Na,SO4 and the solvent was removed iz vacuo. After purification
using flash chromatography (cHex/EtOAc 99:1) 5’-deprotected azidoribose 61 (8.28 g, 20.5 mmol,

71 %) was obtained as a white solid.

61
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for Ci7H3:N3NaO4Si;" [M+Na]*: 426.2215; found: 426.2214.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): § [ppm] = 5.13 (d, ] = 1.4 Hz, 1H, H'), 4.18 (dd, ] = 7.5, 4.0 Hz,
1H, H?), 4.05 (ddd, ] = 7.5, 3.6, 2.6 Hz, 1H, H?), 3.89 (ddd, ] = 12.4, 4.7, 2.6 Hz, 1H, H*), 3.83
(dd, ] = 3.9, 1.5 Hz, 1H, H), 3.60 (ddd, ] = 12.2, 8.3, 3.6 Hz, 1H, H*), 1.79 (dd, | = 8.3, 4.7 Hz,
1H, HY, 0.91 (s, 9H, H™PYS®w 0,90 (s, 9, H™PMSB 011 (s, 3H, 11, 12, 22, 23, HTPMSMe) (.10
(s, 3H, HTPPMSNe) 009 (s, 3F, HTPPMSNe) 0,08 (s, 3H, HTBPMSMe),

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): & [ppm] = 95.2 (C), 83.4 (C%), 76.9 (C?), 70.6 (C?), 61.5 (C*,
259 (6(:, CTBDMS—tBu)’ 18.2 (2(:, CTBD]\’IS—tBu—quart.)’ 4.2 — _49 (4C, CTBDMS—Me)‘

R 0.41 (cHex/EtOAc 9:1).

175



Experimental

(2R.3R.4R,5R)-5-azido-3.4-bis((tert-butyldimethyvlsilyl) oxy)tetrahydrofuran-2-

vl methvl benzoate (62)

Pyridine, r.t., 18 h

TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS

61 62

Azidoribose 61 (5.26 g, 13.0 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry pyridine (90 mL), Bz-Cl
(4.54 mL, 39.1 mmol, 3.0 equiv.) was added dropwise and the reaction was stirred at r.t. over night.
After the addition of water, the aqueous phase was extracted using DCM (2x). The combined
organic layers were washed with 2M aqueous HCl solution, a saturated aqueous NaHCOj solution
and a saturated aqueous NaCl solution. After drying over Na,SO, the solvent was removed under

reduced pressure and purification with flash chromatography yielded 5-Bz-protected azidoribose

62 (6.42, 12.6 mmol, 97 %) as a coloutless oil.

0
0
A /5
7\<s’i-o\‘ 3 "o—éi;:’

62

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm] = 8.17 — 8.02 (m, 2H, H*), 7.63 — 7.53 (m, 1H, H*), 7.51
— 741 (m, 2H, H™), 5.18 (d, J = 1.4 Hz, 1H, HY), 4.76 — 4.62 (m, 1H, H>), 4.34 (dd, | = 7.1, 3.7
Hz, 1H, HY), 4.32 — 4.30 (m, 1H, H%), 4.29 — 4.26 (m, 1H, H?), 3.86 (dd, ] = 3.7, 1.5 Hz, 1H, H),
0.92 (s, 9H, H™PMS® 0,90 (s, 9H, H™PYS v 011 (s, 3H, H™PYSMe) 0,10 (s, 3H, H™PMMey 0,08
(s, 3H, HTPMSNe) 0,06 (s, 3H, HTEPMSMe).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): & [ppm] = 166.5 (C*%), 133.3 - 128.6 (6C, C*), 94.9 (C"),
80.8 (CY), 76.5 (C%), 71.4 (C?), 63.2 (C?), 25.9 (6C, CTBPMS vy 182 (2C, C™BPMSBuwqury 41 49
(4C CTBDMS—Me).

R¢: 0.70 (cHex/EtOAc 9:1).
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((2R.3R.4R)-3 4-bis((tert-butyldimethvlsilyl)oxy)-5-ureidotetrahvdrofuran-2-

vl)methvl benzoate (64)

o
BzO O sl'/ BzO NNH2
TBDMSO  OTBDMS MeOH.rt,2h THF, rt, 18 h TBDMSO  OTBDMS
62 64

Azidoribose 62 (2.00 g, 3.94 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry MeOH (30 mL) and Pd/C
(10 %, 300 mg) was added. A ballon filled with H> gas was added and the reaction was heavily
stirred over night at room temperature. The suspension was filtered through celite and the solvent
was removed 2 vacno. The crude product 63 was dissolved in dry THF (30 mL) and trimethylsilyl
isocyanate (2.67 mL, 19.7 mmol, 5.0 equiv.) was added. The reaction was stirred over night at room
temperature before MeOH (5 mL) was added and the solvent was removed under reduced
pressure. The residue was dissolved in DCM und washed with water and a saturated aqueous NaCl
solution. The organic phase was dried over Na,SO, and the solvent was removed i vacuo.
Purification using flash chromatography (DCM 100 % — DCM/MeOH 95:5) yielded 64 (310 mg,
591 umol, 15 %) as a white solid.

O NH,
h$

Q o
o T
Ssicg o
~a
7< Si
64

HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CosHuN>NaOSi>" [M+Na]": 547.2630; found: 547.2632.

R 0.22 (DCM/MeOH 98:2).
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(2R,3R4R,55)-3.4-bis((zer-butyldimethylsilyl)oxy)-5-(3-

carbamovlureido)tetrahvdrofuran-2-yl)methyl benzoate (65)

(2R, 3R,4R,5K)-3.4-bis((zer+-butyldimethylsilyl) oxy)-5-(3-

carbamovylureido)tetrahydrofuran-2-yl)methyl benzoate (658)
o o
BzO o OYNHZ O\\Ct j\ o) YNHZ @) YNHZ
NH

\\Q/ N cCh BzO YNH BzO YNH
o 0
DCM, rt., 18 h KQ.\\NH . KQ‘NH

TBDMSO  OTBDMS

TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS

64 65a 658

Ribose-urea 64 (494 mg, 914 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry DCM (120 mL). To the
solution was trichloroacetyl isocyanate (449 uL, 3.77 mmol, 4.0 equiv.) added dropwise and the
reaction was stirred over night at room temperature. After 18 h an excess of Al,O; and MeOH
were added and further stirred for 1 h. The suspension was filtered and the solvent was removed
in vacno. After purification using flash column chromatography (DCM 100 % — DCM/MeOH
95:5) 5-Bz-2°,3>-TBDMS-biuret-furanosides 65« and 65 (combined yield: 321 mg, 565 umol,

60 %) were obtained as white solids.

65u:

65a
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for C2HisN3NaO-Six" [M+Na]": 590.2688; found: 590.2689.

'H-NMR (600 MHz, CDCL): & [ppm] = 8.09 — 7.98 (m, 2H, H), 7.64 — 7.52 (m, 1H, H), 7.49
—7.39 (m, 2H, H"), 5.65 (d. ] = 3.9 Hz, 1H, H'), 4.35 (d, ] = 4.2 Hz, 2H, H?, 4.34 — 430 (m, 1H,
), 4.26 (dd, ] = 5.9, 4.8 Hz, 1H, H*), 4.14 (dd, ] = 4.8, 1.2 Hz, 1H, H%, 0.91 (s, 9H, FI™PMs B
0.89 (s, OH, H™BOMS 8w ) 14 (s, 3H, H™PMSMe 0,10 (s, 3H, H™PMY) 0,08 (s, 3H, H™PYSY) 0,06
(s, 3H, FITEOMS Moy
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BC{'H}-NMR (151 MHz, CDCL): 166.3 (C*°), 155.4 (C*7), 154.8 (C*7), 133.5 — 128.6 (6C,
C™), 83.2 (C?), 81.3 (C), 74.3 (C%), 71.4 (C*), 64.6 (C?), 26.0 — 25.9 (6C, C™BPMSB%) 183 (2C, CT*PMS
tBu—quarL), 44— 49 (4(:’ CTBDMS-Me).

Ry 0.26 (DCM/MeOH 98:2).

658:

o OYNHZ
Ne

6
NH
|
S

0
0 NH
~Cr
2
| 5

7\<Si—o‘5 o- >/T

65p
HR-MS (ESI): 72/ % calculated for CoHasN3NaO-Six™ [M+Na]™: 590.2688; found: 590.2688.

"H-NMR (400 MHz, DMSO): § [ppm] = 8.09 — 7.92 (m, 2H, H*), 7.77 — 7.62 (m, 1H, H*), 7.62
— 745 (m, 2H, H™), 5.62 (dd, ] = 9.6, 5.3 Hz, 1H, H"), 4.35 (dd, ] = 11.8, 4.5 Hz, 1H, H>), 4.30 —
4.26 (m, 1H, H), 4.25 (d, ] = 2.7 Hz, 1H, H%, 4.24 — 420 (m, 1H, H?), 4.14 (td, ] = 4.6, 2.6 Hz,
1H, H?), 0.86 (s, 18H, H™PYS % 0,12 (s, 3H, H™PMSMe 0,07 (s, 3H, H™PMMe 0,06 (s, 3H, H™PMS
Moy 0,02 (s, 3H, HTBPMS ey

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 165.5 (C*°), 155.3 (C*7), 154.0 (C*"), 133.6 —
128.8 (6C, C™), 81.0 (C%), 80.0 (CY), 73.3 (CY), 71.1 (C?), 64.4 (C?), 25.8 — 25.7 (6C, CTBP¥S®¥) 18 )
~17.8 (ZC, CTBDMS—tBu—quarL% 4.4 —-52 (4(:’ CTBDMS—Mc)'

R 0.19 (DCM/MeOH 98:2).
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o-Biuret-Furanosid-2°.3*-TBDMS (56«)

B-Biuret-Furanosid-2°3-"TBDMS (568)

)

YNHZ YNHZ >,NH2
YNH NH YNH
3
NH WNH N NH
MeOH, rt., 18 h
TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS
65 56a 568

Biuret-furanoside 65 (150 m, 264 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in an methanolic ammonia
solution (4 M, 10.0 mL) and stirred for 18 h at room temperature. The solvent was removed 7 vacuo
and purification using flash chromatography (DCM 100 % — DCM/MeOH 98:2) yielded a
mixture of the a- and §-2°,3>-TBDMS-biuret-furanosides (56« and 568) (112 mg, 240 umol, 91 %).

560

OYNHZ
NH

56a
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C1oHuN3NaOgSiz" [M+Na]': 486.2426; found: 486.2426.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm] = 5.66 — 5.50 (m, 1H, H'), 4.16 (t, ] = 5.1 Hz, 1H, H?),
411 (dd, ] = 4.9, 2.7 Hz, 1H, H?), 4.05 (q, | = 3.0 Hz, 1H, H*), 3.71 (s, 1H, H*), 3.62 — 3.50 (m,
1H, H™®), 0.91 — 0.87 (m, 18H, H™PMS% 013 _ 0.06 (m, 12H, H™PMSMe,

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): & [ppm] = 155.9 (C7), 155.6 (C°), 85.6 (C*), 81.4 (C'), 73.5 (C?),
72.0 (C?), 62.2 (C?), 26.0 (6C, C™™PMS™® 18 4 182 (2C, C8PNSBuawrey 4 48 (4C, CTPONSNe)

Re 0.64 (EtOAc/MeOH 98:2).
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56
Oy NH,
2 0 EE

|
“si-0° o-Si

A N

568
HR-MS (ESI): 72/ % calculated for C1o0H4N3NaOSix™ [M+Na]: 486.2426; found: 486.2427.

'H-NMR (400 MHz, CDCL;): 8 [ppm] = 5.37 (dd, ] = 8.8, 3.6 Hz, 1H, H"), 4.39 — 4.23 (m, 1H,
H?), 4.14 (t, ] = 4.7 Hz, 1H, H’), 4.07 — 4.01 (m, 1H, H*), 3.94 (dq, ] = 4.9, 2.6 Hz, 1H, H’), 3.82
(dd, J = 12.4, 2.5 Hz, H®), 3.56 (d, ] = 12.1 Hz, 1H, H®), 0.89 (d, ] = 1.1 Hz, 18H, H™"5®% 0 16
—0.03 (m, 12H, H™PYSVey,

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 5 [ppm] = 157.0 (C), 154.6 (C'), 85.7 (C"), 83.7 (C%), 76.2 (C),
717 (C3), 607 (C6), 259 (6(:, CTBDMS-tBu), 182 (ZC, CTBDMS-tBu»quart.), _43 _ —48 (4(:’ CTBDMS—MC).

Re 0.54 (EtOAc/MeOH 98:2).
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1-((3R,4R,5R)-3 4-bis((tert-butyldimethylsilyl) oxy)-5-

(hydroxymethyl)tetrahvdrofuran-2-vl)urea (67)

0 0
NH NH
bMTe YN TFA, Et,SiH HO Rl
NH KQ/NH
\_/ DCM, rt, 3 h \_/
TBDMSO  OTBDMS TBDMSO  OTBDMS
54 67

5-DMT-protected urea-ribose 54 (3.62 g, 5.00 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in DCM (500 mL)
and TFA (3.29 mL, 50 mmol, 10 equiv.), followed by Et;SiH (7.99 mL, 50 mmol, 10 equiv.) was
added. The solution turned dark red and was stirred at room temperature until it turned coloutless
(45 min). Water was added and the aqueous phase was extracted using DCM. The combined
organic layers were dried over Na,SO, and the solvent was removed 77 vacuo. After purification
using flash chromatography (cHex/EtOAc 1:4) 5’-deprotected urea-ribose 67 (936 mg, 2.25 mmol,

45 %) was obtained as a white solid.

67
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CisHuN.OsSi," [M+H]": 421.2549; found: 421.2550.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 6.41 (d, ] = 10.1 Hz, 1H, H"), 5.65 (d, ] = 12.4 Hz, 2H,
H?), 5.15 (dd, ] = 10.1, 5.7 Hz, 1H, H%), 4.01 (dd, ] = 4.5, 3.3 Hz, 1H, HY), 3.83 (dd, ] = 5.7, 4.5
Hz, 1H, H’), 3.63 (q, ] = 4.2 Hz, 1H, H°), 3.42 — 3.32 (m, 3H, H"), 0.92 — 0.88 (m, 18H, H™P"S®x)
0.13 — 0.04 (m, 12H, HTBPMSMe).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 157.7 (C%), 84.2 (C), 83.1 (C°), 75.2 (C°), 72.4 (C*),
616 (C7>, 261 _ 257 (6C, CTBDMS»tBu)) 178 (ZC, CTBDMS»tBu-quart.), _45 _ 48 (4C, CTBDMS»MC).

R 0.21 (cHex/EtOAc 1:2).
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((2R.3R.4R)-3 4-bis((tert-butyldimethvlsilyl)oxy)-5-ureidotetrahydrofuran-2-

vl)methyl bis(2-cyanoethyl) phosphate (69)

CN jNH

J/ DN Q
\
NH; Po O8NH,
J\ NH 2) 120 NC~0" 4 o
S~ NH
ACN, rt, 18 h NC
H TBDMSO  OTBDMS TBDMSO ~ OTBDMS
CN
72 67 69

Urea-ribose 67 (50.0 mg, 119 umol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry ACN (1 mL) and tetrazole
(608 uL, 273 umol, 2.3 equiv.) and phosphoramidite 72 (74.2 mg, 273 umol, 2.3 equiv.) were
added. The reaction was stirred at r.t. over night. H.O, (37 %, 2 ml) was added and after

30 minutes the solvent was removed 7 vacuo. Purification using flash chromatography (DCM

100 % — DCM/MeOH 95:5) yielded compound 69 (30.2 mg, 49.9 umol, 42 %) as a white solid.

o}

\\

P-
NC-_"0" ! (@)

o) 5 02
NG *‘W””

[ Q |
Ssi-o’ 7 o-si”

A N

69

NH2

HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CosHusN4OsPSi," [M+H]": 607.2743; found: 607.2741.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 9.40 (s, 1H, H'), 6.12 (d, ] = 8.8 Hz, 1H, H?), 5.88 (s,
2H, HY), 5.17 (s, 1H, H*), 4.36 (d, ] = 12.3 Hz, 1H, H%), 4.26 — 4.14 (m, 4H, H%), 3.84 (dd, ] = 5.6,
2.5 Hz, 1H, H), 3.67 (t, ] = 10.8 Hz, 1H, H*), 351 (dd, ] = 10.5, 5.3 Hz, 1H, H*), 2.99 — 2.89 (m,
4H, H°), 0.92 (s, 9H, H™PMS 0 086 (s, 9F, FH™PMS®BY 016 (s, 3H, H™PNSYe) 0,12 (s, 3H, OV
Moy 0,08 (s, 3H, H™PMSNe) 0,07 (s, 3H, HPVSMe),

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): § [ppm] = 157.4 (C'%), 118.2 (C'), 77.3 (C%, 73.3 (C?), 72.1
(€3, 67.0 (C7), 62.8 (C%, 54.8 (C*), 26.0 — 25.8 (6C, C™*>®%) 119.1 (C%), 18.2 - 17.9 (2C, C"PPMNS P
quart.)’ 45_-573 (4(:, CTBDMS—Me).

YP{'H}- NMR (162 MHz, DMSO): & [ppm] = -2.13.
YP_NMR (162 MHz, DMSO): & [ppm] = -2.13 (dd, ] = 13.6, 5.8 Hz).

R¢ 0.45 (DCM/MeOH 95:5).
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6.3.2 Prebiotic Biuret Reactions

Equivalent Screening

~

o o \)'OHO -
HO OH
A

H>N ” NH; 80 °C,
1d-4d, HO
34

(@) NH
Oy -NH, N
o Oy NH
"< o + O NH
~Or Cy
HO" ™ “OH
HO OH 6H
B-a5 and B-B5 B-a6 and B-B6

Biuret (34, 10.3 mg, 100 umol, 1.00 equiv.) and the aldehydes glycolaldehyde (1.00 equiv. or

1.50 equiv. or 3.00 equiv.) and glyceraldehyde (1.00 equiv. or 1.50 equiv. or 3.00 equiv.) were

dissolved in ultrapure water (1.00 mL) and heated at 80 °C. An aliquot of the reaction (10 pL) (after

1 d and 4 d) was dissolved in 990 uL ultrapure water and the mixture was filtered and analysed via

UHPLC-QTOF-MS using method A (Table 1).

Table 1. Overview of the screening of aldehyde equivalents in the prebiotic reaction towards the biuret-nucleosides

after 1 d and 4 d.

Entry Equiv. GA:GlyA Time [d] Product Formation
1 1:1 1;4 yes
2 1.5:1.5 1;4 yes
3 1.5:3 1;4 yes
4 3:3 1;4 yes

GA = glycolaldehyde. GlyA = glyceraldehyde
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Solvent Screening

O
Os_NH,
0 HO/\.)J\H ON-NH, o
z (@)
R, e e
+
H,N H NH, 80 °C, WNH O._NH
1d-4d, solvent 1 HOW “OH
HO  ©OH Ci)H
34 B-a5 and B-B85 B-a6 and B-B6

Biuret (34, 10.3 mg, 100 umol, 1.00 equiv.) and the aldehydes glycolaldehyde (6.01 mg, 100 pmol,
1.00 equiv.) and glyceraldehyde (9.01 mg, 100 umol, 1.00 equiv.) were dissolved in a solvent
(1.00 mL) and heated at 80 °C. An aliquot of the reaction (10 uL) (after 1 d and 4 d) was dissolved
in 990 pL ultrapure water and the mixture was filtered and analysed iz« UHPLC-QTOF-MS using
method A (Table 2).

Table 2. Overview of the screening of different solvents in the prebiotic reaction towards the biuret-nucleosides after

1dand 4d.

Entry Solvent Time [d] Product Formation
1 99:1 MeOH:H,O 1;4 no
2 ACN 1;4 no
3 DMF 1;4 no
4 P.b.pH7 1;4 traces
5 P.b. pH 8 1;4 traces
6 P.b.pH 9 1;4 traces

P.b. = phosphate buffer.
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Concentration Screening

34

0]
Ho\) HO

O

OH HO

80 °C,
1d-4d, H,0

B-a5 and B-85

HO

(0]
NH
b

H

O «NH

HO“'Q'F’OH

OH

B-a6 and B-B6

Biuret (34, 10.3 mg, 100 umol, 1.00 equiv.) and the aldehydes glycolaldehyde (6.01 mg, 100 pmol,

1.00 equiv.) and glyceraldehyde (9.01 mg, 100 umol, 1.00 equiv.) were dissolved in water (see Table

3) and heated at 80 °C. An aliquot of the reaction (after 1 d and 4 d) was dissolved in ultrapure
water and the mixture was filtered and analysed »zz UHPLC-QTOF-MS using method A.

Table 3. Overview of the screening of concentrations in the prebiotic reaction towards the biuret-nucleosides after

1dand 4d
Entry Solvent; amount Concentration [M] Time [d] Product Formation
1 neat; 0 uL. - 1:4 no; no
2 water; 10 pL. paste reaction 1;4 traces, no
3 water; 2 mL 0.05 1;4 yes, yes
4 water; 1 mL 0.1 1;4 yes, yes
5 water; 0.5 mL 0.2 1;4 yes, yes
6 water; 0.25 mL 0.4 1;4 yes, yes
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Additive Screening

0 o O<_NH,
0 /\)J\ NH,
o o A o o O™
HO OH HO YNH
I o . © o
HzN m NH> 80 °C, additive KQM
1d-4d, Hy,0 — HO™ “OH
S H
HO (o) oH
34 B-a5 and B-85 B-a6 and B-B6

Biuret (34, 10.3 mg, 100 umol, 1.00 equiv.) and the aldehydes glycolaldehyde (6.01 mg, 100 pmol,
1.00 equiv.) and glyceraldehyde (9.01 mg, 100 umol, 1.00 equiv.) as well as the additive were
dissolved in water (1.00 mL) and heated at 80 °C. An aliquot of the reaction (10 uL) (after 1 d or

4 d) was dissolved in 990 pL ultrapure water and the mixture was filtered and analysed »iz UHPLC-
QTOF-MS using method A (Table 4).

Table 4. Overview of the screening of additives in the prebiotic reaction towatds the biuret-nucleosides at 80 °C after

1 dand/or 4 d.

Entry Solvent Time [d] Additive Product Formation
1 water 1;4 Borax no, no
2 water 1 Boric acid no
3 water 4 MgCl, yes
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pH-Value Screening

O

N

H,N

34

Biuret (34, 10.3 mg, 100 umol, 1.00 equiv.) and the aldehydes glycolaldehyde (6.01 mg, 100 pmol,
1.00 equiv.) and glyceraldehyde (9.01 mg, 100 pmol, 1.00 equiv.) were dissolved in ultrapure water
(1.00 mL), the pH was adjusted using 0.5 M or 2 M aqueous NaOH or 0.5 M or 2 M aqueous HCI,
and heated at 80 °C. An aliquot of the reaction (10 pL) (after 1 d and 4 d) was dissolved in 990 pl.
ultrapure water and the mixture was filtered and analysed iz« UHPLC-QTOF-MS using method A

(Table 5).

Table 5. Overview of the screening of pH-values in the prebiotic teaction at 80 °C towards the biuret-nucleosides

N
H

O

after 1 d and 4 d.

NH,

o}

~

O HO ™
HO\) (:)H

80 °C,
1d-4d, Hy,0

OxNH
W

HO NH

~r

HO  OH

B-a5 and B-85

OYNHQ

Os_NH

o] NH

HO“'@OH

OH

B-a6 and B-B6

Entry T [°C] pH-Value Time [d]  Product Formation
1 80 3 1;4 yes
2 80 5 1;4 yes
3 80 7 1;4 yes
4 80 9 1:4 yes
5 80 12 1:4 traces
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Temperature Screening

34

O+__NH,
OYNHZ
o O<__NH
HQ YNH + O .NH
~Or .
HOY > "OH
HO OH oH
B-a5 and B-B5 B-a6 and B-6

Biuret (34, 10.3 mg, 100 umol, 1.00 equiv.) and the aldehydes glycolaldehyde (6.01 mg, 100 pmol,

1.00 equiv.) and glyceraldehyde (9.01 mg, 100 pmol, 1.00 equiv.) were dissolved in ultrapure water
(1.00 mL) and heated. An aliquot of the reaction (10 uL) (after 1 d, 4 d, 9 d) was dissolved in 990 pL.

ultrapure water and the mixture was filtered and analysed i« UHPLC-QTOF-MS using method A

(Table 6).
Table 6. Overview of the screening of temperatures in the prebiotic reaction towards the biuret-nucleosides after 1 d,
4dand9d.
Entry T [°C] Time [d] Product Formation

1 60 1 no

2 60 4 yes

3 60 9 yes

4 70 1 traces

5 70 4 yes

6 70 9 yes

7 80 1 yes

8 80 4 yes

9 80 9 yes

10 95 1 yes

11 95 4 no
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6.3.3 Prebiotic Triuret Reactions

Os_NH,
o Os_NH
o /\)J\ Os_NH
P HO” Y H
j\ j’\ j\ Ho OH 0. NH
HN" O N° N NH, 60 - 100 °C, U
1d-4d, H0 HO™ ™~ "OH
OH
35 T-a6 and T-B6

Triuret (35, 14.6 mg, 100 umol, 1.00 equiv.) and the aldehydes glycolaldehyde (1.00 equiv. or
1.50 equiv. or 4.00 equiv.) and glyceraldehyde (1.00 equiv. or 1.50 equiv. or 4.00 equiv.) were
dissolved in ultrapure water (0.1 M or 0.025 M) and heated. An aliquot of the reaction (after 1 d,
3 d or 4 d) was dissolved in ultrapure water and the mixture was filtered and analysed v« UHPLC-

QTOF-MS using method C (Table 7).

Table 7. Overview of the screening for the prebiotic reaction towards the triuret-nucleosides.

Entry Equiv. GA:GIlyA T[°C] c[M] Time [d] Product Formation

1 1:1 80 0.1 1;4 no; no
2° 1:1 80 0.1 1;4 no; no
3 1.5:1.5 80 0.1 1;4 no; no
4 1.5:1.5 100 0.1 1;4 n0; NO
5 3:3 80 0.1 1;4 no; no
6 4:4 80 0.025 3 yes
7 4:4 70 0.025 3 yes
8 4:4 60 0.025 3 yes
9" 4:4 60 0.025 3 no

+ =pH 8. * = pH 9. GA = glycolaldehyde, GlyA = glyceraldehyde.
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6.3.4 Isomerisation

Biuret

Biuret-Furanoside Isomerisation Experiments at different Temperatures and pH-

values
OsNH;
OYNHZ ON-NH,
o o Os_NH
YNH YNH

o - o o + (0] NH
HO A\ 80°C,24h RO\ HOY " "OH

HO O HO  ©H :

OH

B-a5 or B-B5 B-a5 and B-B5 B-a6 and B-B6

The biuret-furanoside (B-a5 or B-$5) was dissolved in ultrapure water (1.0 mL), pH value was
adjusted beforehand (pH = 5, 7 or 9), and heated at the corresponding temperature (20 °C, 50 °C
or 80 °C). The reaction was analysed using the UHPLC-QTOF-MS (method C) and after
immediate injection it was further heated at the corresponding temperature. This procedure was

performed after two hours, five hours and 24 hours of reaction time.
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Isomerisation studies on all Biuret-nucleosides

Os_NH, o o Oy NH2
NH NH
O« NH o Y o Y O« NH
YNH NH
O.__NH 0 o + 0. ,.NH
NH H.0 NH
or - 80°C,5h -
HO™ " "OH HO  OH HO  OH HO™ " "OH
OH OH
sS4 s3 s3 sS4
B-a6 or B-B6 B-a5 or B-f5 B-a5 and B-B5 B-a6 and B-$6

The biuret-nucleoside (B-a5, B-85, B-a5 or B-85) was dissolved in ultrapure water (1.0 mL), pH
value was adjusted beforehand to pH 7, and analysed using the UHPLC-QTOF-MS (method B).
Directly after injection the reaction was heated at the 80 °C. For the next two hours the reaction
was analysed every 10 minutes and immediately after injection heated again at 80 °C. After two
hours the measurements were performed every 30 minutes until a total reaction time of five hours

was reached.
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Triuret

Triuret-Nucleosides Isomerisation Studies

O NH, OYNHZ
o OYNHz O>,NH2

Y O>,NH O\\I/NH

OYNH o o O<__NH

NH NH
O._NH o A _ o + 0_NH
NH H,0 NH
L or HO/\Q/ 60 °C, 160 min HOAQM L

HO™ " TOH HO  OH HO  OH HO™ " TOH

OH OH

S7 S6 S6 S7
T-a6 or T-B6 T-a5 or T-85 T-a5 and T-B5 T-a6 and T-B6

The triuret-nucleoside (T-B5, T-a5, T-f6 or T-a6) was dissolved in ultrapure water (1 mL, pH 7),
and analysed using the UHPLC-QTOF-MS (method C). Immediately after injection the reaction
was heated at the 60 °C. For the next 160 minutes the reaction was analysed every 20 minutes and

directly after injection heated again at 60 °C.
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6.4 tRNA-Nucleosides and Biomimetic Estermigration

6.4.1 Synthetic Procedures and Characterisation of Isolated
Compounds

(2R, 35 4R,5K)-2-(hydroxymethyl)-5-(9H-purin-9-yl)tetrahydrofuran-3.4-diol (2f)

AcO =
¢ 0 N/_ \ NH3 O N

. o~
AcO  ©OAc 7

MeOH, 0 °C, 18 h

184f 2f

Deacetylation was conducted similatly to the synthesis described by SHI e a/**"

Ac-Nebularine 184f (3.99 g, 10.6 mmol, 1.00 equiv.) was suspended in NH;/methanol (105 mL,
7 M) and stored at 0 °C overnight. The solvent was removed 7 vacno. After washing with EtOH
and recrystallization (EtOH), nebularine 2f was obtained as an off-white solid (3.54 g, 8.59 mmol,
81 %).

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CioHisN,O4" [M+H]": 253.0931; found: 253.0929.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 9.21 (s, 1H, H"), 8.97 (s, 1H, H?), 8.87 (s, 1H, H?, 6.06
(d, ] = 5.7 Hz, 1H, H%, 5.56 (d, ] = 6.0 Hz, 1H, H%), 5.27 (d, ] = 5.0 Hz, 1H, H°), 5.11 (¢, ] =
5.5 Hz, 1H, H), 4.64 (q, ] = 5.5 Hz, 1H, H*), 4.19 (q, ] = 4.7 Hz, 1H, H?), 3.98 (q, ] = 3.9 Hz, 1H,
H', 3.69 (dt, ] = 12.0, 4.4 Hz, 1H, H'), 3.58 (ddd, ] = 12.0, 5.9, 4.0 Hz, 1H, H'™).

BC{'H}-NMR (100 MHz, DMSO): & [ppm] = 152.2 (C?), 151.0 (C'?), 148.3 (C'), 145.5 (C?), 134.2
(C™), 87.5 (C*), 85.7 (C', 73.7 (C*), 70.3 (C°), 61.3 (C").
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(2R, 3RA45,5R)-2-(6-(dimethylamino)-9 H-purin-9-yl)-5-

(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3,4-diol (2g)
HO =N =N
= = \
N AN
\\Q‘ | DMF, 0°C —rt, 18 h HO/\q |

185 2g

The synthesis was conducted similarly as presented by HERBERT e a/. **

6-Chloropurine riboside (185) (2.87 g, 10.0 mmol, 1.00 equiv.) and dimethylamine hydrochloride
(1.06 mg, 13.0 mmol, 5.00 equiv.) were suspended in DMF and stirred for 30 min at 0 °C. After
addition of Net; (2.20 mL, 15.8 mmol, 6.00 equiv.), the solution was stirred for 2 h at 0 °C and
overnight at room temperature. The suspension was filtered and washed with ice-cold DMF
(50 mL), the solvent was removed 77 vacuo resulting in a yellow solid. After purification by washing
in acetone (80 mL) and recrystallizing in EtOH, 2g was obtained as a white solid (2.01 g,
6.80 mmol, 68 %).

29
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C1oHisNsO4" [M+H]": 296.1353; found 296.1351.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm] = 8.37 (s, 1H, HY), 8.21 (s, 1H, F?), 5.90 (d, ] = 6.0 Hz,
1H, H?), 5.46 (d, ] = 6.2 Hz, 1H, H*, 5.38 (dd, | = 7.0, 4.6 Hz, 1H, H?, 5.20 (d, ] = 4.8 Hz, 1H,
HY), 457 (td, ] = 6.1, 4.9 Hz, 1H, H'), 4.14 (td, | = 4.8, 3.2 Hz, 1H, H%, 3.95 (q, ] = 3.5 Hz, 1H,
H°), 3.75 — 3.62 (m, 1H, H'™), 3.55 (ddd, ] = 12.1, 7.0, 3.6 Hz, 1H, H'"™), 3.43 (d, J = 43.5 Hz, 5H,
H".

BC{'H}-NMR (100 MHz, CDCl): 5 [ppm] = 154.3 (C'?), 151.7 (C?), 149.9 (C"), 138.6 (C"), 119.8
(C™), 87.8 (C?), 85.8 (C%), 73.5 (C7), 70.6 (C?), 61.6 (C').
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2-(6-amino-9 H-purin-9-yl)acetaldehyde hydrochloride (85a) as HCI salt

NH,
NNy NH,
< J NN
NN HCl(aq) <
Kf 80°C,5h NN
O\/ , S
o ) HCI
> o]
110a 85a

Compound 110a (408 mg, 1.62 mmol) was suspended in aqueous HCI (1 M, 2 mL) and the mixture
was heated to 90 °C for 1 h until TLC analysis indicated full conversion of the starting material.
All volatiles were removed under diminished pressure and the deprotected aldehyde 85a (340 mg,

1.59 mmol, 98 %) as the hydrochloride salt was obtained as an off-white solid.

NH,
N 7 5\N

74
)

6 °N
3
/ 1
O
85a
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C;HsNsO™ [M+H]": 178.0723; found: 178.0720.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 9.69 (s, 1H, H"), 8.54 (s, 1H, H?), 8.43 (s, 1H, H, 5.40
(s, 2H, H*).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 195.9 (C"), 150.2 (C%), 148.7 (C°), 144.8 (C*), 144.7
(€, 117.7 (C7), 53.0 (C).
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2-(6-Amino-9H-purin-9-yl)acetaldehyde (85a) vz Ozonolysis

NH, NH,
N B
N N BN
< N
ok %
N N/) <N |N/)
DCM
> -78°C, 2 h %
R' R2 0
115a 85a

115a (350.4 mg, 2.00 mmol) was dissolved in dry DCM (10 mL). The solution was cooled to -78 °C
and dried oxygen (passed through columns of both orange gel and P4O10) was bubbled through to
avoid formation of NOyduring ozonolysis. Then ozone (generated from the same oxygen stream)
was bubbled through until the solution turned blue (2 h). The ozone generator was turned off and
first oxygen, then nitrogen was bubbled through to remove any excess ozone. Once the solution
lost all blue colour, DMS (100 pl./mmol olefin) was added to the solution and the mixture was
stirred for another 1 h while warming to room temperature. All volatiles were removed zz vacno to

obtain the respective aldehyde 85a (308.3 mg, 1.74 mmol, 87 %) as a light yellow oil.

NH,
N \N
7
3<NfN/)2
)

/ 1

O

85a
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for C;:HsNsO™ [M+H]": 178.0723; found:.178.0720.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 9.69 (s, 1H, H"), 8.54 (s, 1H, H?), 8.43 (s, 1H, H?, 5.40
(s, 2H, H*.

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 195.9 (C"), 150.2 (C%), 148.7 (C"), 144.8 (C?), 144.7
(€, 117.7 (C), 53.0 (C*).
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(2R,3R,45,5R)-2-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl)-L-
alanine (102a)

=N
0 N/_ NH, o, [N
z N NH,
HO \ 7
HO \
ST NN NaOH - VN
HO NH - 5 O THL
% 60°C, 18 h
o o
\tBu HO
155a 102a

NaOH (0.50 M, 2.00 mL) was added to ester 155a (78.9 mg, 200 umol) and the reaction mixture
was stirred at 55 °C overnight. The resulting solution was brought to pH 6 with acidic ion exchange
resin (Dowex Marathon™ C hydrogen form) and after filtration it was washed with EtOAc
(3 X 5.00 mL) in order to remove remaining reactant. The aqueous phase was concentrated by
freeze-drying and substituted adenosine 102a (45.4 mg, 134 umol, 67 %) was obtained as a

coloutless solid.

102a
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CisHioNOs" [M+H]": 339.1411; found: 339.1414.

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.22 (s, 1H, H"), 8.1 (s, 1H, H?), 6.25 (d, ] = 7.7 Hz, 1H,
H’), 4.63 — 4.53 (m, 2H, H*), 4.28 — 4.22 (m, 1H, H°), 3.70 (d, ] = 3.2 Hz, 2H, H"), 3.55 (q, ] = 7.1
Hz, 1H, H?), 1.28 (d, ] = 7.2 Hz, 3H, H).

BC{'H}-NMR (101 MHz, D,0): & [ppm] = 175.0 (C'%), 155.6 (C'"), 152.6 (C?), 148.7 (C'?), 140.7
(€Y, 119.1 (C"), 87.7 (C%), 84.9 (C?), 69.1 (CY), 61.4 (C7), 60.2 (C?), 57.2 (C), 16.2 (C).
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(2R,3545,5K)-2-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-

(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl)-D-alanine (103a)
((2R.35.45 5R)-2-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-

(hydroxymethvltetrahvdrofuran-3-vl)-L-alanine (104a)

—N
0 = NH /:N
N~ 2 O N NH
o I o o
S N~ NaOH(aq_) R N
HO  NH N HOO M NS
# 50°C, 18 h
0 0
N HO
162a = p-Ala 103a = p-Ala
163a = L-Ala 104a = L-Ala

162a or 163a (8.0 mg) was dissolved in an aqueous NaOH-solution (0.5 M, 2.0 mL) and was stirred
overnight at 50 °C. The solution was cooled to room temperature and an ion exchange resin
(Dowex Marathon™ C hydrogen form) was added until pH = 7. The suspension was filtered and
the solvent was removed using lyophilisation and the crude products 103a or 104a were directly

used for UHPLC-QTOF-MS measurements.

HR-MS (ESI): 72/ calculated for Ci3HoNOs"™ [M+H]": 339.1411; found: 339.1412.
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(2R,35.4R,5K)-4-amino-5-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2-

(hydroxymethyl)tetrahvdrofuran-3-ol (105a)

—N
0 N/_ NH; . /=N
iPr. ,0/\@’ 2 HF-Pyridin 0N NH,
R NQb/N HO/A\Y;;7‘ //\
_0  NHy

iPr/Séi THF N
e N P N~
iPr/S\' 0°C —rt, 18h HO  NH,
iPr
158a 105a

TIPDS-Amine 158a (100 mg, 196 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in THF (1.0 mL) and the
solution was cooled to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 46.0 uL, 1.77 mmol, 9.0 equiv.) was added. The
reaction was allowed to warm to room temperature and was stirred overnight. Excess fluoride was
quenched #a addition of TMS-OMe (1.0 mL) and further stirring for 30 min. The solvent was

removed 7 vacno and 105a (37 mg, 140 umol, 71 %) was obtained as a white solid.

105a
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CioHisN¢O3" [M+H]": 267.1200; found: 267.1196.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.30 (s, 1H, H"), 8.13 (s, 1H, H?), 7.37 (s, 2H, H, 5.80
(d, J = 7.9 Hz, 1H, H*, 5.52 (s, 2H, H%), 4.14 (dd, ] = 5.3, 1.7 Hz, 1H, H°), 4.08 (dd, ] = 8.0, 5.2
Hz, 1H, H7), 4.00 (td, ] = 3.8, 1.5 Hz, 1H, H*), 3.65 (dd, | = 12.0, 4.1 Hz, 1H, H™), 3.63 — 3.50 (m,
1H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 156.2 (C'%), 152.3 (C?), 149.2 (C'Y), 140.3 (C),
119.5 (C'), 88.1 (C*, 87.0 (C*), 71.3 (C°), 62.0 (C*), 56.6 (C7).
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(2R,35.45,5R)-4-amino-5-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-2-

(hvdroxymethvyl)tetrahvdrofuran-3-ol (106a)

=N
0 N/_ NH; . /=N
iPr{ ,O z i HF-Pyridin O __N NH,
ipr—Si ) NN HOAq 7
3 >~
O.qiO  NH THF
Si 0°C —rt, 18h HO

iPr’ ipy
165a 106a

TIPDS-Amine 165a (35 mg, 69 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in THF (1.0 mL) and the solution
was cooled to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 16.0 uL,, 619 umol, 9.0 equiv.) was added. The reaction
was allowed to warm to room temperature and was stirred overnight. Excess fluoride was quenched
via addition of TMS-OMe (1.0 mL) and further stirring for 30 min. The solvent was removed 7z
vacno and after purification using flash column chromatography (H-O/ACN 95:5 — ACN 100 %)
106a (12 mg, 46 umol, 67 %) was obtained as a white solid.

1

F:N

8 _OuN M2 NH,
HO/\7<—Z: 2 o
) N
5Ho‘6 NHZN\Z/

106a
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CioHisNOs" [M+H]": 267.1200; found: 267.1197.

'H-NMR (600 MHz, DMSO): § [ppm] = 8.28 (s, 1H, H"), 8.11 (s, 1H, H?), 7.22 (s, 2H, H?, 6.20
(d, J = 6.3 Hz, 1H, HY), 5.43 (d, ] = 4.8 Hz, 1H, H%), 4.08 (td, ] = 6.5, 3.4 Hz, 1H, H°), 3.75 — 3.72
(m, 1H, H"), 3.70 (d, ] = 2.8 Hz, 1H, H*), 3.61 (dd, ] = 11.9, 3.9 Hz, 1H, H™), 3.51 (t, ] = 6.6 Hz,
1H, H).

BC{'H}-NMR (151 MHz, DMSO): & [ppm] = 156.0 (C'%), 152.3 (C?), 149.4 (C'Y), 140.1 (C"),
118.6 (C'?), 84.5 (C*), 84.1 (C), 74.9 (C°), 60.5 (C?), 60.4 (CY).
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9-(2,2-Diethoxyethyl)-9 H-purin-6-amine (110a):

NH,
N B
N
NH L /
" 2 o K,CO3 < | )
SN +
< f\/) /\o)\/Bf DMF S/
NTON 90 °C, 24 h o
1a 109 110a

Adenine (1a, 405.4 mg, 3.00 mmol, 1.0 equiv.) and K>,CO; (829.2 mg, 6.00 mmol, 2.0 equiv.) were
suspended in dry DMF (5 mL). Bromoacetaldehyde diethyl acetate (109, 580 pL, 4.50 mmol,
1.5 equiv.) was added and the mixture was heated to 90 °C. After 24 h TLC analysis indicated full
conversion. The solids were removed by hot filtration and the filter cake was washed with DCM.
Volatiles were removed under reduced pressure and the crude residue was dried extensively under
high vacuum. Said residue was putified by flash column chromatography (DCM — DCM/MeOH
95:5) and 110a (557.9 mg, 2.22 mmol, 74 %) was obtained as a white solid.

¢ f)

O s
O 5

110a
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CiiHisNsO," [M+H]": 252.1455; found: 252.1458.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.14 (s, 1H, HY), 8.05 (s, 1H, H?), 7.21 (s, 2H, H"?),
484 (t, ] = 5.5 Hz, 1H, H), 421 (d, ] = 5.4 Hz, 1H, H*), 3.64 (dq, ] = 9.7, 7.0 Hz, 2H, H*), 3.42
(dq, J = 9.7, 7.1 Hz, 2H, H™), 1.02 (t, ] = 7.0 Hz, 6H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): § [ppm] = 155.9 (C7), 152.5 (C?), 149.7 (C%), 141.3 (C), 118.4
(C%), 99.4 (C?), 62.2 (C°), 45.2 (C*), 15.1 (C°).

R 0.30 (DCM/MeOH 95:5).
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9-(3-Methylbut-2-en-1-y)-9 H-purin-6-amine (114a),

9-Allyl-9H-purin-6-amine (115a),

9-Cinnamyl-9H-purin-6-amine (116a)

NH, NH2
R' K,CO4 SN
N + Br B — e </ |
/ —
¢ W /\/<R2 DMF N N/)
g N rt, 18 h >
/
1
R R2
1a 111, R", R?= Me 114a,R", R? = Me
112,R", R?=H 115a,R', R?=H
113,R"=Ph,R2=H 116a,R'=Ph,R%2=H

Adenine (1.10 g, 8.14 mmol, 1.0 equiv.) and KxCOs (1.35 g, 9.77 mmol, 1.2 equiv.) were suspended
in dry DMF (10 mL). Bromide 111, 112 or 113 (0.90 equiv.) was added and the mixture was stirred
at r.t. overnight. After TLLC analysis indicated full conversion the slightly yellow suspension was
diluted with EtOAc and washed with water (3 X). The aqueous phase was reextracted with EtOAc
and iPrOH/CHCI; (1:3). The combined organic phases were then washed with sat. aqueous LiCl
and NaCl solutions and dried over Na,SO.. All volatiles were removed 7z vacno and the residue was

purified by flash column chromatography to receive 114a, 115a or 116a as beige solids.

9-(3-Methylbut-2-en-1-yl)-9 H-purin-6-amine (114a):

Yield: 339 mg, 2.69 mmol, 22 %.
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CioHuNs" [M+H]": 204.1244; found: 204.1240.

'H-NMR (400 MHz, CDCL):  [ppm| = 8.37 (s, 1H, H"), 7.79 (s, 1H, H?), 5.90 (s, 2H, H), 5.44
(dddd, ] = 7.2, 5.7, 2.9, 1.5 Hz, 1H, H*), 4.76 (d, ] = 7.2 Hz, 2H, H%, 1.81 (s, 3H, H*7), 1.80 (s, 3H,
Y.
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BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 5 [ppm] = 155.4 (C%), 152.8 (C"), 150.1 (C?), 140.3 (C?), 139.4
(C'), 119.8 (C'), 117.8 (C*), 41.4 (C%), 25.8 (C*7), 18.3 (C*/7).

R 0.70 (EtOAc/MeOH 95:5).

9-Allyl-9 H-purin-6-amine (115a):

Yield: 402 mg, 4.97 mmol, 61 %.
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CsHioNs" [M+H]":176.0931; found: 176.0930.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § [ppm] = 8.13 (s, 1H, H"), 8.11 (s, 1H, H?), 7.23 (s, 2H, H?), 6.06
(ddt, ] = 17.2,10.6, 5.4 Hz, 1H, H*, 5.18 (dd, J = 10.3, 1.5 Hz, 1H, H™), 5.02 (dd, ] = 17.1, 1.6 Hz,
1H, H®), 4.78 (dt, ] = 5.6, 1.7 Hz, 2H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): § [ppm] = 156.0 (C7), 152.5 (C"), 149.4 (C%), 140.7 (C?), 133.5
(CY, 118.6 (C%), 117.4 (C°), 44.9 (C°).

R 0.45 (EtOAc/MeOH 9:1).

9-Cinnamyl-9H-purin-6-amine (116a):

Yield: 264 mg, 1.06 mmol, 13 %.
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'H-NMR (400 MHz, CDCL): 5 [ppm] = 8.40 (s, 1H, H'), 7.87 (s, 1H, H?), 7.40 — 7.26 (m, H"™),
6.62 (dt, ] = 15.8, 1.5 Hz, 1H, H?), 6.38 (dt, ] = 15.8, 6.3 Hz, 1H, H*), 5.63 (s, 2H, H%), 4.98 (dd, |
= 6.4, 1.5 Hz, 2H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 3 [ppm] = 155.5 (C), 153.3 (C"), 150.1 (C%), 140.4 (C?), 135.7
(CP) 134.6 (C?), 128.9 (2C, C™), 128.5 (C™), 126.8 (2C, C™), 122.7 (CY), 119.8 (C%), 45.6 (C°).

R 0.31 (BtOAC).
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(2R,3RAR,5R)-2-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-

(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl L.-alaninate (117a)
(2R,3R,4R,5R)-2-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-

(hvdroxymethvyl)tetrahyvdrofuran-3-yl L-alaninate (118a)

/:N

=N |
iPr, 0 N/_ NHy; O.__N NH
HO- Slo HFPynwne O/~\<;;7‘ //\ ! HO/~\<;;7‘ //\
\: "/ N Q/ N : \‘. "/ N Q/ N
iPr’ Pr- e i HO 0 5 O ©OH
iPr O’Q/ 0°C—rt, 18h | o< _ ! ;2=0

HN  -HCI E HoN 1 NH,

182a 117a 17 :83 118a

Compound 182a (52.3 mg, 0.082 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (2 mL) and the
solution was cooled to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 22.0 uL, 0.823 mmol, 10.0 equiv.) was added
dropwise and the mixture was stirred for 18 h. Excess fluoride was quenched by adding TMS-OMe
(2 mL) and stirring for an additional 30 min. All volatiles were removed 7 vacno and the residue
was purified by flash column chromatography (EtOAc 100 % —EtOAc/MeOH 50:50). A mixture
of regioisomers 117a and 118a (26.6 mg, 0.079 umol, 96 %, sum of the two regioisomers) were

obtained as a white solid.
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for Ci3HioNOs" [M+H]": 339.1411; found: 339.1412.

R¢: 0.11 (No separation between isomers observed; EtOAc/MeOH 70:30).

2’-Isomer 117a:

2N

9804,\,/_ 4 NH,
HO/~\K;_;Z‘ B 12

S > Na_N
HO® o

O¢Q/ ’
10

I8
H,N
1

117a

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.67 (s, 3H, H'), 8.60 (s, 1H, F?), 8.38 (s, 1H, H?), 6.27
(d, J = 4.5 Hz, 1H, HY, 5.70 (¢t, ] = 4.9 Hz, 1H, 1), 4.53 (t, ] = 5.1 Hz, 1H, H%, 4.19 (¢, ] = 6.2
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Hz, 1H, HY), 4.07 (dt, ] = 5.1, 3.5 Hz, 1H, H%, 3.79 — 3.56 (m, 2H, 1), 1.45 (d, ] = 7.2 Hz, 3H,
H).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 168.9 (C'"), 153.0 (C'2), 148.9 (C"), 148.4 (C?),
141.0 (C?), 119.0 (C'), 85.6 (C¥), 85.5 (C*), 76.7 (C), 68.5 (C°), 61.1 (C?), 47.9 (C7), 15.8 (C").

3’-Isomer 118a:

2=N
%7 0. NF_ 14 NH,
HOAQ: N
S5 N=_N
0° oH Y
1 0
10 m—(f

NH,
1

118a

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.77 — 8.71 (m, 3H, HY), 8.62 (s, 1H, H?), 8.40 (s, 1H,
1), 6.08 (d, ] = 7.0 Hz, 1H, HY, 5.39 (dd, ] = 5.2, 2.2 Hz, 1H, H%, 4.90 (dd, ] = 7.0, 5.2 Hz, 1H,
HY), 4.23 (dd, ] = 3.9, 2.3 Hz, 1H, H"), 4.19 (t, ] = 6.2 Hz, 1H, H?), 3.79 — 3.56 (m, 2H, H°), 1.51
(d, J = 7.2 Hz, 3H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 168.9 (C'"), 153.0 (C'2), 148.9 (C"), 148.4 (C?),
141.0 (C?), 119.0 (C*), 86.9 (CY), 83.2 (CT), 74.9 (C?), 72.6 (C°), 61.1 (C?), 47.9 (C¥), 15.8 (C').
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(2R,3RAR,5R)-2-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-

(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl L.-alaninate (117a)
(2R,3R,4R,5R)-2-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-

(hvdroxymethvyl)tetrahyvdrofuran-3-yl L-alaninate (118a)

(2R,3R4R,5R)-2-(6-amino-9 H-putin-9-yl)-4-((3-hydroxy-1,1,3,3-

tetraisopropyldisiloxaneyl) oxy)-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl 1.-alaninate

hvdrochloride (182a)

/=N 3 i i
i Oy <N NH; HoN HCI L NH,HCI .
ipr, O 4 \ 2 )
g | HCI — TTTTrrTTTTTTmmomTTTTTeeYt
o s o NN ———— 117a 58:42  118a
8T 1,4-Dioxane
iPr Ypr oélﬁ,o\ rt, 18 h

iPr=7
iPr o;«/
H,N -HCI

182a - Proposed Structure

Compound 168a (210 mg, 308 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in 1,4-dioxane (6 mL). HClin 1,4-
dioxane (4 M, 2.00 mL) was added and the mixture was stirred for 18 h. After TLC analysis
indicated full conversion, all volatiles were removed under reduced pressure and the residue was
purified 2z flash column chromatography (EtOAc 100 % — EtOAc/MeOH 1:1). Fully
deprotected compounds 117a and 118a (7.3 mg, 18.5 umol, 6 %) were obtained as a mixture of
regioisomers. Furthermore, a Boc-deprotected alanine-adenosine 182a with a partially hydrolysed

silyl ether also could be isolated (91.9 mg, 145 umol, 47 %).
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2’-Isomer 117a:

Z—N
9

8 0] 4 N/_ 14 NH2
Ho/“K;_]f‘ BY 2
5 N

S > N~
HO® o Y

11 3
Oﬂ/ 10
H,N -HCI
)

117a
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CisH1oNsOs" [M+H]": 339.1411; found: 339.1412.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § [ppm] = 8.75 (s, 2H, H'"), 8.69 (s, 1H, H?), 8.49 (s, 1H, H?), 6.29
(d, ] = 4.3 Hz, 1H, HY, 5.68 (t, ] = 4.7 Hz, 1H, ), 4.53 (t, ] = 5.2 Hz, 1H, H%), 4.20 (m, 1H, H),
4.10 — 4.04 (m, 1H, H%, 3.80 — 3.57 (m, 2H, H%), 1.45 (d, J = 7.2 Hz, 3H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 168.9 (C'"), 151.6 (C"?), 148.2 (C"), 146.9 (C?),
141.7 (C?), 118.8 (C*), 85.5 (2C, C**), 76.9 (C%), 68.4 (C°), 60.4 (C%), 47.9 (C7), 15.7 (C').

R 0.11 (EtOAc/MeOH 70:30).

3’-Isomer 118a:

1

9

7. 0.4 N/_ 4 NH,
S5 N=_N
0° oH Y

3
1 (o)
10 s

NH, -HCI
2

118a
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for Ci3HisNOs™ [M+H]": 339.1411; found: 339.1412.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § [ppm] = 8.71 (s, 1H, H"), 8.68 (s, 2H, H?), 8.50 (s, 1H, H?, 6.10
(d, ] = 6.9 Hz, 1H, H*, 5.39 (dd, ] = 5.2, 2.3 Hz, 1H, H?), 4.88 (dd, ] = 6.9, 5.2 Hz, 1H, H°), 4.25
(q,] = 3.5 Hz, 1H, H"), 4.11 (d, ] = 8.5 Hz, 1H, H*), 3.80 — 3.57 (m, 2H, H%), 1.51 (d, ] = 7.2 Hz,
3H, HY).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 168.9 (C'), 151.7 (C"?), 148.7 (C"), 146.7 (C),
141.5 (CY), 118.7 (C"), 86.8 (C*), 83.2 (C?), 74.7 (C?), 72.8 (C°), 61.0 (C°), 48.1 (C¥), 15.8 (C').

R 0.11 (EtOAc/MeOH 70:30).
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Partially hydrolysed product 182a:

HO !

=N
iPr QQGLN%NHZ
\
—Qi_ 13 \ 12
HO /S| O\ /5 N

P siig’® o Ny

|PnP1 » 3
iPr
o=

H,N HCI
2

182a
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for Cs0HssNeOoSiz™ [M+H]™: 699.3564; found: 699.3568.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.66 (s, 1H, H'), 8.63 (d, ] = 5.4 Hz, 3H, H?), 8.45 (d,
J=1.3 Hz, 1H, H%, 6.30 (d, ] = 4.6 Hz, 1H, H*, 5.79 (t, ] = 4.6 Hz, 1H, ), 4.88 (t, ] = 4.6 Hz,
1H, HY, 4.23 (q, | = 3.4 Hz, 1H, H"), 4.08 (m, 1H, H%, 3.81 (dd, ] = 12.5, 2.8 Hz, 1H, H™), 3.67
(dd, J = 12.3, 3.4 Hz, 1H, H"), 1.47 (dd, ] = 17.6, 7.2 Hz, 4H, H"), 1.10 — 0.88 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 169.4 (C'"), 151.9 (C), 148.2 (C"), 147.9 (C?),
141.4 (C?), 118.8 (C'), 85.8 (C), 85.6 (C*), 76.6 (C?), 69.9 (C°), 60.2 (C?), 47.8 (C), 17.3 — 17.0 (8C,
CPH3) 16,1 (C'), 13.1 - 12.6 (C4, CPH,

R 0.37 (EtOAc/MeOH 70:30).
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Silyl Reagent Screening 117a, 118a, 119a, 182a

o N/=N NH, HoN HCI
I:DF:_:SI;O/\Q, \K\\E Reagent 182a - Proposed Structure
© Si/CS (% = I
o\ \ Conditions N
iPripr o%\‘ 0 N/= NH,
168a HO o 7%
o={_
H,N -HCI
117a
Reagent!! Solvent Equiv. T [°C] t [h]
NH; in
CsF (s) 500 65 18
MeOH (7 M)
HCl (4 M in
1,4-Dioxane 25.0 r.t. 18
Et,0)
3HF-NEt; THF 25.0 0—rt. 18
HF-Pyridine
THF 20.0 0—rt. 18
(70 wt.% HF)
NaF (s) THF 250  rt.—66 48
NILF (s) THF 250 66 24
TASF (s) ® THF 600  0—rt 18
TBAF (1 M, in
THF 1.20 0 0.2
THE)"
TBAF-H2O (s) THF 3.00 0 0.2
[1] All experiments were performed according to modified literature

i 0) NH
IPI’\ kQAN\z\( 2
HO-Si-o / |

/ \ . .
iPr -0 1
ipr-$0 0

HO /::N

iPr ()::<\¥,,,

NH
Boc
119a
=N
o N/_ NH,
o Y
o NN
(0] OH
O
NH, -HCI
118a
Yield [%]
Decomposition

3.5 117a; 2.5 118a;
47 182a

82119a

85119a

No Conversion
No Conversion

Decomposition

Decomposition

Decomposition

procedures; [2] TASF =

Tris(dimethylamino)sulfonium difluorotrimethylsilicate; [3] TBAF = Tetrabutylammonium fluoride.
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Compound 168a (68.3 mg, 0.10 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in a solvent listed in the table
above (0.5 mL). A reagent for deprotection (view table for stoichiometry) was added at a suitable
temperatute (0 °C or r.t.) and reaction progress was monitored by TLC and/or HRMS. When no
conversion was observed within 24 h the temperature was increased. The reaction was stopped
either after full consumption of the starting material or upon full conversion according to MS
analysis. Excess fluoride was quenched with TMS-OMe (0.2 mL) and after 30 min all volatiles were
removed 7 vacuo. Purification via flash column chromatography yielded 119a, 117a, 118a or 182a in

the yields given in the table above.

For analytical data of the products obtained by successful reactions with HCI or HF-pyridine view

the respective pages of the mentioned compounds.
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(2R,3RAR,5R)-2-(4-amino-2-oxopyrimidin-1(2H)-yl)-4-hydroxy-5-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl L.-alaninate hydrochloride (117¢)

(hyvdroxymethvl)tetrahvdrofuran-3-vl L-alaninate hvdrochloride (118c¢)

NH, =\_-NH, =\ -NH,

-~ |
iPr _ > s . 0 + s 2.0
S' ©

) 1,4-Dioxane HO P ° 0
i 0 0 ,):
iPr” ipr :§/NH rt,18h £$—NH2 -HCI H,N—, -HCI
Boc ke

117¢c 118¢c

168c

Compound 168c (197 mg, 300 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in 1,4-dioxane (6 mL). HCl in 1,4-
dioxane (4 M, 2.00 mL) was added and the mixture was stirred for 18 h. After TLC analysis
indicated full conversion, all volatiles were removed under reduced pressure and the residue was
putified 2z flash column chromatography (EtOAc 100 % — EtOAc/MeOH 1:1). Fully
deprotected compounds 117¢ and 118c (40:60; 88.1 mg, 252 umol, 84 %) were obtained as a

mixture of regioisomers.
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C1oHioN4Og"™ [M+H]": 315.1299; found: 315.1297.
R¢: 0.05 (No sepatration between isomers observed; EtOAc/MeOH 70:30).

2’-Isomer 117c:

2
1mLNH2

O 10
NH, -HCI
6

9
117c

'H-NMR (400 MHz, DMSO): 8 [ppm] = 8.28 (d, ] = 7.7 Hz, 1H, HY), 6.14 (dd, ] = 7.7, 2.3 Hz,
1H, H?), 5.89 (d, ] = 1.7 Hz, 1H, H?), 5.39 (dd, ] = 5.0, 2.7 Hz, 1H, H"), 4.25 (q, ] = 5.5 Hz, 1H,
), 4.21 — 4.09 (m, 1H, H%), 4.07 — 3.93 (m, 1H, H"), 3.78 (dd, | = 12.5, 2.5 Hz, 1H, H*), 3.72 —
3.56 (m, 1H, H®), 1.46 (dd, ] = 7.1, 3.5 Hz, 3H, H).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 168.8 (C'), 160.7 (C'Y), 148.2 (C'?), 143.8 (C),
94.0 (C?), 87.5 (C?), 84.5 (C7), 76.9 (C*), 67.1 (C?), 59.8 (C%), 48.6 (C"), 16.1 (C).
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3’-Isomer 118c:

°  118c
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C1oHioN4Os™ [M+H]™: 315.1299; found: 315.1297.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § [ppm] = 8.21 (d, ] = 7.7 Hz, 1H, H'), 6.21 (dd, ] = 7.7, 2.1 Hz,
1H, H?), 5.88 (d, ] = 1.4 Hz, 1H, H%, 5.20 (dd, ] = 5.2, 3.4 Hz, 1H, H*), 4.34 (q, ] = 5.1 Hz, 1H,
1), 4.21 — 4.09 (m, 2H, H%"), 3.72 — 3.56 (m, 2H, H*), 1.46 (dd, ] = 7.1, 3.5 Hz, 3H, H).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): § [ppm] = 169.0 (C'%), 160.5 (C'"), 148.6 (C'2), 143.8 (C),
94.7 (C?), 88.4 (C%), 82.6 (C), 74.0 (CY), 72.6 (C?), 60.4 (C?), 48.1 (C°), 15.7 (C).
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(2R,3R4R,5R)-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl L-alaninate (118a)

—N
o = fZN
N NH, (0]
Ho/\Q‘ & H O/\Q’NW)\(NHZ
S P NQ/N HCI R 5 N \N
9] OH - > o OH X
(0] 1,4-Dioxane 0
rt., 2h c
‘HCI
BOC/NH NH,
119a 118a

Ester 119a (90.0 mg, 205 pmol, 1.00 equiv.) was dissolved in 1,4-dioxane (2 mL) and HCl in 1,4-
dioxane (4 M, 1.00 mL) was added dropwise to the solution. The mixture was stirred at r.t. for 2 h
until a white suspension had formed. The white residue was filtered and washed with Et,O.
Compound 118a (53.2 mg, 142 umol, 69 %) was obtained as a hydrochloride in the form of white

foam.

118a
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CisH1oNgOs" [M+H]": 339.1411; found: 339.1413.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.79 (s, 1H, H"), 8.76 — 8.70 (m, 3H, H?), 8.57 (s, 1H,
H’), 6.11 (d, ] = 6.8 Hz, 1H, H*), 5.39 (dd, ] = 5.2, 2.4 Hz, 1H, H’), 4.87 (dd, ] = 6.8, 5.2 Hz, 1H,
H'), 4.26 (q, ] = 3.6 Hz, 1H, H), 4.23 — 4.13 (m, 1H, H*), 3.66 (qd, J = 12.1, 3.9 Hz, 2H, H), 1.50
(d, J = 7.2 Hz, 3H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO):  [ppm] = 168.9 (C'"), 150.5 (C'2), 148.6 (C"), 145.5 (C?),
141.9 (CY), 118.6 (C'), 86.8 (C*), 83.3 (C7), 74.6 (C%), 73.0 (C°), 60.9 (C?), 48.1 (C?), 15.8 (C").
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(2R, 35 4R,5K)-5-(2,4-dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-4-hydroxy-2-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl I.-alaninate (118d)

HO =N__0 K\fo

o) O N
NH
KQ‘ Ve HF-Pyridin HO )
o) (e}

iPro S S

O N o OH
Ho-$1 g0 P THF o
iPripr o O o
iPr Ypr #NHZ-HCI 0°C—rt,18h
NH,
182d 118d

Compound 182d (83.5 mg, 0.136 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (1 mL) and the
solution was cooled to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 77.0 uL, 2.73 mmol, 20.0 equiv.) was added
dropwise and the mixture was stirred for 18 h. Excess fluoride was quenched by adding TMS-OMe
(2 mL) and stirring for an additional 30 min. All volatiles were removed 7 vacno and the residue
was purified by flash column chromatography (EtOAc 100 % —EtOAc/MeOH 50:50). 3’-Isomer
118d (34.5 mg, 0.098 pumol, 72 %) was obtained as a white solid.

118d

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C2HisN3O;" [M+H]": 316.1139; found: 316.1140.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 11.40 (s, 1H, H'), 7.92 (dd, ] = 17.4, 8.0 Hz, 1H, H?),
5.90 (d, ] = 6.9 Hz, 1H, H%, 5.81 (d, ] = 7.3 Hz, 1H, H*), 5.71 (d, ] = 8.6 Hz, 1H, H%), 5.45 (s, 1H,
HY), 5.23 (d, ] = 5.2 Hz, 1H, H"), 4.30 (dq, ] = 17.8, 6.2 Hz, 1H, H%), 4.18 — 4.09 (m, 4H, H>'"""),
3.60 (s, 2H, H"), 1.47 (d, ] = 7.6 Hz, 3H, HY).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO):  [ppm] = 169.4 (C'%), 163.5 (C*%), 151.3 (C'), 140.9 (C?),
102.9 (C?), 87.2 (C?), 82.8 (C?), 75.1 (C7), 72.4 (C¥), 61.4 (C'2), 48.5 (C), 16.2 (CV).

R¢ 0.10 (EtOAc/MeOH 70:30).
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(2R,35 4R,5K)-5-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl (zer-butoxycarbonyl)-L-alaninate (119a)

/:N

0 NH 0 NH
. 0 N 2 N
iPr~ ! ST NeUN HF-Pyridin ST NN
O-0 © ~ 0O OoH 7
P’ iprO THF 0
0°C—rt, 18h
HN_ NH
Boc Boc
168a 119a

Compound 168a (200 mg, 293 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (2 mL) and the
solution was cooled to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 191 pl., 7.34 mmol, 25.0 equiv.) was added
dropwise and the mixture was stirred for 18 h at room temperature until TLC confirmed full
conversion. Excess fluoride was quenched by adding TMS-OMe (2 mlL) and stirring for an
additional 30 min. All volatiles were removed 7 vacuo and the residue was purified by flash column
chromatography (cHex/EtOAc 1:1 — EtOAc 100 %). Compound 119a (110 mg, 250 umol, 85 %)

was obtained as a white foam.

11 0.5 Nw)\rNH2
9 6 || 15
0° OH
=g
13 ”

a

119a
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CisH:NgO;" [M+H]": 439.1936; found: 439.1938.

'"H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm| = 8.38 (s, 1H, H"), 8.15 (s, 1H, H?), 7.41 (s, 2H, H’), 7.35
d, ] =7.5, 1H, HY, 5.92 (d, ] = 7.3, 1H, H%, 5.76 (d, ] = 6.5, 1H, H°, 5.63 (d, ] = 8.4, 1H, H’),
5.29 —5.22 (m, 1H, H?), 4.89 (q, ] = 6.2, 1H, H%), 4.15 (p, ] = 7.4, 1H, H'), 4.06 (q, ] = 3.0, 1H,
H'), 3.72 — 3.55 (m, 2H, H'), 1.40 (s, 9H, H**), 1.32 (d, ] = 7.4, 3H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 172.3 (C'%), 156.3 (C*%), 155.4 (C**~°), 149.2 (C'9),
139.7 (C"), 119.3 (C'7), 87.3 (C%), 78.3 (CP*), 73.9 (C*), 71.9 (C?), 61.6 (C'), 28.2 (CP*=1, 17.1
)

R 0.44 (EtOAc 100 %).
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(2R,35.45,5R)-5-(2-amino-6-0x0-1,6-dihydro-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl (zer-butoxycarbonyl)-L-alaninate (119b)

F:N F:N

0 o)
0 Y
. N o z
iPr :O/\Q‘ W HF-Pyridine HO/\Q’
ipr-S) ST N NH 5 on NN
Og-0 © \( THF, 0°C - r.t, 20 h
/ A\ O NH2
iPr’ iprO NH,
Hﬁ- HN—-Boc
Boc
168b 119b

2-N-Boc-Alanine-3’,5’-TIPDS-guanosine (168b) (105 mg, 0.150 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved
in THF (1 mL) and cooled to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 78.0 L., 3.75 mmol, 25.0 equiv.) was
added to the suspension and stirred overnight. After quenching of the excess fluoride using TMS-
OMe (1 mL), the residue was purified 2z flash column chromatography (DCM 100 % —
DCM/MeOH 85:15). 3>-N-Boc-alanine-guanosine 119b (57.1 mg, 151 umol, 83 %) was obtained

with minor impurities.

=N
7602 J_- 130
HO/\Q: 12/10
Sa o N~ _NH
0" oH "
ﬁo NH2
8 5
/NH
Boc
119b

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CisHzNgOs™ [M+H]": 455.1885; found: 455.1887.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 7.96 (s, 1H, H"), 5.69 (dd, ] = 6.7, 4.9 Hz, 1H, H?), 5.21
(dd, ] = 5.3, 2.0 Hz, 1H, H?), 4.71 (q, ] = 6.3 Hz, 1H, H*), 4.14 (t, ] = 7.4 Hz, 1H, H%, 3.99 (q,
] =2.6,1.9 Hz, 1H, H), 3.70 — 3.47 (m, 2H, H"), 1.42 — 1.28 (m, 12H, H®, H™"),

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 172.3 (C%), 156.7 (C'*), 155.3 (C™C°), 153.8 (C""),
151.3 (C'2), 135.3 (C'), 116.7 (C'), 85.9 (C2), 83.3 (C%), 78.3 (CP=) 73,8 (C*), 72.1 (CY), 61.3 (C),
49.2 (CY), 28.2 (2C, C*, CPo-C13),

Re 0.11 (EtOAc/MeOH 98:2).
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(2R,35.4R,5K)-5-(4-amino-2-oxopyrimidin-1(2H)-yl)-4-hydroxy-2-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl (zer~butoxycarbonyl)-L-alaninate (119¢)

@NHQ A/NHz
o 0 (0] N /

\ \\- -«/ O

-—O o THF, 0°C —rt, 20 h Q OH
|Pr |Pr i —210
HN, NH
Boc Boc’
168c 119c¢

2’-N-Boc-Alanine-3",5-TIPDS-cytidine 168c (96.2 mg, 150 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in
THF (1 mL) and cooled to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 78.0 uL, 3.75 mmol, 25.0 equiv.) was added
to the suspension and the reaction was stirred overnight at r.t. until MS analysis confirmed full
conversion. After quenching with TMS-OMe (1 mL), the residue was purified zia flash column
chromatography (THF/DCM 50:50 — THF/DCM 90:10) to obtain 3’-N-Boc-alanine-cytidine
119¢ (54.0 mg, 120 mmol, 80 %) as coloutless solid.

3
1
=\_NH
8 f/A\r’ 2
o, I

N

119¢
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for Ci7HN4Os™ [M+H]": 415.1823; found: 415.1828.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 7.68 (d, ] = 7.5 Hz, 1H, H'), 5.79 (d, ] = 6.6 Hz, 1H,
H?), 5.62 (dd, ] = 14.5, 7.4 Hz, 1H, H%), 5.05 — 4.91 (m, 1H, H"), 4.11 (p, ] = 6.3 Hz, 1H, H?), 3.98
(h, ] = 7.5 Hz, 1H, H%), 3.82 (q, ] = 3.1 Hz, 1H, H"), 3.54 — 3.38 (m, 2H, H), 1.26 (s, 9H, H"*)
1.17 (dd, J = 7.5, 3.5 Hz, 3H, H°).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm]| = 172.4 (C'%), 165.5 (C"), 155.4 (C'?), 141.3 (C"),
139.2 (C™C9), 94.5 (C?), 88.2 (C?), 82.3 (C7), 78.3 (C™™), 73.2 (CY), 72.1 (C), 61.0 (C?), 49.3 (C°),
28.2 (C*) 17.2 (C).

R 0.29 (EtOAc 100 %).
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Experimental

(2R, 35 4R,5K)-5-(2,4-dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-4-hydroxy-2-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl (zer-butoxycarbonyl)-L-alaninate (119d)

= (o) = (0]
0 0
e U ™ w0
ipr-> .0 HF-Pyridine < 20
O‘Si’o (0] o OH
o \iPro:g_ THF, 0°C -t 20 h *2:0
HN, NH
Boc Boc
168d 119d

2-N-Boc-Alanine-3’,5’-TIPDS-Uridine 168d (99.0 mg, 150 umol, 1.00 equiv.) was suspended in
THF (1 mL) and cooled to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 78.0 pL, 3.75 mmol, 25.0 equiv.) was added
to the suspension and stirred overnight until TLC analysis indicated full conversion. After
quenching of the excess fluoride with TMS-OMe (1 mL), the product was purified vz flash column
chromatography (DCM 100 % — DCM/MeOH 85:15) to yield 2’-N-Boc-alanine-uridine 119d
(46.1 mg, 111 umol, 73 %) as coloutrless solid. The product contained minor impurities after

purification indicated by "H-NMR.

119d
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for Ci7HzsN3NaOo" [M+Na]*: 438.1483; found: 438.1488.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 7.88 (dd, ] = 17.5, 8.1 Hz, 1H, H"), 5.88 (d, ] = 7.2 Hz,
1H, H?), 5.75 — 5.62 (m, 1H, H?), 5.24 — 5.07 (m, 1H, H*), 4.34 — 4.20 (m, 1H, H, 4.08 (dp, ] =
14.5,7.3 Hz, 1H, H%), 3.94 (q, ] = 2.7 Hz, 1H, H), 3.63 — 3.52 (m, 2H, H*), 1.39 (s, 9H, H**) 1.27
(d, J = 8.1 Hz, 3H, H).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): § [ppm] = 172.4 (C'%), 163.0 (C'"), 155.4 (C**=<°), 150.9 (C'2),
140.7 (CY), 102.5 (C?), 86.7 (C2), 83.1 (C7), 78.3 (C*=%) 73,5 (C*), 71.8 (C¥), 61.1 (CY), 49.4 (C°),
28.2 (C*=C3) 17.0 (CY).

R¢: 0.41 (EtOAc 100 %).
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Experimental

(2R,35.4R,5K)-4-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-5-(9 H-purin-9-yl)tetrahydrofuran-3-yl
(tert-butoxycarbonyl)-L-alaninate (119f)

/::N =N

P 0 o N z o) N/_
P | /\Q’ \N HF-Pyridi HO/\U 4 \
S Nx ‘Pyridine R N
~ o o on N

iPr/S-
OS'/d g
|
Pr oy o;&/ THF, 0°C —rt, 18 h ‘210
HN, NH
Boc Boc
168f 119f

168f (150 mg, 225 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in THF (1 mL). The reaction was cooled to
0 °C and HF-pyridine (70 wt.%; 0.053 mL, 2.03 mmol, 9.00 equiv.) was added. The reaction was
allowed to warm up to r.t. and stirred for 18 h before it was quenched with MeO-TMS (1 mL). It

was concentrated 7z wvacno and purified by column chromatography (EtOAc 100 %—

EtOAc/MeOH 98:2) yielding compound 119f as white foam (98.2 mg, 221 umol, 98 %).

/NH 4
Boc

119f
HR-MS (ESI): 72/ calculated for CisHzNsO7" [M+H]": 424.1827; found: 424.1828.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 9.23 (s, 1H, H"), 8.99 (s, 1H, H?), 8.88 (s, 1H, H?, 7.35
(d, ] = 7.5 Hz, 1H, H*, 6.10 (d, ] = 7.0 Hz, 1H, H?), 5.83 (d, ] = 6.4 Hz, 1H, Hf), 5.31 (dd, | = 5.5,
2.2 Hz, 2H, H'™®), 496 (t, ] = 6.2 Hz, 1H, H%), 4.17 (q, ] = 7.3 Hz, 1H, H"), 4.12 — 4.08 (m, 1H,
H'), 3.74 — 3.57 (m, 2H, H?), 1.41 (s, 6H, H**), 1.33 (d, ] = 7.3 Hz, 3H, H").

BC{'H}-NMR (100 MHz, DMSO): § [ppm] = 172.3 (C'%), 155.3 (C**=©), 152.3 (C?), 151.1 (C"%),
148.4 (CY), 145.2 (CY), 134.1 (C"), 86.8 (CY), 83.7 (CV), 78.3 (C¥=v), 73,6 (CT), 72.1 (C?), 61.2
(C'?), 49.3 (C'), 28.1 (CP=1% 17,1 (C).

Ry 0.20 (EtOAc/MeOH 98:2).
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Experimental

(2R, 35 4R,5K)-5-(6-(dimethylamino)-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl (zer-butoxycarbonyl)-L-alaninate (119g)

/:N \ =N \
0 O N N o) h(— N
. 1 o
iPr N N _N HF-Pyridine — NN
O0g-0 o o on Y7
P o o:i%// THF, 0°C - rt, 18 h _~<>=o
HN, NH
Boc Boc
168g 119¢g

168g (150 mg, 212 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in THF (1 mL). The reaction was cooled to
0 °C followed by the addition of HF-pyridine (70 wt.%; 50.0 uL,, 1.90 mmol, 9.00 equiv.). The
reaction was allowed to warm to r.t. overnight. HF-pyridine (25.0 plL, 950 umol, 4.50 equiv.) was
added again and the reaction was further stirred for 5 h at r.t. The reaction was quenched with
MeO-TMS (1 mL) followed by additional 30 min of stirring. Concentration of the reaction 7 vacuo
and purification by flash column chromatography (EtOAc 100 % — EtOAc/MeOH 90:10)
yielded compound 119g as white foam (54.0 mg, 116 umol, 55 %).

1
=N |
9 8 (0] 4 N/_ 15 N\
SERE H N§2/N
12 0
1 7

/NH 3
Boc

119¢g
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for Co0HsN¢O-" [M+H]": 467.2249; found: 467.2253.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.43 (s, 1H, H"), 8.24 (s, 1H, H?), 7.35 (d, ] = 7.5 Hz,
1H, H%, 5.96 (d, ] = 7.2 Hz, 1H, H*, 5.26 (dd, ] = 5.3, 2.0 Hz, 1H, ), 4.88 (dd, ] = 7.3, 5.3 Hz,
1H, H), 4.15 (p, ] = 7.3 Hz, 1H, H"), 4.06 (q, ] = 3.1 Hz, 1H, H, 3.64 (ddd, ] = 35.7, 12.3, 3.6 Hz,
2H, H%), 3.55 — 3.22 (m, GH, H'), 1.40 (s, 9H, H™*), 1.31 (d, ] = 4.9 Hz, 3H, H").

BC{'H}-NMR (100 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 172.3 (C'?), 155.4 (C*=%), 154.0 (C"), 151.4 (C?),
149.9 (C), 138.6 (C"), 119.7 (C'%), 87.2 (C*), 83.7 (C¥), 78.3 (CP=) 73,8 (C%), 71.9 (C%), 61.5 (C?),
49.3 (C7), 28.2 (CP=C1) 17.2 (C™.

Ry 0.57 (FtOAC).
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Experimental

(2R,35 4R,5K)-5-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl acetyl-1.-alaninate (120a)

/=N /:N

0 NH o NH
. e} N 2 N 2
OO oY
iPr- ) S NN HF-Pyridin ST NeN
Og-0 0 7 9 ©oH
P N THF
p 0} 0}
iPriPr :g""' 0°C - rt. 18 h ;2:
HN_ NH
Ac Ac
170a 120a

Silyl-Ac-Ala-Adenosine 170a (249 mg, 400 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in THF (2.4 mL) and
the solution was cooled to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 250 uL, 8.00 mmol, 20.0 equiv.) was added.
The reaction was allowed to warm to room temperature and was stirred overnight. Excess fluoride
was quenched vz addition of TMS-OMe (3.0 mL) and further stirring for 30 min. Purification by
column chromatography (EtOAc/MeOH 95:5) yielded 120a (106 mg, 280 umol, 70 %) as a white
solid.

120a
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CisHaN¢Os" [M+H]": 381.1517; found: 381.1517.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d,): & [ppm] = 8.39 (s, 1H, H'), 8.37 (s, 1H, H?), 8.16 (s, 1H, H?),
7.43 (s, 2H, H*, 5.91 (d, ] = 7.3 Hz, 1H, H, 5.28 (dd, ] = 5.3, 1.9 Hz, 1H, H%), 4.92 (td, ] = 6.9,
5.3 Hz, 1H, H), 441 (p, ] = 7.3 Hz, 1H, H), 4.10 (td, ] = 3.3, 1.8 Hz, 1H, H%), 3.78 — 3.55 (m, 2H,
H'), 1.88 (s, 3H, H*"), 1.35 (d, ] = 7.3 Hz, 3H, H').

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 5 [ppm] = 172.0 (C'?), 169.4 (C**°), 156.3 (C"), 152.6 (C?),
149.2 (C), 139.9 (CY), 119.4 (C'9), 87.6 (C%), 83.7 (C%), 74.1 (C%),71.8 (C7) 61.7 (C'), 47.8 (C¥), 22.4
(CAC—C]—B)’ 173 (C“).

R 0.16 (EtOAc/MeOH 95:5).
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Experimental

(2R,35.4R,5K)-4-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-5-(9 H-purin-9-yl) tetrahydrofuran-3-yl
acetyl-L-alaninate (120f)

/::N 0 /::N
iPr, O SNPAN NZ
PPN o~
iPrej / \N HF-Pyridine S NN

ONe6 0 N 0 ©OH Y
iPr/S\I’ THF, 0°C —r.t.,, 18 h 0
iPr O:§_H
N
\AC /NH
Ac
170f 120f

170f (271 mg, 445 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in THF (2.7 mL). The reaction was cooled
down to 0 °C and HF-pyridine (230 uL, 8.91 mmol, 20.0 equiv.) was added. The reaction was
allowed to warm up to r.t. and stirred for 18 h. The reaction was quenched with MeO-TMS (3 mL)

and all volatiles were removed under reduced pressure. Purification using column chromatography

(EtOAc/MeOH 98:2) yielded compound 120f as white foam (154 mg, 418 umol, 94 %).

3
=N
2 11 05 [~

7
7HO/\Q: 15 |

N “ >~ N
0% oH N\z/

=g °©
13 10

/NH 4
Ac

120f
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CisH2NsOg" [M+H]™: 366.1408; found: 366.1410.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 9.24 (s, 1H, H"), 8.99 (s, 1H, H?), 8.89 (s, 1H, H?, 8.37
(d, ] = 7.2 Hz, 1H, H*, 6.08 (d, ] = 6.9 Hz, 1H, H’), 5.84 (d, ] = 6.1 Hz, 1H, H%), 532 (td, ] = 5.1,
2.3 Hz, 2H, H'™®), 4.98 (dq, ] = 11.7, 5.7 Hz, 1H, H), 4.47 — 4.32 (m, 1H, H"), 4.12 (q, ] = 3.7 Hz,
2H, H"), 3.78 — 3.66 (m, 1H, H'>), 3.61 (dq, J = 12.3, 6.2 Hz, 1H, H'®), 1.90 — 1.86 (m, 4H, H"),
1.36 (d, ] = 7.3 Hz, 3H, H").

BC{'H}-NMR (100 MHz, DMSO): & [ppm] = 171.9 (C'%), 169.3 (C**°°), 152.3 (C?), 151.1 (C"),
148.5 (CY), 145.3 (C?), 134.2 (C'), 87.0 (C?), 83.6 (C'), 73.6 (C), 72.1 (C°), 61.2 (C'?), 47.8 (C"),
22.3 (C=1)17.3 (C").

R 0.07 (EtOAc/MeOH 98:2).
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Experimental

(2R, 35 4R,5K)-5-(6-(dimethylamino)-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl acetyl-L-alaninate (120g)

=N |
/:N \ (0) =
iPr//SI — N \N HFPyridine N N
i,o‘ o ~ o) OH

O\
iPr/S\iPr o THF, 0°C —rt, 18 h ~2=o
NH
Ac /NH
Ac
170g 1209

170g (231 mg, 355 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in THF (2.1 mL). The reaction was cooled to
0 °C. HF-pyridine (180 uL, 7.11 mmol, 20.0 equiv.) was added. The reaction was allowed to warm
to r.t. and stirred for 18 h. The reaction was quenched with MeO-TMS (3 mL). The reaction was
concentrated iz vacno and purified by column chromatography (EtOAc/MeOH 98:2) to give
compound 120g as white foam (142 mg, 348 umol, 98 %).

" 1004 1/=N17 l\\l
N ~
GHO/\Q: @%\\Es 12
o’ on "y
o

13 9

/NH 2
Ac

120g
HR-MS (ESI): 72/ calculated for Ci7HzsNOs" [M+H]": 409.1830; found: 409.1831.

'H-NMR (400 MHz, DMSO: 5 [ppm] = 8.40 (s, 1H, H'), 8.35 (d, ] = 7.1 Hz, 1H, H?), 8.23 (s,
1H, H?), 5.93 (d, ] = 7.1 Hz, 1H, H*, 5.75 (d, ] = 6.3 Hz, 1H, H?), 5.62 (dd, ] = 7.4, 4.7 Hz, 1H,
H°), 5.31 — 5.23 (m, 1H, H"), 491 (p, ] = 5.9 Hz, 1H, H*), 4.40 (t, ] = 7.2 Hz, 1H, H°), 4.09 (q, ] =
2.9 Hz, 1H, H'), 3.74 — 3.52 (m, 2H, H"), 3.47 (s, 6H, H"), 1.88 (s, 3H, H"), 1.35 (d, ] = 7.2 Hz,
3H, HY).

BC{'H}-NMR (100 MHz, DMSO): & [ppm] = 172.0 (C'%), 169.3 (C**°), 154.4 (C*%), 151.8 (C?),
150.0 (C'), 138.6 (C'), 119.8 (C'), 87.4 (CY, 83.6 (C'%), 73.9 (C7), 71.7 (C?), 61.5 (C'), 47.7 (C),
22.3 (C=1%) 17.3 (C").

R 0.07 (EtOAc/MeOH 98:2).
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Experimental

(2R, 35 4R,5K)-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl L.-alaninate hydrochloride (121a)

N N~ g ~_N
HO (0] - > HO 0 Nx
(6] 1,4-Dioxane o
o rt., 2h o
HN, H,N  -HCI
Boc
122a 121a

122 (65.7 mg, 0.150 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in 1,4-dioxane (1 mL) and HCl in 1,4-dioxane
(4 M; 0.375 mL, 0.740 mmol, 5.00 equiv.) was added. The reaction was stirred for 2 h, filtered and

washed with MeOH. The mixture was concentrated 77 vacwo and purified by column

chromatography (18-C, H,O/ACN 95:5) to give compound 121 as white foam (30.6 mg,

0.093 mmol, 62 %).

2_N
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s HO—LO N NH,
/\9(_2?16/\15
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6 o=14
1 113
H,N
1
121a

HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CisH:NgO;" [M+H]™: 339.1411; found: 339.1413.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 8.40 (s, 2H, HY), 8.32 (s, 1H, H?), 8.13 (s, 1H, ), 7.37
(s, 2H, HY, 6.48 (d, ] = 6.1 Hz, 1H, H), 6.00 (d, | = 5.6 Hz, 1H, HY), 5.46 (dd, ] = 6.3, 6.3 Hz, 1H,
HY), 5.16 (s, 1H, HY), 458 (q, ] = 6.4 Hz, 1H, H?, 3.98 — 3.85 (m, 2H, H'™'"), 3.74 (dd, | = 12.2,
3.3 Hz, 1H, H'™), 3.66 (dd, ] = 12.2, 4.9 Hz, 1H, H'®), 0.64 (d, ] = 7.2 Hz, 3H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL):  [ppm] = 169.3 (C'*), 155.9 (C'), 152.7 (C?), 149.1 (C'),
139.8 (C?), 118.4 (C"7), 82.6 (C'), 80.5 (C%), 78.7 (C7), 71.3 (C*), 60.2 (C'2), 47.5 (C'), 14.4 (C").

Re 0.01 (DCM/MeOH 9:1).
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Experimental

(2R, 35 4R,5K)-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl (zer~butoxycarbonyl)-L-alaninate (122a)

/=N /=N
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Boc Boc
169a 122a

Compound 169a (86.2 mg, 0.127 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (0.75 mL) and the
solution was cooled to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 0.030 mL, 1.14 mmol, 9.00 equiv.) was added
dropwise and the mixture was stirred for 72 h until TLC confirmed full conversion. Excess fluoride
was quenched by adding TMS-OMe (150 uL)) and stirring for an additional 30 min. All volatiles
wete removed 7 vacuo and the residue was putified by flash column chromatography (H.O/ACN

95:5 — ACN 100 %). Compound 122a (54.9 mg,125 umol, 99 %) was obtained as a white solid.

122a
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CisH:NgO-" [M+H]": 439.1936; found: 439.1939.

'H-NMR (400 MHz, CDCl): 3 [ppm] = 8.21 (s, 1H, H), 8.11 (s, 1H, H?), 7.30 (s, 1H, H%, 7.17
d, ] =7.3, 1H, HY, 6.45 (d, ] = 6.1, 1H, H?), 5.90 (s, 1H, H°), 5.28 (t, ] = 6.4, 1H, H"), 5.08 (t,
] =5.6, 1H, H*), 4.56 (t, ] = 6.8, 1H, H%), 3.87 — 3.77 (m, 1H, H'®"), 3.75 — 3.62 (m, 1H, H'"), 0.45
d, ] =7.3,3H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL):  [ppm] = 172.2 (C'*), 156.0 (C*%), 155.2 (C**~?), 152.7 (C?),
149.1 (C'), 139.9 (CY), 118.4 (C"), 82.6 (C'), 80.7 (C?), 78.2 (C7), 78.0 (C*>=), 71.4 (C%), 60.5
(C'), 48.4 (CV), 28.2 (C™=CH) 153 (C'2).

R 0.30 (DCM/MeOH 9:1).
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Experimental

2.2-Diethoxvethvl (fert-butoxvcarbonyl)-1.-alaninate (124):

o) L Q
0 C52C03 o O\/
o Aoe T owe
HN 0 Br DMF, HN. o
“Boc 60 °C, 16 h oc j
123 109 124

N-Boc-Alanin 123 (5.68 g, 30.0 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in EtOH (40 mL) and an aqueous
0.5 M Cs2COs solution was used to adjust the pH-value to 7. The solvent was removed 7 vacno
using DMF for coevaporation. The residue was suspended in DMF (40 mL) and bromide 109
(9.03 mL, 60.0 mmol, 2.0 equiv.) was added, before the reaction was heated at 60 °C overnight.
The solvent was removed under reduced pressure and the residue was dissolved in EtOAc. The
organic phase was washed with an aqueous sat. NaHCOj3 solution and reextracted using EtOAc.
The combined organic layers were washed with an aqueous sat. NaCl solution and dried over

Na,SO,. The solvent was removed 77 vacwo and purification via column chromatography

cHex/EtOAc 9:1) yielded alanine-acetal 124 (5.00 ¢, 16.5 mmol, 55 %) as a clear liquid.
y g q

(e}
6 4, O\/7
38 O/\r e
HN (e}

1 Boc j

124
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C1sHzsNOg" [M+H]": 306.1911; found: 306.1913.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): 5 [ppm| = 7.30 (d, ] = 7.4 Hz, 1H, H"), 4.63 (t, ] = 5.4 Hz, 1H,
H?), 4.10 — 3.88 (m, 3H, H*"), 3.61 (dqd, ] = 8.9, 7.0, 1.9 Hz, 2H, H*), 3.50 (dq, ] = 9.6, 7.1 Hz,
2H, H™), 1.37 (s, 9H, H*), 1.23 (d, ] = 7.3 Hz, 3H, H%), 1.11 (td, ] = 7.0, 1.4 Hz, 6H, H7),

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 172.9 (C*<C°), 1552 (C%), 99.0 (C?), 78.1 (C**
w637 (CY, 62.0 (C%), 48.9 (C?), 16.8 (C°).

R¢: 0.57 (cHex/EtOAc 7:3).
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Experimental

2-oxoethvl L-alaninate (125) as HCIl or TFA salt

o TFA 0
o o~ or HCI O/\70
HN. 0
Boc j NH, (-HCUTFA)
124 125

To 2,2-diethoxyethyl-boc-L-alaninate (124, 30.5 mg, 0.10 mmol) was added conc. HCl (12 M,
0.25 mL) or TFA (20 equiv.) and the mixture was stirred at r.t. for 2 h until mass spectrometry
indicated full conversion. The solution concentrated 7z vacuo to receive 2-oxoethyl L-alaninate

hydrochloride (125, 16.5 mg, 0.10 mmol, quant.) as a coloutless very viscous resin.

Q 2
4 (0]
—
7o
NH, -HCI
125

HR-MS (ESI): 72/ % calculated for CsH1o0NOs"™ [M+H]™: 132.0655; found:.132.0651.

'"H-NMR (400 MHz, DMSO): 8 [ppm] = 9.54 (s, 1H, H'), 5.05 — 4.91 (m, 2H, H), 4.17 (pd, | =
5.5,2.8 Hz, 1H, HY, 1.49 (d, ] = 7.2 Hz, 3H, HY).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 196.5 (C'), 169.7 (C?), 69.8 (C?), 47.7 (C%), 15.9
€.
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Experimental

Protected (Z£)-but-2-ene-1,4-diyl (25,2'5)-bis(2-aminopropanoate) (130m-p)

R. .R
0 NH HN
H _ DMAP, EDCI

R/N\;)J\OH + HO—/_\—OH v \\«'Kfo OYK

= 0°C > rt., 18h o_—_¢©0
132m, R = Boc 133 130m, R = Boc
132n, R = Cbz 130n, R = Cbz
1320, R=Ac 1300, R=Ac
132p, R =Fmoc 130p, R =Fmoc

Boc-, Cbz-, acetyl- or Fmoc-protected L-alanine (17.2 mmol, 3.44 equiv., 1.0 equiv.) was suspended
in DCM (50 mL)) and DMAP (183 mg, 1.50 mmol, 0.3 equiv.) and diol (411 pl., 5.00 mmol,
1.0 equiv.) were added. The mixture was then cooled to 0 °C and EDCI (3.35 g, 17.5 mmol,
3.5 equiv.) was added. The now clear solution was stirred and warmed to r.t. overnight. Water
(30 mL) was added and the phases were separated. The aqueous phase was extracted with DCM (3
X 30 mL) and the combined organic phases were washed with sat. aqueous NaCl solution. They
were dried over Na,SO, and the solvent was removed under reduced pressure. The crude product
was purified by column chromatography to receive the corresponding protected (Z)-But-2-ene-

1,4-diyl (25,2'S)-bis(2-aminopropanoate).

Boc-(Z)-but-2-ene-1,4-diyl (25,2'S)-bis(2-aminopropanoate) (130m):

4

S o
B
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N-Qfo Oﬁ)\
5% 6 1
o0 _—_°0
2

130m
Yield: 2.15 g, 5.00 mmol, quant..
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CooH3sN.Os™ [M+H]": 431.2388; found: 431.2387.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 5 [ppm] = 7.33 (d, ] = 7.4 Hz, 2H, H\"), 5.67 (t, ] = 4.2 Hz, 2H,
H'), 4.75 — 4.59 (m, 4H, H?), 4.01 (q, ] = 7.1 Hz, 2H, H%, 1.37 (s, 18H, H*), 1.22 (d, ] = 7.3 Hz,
GH, H°).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 173.0 (C°), 155.3 (C7), 128.0 (C"), 78.2 — 49.0 (C2**),
28.2 (CY, 16.8 (CY).
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Re: 0.52 (cHex/EtOAc 2:1).

Cbz-(Z)-but-2-ene-1,4-diyl (25,2'S)-bis(2-aminopropanoate) (130n):

Yield: 2.49 g, 5.00 mmol, quant..
HR-MS (ESI): 72/ % calculated for CoH31N-Os" [M+H]": 499.2075; found: 499.2078.

"H-NMR (400 MHz, CDCL):  [ppm] = 7.39 — 7.28 (m, 10H, H®*), 575 (d, ] = 4.7 Hz, 2H,
HY, 5.34 (d, ] = 7.6 Hz, 2H, 1), 5.10 (d, ] = 2.9 Hz, 4H, H®*") 4,77 — 471 (m, 4H, H), 4.39
(p,] = 7.3 Hz, 2H, H%, 1.41 (d, ] = 7.2 Hz, 6H, F).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 172.8 (C°), 155.7 (C%*€), 136.3 (CEArr) 1287
—128.1 (5C, C"A, 67.1 (CCH2) 60,6 (C?), 49.7 (CY), 18.7 (CY).

R¢: 0.31 (cHex/EtOAc 6:1).

Ac-(Z)-but-2-ene-1,4-diyl (25,2'S)-bis(2-aminopropanoate) (1300):

0
ACNH 1HNJ81\5
~S_0 oG
\ O N
o0 —.¢0

3
1300

Yield: 1.35 g, 4.30 mmol, 86 %.
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CisHasN2Og" [M+H]": 315.1551; found: 315.1552.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): § [ppm] = 6.17 (s, 1H, H'), 5.76 (ddt, ] = 5.4, 4.0, 1.4 Hz, 1H, H?),
474 (dq, J = 3.8, 1.1 Hz, 2H, H?), 4.58 (pd, ] = 7.2, 1.1 Hz, 1H, H*, 2.01 (d, ] = 1.2 Hz, 3H, H?,
1.39 (dd, J = 7.3, 0.8 Hz, 3H, H").
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BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): & [ppm] = 173.0 (C"), 169.8 (C%, 128.1 (C?), 60.9 (C), 48.2
(CY, 23.2 (C?), 18.5 (CO).

R 0.4 (EtOAc/MeOH 95:5).

Fmoc-(Z)-but-2-ene-1,4-diyl (25,2'S)-bis(2-aminopropanoate) (130p):

o)
Fmoc-.
MOC~\H 2HNJ\O ‘Q
e N
A &
O\/;/O
3
130p

Yield: 533 mg, 800 umol, 16 %.
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CsH30N,Os" [M+H]": 675.2701; found: 675.2699.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm] = 7.76 — 7.31 (m, 16H, H™*), 577 (t, ] = 4.4 Hz, 2H,
H'), 5.38 — 5.28 (m, 2H, H?), 4.77 (d, ] = 4.5 Hz, 4H, H?), 4.46 — 4.32 (m, 6H, H*™<C") 420 (¢, |
= 7.0 Hz, 2H, H*™<) 143 (d, ] = 7.2 Hz, 3H, H°).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 3 [ppm] = 172.8 (CY), 155.7 (C"™™*=), 143.9 — 141.3 (4C,
Crmosheau 128.0 ~120.0 (16C, CEmCM), 67.0 (C™=2) 60.8 (C?), 49.6 (CY), 47.1 (C™™<C1), 18.6
©).

R¢: 0.50 (cHex/EtOAc 1:1).
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Ac-SEM-(Z)-but-2-ene-1,4-diyl (25,2'5)-bis(2-aminopropanoate) (130q)

Ac. A Ac. .SEM SEM_,_ .A
CNH un-AC SEM-Cl NaHMDS  Ac N AC
WO OY‘\ THF \\\"Kfo OY‘\

o0 _—_0 0°C—rt, 24h o0 _—_0
1300 130q

Acetyl protected diester 1300 (4.11 g, 52.3 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry THF (10 mL)
and NaHMDS (0.6 M, 87.2 mL) was added dropwise at 0 °C. SEM chloride (587 uL, 3.32 mmol,
2.5 equiv.) was added and the mixture was allowed to warm to r.t. After stirring for 3 d TLC
indicated some conversion of the reactant and the volatiles were removed under reduced pressure.
The residue was purified via column chromatography (cHex/EtOAc 2:1 - EtOAc/MeOH 98:2)
to obtain the bis-protected product 130q (2.18 g, 3.79 mmol, 29 %).

2 5 | o
~N

T N/A\O/A\”/Si

s 8
e o _Ac
7™ 10 . N

)
O\V/CZD\V/O SEM
4

6

130q
HR-MS (ESI): 72/ % calculated for CoHsoN2NaOsSi>™ [M+Na]": 597.2998; found: 467.3000.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm] = 5.12 (dddd, J = 11.8, 10.5, 5.4, 4.0 Hz, 2H, H),
470 — 459 (m, 4H, ), 421 (p, ] = 7.3 Hz, 1H, HY, 4.10 (dd, | = 6.3, 1.5 Hz, 2H, H*), 3.55 (m,
2H, H%), 1.82 (s, 3H, H®), 1.24 (d, ] = 7.3 Hz, 3H, H'), 0.88 (dd, ] = 8.8, 7.5 Hz, 2H, H%), 0.00 (s,
9H, H?).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): & [ppm] = 172.6 (C'%), 169.2 (C'"), 130.7 (C"), 64.4 (C?), 62.5
(C), 60.3 (CY), 47.6 (C), 22.2 (C°), 17.6 (C?), 16.9 (C7), -1.3 (C).

R 0.90 (EtOAc 100 %).
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(Z£)-but-2-ene-1,4-diyl (25,2'5)-bis(2-aminopropanoate) (130r)

Boc. .B
OC~\H HN-POC Hel NH, NH,
‘.K‘(o OY‘\ \\\\-Kfo Oﬁ)\
' DCM/Dioxan o o
O\/=\/O rt, 1h ~
130m 130r

Boc-(Z)-But-2-ene-1,4-diyl (2S5,2'S)-bis(2-aminopropanoate) (130m, 5.00 g, 11.61 mmol) was
dissolved in DCM (70 mL) and HCl in 1,4-dioxane (4 M, 11.6 mL) was added. The mixture was
stirred for 1 h and the resulting suspension was filtered. The filter cake was washed with Et,O and

the residue was dried under high vacuum.

If necessary to transfer the hydrochloride into the free base, the solid was treated with sat. aqueous
NaHCO:s solution, which was then extracted with EtOAc. The organic phase was then dried over

Na,SO, and the solvent was removed 7 vacuo. 130t was obtained as a yellowish oil (quant.).

1
NH3+ NH3+

o) o4
' ) 6 5
3

130r
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CioHioN,O4" [M+H]": 231.1339; found: 231.1343.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.73 (s, 6H, H"), 5.81 — 5.69 (m, 2H, H?), 4.87 — 4.75
(m, 4H, H%), 4.06 (q, ] = 7.1 Hz, 2H, H%, 1.43 (d, ] = 7.2 Hz, 6H, H).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 169.8 (C%), 127.9 (C?, 61.3 (C?), 47.8 (C*, 15.7
©).

234



Experimental

NBOC-(Z)-but-2-ene-1,4-diyl (25,2'S)-bis(2-aminopropanoate) (130s)

NBOC.. _NBOC
NH2 NHz DBU NH HN
\\“'Kfo o D K’//O O%
o o DCM '
~TT N rt, 18 h o0._—_0O0
130r 130s

Compound 130r (1.60 g, 5.28 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry DCM (40 mL) and DBU
(3.94 mL, 26.4 mmol, 5.0 equiv.) was added dropwise. NBOC-Im (3.26 g, 13.2 mmol, 2.5 equiv.)
was added and the mixture was stirred at r.t. overnight. When TLC indicated full conversion the
volatiles were removed under reduced pressure. The residue was purified 2z column

chromatography (Pent/EtOAc 4:1 - Pent/EtOAc 6:5) to obtain 130s (1.15 g, 1.95 mmol, 37 %).

NO, o)

12 6
_NBOC
! 7 O)1J1\NH HN
A A OY‘\
4 9 10 5
7
130s

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C3HzoN4O12" [M+H]": 589.1776; found: 589.1778.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): § [ppm] = 8.12 (dd, ] = 8.2, 1.4 Hz, 1H, H"), 7.99 (d, ] = 7.3 Hz,
1H, H"), 7.80 (td, J = 7.6, 1.3 Hz, 1H, H?), 7.66 (dd, ] = 7.8, 1.4 Hz, 1H, H?), 7.64 — 7.57 (m, 1H,
HY), 5.66 (dd, ] = 4.8, 3.6 Hz, 1H, H%, 5.38 (s, 2H, H°), 4.68 (dt, ] = 3.7, 2.0 Hz, 2H, H), 4.11 (p,
J=7.3Hz, 1H, H%, 1.29 (d, ] = 7.3 Hz, 3H, H’).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 5 [ppm] = 172.6 (C'%), 155.5 (C'"), 137.3 (C'?), 147.1 (C"),
1342 - 124.9 (5C, C™), 62.3 (C7), 60.4 (C°), 49.4 (CY), 16.9 (C).

Re: 0.50 (Pent/EtOAc 1:1).
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TEOC-(Z)-but-2-ene-1,4-divl (25,2'5)-bis(2-aminopropanoate) (130t)

o)
L
~N
Si N
NH, NH, ~“"0"0 TEOC. . - TEOC
DBU o
\\\"K’&O OY\ L_o OY‘\
5 5 DCM '
NN rt, 43 h o_—_°0
130r 130t

Compound 130r (485 mg, 1.60 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry DCM (15 mL) and DBU
(1.19 mlL, 8.00 mmol, 5.0 equiv.) was added dropwise. TEOC-OSu (1.04 g, 4.00 mmol, 2.5 equiv.)
was added and the mixture was stirred at r.t. overnight. When TLC indicated full conversion the
volatiles were removed under reduced pressure. The residue was purified 2z column
chromatography (Pent/EtOAc 4:1 - Pent/EtOAc 6:5) to obtain 130t (137 mg, 272 umol, 17 %).
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130t
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C.HiNoNaOgSiz" [M+Na]™: 541.2372; found: 541.2378.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 7.54 (d, ] = 7.3 Hz, 2H, HY), 6.31 — 5.49 (m, 2H, H?),
4.67 (dt, ] = 4.2, 2.0 Hz, 4H, HY), 412 — 3.96 (m, 6H, H" ™" 1 25 (d, ] = 7.3 Hz, 3H, HY),
0.98 — 0.84 (m, 4H, H™OCH2) 0,02 (s, 9H, HTOCH3),

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 172.8 (C°), 156.1 (C™“©), 128.0 (C?), 61.9 (C™°“
CH2) 1602 (C?), 49.2 (C*), 17.4 (C™OH) 16,9 (CY).

Re 0.66 (cHex/EtOAc 1:1).
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Protected 2-oxoethyl L-alaninate (131m-q,s.t)

R. PG PG. .R 0
N N 03, then DMS o
oS o
' DCM, -78 °C, 1 h N
o0 —.°0 R™ PG
130m-q,s,t 131m-q,s,t

PG = Boc, Cbz, Ac, Fmoc,
SEM, TEOC, NBOC
R =H, Ac

Olefines 130m-Boc (120 mg, 281 pumol), 130n-Cbz (244 mg, 489 umol), 1300-Ac (100 mg,
323 umol), 130p-Fmoc (400 mg, 593 umol), 130q-Ac-SEM (548 mg, 1.23 mmol), 130s-NBOC
(34.0 mg, 489 umol) and 130t-TEOC (137 mg, 264 umol) were dissolved in dry DCM
(5 mL/mmol olefin). The solution was cooled to -78 °C and dried oxygen (passed through columns
of both orange gel and P4O1) was bubbled through to avoid formation of NOy during ozonolysis.
Then ozone (generated from the same oxygen stream) was bubbled through until the solution
turned blue (1 h). The ozone generator was turned off and first oxygen, then nitrogen was bubbled
through to remove any excess ozone. Once the solution lost all blue color, DMS (100 pL./mmol
olefin) was added to the solution and the mixture was stirred for another 1 h while warming to
room temperature. All volatiles were removed 7z vacuo to obtain the respective N-protected 2-

oxoethyl L-alaninates 131m-q,s,t as light yellow oils.

Boc-2-oxoethyl L-alaninate (131m):

Yield: 97.9 mg, 423 umol, 76 %.
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CioHisNOs™ [M+H]": 232.1179; found: 232.1181.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 9.49 (s, 1H, H"), 7.36 (d, 1H, H"), 4.89 (m, 2H, H?),
412 (m, 1H, H%, 1.38 (s, 9H, H*, 1.30 (d, ] = 7.2, 3H, H°).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): & [ppm] = 197.0 (C'), 172.8 (C°), 155.2 (C7), 78.3 (CY),
67.6 (C2), 48.8 (C?), 28.2 (C*), 17.0 (CY).

Ry 0.42 (cHex/EtOAc 1:1).
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Cbz-2-oxoethyl L-alaninate (131n):

_0O
\\r/u\o/”\\/
O7NH

131n
Yield: 166 mg, 626 pmol, 64 %.
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CisHisNOs" [M+H]": 266.1023; found: 266.1053.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 9.49 (s, 1H, HY), 7.85 (d, 1H, H"), 7.35 (m, 5H, H™),
5.03 (s, 2H, H?), 4.84 (m, 2H, ), 4.22 (m, 1H, H*), 1.35 (d, ] = 7.2, 3H, H).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 197.0 (C"), 172.6 (C°), 155.9 (C), 136.9 — 127.8 (4C,
C™), 69.0 (C3), 65.5 (C?), 49.2 (C*, 17.1 (C¥).2

Ac-2-oxoethyl L-alaninate (1310):

1310
Yield: 94.8 mg, 547 umol, 43 %.
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for C:Hi.NO,4" [M+H]": 174.0761; found: 174.077.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm]| = 9.49 (s, 1H, HY), 4.82 (m, 2H, H?), 4.32 (m, 1H, H?),
2.09 (s, 3H, HY, 1.46 (d, ] = 7.2, 3H, H).

R:: 0.20 (EtOAc 100 %).
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Fmoc-2-oxoethyl L-alaninate (131p):

5 3 0
28 O/\17
OYNHZ
o}
131p

Yield: 96.4 mg, 173 umol, 46 %.
HR-MS (ESI): 72/ % calculated for C2o0H2oNOs"™ [M+H]": 354.1336; found: 354.1335.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm] = 9.60 (s, 1H, H"), 7.77 — 7.32 (m, 8H, H"™*), 532 (d, ]
= 7.9 Hz, 1H, H?), 4.82 (d, ] = 17.5 Hz, 1H, H*), 470 (d, | = 17.4 Hz, 1H, H®), 452 (p, | = 7.3
Hz, 1H, H*), 4.40 (q, ] = 8.6 Hz, 2H, H™<") 423 (t, ] = 7.0 Hz, 1H, H™") 153 (d, ] = 7.2
Hz, 3H, ).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): & [ppm] = 194.8 (C'), 172.7 (C, 155.8 (C'™<O),
143.9 — 141.4 (4C, Crmoeteammy 1127.9 — 120.1 (8C, CT™<), 69.2 (CY), 67.2 (C™™<13), 49,6 (CY,
472 (CFmoet) 18,7 (C).

R¢: 0.35 (cHex/EtOAc 1:1).
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Ac-SEM-2-oxoethyl L-alaninate (131q):

9 3
\H/N\/O\/g\Si/
@)

7

6

131q
Yield: 269 mg, 886 umol, 36 %.
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CisHaNOsSi™ [M+H]": 304.1575; found: 304.1574.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm| = 9.59 (s, 1H, H'), 4.97 — 4.85 (m, 2H, H?), 4.80 — 4.73
(m, 2H, H?), 4.67 — 4.66 (m, 2H, H*, 3.56 (m, 1H, H?), 2.20 (s, 3H, H°), 1.54 (d, ] = 7.2, 3H, H7),
0.94 (m, 2H, H?), 0.02 (s, 9H, H°).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): & [ppm] = 196.0 (C"), 171.6 (C'%), 171.5 (C"), 69.2 (C?), 65.3
(C), 53.4 (C*), 21.6 (C), 18.1 (C%), 17.5 (C7), 15.3 (C?), -1.3 (C?).

R¢: 0.25 (cHex/EtOAc 1:1).

NBOC-2-oxoethyl L-alaninate (131s):

Yield: 26.0 mg, 83.2 umol, 72 %.
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CisHisN.O;" [M+H]": 311.0874; found: 311.0875.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm] = 9.49 (s, 1H, H'), 8.13 — 7.59 (m, 4H, H"), 8.1 (d, 1H,
YY), 5.39 (d, 2H, H?), 4.84 (m, 2H, F), 4.22 (m, 1H, H%), 1.37 (d, ] = 7.2, 3H, H).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): § [ppm] = 197.0 (C"), 172.4 (C°), 155.5 (C), 147.1 — 124.9 (6C,
C™), 69.1 (CY), 62.4 (C?), 49.2 (CY, 17.1 (CY).

R¢: 0.27 (EtOAc 100 %).
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TEOC-2-oxoethyl L-alaninate (131t):

Yield: 44.4 mg, 161 pmol, 61 %.
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for Ci1H2NNaOsSi" [M+Na]": 298.1081; found: 298.1082.

"H-NMR (400 MHz, DMSO): 3 [ppm] = 9.49 (s, 1H, Hl), 7.60 (d, J = 7.4 Hz, 1H, HZ), 4.82 (q,
J =17.8 Hz, 2H, H3), 417 (p, ] = 7.4 Hz, 1H, H4), 4.08 — 3.96 (m, 2H, HTEOC'CHZ), 1.33(d, /=73
Hz, 3H, H?), 0.95 — 0.87 (m, 2H, HTEOC’CHZ), 0.02 (s, 9H, HTEOC‘Cm),

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): § [ppm] = 197.0 (C"), 172.7 (C°), 156.1 (C™0<©), 87.3 (C™O
12 169.0 (C?), 62.0 (CTEOCH2) 49,0 (CH, 17.4 (C?), -1.4 (3C, CTHOCCH3)

R¢: 0.53 (cHex/EtOAc 1:1).
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2-Nitrobenzyl 1 H-imidazole-1-carboxvlate (136)

0 N
AN
HO N//\NJ\N/X (\\,\?
OoN "= 455 SN )=0
o
DCM O,N i
rt, 1h
134 136

This reaction was performed according to a modified literature procedure.*”

2-Nitrobenzyl alcohol (134, 1.26 g, 8.20 mmol, 1.0 equiv.) and CDI (135, 2.00 g, 12.3 mmol,
1.5 equiv.) were dissolved in DCM (40 mL). The mixture was stirred at room temperature for 1 h
until TLC indicated full conversion. The solution was washed with sat. aqueous NaCl solution
(40 mL) and then dried over Na,SOs. The solvent was removed 7 vacuo and the light-brown residue
was putified zia flash column chromatography (Pent/EtOAc 1:1 = Pent/EtOAc 1:3). NBOC-Im
136 was obtained as a white solid (2.01 g, 8.12 mmol, 99 %).
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10 11
1 4

5 3

136
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C1iHioN3O4" [M+H]": 248.0666; found: 248.0668.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm] = 8.19 — 8.16 (m, 1H, H'), 8.18 — 8.17 (m, 1H, H?), 7.71
(td, ] = 7.6, 1.3 Hz, 1H, H?), 7.65 - 7.61 (m, 1H, H%, 7.61 — 7.54 (m, 1H, H%), 7.45 (dd, ] = 1.7,
1.3 Hz, 1H, H%, 7.12 (d, ] = 1.1 Hz, 1H, H"), 7.09 (dd, ] = 1.7, 0.8 Hz, 1H, H?), 5.84 (s, 1H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCl): & [ppm] = 148.4 (C), 147.8 (C'%), 137.3 (C?), 131.1 (C), 130.2
(€M), 129.5 (CY, 125.6 (CY), 117.3 (C), 66.4 (CY).

R 0.10 (Pent/EtOAc 1:1).
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(6aR,8R.IR,9aS)-8-(6-amino-9H-purin-9-vl)-2,2.4 4-tetraisopropvltetrahydro-6H-
furo[3,2-A[1,3,5,2,4]trioxadisilocin-9-ol (149a)

HO =N o NH
o N~ NH, TIPDS-Cl,, DMAP Pr. p/\@,N\%\( 2
77 ipr—Si — N N
R N Pyridine O N ’/OH <
oo om N 0°C >rt, 18h s ©
iPr ipr
2a 149a

Adenosine (2a) (8.02 g, 30.0 mmol, 1.00 equiv.) and 4-dimethylaminopyridine (DMAP; 1.83 g,
15.0 mmol, 0.50 equiv.) were suspended in dry pyridine (75 mL) and the mixture was cooled to
0 °C. 1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxane (TIPDS-Cly; 11.5 mL, 36.0 mmol, 1.20 equiv.)
was added dropwise and the mixture was slowly warmed to r.t. overnight. Cold water (20 mL) was
added, once TLC indicated full conversion (18 h) and all volatiles were removed under reduced
pressure. The residue was dissolved in EtOAc (100 mL) and the solution was washed with sat.
aqueous NaCl solution (50 mL). The organic phase was dried over Na,SO, concentrated 77 vacuo
and the residue was purified »iz column chromatography (DCM/MeOH 98:2 — DCM/MeOH
94:4) to yield 149a (12.2 g, 23.9 mmol, 80 %) as a coloutless foam.
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149a
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C22HyNsNaOsSiz" [M+Na]: 510.2562; found: 510.2567.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § [ppm| = 8.21 (s, 1H, H'), 8.07 (s, 1H, H?), 5.87 (s, 1H, H’), 5.64
(s, 1H, HM), 4.79 (dd, | = 8.5, 5.1 Hz, 1H, HY, 4.52 (s, 1H, ), 4.06 (dd, ] = 12.7, 3.4 Hz, 1H,
H®), 4.00 (dt, | = 8.6, 3.0 Hz, 1H, H'), 3.93 (dd, ] = 12.7, 2.7 Hz, 1H, H®), 1.04 (s, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 156.6 (C%), 153.0 (C?), 149.1 (C°), 139.7 (C), 119.7
(C'), 89.8 (C), 81.2 (C7), 74.1 (C?), 70.2 (CY), 61.2 (C%), 17.9 — 12.4 (12C, C™).

R 0.42 (EtOAc 100 %).
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2-Amino-9-((6aR,8R,9R,9a)-9-hydroxy-2,2.4 4-tetraisopropyltetrahydro-6H-
turo([3,2-1[1,3,5,2 4]trioxadisilocin-8-yl)-1,9-dihydro-6 H-purin-6-one (149b)

—N =N
o N/_ 0 o) ° N/_ °

2 TIPDS-Cl,, DMAP iPr | z
HO Si NH

~NH o o iPr ) TR

HO oH N\( Pyridine, 0 °C — r.t., 18 h Ier O‘Si’o OH
NH, iPr/ SiPr NH,
2b 149b

Guanosine (2b) (2.83 g, 10.0 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (610 mg, 5.00 mmol, 0.500 equiv.)
were dissolved in dry pyridine (25 mL) and cooled to 0 °C. TIPDS-Cl, (4.80 mL, 15.0 mmol,
1.50 equiv.) was added dropwise to the mixture and warmed to r.t. overnight. After adding water
(10 mL) the solvents were removed iz vacuo and the product was purified »iz flash column
chromatography (H.O 100 % — ACN 100 %) to yield 3°,5-TIPDS-guanosine 149b (2.37 g,

4.50 mmol, 45 %) as a colourless foam.

1

: N

6 O > 10 o]

iPre p/‘\i;;Y‘Ngf)\ﬁ7

Si I—4 N NH
O-gi-0  OH g
ipr” CiPr NH,

149b
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CaHaoN35O6Siz;" [M+H]": 526.2512; found: 526.2518.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 7.75 (s, 1H, H'), 6.50 (s, 2H, HN"), 5.67 (d, ] = 1.8 Hz,
1H, H?), 4.34 (dd, ] = 8.1, 5.0 Hz, 1H, H?), 4.25 (td, ] = 5.1, 1.8 Hz, 1H, H*, 4.12 — 3.86 (m, 3H,
H*9, 1.10 — 0.94 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): § [ppm] = 156.7 (C"), 153.9 (C), 150.6 (C*), 134.1 (C), 116.8
(C'), 87.8 (C?), 81.0 (C), 73.9 (CY), 69.6 (C), 60.7 (C*) 17.3 — 12.1 (12C, C™),

R 0.19 (EtOAc 100 %).
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Experimental

4-Amino-1-((6aR,8R,9R,9a5)-9-hydroxy-2,2.4.4-tetraisopropvltetrahydro-6H-
furo[3,2-[1,3,5,2 4]trioxadisilocin-8-yl)pyrimidin-2(1 H)-one (149c)

=\ ~NH;
) NWNHZ TIPDS-Cl,, DMAP 5 o m/
w0 g’ L
S .0 Pyridine, 0 °C — r.t., 20 h iPr=m\ s - 0
HO  OH -0 OH
iPr” ipr
2c 149c¢

Cytidine (2¢) (2.43 g, 10.0 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (612 mg, 5.00 mmol, 0.500 equiv.) were
dissolved in dry pyridine (25 mL) and cooled to 0 °C. TIPDS-Cl; (4.80 mL, 15.0 mmol, 1.50 equiv.)
was added dropwise to the mixture and the reaction was warmed to r.t. overnight. After adding
water (10 mL) the solvents were removed 7 vacuo and the product was purified vz flash column
chromatography (DCM/MeOH 97:3) to yield 3°,5’-TTPDS-cytidine 149c¢ (4.62 g, 9.53 mmol, 95 %)

as coloutrless foam.

2
1/9NH2
o4 OSN//BT
iPr,/\sQ’

iPr- 2') ¢
\Sro OH

Pt ipr
149c¢

HR-MS (ESI): 72/ % calculated for C21HaoN3O6Si;" [M+H]": 486.2450; found: 486.2453.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 7.71 (d, ] = 7.5 Hz, 1H, H'), 7.16 (d, ] = 22.5 Hz, 2H,
HM?), 5,66 (d, ] = 7.4 Hz, 1H, H?), 5.55 (s, 1H, H%), 4.20 — 4.11 (m, 1H, H*, 4.07 (dd, ] = 9.1,
4.4 Hz, 1H, HY, 4.00 (dt, ] = 9.1, 2.1 Hz, 1H, HY), 3.96 — 3.86 (m, 2H, H’, H%, 1.11 — 0.89 (m,
28H, H™,.

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 165.7 (C%, 154.8 (C°), 139.9 (C), 93.2 (C?), 90.7
(CY), 80.5 (C), 74.1 (C), 68.44 (C?), 60.0 (C*) 17.5 — 11.8 (12C, C™).

R 0.39 (EtOAc 100 %).
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Experimental

1-((6aR,8R,9R.9a.5)-9-hydroxy-2,2.4 4-tetraisopropyltetrahydro-6 H-furo[3,2-
A[1,3,5,2 4]trioxadisilocin-8-yl)pyrimidine-2,4(1 H,3 H)-dione (149d)

= (0] = (0]
0} ) o}
HO/\Q’NW/NH TIPDS-Cl,, DMAP iPr\S.'O/\Q‘NW/NH
— . o 5! —
HO OH (0] Pyridine, 0 °C — r.t., 21 h iPr O‘S" R OH 0}

o AL
iPriPr

2d 149d

Uridine (2d) (2.44 g, 10.0 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (610 mg, 5.00 mmol, 0.500 equiv.) were
dissolved in dry pyridine (25 mL) and cooled to 0 °C. TIPDS-Cl, (4.80 mL, 15.0 mmol, 1.50 equiv.)
was added dropwise to the mixture and warmed to r.t. overnight. After adding water (10 mL) the
solvents were removed 7 vacuo and the residue was dissolved in DCM (100 mL). The organic phase
was washed with sat. aqueous NaCl solution (50 mL) and the aqueous phase was re-extracted with
DCM (3 % 50 mL). The combined organic phases were dried over Na,SO, and the solvent was
removed iz vacno. The residue was purified vz flash column chromatography (DCM/MeOH 97:3
— DCM/MeOH 85:15). 3’,5-TIPDS-uridine 149d (4.63 g, 9.52 mmol, 95 %) was obtained as a

coloutless foam.

O\/SI\'O OH
iPriPr
149d

HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for Cx1H3N>O-Si," [M+H]": 487.2290; found: 487.2295.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 11.37 (s, 1H, H™"), 7.68 (d, J = 8.1 Hz, 1H, HY), 5.61
(d, ] = 4.5 Hz, 1H, HY), 5.53 (s, 1H, H?), 5.51 (s, 1H, H%), 4.18 — 4.07 (m, 3H, H**%, 397 (dt, |
= 8.6, 2.5 Hz, 1H, H"), 3.90 (dd, ] = 13.2, 2.7 Hz, 1H, H™), 1.11 — 0.89 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 163.3 (C%), 150.2 (C%), 139.8 (C"), 101.0 (C?), 90.6
(€%, 80.9 (C1), 73. 6 (C), 68.8 (CY), 60.2 (C?) 17.5 — 11.9 (12C, C™).

R 0.22 (DCM/MeOH 99:1).
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Experimental

(6aR,8R IR, 9aS)-2.2.4 4-tetraisopropyl-8-(9 H-purin-9-yl tetrahydro-6 H-furo[3,2-
A[1,3,5,2 4]trioxadisilocin-9-ol (149f)

=N
o N/_ TIPDS-Cly, DMAP iPr, O o N _
HO/\Q‘ = iPr-Si N
~_N idi o) S
HO  on NS

Pyridine, 0 °C, 18 h

2f

Nebularine 2e (2.09 g, 8.30 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (0.51 g, 4.10 mmol, 0.500 equiv.) were
suspended in dry pyridine (21 mL) and the mixture was cooled to 0 °C. TIPDS-Cl, (3.80 mL,
9.94 mmol, 1.20 equiv.) was added dropwise and the mixture was slowly warmed to r.t. overnight.
Cold water (10 mL) was added once TLC indicated full conversion and all volatiles were removed

under reduced pressure. The residue was purified 27z column chromatography (EtOAc 100%) to

yield 3°,5’-TIPDS-nebularine 149f (3.88 g, 7.89 mmol, 95 %) as an orange oil.

iPr. 0—\_ O
iPr-Si’ w "N,
/ 5) 6

Ogi—0 ’on—g
S
iPripr

149f
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CH3N4OsSi," [M+H]": 495.2453; found: 495.2455.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 3 [ppm] = 9.15 (s, 1H, H'), 8.93 (s, 1H, H?), 8.26 (s, 1H, H%, 6.06
(d, J = 1.3 Hz, 1H, H*, 5.15 — 5.06 (m, 1H, H%, 4.64 (d, ] = 5.5 Hz, 1H, H°), 4.17 — 4.09 (m, 2H,
H™, 4.09 — 4.00 (m, 1H, H*), 3.19 (s, 1H, H?), 1.13 (d, J = 9.8 Hz, 4H, H™") 1.13 — 0.97 (m,
24H, HP~C).

BC{'H}-NMR (100 MHz, CDCl): 5 [ppm] = 152.8 (C?), 150.6 (C'%), 149.2 (C"), 144.5 (C?), 135.1
(C"), 89.7 (C*, 82.3 (C), 75.1 (C°), 70.7 (C%), 61.6 (C*), 17.6 — 17.1 (8C, C**™%) 13.4 — 12.7 (4C,
Cil’r—CH)‘

R 0.55 (EtOAc 100 %).
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Experimental

(6aR,8RIR 9a$)-8-(6-(dimethylamino)-9 H-purin-9-vl)-2.2.4.4-

tetraisopropyltetrahydro-6H-furo[3,2-/[1,3,5,2 4] trioxadisilocin-9-ol (149g)

N
o /=N \ 0 o N N
N N TIPDS-Cl,, DMAP ; / z
R g N - o iPr o. S Nx
HO OH N~ Pyridine, 0 °C, 18 h . /S\i/o OH
iPripr
2g 1499

Dimethyl adenosine (2g) (1.43 g, 4.85 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (300 mg, 2.43 mmol,
0.500 equiv.) were suspended in dry pyridine (12 mL) and the mixture was cooled to 0 °C. TIPDS-
Cl, (1.86 mL, 5.82 mmol, 1.20 equiv.) was added dropwise and the mixture was slowly warmed to
r.t. overnight. Cold water (20 mL) was added once TLC indicated full conversion and all volatiles
were removed under reduced pressure. The residue was purified »z column chromatography
(cHex/EtOAc 1:3) to yield 3’,5-TIPDS-dimethyl adenosine 149g (1.66 g, 3.10 mmol, 64 %) as a

coloutless oil.
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HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CoHuuN5O5Si," [M+H]": 538.2875; found: 538.2877.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): § [ppm] = 8.26 (s, 1H, H'), 7.85 (s, 1H, H?, 5.95 (d, ] = 1.4 Hz,
1H, H?), 5.15 (dd, ] = 7.3, 5.5 Hz, 1H, H%, 4.55 (dt, | = 5.6, 1.5 Hz, 1H, H%), 4.17 — 4.05 (m, 2H,
HE™, 4.08 — 3.98 (m, 1H, H™), 3.51 (s, 6H, H%), 3.3 (d, ] = 1.7 Hz, 1H, H9), 1.16 — 1.01 (m, 28H,
H™.

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): & [ppm| = 155.1 (C'%), 152.5 (C), 149.9 (C'!), 137.3 (C?), 121.0
(C), 89.8 (C?), 82.4 (CY), 75.3 (C?), 71.3 (C*), 62.3 (C), 17.6 — 17.1 (8C, C**" 13.4 — 12.7 (4C,
CiPr—CH).

R 0.47 (EtOAC).
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Experimental

(6aR,8R.95.9a5)-8-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-2,2.4 4-tetraisopropyltetrahydro-6 H-
furo[3,2-A[1,3,5,2,4]trioxadisilocin-9-ol (150a)

o) NH
o.__n NH, TIPDS-Cly, DMAP ipr_ O N\%\\( 2
7 ipr—Si - N
R Pyridine S N~

O OH
0°C —rt, 18h s ©
iPr ipr

75a 150a

Dry pyridine (60 mL) was added to vidarabine (75a, 4.72 g, 17.7 mmol, 1.00 equiv.). The
suspension was cooled to 0 °C and TIPDS-Cl; (6.20 mL, 19.4 mmol, 1.10 equiv.) was added over
20 min. The reaction mixture was stirred and allowed to warm to r.t. over 18 h at which point TLC
indicated full conversion. Toluene (100 mL) was added and the mixture was concentrated 7z vacuo.
The crude material was purified by column chromatography (EtOAc/MeOH 982 —
EtOAc/MeOH 95:5) to give compound 150a as a coloutless foam (7.83 g, 15.4 mmol, 87 %).
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iPr, 077 NG
iPr-Si N NN
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150a
HR-MS (ESI): 72/ % calculated for C22H4oNsOsSi;" [M+H]": 510.2562; found: 510.2562.

"H-NMR (400 MHz, CDCl): 8 [ppm] = 8.22 (s, 1H, HY), 8.09 (s, 1H, H?, 6.16 (d, ] = 5.8, 1H,
H?), 5.89 (s, 2H, HY, 4.72 — 4.61 (m, 2H, H*%), 4.01 (d, ] = 3.4, 2H, H"), 3.84 (dt, ] = 9.3, 3.3, 1H,
H?), 1.16 — 0.98 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 155.7 (C%), 152.8 (C?), 149.4 (C'), 140.6 (C"), 120.0
(C"), 84.2 (CY), 81.3 (CY), 77.2 (C), 74.4 (C°), 61.5 (C), 17.8 — 12.2 (12C, C™).

Re: 0.63 (EtOAc/MeOH 9:1 with 1 % EN).
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Experimental

(6aR,8RIR 9aR)-8-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2,2 4 4-tetraisopropyltetrahydro-6H-

furo[3,2-A[1,3,5,2 4] trioxadisilocin-9-yl trifluoromethanesulfonate (151a)

0 NH 0 NH
= s Y
iPr = s Y, N N iPr”™\ N ", N N
0.0 ©OH e DCM O-0 O
S 0°C,1h 8
iPripr iPriPr
149a 151a

TIPDS-protected adenosine 149a (1.02 g, 2.00 mmol, 1.0 equiv.) and DMAP (733 mg, 6.00 mmol,
3.0 equiv.) were dissolved in dry DCM (10 mL). The reaction mixture was cooled to 0 °C and triflic
anhydride (504 pL, 3.00 mmol, 1.5 equiv.) was added dropwise. The resulting mixture was stirred
at r.t. for 2 h. Water (20 mL) was added and the phases were separated. The aqueous phase was
extracted with DCM (2 X 10 mL). The combined organic phases were washed with water (20 mL),
sat. aqueous NH,4Cl solution (40 mL), sat. aqueous NaCl solution (40 mL) and dried over MgSO,.
The solvent was removed under reduced pressure and the crude product was purified by column
chromatography (cHex/EtOAc 1:1) to yield triflate 151a as off-white solid (689 mg, 1.07 mmol,
54 %).
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F F
151a

HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CsHzoN5O-F5SSi;" [M+H]": 642.2054; found: 642.2059.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): § [ppm| = 8.27 (s, 1H, H"), 7.99 (s, 1H, H-C?), 6.11 (s, 1H, H?),
5.86 (s, 2H, HN™), 5.78 (d, J=4.8 Hz, 1H, H"), 5.27 (dd, ] = 9.3, 4.8 Hz, 1H, H), 4.22 — 4.02 (m,
3H, H*7), 1.12 — 1.04 (m, 28H, H™).

BC{'H} NMR (100 MHz, CDCL): § [ppm] = 155.5 (C%), 153.2 (C"), 149.0 (C*), 139.3 (C2), 120.2
(C', 119.6 (C'), 88.4 (C?), 81.4 (C7), 76.8 (C*), 68.2 (C°), 59.6 (C%), 17.4 — 16.7 (CP) 132 — 12.7
(Cil’r—CH)‘

Ry 0.20 (cHex/EtOAc 1:1).
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Experimental

(6aR,8R.95,9aR)-8-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2,2.4 4-tetraisopropvltetrahydro-6H-

furo[3,2-A[1,3,5,2,4]trioxadisilocin-9-yl trifluoromethanesulfonate (152a)

=N —N
iPr\Sp/\QNWNHZ Tf,0, DMAP ipr\SP/\CZ’N:)\\(NHz
P &Si/o\" oy NN DCM,0°C, 1h iPr” Elj\sro“' ors NN
iPr’ pr iPr’ ipr
150a 152a

150a (2.55g, 5.00 mmol, 1.00 equiv.) and 4-Dimethylaminopyridine (1.80 g, 15.0 mmol,
3.00 equiv.) were dissolved in dry DCM (26 mL). The mixture was cooled to 0 °C and TH,O
(900 pL, 5.50 mmol, 1.10 equiv.) was added slowly over 5 min. The reaction was stirred and
allowed to warm to r.t. over 1 h until TLC analysis indicated full conversion. Water (10 mL) was
added, the phases were separated and the organic layer was washed with sat. aqueous solution
NH,Cl (50 mL) and sat. aqueous NaCl solution (50 mL). It was then dried over Na,SO, and
concentrated iz vacno. The crude material was purified by column chromatography (cHex/EtOAc

1:1) to give 152a (2.45 g, 3.89 mmol, 78 %) as coloutless foam.

HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CosHs0FsN5O-SSi," [M+H]™: 642.2055; found: 642.2057.

'"H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.30 (s, 1H, H"), 8.08 (s, 1H, H?), 7.47 (s, 2H, H), 6.48
(d, J = 7.1 Hz, 1H, H*, 6.06 (dd, ] = 7.6, 7.6 Hz, 1H, H?), 5.67 (dd, J = 8.1, 8.1 Hz, 1H, H°), 4.26
—3.89 (m, 3H, H™®), 1.34 — 0.99 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 156.0 (C%), 152.3 (C?), 149.1 (C'%), 140.6 (C"), q,
122.5 - 113.0 (C™), 116.1 (C'?), 89.3 — 78.5 (C*7), 74.2 (C"), 62.1 (C¥), 17.3 — 12.3 (12C, C™).

Rt = 0.68 (EtOAc 100 %).
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Experimental

Tert-butyl ((6aR,8R,9IR,9a5)-8-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-2.2.4 4-tetraisopropyl

tetrahvdro-6H-furo[3.,2-/[1,3.5,2 4]trioxadisilocin-9-yl)-L-alaninate (154a

S

o NH
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o, N NH, iPr._ /\Q‘ W
iPr. O N\%\( 2 153 iPr/SI N
I / \ ~
oS _ f N -0 NH N
0...0 ‘oTf Toluene ipr
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iPriPr o,
Bu
152a 154a

Toluene (5 mL) was added to triflate 152a (700 mg, 1.09 mmol, 1.0 equiv.) and the mixture was
heated to 110 °C. L-Alanine fer~-butyl ester (3.17 g, 21.8 mmol, 20 equiv.) in toluene (3 mL) was
added dropwise over 48 h. Once TLC indicated close to full conversion the volatiles were removed
in vacno. The crude material was purified by column chromatography (cHex/EtOAc 1:1) to give

compound 154a as coloutless solid (159 mg, 261 umol, 24 %).

154a
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CoHssNeOSi," [M+H]": 637.3560; found: 637.3562.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm] = 8.23 (s, 1H, H"), 8.20 (s, 1H, H?, 6.04 (s, 1H, H),
4.82 — 474 (m, 1H, H*), 4.25 — 4.17 (m, 2H, H*), 4.15 — 4.09 (m, 1H, H™), 4.00 (dd, ] = 12.9, 2.8
Hz, 1H, H™), 3.60 (d, ] = 6.8 Hz, 1H, H?), 1.41 (s, 9H, H), 1.34 (s, 3H, H'%), 1.08 — 1.04 (m, 28H,
H™.

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): & [ppm] = 174.1 (C'Y), 153.3 (C'?), 149.8 (C'), 148.4 (C"),
140.3 (C2), 119.5 (C'), 89.8 (C?), 83.0 (C°), 81.3 (CY, 69.0 (C?), 63.0 (C*), 60.9 (C7), 55.9 (C'%), 28.2
(C%), 18.5 (C'%), 17.8 — 16.7 (8C, C*™M9), 13.5 — 12.6 (4C, CPCH),

R¢ = 0.52 (Pent/EtOAc 1:1).
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Experimental

Tert-butyl (2R,3R,45,5K)-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl)-l-alaninate (155a)

—N =N
5 0 N/_ NH, 0 N/_ NH,
e T Ho Y
iPr- > ST NN TBAF N
O -0 NH - 5 HO NH NS
28 WIS Ethylacetate LR
P
PriPr %F:O r.t., 30 min SF:O
o} .
tBu tBu
154a 155a

EtOAc (4.0 mL) was added to 154a (90.7 mg, 142 pmol, 1.0 equiv.) and TBAF (186 mg, 712 pmol,
5.0 equiv.). The reaction was stirred at r.t. for 30 min, quenched with TMS-MeOH (0.30 mL),
concentrated 7z vacno and putrified by column chromatography (EtOAc/MeOH 9:1) to give
compound 155a as yellow liquid (46.1 mg, 82 %).

155a
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for Ci7HN¢Os™ [M+H]": 395.2037; found: 395.2038.

'H NMR (400 MHz, CDCL): § [ppm] = 8.25 (s, 1H, H'), 7.86 (s, 1H, H?), 6.25 (s, 2H, ), 5.68
(d, J = 8.4 Hz, 1H, H*), 4.36 — 4.05 (m, 4H, H>*™*/°/%) 395 (dd, ] = 13.0, 1.7 Hz, 1H, H'), 3.76
(dd, ] = 12.9, 1.8 Hz, 1H, H'™), 321 (q, ] = 7.1 Hz, 1H, H'), 1.19 (s, 9H, H™), 1.14 (d, ] = 7.1
Hz, 3H, HY).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCl): & [ppm] = 175.1 (C'), 156.2 (C), 152.4 (C?), 148.8 (C'S),
141.1 (C"), 121.3 (C'7), 90.9 — 55.8 (7CHOTLI2Buquny o7 7 (CBeCHY 18 7 (1),
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Experimental

9-((6aR,8R,95,9a.5)-9-azido-2,2.4 4-tetraisopropyltetrahydro-6 H-furo|[3,2-
A1,3,5,2 4]trioxadisilocin-8-y1)-9 H-purin-6-amine (157a)
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Triflate 151a (642 mg, 1.00 mmol, 1.0 equiv.) and NaN; (325 mg, 5.0 mmol, 5.0 equiv.) were
suspended in dry DMF (10 mL) and the mixture was stirred at r.t. overnight. Cold water (50 mL)
was added and the solution was extracted with EtOAc (2 X 100 mL). The combined organic phases
were washed with sat. aqueous NaCl solution (50 mL) and dried over N>SOs. The crude azide 157a

was analysed only by mass spectrometry and further processed without further purification.

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CH3NsO4Si;" [M+H]": 535.2627; found: 535.2638.
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Experimental

9-((6aR,8R,95,9a)-9-amino-2,2.4 4-tetraisopropyltetrahydro-6 H-furo[3,2-
1,3,5,2 4|trioxadisilocin-8-yl)-9 H-

P ipr
158a

P’ ipr

157a
Methanol (75 mL) was added to the crude product 157a (7.79 mmol) and Pd/C (10 % w/w;
623 mg) was added to the solution. The mixture was stirred vigorously under an atmosphere of H
at r.t. for 72 h until TLC indicated full conversion of the starting material. All solids were filtered
off through celite and the remaining solution was concentrated 7z vacuo. The residue was purified
via colum chromatography (EtOAc 100 % + 1 % NEt; — EtOAc/MeOH 98.5:1.5 + 1 % NEt;)
to receive 2’-arabinosylamine 158a (1.96 g, 4.60 umol, 59 % over both steps).
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HR-MS (ESI): 72/ % calculated for C22HuiNqO4Si;" [M+H]": 509.2722; found: 509.2716.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): § [ppm| = 8.31 (s, 1H, H"), 8.17 (s, 1H, H?, 6.26 (d, ] = 6.9 Hz,
1H, H?), 5.70 (s, 2H, HY, 4.50 (¢, ] = 8.8 Hz, 1H, H’), 4.17 (dd, ] = 13.0, 3.0 Hz, 1H, H*), 4.07 —
4.00 (m, 1H, H"), 3.96 — 3.84 (m, 2H, H™®), 1.17 — 1.03 (m, 28H, H™).

BC{'H} NMR (100 MHz, CDCL): 5 [ppm] = 155.6 (C%), 153.1 (C"), 150.0 (C'%), 140.0 (C?), 120.2
(C"), 84.9 (C?), 82.6 (C), 74.6 (C?), 61.2 (C°), 60.7 (C%), 17.7 — 17.1 (8C, C™*), 13.7 — 12.7 (4C,
CiPr—CH)‘

Re 0.12 (EtOAc/MeOH 98:2 + 1 % NEts).

255



Experimental

Methyl ((6aR,8R,9.5,9a)-8-(6-amino-9H-purin-9-y1)-2.2 4 4-tetraisopropyl

tetrahvdro-6H-furo[3,2-/[1.3.5.2 4| trioxadisilocin-9-yl)-D-alaninate (160a

Methyl ((6aR,8R,95.9a5)-8-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-2.2 4.4-tetraisopropyl
tetrahydro-6H-furo[3,2-/[1,3,5,2 4 trioxadisilocin-9-yl)-L.-alaninate (161a)

o
Br /:N /=N
—N 159 O N NH, O.__N NH,
o TN nm, iPr. /\q a iPr._ /\q % f
iPre_s 73 DBU |Pr/S\I N |Pr/S\I NN
oS \ LN - - : NH + o0 NH
0<...0 NH, |~ Dioxane
By ? 80°C, 72 h ~ iPr o P ipr ! o
iPriPr g 3
N\ N\
158a 160a 161a

1,4-dioxane (15 mL) and DBU (249 pL, 1.67 mmol, 1.0 equiv.) was added to amine 158a (850 mg,
1.67 mmol, 1.0 equiv.). The reaction was heated to 80 °C and methyl 2-bromopropionate (159,
1.86 mL, 16.7 mmol, 10.0 equiv.). The reaction was stirred at 80 °C for 3 d. The mixture was
concentrated 7z wvacno and purified by column chromatography (cHex/EtOAc 1:9 —
EtOAc/MeOH 99:1) to give compounds 160a and 161a as yellow solids (195 mg, 33.0 umol,
33 %o).

Diastereomer 1:

=N
O M5 NH,'
IPI’\S{ 7 w3
5 - Si -
iProy > NN
O‘Si\’o :\:)H !
iPriPr =0
o)
\

HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CosHasNeOSi:" [M+H]": 594.3017; found: 594.3017.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 3 [ppm] = 8.33 (s, 1H, HY), 8.19 (s, 1H, H?, 6.37 (d, ] = 6.5 Hz,
1H, 1Y), 5.85 (s, 2H, H), 4.45 (t, ] = 8.8 Hz, 1H, H%), 4.16 — 3.99 (m, 2H, H), 3.87 (dt, ] = 8.4, 2.8
Hz, 1H, HY), 3.69 (s, 3H, H), 3.61 (dd, ] = 9.2, 6.5 Hz, 1H, H%), 3.33 (q, ] = 7.0 Hz, 1H, H'"%), 1.21
—0.96 (m, 28H, H™), 0.74 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, H").
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Experimental

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 175.8 (C?), 155.5 (C"), 152.9 (C"), 150.0 (C'),
140.4 (C?), 119.4 (C"), 83.2 (C), 82.1 (C7), 72.7 (C?), 64.6 (C?), 60.9 (C°), 55.3 (C'%), 52.0 (C%), 19.5
(C"), 18.2— 16.1 (8C, C™™, 14.7 — 10.1 (4C, CP°H,

Ry 0.15 (cHex/EtOAc 1:9).

Diastereomer 2:

HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CosHaNeOSiz" [M+H]": 594.3017; found: 594.3017.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 8.29 (s, 1H, H'), 8.10 (s, 1H, H?, 6.30 (d, ] = 6.9 Hz,
1H, H%), 5.81 (s, 2H, H*), 4.74 — 4.64 (m, 1H, %), 4.11 (dd, ] = 12.7, 4.2 Hz, 1H, H*), 3.99 (dd, ]
=12.7, 3.1 Hz, 1H, H®), 3.86 — 3.80 (m, 1H, H"), 3.73 — 3.66 (m, 1H, H*), 3.56 (s, 4H, H*""), 1.18
—0.96 (m, 31H, H'™)

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): § [ppm] = 175.5 (C'?), 155.5 (C), 152.9 (C'), 149.9 (C'¥,
140.7 (C?), 120.0 (C"), 83.7 (C?), 82.2 (C7), 75.0 (C?), 65.2 (C¥), 61.8 (C°), 55.6 (C”'%), 52.0 (C*"Y),
19.0 (C"), 17.8 — 17.0 (8C, ™M) 13,7 — 12.4 (4C, C*Hy,

Re 0.10 (cHex/EtOAc 1:9).
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Experimental

Methyl ((2R,35.45,5R)-2-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-

(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl)-D-alaninate (162a)
Methyl ((2R,35,45,5R)-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-

(hvdroxymethvl)tetrahyvdrofuran-3-yl)-L-alaninate (163a)

—N —N
o o N/_ NH, o N/_ NH,
iPI'\S{ /\q z \ HO 72 \
, o
ipr->! B N N HF-Pyridine ~_N
Og-0 NH Y HO  NH NS
o THF
IPriPr 0 0°C—rt,18h 0
o o
\ \
160a 162a
161a 163a

Diastereomer 1 (57.6 mg, 97.0 umol, 1.00 equiv.) or 2 (39.5mg, 66.0 umol, 1.00 equiv.) of
160a/161a were dissolved in dry THF (1 mL) and the solution was cooled to 0 °C. HF-pyridine (1:
70 wt.%; 50.4 uL, 1.93 mmol, 20.0 equiv.; 2: 70 wt.%; 34.5 uL, 1.33 mmol, 20.0 equiv.) was added
dropwise and the mixture was stirred for 18 h at room temperature until TLC confirmed full
conversion. Excess fluoride was quenched by adding TMS-OMe (1 mL) and stirring for an
additional 30 min. All volatiles were removed 77 vacuo and the residue was purified by flash column
chromatography (EtOAc/MeOH 95:5). Compounds diastereomer 1 (25.4 mg, 71.8 umol, 74 %)
and 2 (14.7 mg, 41.6 umol, 63 %) of 162a/163a were obtained as off-white solids. The assignment

of the D- or L-configuraion to the respective diastereomers was not disclosed.

Diastereomer 1:

HR-MS (ESI): 7/ calculated for C1sHaNOs" [M+H]": 353.1568; found: 353.1567.

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 5 [ppm] = 8.47 (s, 1H, H"), 8.20 (s, 1H, H?, 6.40 (d, ] = 6.5 Hz,
1H, H%), 434 (t, ] = 7.9 Hz, 1H, H%, 3.91 (dd, ] = 12.1, 2.3 Hz, 1H, H™), 3.86 (dt, ] = 7.8, 2.7 Hz,
1H, HY), 3.80 (dd, ] = 12.2, 3.2 Hz, 1H, H™), 3.69 (s, 3H, H), 3.52 (dd, ] = 8.2, 6.4 Hz, 1H, HY),
3.14 (q, ] = 7.0 Hz, 1H, H%), 0.77 (d, ] = 7.1 Hz, 3H, H").
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Experimental

BC{'H}-NMR (101 MHz, MeOD): & [ppm] = 175.3 (C'"), 155.1 (C"?), 151.5 (C?), 148.4 (C"),
140.7 (CY), 117.5 (C'), 83.4 (C), 82.7 (C%), 71.7 (C*), 64.9 (C), 59.0 (C%), 54.4 (C°), 50.2 (C), 17.2
).

Diastereomer 2:

1

N
/= 14

6 0.3 N NH2
/\q / \ 12
7

N
8
11=0

0]
\

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C14H20NOs" [M+H]": 353.1568; found: 353.1566.

'H-NMR (400 MHz, MeOD): 3 [ppm| = 8.43 (s, 1H, H), 8.18 (s, 1H, H?), 6.40 (d, ] = 6.5 Hz,
1H, H?), 4.37 (t, ] = 7.5 Hz, 1H, H*), 3.95 — 3.85 (m, 2H, H™), 3.83 — 3.78 (m, 1H, H™), 3.69 —
3.63 (m, 1H, H), 3.49 (s, 4H, H*), 1.15 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, MeOD): & [ppm] = 174.3 (C'"), 155.1 (C"?), 151.5 (C?), 148.4 (C"),
140.3 (CY), 117.7 (C"), 83.5 (C¥), 83.0 (C°), 72.2 (CY), 63.9 (C7), 59.3 (C%), 53.5 (C?), 50.1 (C%), 16.7
(O}

259



Experimental

9-((6aR,8R,9R,9a5)-9-azido-2,2,4,4-tetraisopropyltetrahydro-6 H-furo[3,2-
A1,3,5,2 4]trioxadisilocin-8-y1)-9 H-purin-6-amine (164a)

(o) NH o) NH
N 2 N 2
iPr> N NQ/N iPr) NS NQ/N
O.g;-0 oTf DMF O.g;-0 N;
Pt rt., 72 h Pl
iPriPr iPriPr
152a 164a

DMF (40 mL) was added to triflate 152a (8.25 g, 12.9 mmol, 1.0 equiv.). Sodium azide (4.18 g,
6.42 mmol, 5.0 equiv.) was added and the reaction was stirred for 72 h at room temperature. Water
(50 ml) was then added, the aqueous layer was extracted with EtOAc (2 X 100 mL) and the organic
layers were washed with sat. aqueous NaCl solution and dried over Na,SO,. After removal of the

solvent zz vacuo crude compound 164a was obtained, which was used without further purification.

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CH30NsO4Si;" [M+H]": 535.2627; found: 535.2637.
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Experimental

9-((6aR,8R,9R,9a5)-9-amino-2,2,4.4-tetraisopropvltetrahydro-6 H-furo[3,2-

1.3.5.2 4]trioxadisilocin-8-v1)-9 H-purin-6-amine (165a

—N =N
o) 0 N/_ NH; o) 0o N/_ NH;
iPro_ W 7 PdC, Hy Py W 7
PSS NN Sl L NN
O0...-0 3 O0.c.-0  NH;

— N MeOH
Si rt, 15 h

iPr’ ipr iPr’ 'ipr

164a 165a

The crude product 164a was dissolved in dry MeOH (200 mL) and Pd/C (10 % w/w; 692 mg,
0.355 mmol, 3 mol%) was added. The reaction was vigorously stirred for 15h under H,
atmosphere. The mixture was filtered through celite, concentrated iz vacuo and purified by column
chromatography (EtOAc/MeOH 99:1 — EtOAc/MeOH 97:3 + 1 % NEt3) to give compound
165a as white solid (5.59 g, 11.1 mmol, 86 % over 2 steps).

=N

7 - 3
. o O N/_ 2 _NH,
IPr\Si /\GQ’ w7 o
iProol ST NN

Og-0  NH, 5

Pl 9

iPriPr

165a
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CHuN¢O4Si," [M+H]": 509.2722; found: 509.2723.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d,): 5 [ppm] = 8.25 (s, 1H, H'), 8.08 (s, 1H, H?), 7.33 (s, 2H, H?),
572 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H*), 4.81 (dd, ] = 6.4, 6.4 Hz, 1H, H?), 4.03 — 3.92 (m, 4H, H*’%), 3.35 (s,
2H, 1), 1.17 — 0.99 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO-d,): § [ppm] = 156.1 (C'), 152.5 (C?), 149.1 (C""), 139.8 (C,
119.2 (C), 89.0 — 56.9 (5C, C**67%),17.5 — 16.9 (C**), 12.8 — 12.1 (CP=H),

R = 0.09 (EtOAc/MeOH 97:3 + 1 % NEt).
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Experimental

Methyl ((6aR,8R,9R.9a5)-8-(6-amino-9H-putin-9-yl)-2,2.4 4-tetraisopropyl
tetrahydro-6 H-furo[3,2-/[1,3,5,2 4]trioxadisilocin-9-yl)-L-alaninate (166a)
Methyl ((6aR,8R9K 9a)-8-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2.2 4,4-tetraisopropyl
tetrahydro-6 H-furo[3,2-/[1,3,5,2 4]trioxadisilocin-9-yl)-D-alaninate (167a)

O

\)J\O/
Br
159
o) [\ NH
|Pr\ K2COs iPre o N z 2 |Pr\
iPr- ipr~Si \
iPr \ . , ACN iPr b\S-—O: ’/NH N~ \ - : NH §/
90°C,6d A
lPr ‘iPr iPriPr o P’ ipr ! o
165a 0\ o\

166a 167a

ACN (20 mL) was added to amine 165a (509 mg, 1.00 mmol, 1.0 equiv.). Methyl 2-
bromopropionate (0.223 mL, 2.00 mmol, 2.0 equiv.) and K,CO; (276 mg, 2.00 mmol, 2.0 equiv.)
were added. Methyl 2-bromopropionate (0.112 mI., 1.00 mmol, 1.0 equiv.) was added after 19 h.
The reaction was stirred at 90 °C for 6 d. ACN (6 mL) was added, the mixture was concentrated 7
vacno and purified by column chromatography (cHex/EtOAc 1:4 — EtOAc/MeOH 99:1) to give
compounds 166a and 167a as yellow solids (195 mg, 33.0 umol, 33 %). The assignment of the D-

or L-configuraion to the respective diastereomers was not disclosed.

TN
O N/_ 15 NH,
IPI’\S{ 7 . \E
o -Si 5 6
iPr =y S NN
O‘S\i’o I;IH 5
PriPr 12=0
(0]
\
10
166a = D-Ala
167a =L-Ala

Diastereomer 1:
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CHuN¢O4Si," [M+H]": 595.3090; found: 595.3106.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § [ppm] = 8.21 (s, 1H, H"), 8.05 (s, 1H, H?), 7.35 (s, 2H, H?), 5.94
(d, ] = 1.6 Hz, 1H, H*, 5.05 (dd, 1H, H%), 4.11 — 3.87 (m, 3H, H*™®), 3.70 — 3.57 (m, 2H, H"), 3.53
(s, 3H, H', 1.25 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, H"), 1.04 (s, 28H, H™).
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Experimental

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 175.1 (C'?), 156.1 (C"), 152.5 (C"), 148.5 (C'*),
139.3 (C%, 119.4 (C?), 87.8 — 51.7 (C**"**1% 19,7 (C'), 17.4 — 16.8 (8C, C™ ), 12.7 — 12.2 (4C,
CiPr-CH)‘

R; = 0.14 (BtOAc).

Diastereomer 2:
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for C2HuNsO4Si," [M+H]": 595.3090; found: 595.3104.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): 5 [ppm| = 8.21 (s, 1H, H"), 8.05 (s, 1H, H?), 7.35 (s, 2H, H’), 5.94
(d, ] = 1.6 Hz, 1H, H*, 5.05 (dd, 1H, H%, 4.07 — 3.57 (m, 3H, H"™®), 3.64 (dd, ] = 13.9, 7.1 Hz,
2H, H°), 3.53 (s, 3H, H'), 1.25 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, H'"), 1.04 (s, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 8 [ppm] = 175.1 (C'?), 156.1 (C"), 152.5 (C"), 148.5 (C'*),
139.3 (C?), 119.4 (CY), 87.8 — 51.7 (C*>7810 182 (C'), 17.4 — 16.8 (8C, C™*") 12,7 — 12.2 (4C,
CiPr—CH)'

R = 0.28 (BtOAc).
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Experimental

(6aR,8RIR 9aR)-8-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2,2 4 4-tetraisopropyltetrahydro-6H-
furo[3,2-A[1,3,5,2.4]trioxadisilocin-9-vl (zer-butoxycarbonyl)-L-alaninate (168a)

F:N
o NH
—N N 2
iPr Pw‘ WZ\( 2 EDCI, DMAP iPr- \ - NN
oS L LN g0 ©
O\Si’d OH I R THF, IPI’ |Pr
o /N, 0°C—rt,2h
iPr iPr HN,
Boc
149a 168a

N-Boc-L-Alanine (223 mg, 1.18 mmol, 1.20 equiv.) was dissolved in dry THF (5 mL). The solution
was cooled to 0 °C and EDCI'-HCI (282 mg, 1.47 mmol, 1.50 equiv.) was added. After 15 min, 149a
(500 mg, 980 umol, 1.00 equiv.) and DMAP (240 mg, 1.96 mmol, 2.00 equiv.) were added. The
reaction mixture was allowed to warm to r.t. and stirred for 2 h and was subsequently concentrated
in vacno. The crude material was purified by column chromatography (cHex/EtOAc 1:1) to give

compound 168a as white foam (668 mg, 980 umol, 100 %).
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HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C30HssNgOsSiz" [M+H]": 681.3458; found: 681.3466.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § [ppm] = 8.26 (s, 1H, H"), 8.04 (s, 1H, H?), 7.38 — 7.36 (m, 3H,
HN2, HN 6,10 (s, 1H, H?), 5.98 (d, ] = 6.2 Hz, 1H, H*, 529 — 5.21 (m, 1H, H’), 4.15 (p, ] =
7.4 Hz, 1H, H°), 4.02 (q, ] = 7.2 Hz, 2H, H"), 3.97 — 3.87 (m, 1H, H%, 1.11 — 0.93 (m, 37H, H™),
1.33 (d, 3H, H°).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 8 [ppm] = 172.5 (C'), 156.6 (C'), 155.6 (C**=©), 153.0 (C?),
149.0 (C'), 140.9 (C"), 119.7 (C"), 87.0 (CY), 81.3 (C?), 78.7 (C*)75.1 (C*), 69.31 (C?), 60.2
(C), 49.4 (Cf), 28.6 (C™=)17.8 — 11.9 (13C, C°, C™).

R¢: 0.57 (EtOAc 100 %).
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Experimental

(6aR,8R.95,9aR)-8-(2-Amino-6-oxo-1,6-dihydro-9H-purin-9-yl)-2.2. 4 4-

tetraisopropvltetrahydro-6 H-furo[3,2-A[1,3,5,2 4| trioxadisilocin-9-vl (fert-

butoxycarbonyl)-L-alaninate (168b)

N N
0 © N/_ O N-Boc-L-Alanine, EDCI, DMAP = N/_ 0
iPro_- W 7 -Boc-L-Alanine, s iPro ¢ /\(_7, /
ipr-Sl  NaNH oS
e - ! ~
~gi-O OH THF, 0°C —>rt, 18h -,O o \(
P’ iPr NHs i ipr % NH
HN
Boc
149b 168b

N-Boc-L-Alanine (298 mg, 1.60 mmol, 1.05 equiv.) was dissolved in dry THF (15 mL) and cooled
to 0 °C. EDCI'-HCI (316 mg, 1.70 mmol, 1.10 equiv.) was added and the mixture was stitred for
15 min. 3°,5-TIPDS-Guanosine (149b) (788 mg, 1.50 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (275 mg,
2.25 mmol, 1.50 equiv.) were added and the reaction was allowed to warm to r.t. overnight. Once
TLC analysis indicated full conversion, the volatiles were removed 77 vacno and the residue was
purified #ia flash column chromatography (DCM 100 % — DCM/MeOH 85:15) to yield 2’-N-
Boc-alanine-3’,5’-TIPDS-guanosine 168b (603 mg, 900 umol, 57 %) as coloutrless solid.

O2N M3 o
iprS) 3 N NH
(0N .,o

S S
iPr’ |Pr0:g 8 NH,
5.||I|
168b

HR-MS (ESI): 7/ z calculated for Cs0HssNeOoSi," [M+H]": 697.3407; found: 697.3410.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 7.85 (s, 1H, H"), 5.89 (d, ] = 1.6 Hz, 1H, H?), 5.63 (dd,
J=52,1.7 Hz, 1H, HY), 4.64 (dd, | = 8.3, 5.2 Hz, 1H. H*), 4.19 — 4.05 (m, 2H, H*®), 4.01 — 3.89
(m, 2H, H®7), 1.36 (s, 9H, H®), 1.31 (d, J = 7.4 Hz, 3H, H?), 1.09 — 0.95 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): § [ppm] = 171.9 (C?), 156.6 (C'%), 155.2 (C*C°), 154.0 (C"),
150.5 (C'), 134.7 (C'), 116.7 (C), 84.9 (C?), 81.2 (C7), 78.3 (CP==%) 75,0 (C%), 68.7 (C*), 60.1 (C°),
48.8 (C7), 28.2 (CP="% 17.4 —16.6 (13C, C*, C™),

Ry 0.42 (EtOAc 100 %).
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Experimental

(6aR,8R.9.5,9aR)-8-(4-Amino-2-oxopyrimidin-1(2H)-yl)-2,2.4 4-

tetraisopropyltetrahydro-6H-furo[3,2-/[1,3,5,2 4| trioxadisilocin-9-yl (zert-

butoxvycarbonvl)-L-alaninate (168c¢)

o ﬂ/NHZ o o}
iPre prYN N-Boc-L-Alanine, EDCI, DMAP ;Pr:Si \_/ (7)7/
Si 3 N 2
iPr 3 L5 Owe-0 ©
O....0 ©OH THF, 0°C - r.t,, 20 h Si
"si—© © iPr’ \iprO
iPriPr 3
HN,
Boc
149¢ 168¢

N-Boc-Alanine (298 mg, 1.60 mmol, 1.05 equiv.) was dissolved in dry THF (15 mL) and cooled to
0 °C. EDCI'-HCI (316 mg, 1.70 mmol, 1.10 equiv.) was added and the mixture was stirred for
15 min. 3°,5-TIPDS-cytidine 149c (729 mg, 1.50 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (275 mg,
2.25 mmol, 1.50 equiv.) were added and the reaction was warmed to r.t. overnight. Once TLC
analysis indicated full conversion, the solvents were removed 77 vacuo and the residue was purified
via column chromatography (DCM 100 % — DCM/MeOH 85:15) to yield 2’-N-Boc-alanine-3°,5-
TIPDS-cytidine 168¢ (831 mg, 1.30 mmol, 84 %) as colourless solid.
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HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CoHssN4OoSi," [M+H]": 657.3346; found: 657.3359.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 7.65 (d, ] = 7.4 Hz, 1H, H"), 7.35 (d, ] = 7.6 Hz, 1H,
HN), 7.28 (s, 2H, HN™), 5.71 (d, ] = 7.4 Hz, 1H, H?), 5.65 (s, 1H, H?), 5.38 (d, ] = 4.9 Hz, 1H, H?),
4.44 (dd, ] = 9.3, 4.9 Hz, 1H, H%, 4.20 — 4.08 (m, 2H, H°, H™), 3.97 — 3.87 (m, 2H, H™"), 1.38 (s,
9H, H*9, 1.35 — 1.21 (m, 3H, H?), 1.05 — 0.82 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): § [ppm] = 171. 8 (C'%), 165. 9 (C'), 155.1 (C***°), 154.5
(C'2), 140.8 (CY), 93.9 (C?), 89.0 (C), 81.0 (C?), 78.2 (CP==), 75.2(CY, 68.0 (C?), 59.9 (C7), 48.8
(C"), 28.2 (C*=™) 17.6 — 11.8 (13C, C°, C™).
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R 0.62 (EtOAc 100 %).
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Experimental

(6aR,8R IR 9aR)-8-(2,4-dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-y])-2,2.4.4-

tetraisopropyltetrahydro-6H-furo[3,2-/[1,3,5,2 4| trioxadisilocin-9-yl (zert-

butoxvycarbonyl)-L-alaninate (168d)

O
= 0 o)
o iPr, O N ~NH
iPry prYNH N-Boc-L-Alanine, EDCI, DMAP i'PF;eri m’ Ve
__Si / \ S 2. 0
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0 iPr” tiprO
P’ Nipr iPr N!_é
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1
149d 68d

N-Boc-Alanine (298 mg, 1.60 mmol, 1.05 equiv.) was dissolved in dry THF (15 mL) and cooled to
0 °C. EDCI'-HCI (316 mg, 1.70 mmol, 1.10 equiv.) was added and the mixture was stirred for
15 min. 3°,5-TIPDS-Uridine 149d (730 mg, 1.50 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (275 mg,
2.25 mmol, 1.50 equiv.) were added and the reaction was allowed to warm to r.t. overnight. The
solvents were removed zz vacuo and the residue was purified 2z flash column chromatography
(DCM 100 % — DCM/MeOH 85:15) to yield 2’-N-Boc-alanine-3’,5-TIPDS-uridine 168d
(780 mg, 1.20 mmol, 80 %) as colourless solid.

HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CoHs:N3O10Si2" [M+H]": 658.3186; found: 658.3191.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § [ppm] = 11.43 (s, 1H, HY"), 7.66 (d, ] = 8.0 Hz, 1H, HY), 7.35
(d, J = 7.5 Hz, 1H, HY), 5.66 — 5.65 (m, 1H, H?), 5.63 — 5.54 (m, 2H, H°, H%, 4.51 (dd, ] = 9.2,
5.1 Hz, 1H, H’), 4.18 — 4.07 (m, 2, H®™), 3.96 — 3.85 (m, 2H, H™®), 1.36 (s, 9H, H*™), 1.34 — 1.21
(m, 3H, H%), 1.06 — 0.81 (m, 37H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 171.7 (C'%), 163.3 (C'"), 155.1 (C**“°), 150.1 (C"),
140. 9 (CY), 101.5 (C?), 88.9 (C?), 81.1 (C?), 78.2 (CP=%), 74.6 (C*), 68.1 (C7), 59.8 (C7), 48.8 (C°),
28.2 (C*=") 17.6 - 11.7 (12C, C™.

Ry 0.68 (FtOAc 100 %).
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Experimental

(6aR,8RIR9aR)-2.2 4 4-tetraisopropyl-8-(9 H-purin-9-yl) tetrahydro-6H-furo[3,2-
A[1,3,5,2 4] trioxadisilocin-9-vl (zert-butoxycarbonyl)-L-alaninate (168f)

N
‘e
5! w %
iPr, 0\ O N ) N-Boc-L-Ala, EDCI, DMAP ipr-S) si s
iPr-Si N °
S THF, 0°C > rt, 18 h ;«/
O\Si/d OH |Pr |Pr O
- SE
iPripr
Boc
149f 168f

N-Boc-L-Alanine (382 mg, 2.02 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (20 mL). The
mixture was cooled to 0 °C and EDCI'-HCI (426 mg, 2.22 mmol, 1.10 equiv.) was added. After
15 minutes, 149f (1.00 g, 2.02 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (370 mg, 3.03 mmol, 1.50 equiv.)
were added. The reaction mixture was allowed to warm to r.t., further stirred overnight and
subsequently concentrated 7z vacuo. The crude material was purified by column chromatography

(cHex/EtOAc 1:1) to give compound 168f as white foam (1.01 g, 1.52 mmol, 75 %).

Pr/ '

|Pr |Pr O;Q/

7 HN\
Boc

168f
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CsHs:NsOsSi;" [M+H]": 666.3349; found: 666.3355.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 3 [ppm] = 9.16 (s, 1H, HY), 8.92 (s, 1H, H?), 8.27 (s, 1H, H?), 6.10
(s, 1H%, 5.95 (d, ] = 5.3 Hz, 1H, H%, 5.20 (dd, J = 9.1, 5.3 Hz, 1H, H°), 5.07 (d, ] = 8.0 Hz, 1H,
H), 4.48 (p, ] = 7.2 Hz, 1H, HY), 4.19 (d, ] = 12.9 Hz, 1H, H"), 4.08 — 4.00 (m, 2H, H*'), 1.48 —
1.41 (m, 9H, F*), 1.13 — 0.99 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (100 MHz, CDCL): 5 [ppm] = 172.4 (C12), 155.2 (C*°), 152.9 (C2), 150.5 (C"),
149.2 (C"), 144.4 (C%), 135.0 (C'%), 87.8 (C%), 82.0 (C'%), 80.2 (CP*=4%), 75.9 (C%), 68.6 (CF), 59.9 (C)
49.3 (C?), 28.4 (C*=1%,19.2 (C'), 17.6 — 16.9 (8C, C**), 13,5 — 12.6 (4C, C"H),

R 0.63 (EtOAc 100 %).
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Experimental

(6aR,8R IR 9aR)-8-(6-(dimethylamino)-9H-purin-9-yl)-2,2.4 4-

tetraisopropyltetrahydro-6H-furo[3,2-/[1,3,5,2 4| trioxadisilocin-9-yl (zert-

butoxycarbonyl)-L-alaninate (168g)

/N
=N | o N
ol A St et
0 p ~ N-Boc-L-Ala, EDCI, DMAP i \
iPrgi | iPrTy s NN
P05 on NN THF, 0°C —rt, 18 h si—0 P
Si— iPr \iPr o)
iPr’ \iPr R
HN
Boc
1499 1689

N-Boc-L-Alanine (348 mg, 1.84 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (20 mL). The
mixture was cooled to 0 °C and EDCI-HCI (388 mg, 2.02 mmol, 1.10 equiv.) was added. After 15
minutes, 149g (990 mg, 1.84 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (337 mg, 2.76 mmol, 1.50 equiv.) were
added. The reaction mixture was allowed to warm to r.t. and stirred overnight and subsequently
concentrated iz vacuo. The crude material was purified by column chromatography (cHex/EtOAc

1:1) to give compound 168g as white foam (935 mg, 1.32 mmol, 72 %).

6 =N

03_15N
iPre f)/A\EK;_;T‘rﬂzwéé\\nﬁs 10
] 5\ /4
N=_N

. I

iPr 8 .

o‘ N - N4
5i—©O (6]

o
iPr pr OFNZ_ 1

GHN\
Boc
1689

HR-MS (ESI): 7/ z calculated for Cs;Hs;N¢OsSi," [M+H]": 709.3771; found: 709.3773.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): & [ppm] = 8.23 (s, 1H, H'), 7.84 (s, 1H, H?), 5.98 (s, 1H, H’), 5.88
(d, ] = 5.3 Hz, 1H, HY, 5.23 (dd, ] = 8.7, 5.3 Hz, 1H, H%, 5.11 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H°), 4.45 (p, ]
= 7.4 Hz, 1H, H"), 4.15 (dd, ] = 13.9, 3.6 Hz, 1H, H*), 4.04 — 3.95 (m, 2H, H*>), 3.49 (s, 6H, H'%),
142 (d, ] = 3.5 Hz, 12H, H'"*), 1.14 — 0.87 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (100 MHz, CDCL):  [ppm] = 172.3 (C'2), 155.1 (C*°), 155.0 (C"%), 152.6 (C}),
149.8 (C'), 137.2 (C?), 120.9 (C*), 87.6 (C?), 81.8 (C?), 80.0 (CP=) 76.3 (CY), 69.1 (C), 60.3 (CY),
49.3 (C7), 38.7 (C'), 28.4 (C™=), 19.3 (C'), 17.5 — 16.9 (8C, C*') 13.4 — 12.6 (4C, CPH),

R 0.61 (cHex/EtOAc 1:1).
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Experimental

(6aR,8R.95,9aR)-8-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-2,2.4 4-tetraisopropvltetrahydro-6H-
furo[3,2-A[1,3,5,2,4]trioxadisilocin-9-vyl (zer-butoxycarbonyl)-L-alaninate (169a)

N-Boc-L-Ala, |Pr\
Pregf /\q \)\( EDCI, DMAP

iPr~

O\S' o) THF,
2 0°C—-rt,2h coan
iPr iPr HN
‘Boc
150a 169a

N-Boc-L-Alanine (445 mg, 2.35 mmol, 1.20 equiv.) was dissolved in dry THF (25 mL). The
solution was cooled to 0 °C and EDCI-HCI (564 mg, 1.50 mmol, 1.50 equiv.) was added. After
15 min, 150a (500 mg, 980 umol, 1.00 equiv.) and DMAP (240 mg, 1.96 mmol, 2.00 equiv.) were
added. The reaction mixture was allowed to warm to r.t. and stirred for 2 h and subsequently
concentrated iz vacno. The crude material was purified by column chromatography (cHex/EtOAc

1:4) to give compound 169a as white foam (668 mg, 2.35 mmol, 100 %).

169a
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for Cs0HssNgOsSix" [M+H]": 681.3458; found: 681.3469.

'H-NMR (400 MHz, CDCl): 8 [ppm] = 8.3 (s, 1H, H"), 7.9 (s, 1H, H?, 6.5 (d, ] = 6.6, 1H, H?),
5.7 (s, 2H, HY, 5.5 (t, ] = 7.3, 1H, H%, 5.3 (t, ] = 8.1, 1H, H%), 4.8 (d, ] = 8.1, 1H, H'), 4.3 (dd, ]
=12.5,4.9, 1H, H*), 4.1 (qd, ] = 7.3, 3.7, 1H, H%), 4.0 (dd, ] = 12.5, 3.2, 1H, H*), 3.9 (ddd, ] = 8.1,
4.8,3.1, 1H, H"), 1.4 (s, 9H, H*), 1.2 — 1.0 (m, 28H, H™), 0.5 (d, ] = 7.2, 3H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL):  [ppm] = 172.5 (C'?), 155.5 (C), 154.9 (C*C), 153.2 (C),
149.8 (C'), 140.4 (C%), 119.9 (C"), 81.4 (C?), 80.6 (C'%), 78.9 (C%), 77.4 (C*=), 72.8 (C°), 61.8
(CY), 48.7 (C°), 28.4 (C*%) 17.8 — 12.4 (13C, C'"™),

R¢: 0.51 (EtOAc 100%).
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Experimental

(6aR,8RIR 9aR)-8-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2,2 4 4-tetraisopropyltetrahydro-6H-
turo[3,2-A[1,3,5,2,4]trioxadisilocin-9-vl acetyl-L-alaninate (170a)

/=N

o) NH
N 2
N-Ac-L-Ala, IPr\SO/\Q, \2\\(
|Pr\ /\QA \)\( EDCI, DMAP iPr~ \ _,O- O NWN

iPr~
THF
: P
0°C >rt, 18h iPr’ipr ﬁ
lPr |Pr

HN_
Ac

149a 170a

N-Ac-L-Alanine (257 mg, 1.96 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (21 mL) and cooled
to 0 °C. EDCI'-HCI (414 mg, 2.16 mmol, 1.10 equiv.) was added and the white suspension was
stirred for 15 min. TIPDS-Adenosine 149a (1.00 g, 1.96 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (360 mg,
2.94 mmol, 1.50 equiv.) were added and the reaction was warmed to r.t. and was stirred overnight.

After TLC indicated conversion, removal of the solvents iz vacuo and purification by column

chromatography (EtOAc/MeOH 98:2) yielded 170a (1.06 g, 1.71 mmol, 87 %) as a white solid.

12
iPr’ |Pr0§_“,,11

3 HN

)p_

(¢}
170a

HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for C»HiNeO-SL" [M+H]": 623.3039; found: 623.3040.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 8 [ppm] = 8.28 (s, 1H, HY), 7.97 (s, 1H, H?, 6.07 (d, ] = 6.7 Hz,
1H, H?), 6.01 (s, 1H, H%, 5.90 (d, ] = 5.2 Hz, 1H, H%, 5.54 (d, ] = 6.6 Hz, 2H, H°), 5.19 (dd, ] =
8.9, 5.2 Hz, 1H, H'), 4.76 (p, ] = 7.2 Hz, 1H, H*), 423 — 4.13 (m, 1H, H*), 4.04 (d, ] = 1.6 Hz, 1H,
H'), 4.01 (q, ] = 2.8 Hz, 1H, H’), 2.02 (s, 3H, H"), 1.48 (d, ] = 7.1 Hz, 3H, H"), 1.17 — 0.99
(m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): § [ppm] = 172.2 (C'?), 169.7 (C*=°), 155.5 (C"), 153.4 (CY),
149.3 (C), 139.7 (C?), 120.5 (C*), 87.6 (C*), 81.9 (C'%), 76.4 (C?), 68.8 (C), 60.1 (C*), 48.2 (C?), 23.3
(CA) 192 (C), 17.6 - 16.9 (8C, C™1% 135 - 12.6 (4C, CPHy,

R 0.43 (EtOAc/MeOH 98:2).
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Experimental

(6aR,8RIR9aR)-2.2 4 4-tetraisopropyl-8-(9 H-purin-9-yl) tetrahydro-6 H-furo[3,2-
A[1,3,5,2 4]trioxadisilocin-9-vyl acetyl-L-alaninate (170f)

8 TN
iPr, O o N N N-Ac-L-Ala, EDCI, DMAP iPr =91 \_/ N
iPr-Si N o 5 » N~
é R THF, 0°C —rt, 18h Py
“5i—0  OH iPr o:g_,...
S
iPr iPr HN\
Ac
149f 170f

N-Ac-L-Alanine (268 mg, 2.05 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (20 mL). The mixture
was cooled to 0 °C and EDCI'-HCI (432 mg, 2.25 mmol, 1.10 equiv.) was added. After 15 minutes,
149f (1.01 g, 2.05 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (375 mg, 3.07 mmol, 1.50 equiv.) were added.
The reaction mixture was allowed to warm to r.t. and stirred overnight before it was subsequently
concentrated 7 vacuo. The crude material was purified by column chromatography (EtOAc/MeOH

98:2) to give compound 170f as white foam (730 mg, 1.54 mmol, 75 %).

[—N
|Pr\ N /14
|Pr’SI lo \N
s b My
iPr” \ o 125
Ac

170f
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for C»HuNsO-Si," [M+H]": 608.2930; found: 608.2935.

'"H-NMR (400 MHz, CDCL): 3 [ppm] = 9.16 (s, 1H, H'), 8.93 (s, 1H, H?), 8.30 (s, 1H, H?), 6.11
(d, J = 0.8 Hz, 1H, H%, 6.03 (d, ] = 7.4 Hz, 1H, H), 5.94 (d, | = 5.2 Hz, 1H, HY), 5.22 — 5.12 (m,
1H, H'), 4.83 — 4.71 (m, 1H, H*), 4.25 — 4.15 (m, 1H, H*), 4.09 — 3.99 (m, 2H, H™®'%, 2.02 (d, ] =
1.4 Hz, 3H, H*) 150 (dd, ] = 8.9, 7.1 Hz, 3H, H"), 1.13 — 0.98 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (100 MHz, CDCL): § [ppm] = 172.2 (C'), 169.7 (C**°), 152.9 (C?), 150.5 (C"),
149.2 (CY), 144.3 (C?), 135.0 (C'), 87.7 (CY), 82.0 (C"%), 76.1 (C°), 68.6 (C7), 59.8 (C?), 48.2 (C?), 23.3
(€AY 19,1 (C), 17.5 — 16.9 (8C, C**) 13,5 — 12.6 (4C, CPMy,

Re 0.14 (EtOAc/MeOH 98:2).
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Experimental

(6aR,8RIR,9aR)-8-(6-(dimethylamino)-9 H-purin-9-yl)-2,2.4 4-tetraisopropyl

tetrahvdro-6 H-furo[3.2-/[1.3.5.2 4|trioxadisilocin-9-vl acetyl-1.-alaninate (170

=N ipr, O O N N

0 ON <N N~ ipr—Si 7

; 4 I
IPr\Si /\Q‘ | O\ 3 - NQ/N
P 5 oy NN N-Ac-L-Ala, EDCI, DMAP -0 0

'5—© OH iPr=

Si ipr O

iPr ipr THF, 0°C —rt, 18 h NH
Ac

1499 170g

N-Ac-L-Alanine (244 mg, 1.86 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (20 mL). The mixture
was cooled to 0 °C and EDCI'-HCI (392 mg, 2.05 mmol, 1.10 equiv.) was added. After 15 minutes,
149g (1.00 g, 1.84 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (341 mg, 2.79 mmol, 1.50 equiv.) were added.
The reaction mixture was allowed to warm to r.t. and stirred overnight and was subsequently
concentrated 7 vacno. The crude material was purified by column chromatography (EtOAc 100 %)

to give compound 170g as white foam (816 mg, 1.25 mmol, 68 %).
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1709
HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CoHsi1NO-Si," [M+H]": 651.3352; found 651.3358.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 5 [ppm] = 8.25 (s, 1H, H"), 7.86 (s, 1H, H?), 6.10 (d, ] = 7.4 Hz,
1H, H), 5.99 (d, ] = 0.9 Hz, 1H, H*), 5.88 (d, ] = 5.3 Hz, 1H, H%, 5.21 (dd, ] = 8.8, 5.3 Hz, 1H,
HY), 4.75 (p, ] = 7.2 Hz, 1H, HY), 421 — 4.11 (m, 1H, H*), 4.05 — 3.95 (m, 2H, H*"), 3.53 — 3.48
(m, GH, H'%, 2.01 (s, 3H, H*) 1.47 (d, ] = 7.2 Hz, 3H, H"), 1.13 — 0.91 (m, 28H, H™),

BC{'H}-NMR (100 MHz, CDCL): & [ppm] = 172.1 (C'), 169.7 (C**°), 155.1 (C), 152.7 (C"),
149.8 (C'), 137.1 (C?), 120.9 (C*), 87.5 (C*), 81.9 (C?), 69.0 (C°), 60.3 (C%), 48.2 (C7), 38.8 (C'"), 23.3
(CC,19.2 (C'), 17.6 — 16.9 (8C, C*), 13.5 — 12.6 (4C, ™M),

R 0.29 (EtOAc 100 %).
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Experimental

(6aR,8R IR, 9aR)-8-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2.2 4 4-tetraisopropyltetrahydro-6 H-
furo[3,2-A[1,3,5,2,4]trioxadisilocin-9-yl acetate (171a)

. o) 0 N NH,
P /\(_7’ AcOH, EDCI, DMAP iPry m’ 2
|Pr” ' iPr—<! ST NaUN
s THF, 0°C —rt, 18 h O0g-0 0O ~
iPr’ iPr Y
|Pr iPr 0
149a 171a

Acetic acid (57.2 uL, 1.00 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF and the solution was cooled
to 0 °C. EDCI'HCI (211 mg, 1.10 mmol, 1.10 equiv.) was added and the resulting mixture was
stirred for 15 min. TIPDS-protected adenosine 149a (510 mg, 1.00 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP
(183 mg, 1.50 mmol, 1.50 equiv.) were added and the suspension was stirred for 18 h at r.t. until
TLC analysis confirmed full conversion of the starting material. All volatiles were removed under
diminished pressure and the residue was purified #e flash column chromatography (EtOAc

100 %). Ester 171a (515 mg, 933 umol, 93 %) was obtained as a white solid.

(ONK NH2
iPry ,/A\K;;7‘ 1

|Pr’SI

S/O W’ T

iPr’ ‘Pr 0

171a
HR-MS (ESI): 72/ % calculated for C2sHiNsOgSiz" [M+H]": 552.2668; found: 552.2668.

'H-NMR (400 MHz, CDCl): 8 [ppm] = 8.30 (s, 1H, H'), 7.98 (s, 1H, H?), 6.03 (s, 1H, 1), 5.77
(d, ] = 5.3 Hz, 1H, H*, 5.72 (s, 2H, H?), 5.06 (t, ] = 7.0 Hz, 1H, HS), 4.15 (t, ] = 15.1 Hz, 1H, H),
4.03 (d, ] = 13.4 Hz, 2H, H™®), 2.17 (s, 3H, H%), 1.06 (ddd, ] = 21.6, 12.4, 5.9 Hz, 28H, H™),

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 3 [ppm] = 169.5 (C'%), 155.6 (C'), 153.3 (C"), 149.3 (C"),
139.3 (C?), 120.4 (C), 87.5 (C?), 82.2 (C?), 75.8 (C*), 69.1 (C*), 60.7 (C7), 20.9 (C%), 17.6 — 12.9 (12C,
CiPr>.

Re 0.49 (EtOAc/MeOH 98:2).
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Experimental

(2R,3RAR,5R)-2-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-

(hvdroxymethvl)tetrahyvdrofuran-3-vl acetate (173a)

(2R,35 4R.5K)-5-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-

(hvdroxymethvl)tetrahyvdrofuran-3-yl acetate (174a)

.............................

=N : =N = /=N
0 NH o . o} NH,! o} NH
i 0 N 2 HF-Pyridine ' N 2, N 2
Fr= N Nx ! N Nx , N Nx
0.0 O 7 THF ! o o Y | 6 Ton Y
S 0°C>rt,18h | :
iPr” ipr "<§ o E _~<g . 2r—‘
o} : 0 - 0
171a 173a 32:68 174a

TIPDS-protected Ester 171a (214 mg, 389 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (2.3 mL)
in a PTFE vessel. HF-pyridine (70 wt.%; 200 pl, 7.75 mmol, 20.0 equiv.) was added and the
mixture was stirred for 18 h until TLC analysis confirmed full conversion. Excess fluoride was
destroyed by adding TMS-OMe (3.0 mL) and the reaction was further stirred for 30 min. All
volatiles were removed 7z vacuo and the colourless residue was purified by flash column
chromatography (EtOAc/MeOH 98:2) to receive a mixture of 2’- and 3’-acetyl adenosine 173a and
174a (102 mg, 331 umol, 85 % sum of the two regioisomers). The ratio of the 2’- to 3’-isomer was
1:2 according to 'H-NMR integrals, however the ratio was subject to shift in solution in favour of

the 3’-regioisomer.
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C12HisNsOs™ [M+H]": 310.1146.; found: 310.1145.
R¢: 0.08 (No separation between isomets observed; EtOAc/MeOH 98:2).

2’-Isomer 173a:
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'H-NMR (400 MHz, MeOD): 5 [ppm] = 8.30 (s, 1H), 8.18 (s, 1H, H"), 5.97 (d, ] = 7.2 Hz, 1H,
H?), 5.40 (dd, ] = 5.4, 1.9 Hz, 1H, H?), 4.98 (dd, ] = 7.3, 5.4 Hz, 1H, H"), 4.28 (q, ] = 2.3 Hz, 1H,
H?), 4.19 (q, ] = 2.8 Hz, 1H, H°), 3.90 (td, ] = 12.9, 2.4 Hz, 1H, H™), 3.78 (dt, | = 12.6, 2.5 Hz, 1H,
H™), 2.17 (s, 3H, HY).
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Experimental

BC{'H}-NMR (101 MHz, MeOD): & [ppm] = & 170.6 (C9), 156.0 (C10), 152.0 (C2), 148.4 (C11),
140.4 (C1), 119.5 (C5), 89.3 (C3), 84.6 (C6), 73.7 (C4), 72.4 (C5), 61.8 (CT), 19.3 (C8).

3’-Isomer 174a:

TN
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6 03 NF_ 2 NH,
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R 7 N~
5, on Ny
9 8

(e}
174a

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 8.33 (s, 1H, H"), 8.18 (s, 1H, H?, 6.20 (d, ] = 6.1 Hz,
1H, HY, 5.67 (dd, ] = 6.0, 5.2 Hz, 1H, H*), 4.64 (dd, ] = 5.2, 3.4 Hz, 1H, H°), 4.19 (q, ] = 2.8 Hz,
1H, HY, 3.90 (td, ] = 12.9, 2.4 Hz, 1H, H™), 3.78 (dt, ] = 12.6, 2.5 Hz, 1H, H™), 2.08 (s, 3H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, MeOD): 5 [ppm] = 170.2 (C9), 156.0 (C10), 152.1 (C2), 148.5 (C11),
140.2 (C1), 119.3 (C5), 87.0 (C3), 86.7 (C6), 75.6 (C4), 69.4 (C5), 61.5 (CT), 19.0 (C8).
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Experimental

NMR Experiment (173a, 174a)
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iPr %
iPr o) 0 3
171a 173a 174a

Ester 171a (10.5 mg, 19.0 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in THF-ds (0.75 mL) in a NMR tube
equipped with a PTFE inlet. HF-pyridine (70 wt.%; 7.90 uL, 381 pmol, 20.0 equiv.) was added and
the reaction progress was tracked with repeated "H-NMR analysis at 20 °C. For the first hour

spectra were recorded every 10 min, for the next 2 h every 30 min, for the next 9 h every 1 h and

after that every 3 h.
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Experimental

S-((6aR,8R,9R,9aR)-8-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-2,2. 4 4-tetraisopropyltetrahydro-
6H-turo[3,2-A[1,3,5,2 4|trioxadisilocin-9-yl) ethanethioate (176a)

/=N /=N

- O.__N NH, o) 5 O.__N NH,
iPre /s 7z \ )j\ iPr /\Q, % \
ipr—S] . N< N SK ipr—Si L NN

O. -0  Off I Og-0 8 nd

s DMF, rt., 18 h oA

iPripr iPripr N

152a 176a

152a (2.48 g, 3.87 mmol, 1.00 equiv.) and potassium thioacetate (685 mg, 6.00 mmol, 1.55 equiv.)
were dissolved in dry DMF (20 mL) and stirred for 18 h. EtOAc (100 mL) was added and the
solution was washed with water, sat. aqueous lithium chloride solution and sat. aqueous NaCl
solution. The organic phase was dried over NaxSOs, concentrated 7z vacuo and the residue was
putified iz column chromatography (cHex/EtOAc 1:2) to yield 176a (2.07 g, 3.64 mmol, 94 %) as

a white solid.
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HR-MS (ESI): 7/ z calculated for C2sHiNsOsSSi" [M+H]™: 568.2440; found: 568.2455.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.31 (s, 1H, H"), 7.95 (s, 1H, H?), 6.06 (d, ] = 4.7 Hz,
1H, HY), 5.67 (d, ] = 12.1 Hz, 2H, H%), 5.31 — 5.23 (m, 1H, F%), 4.70 (dd, ] = 7.5, 4.7 Hz, 1H, H°),
4.10 —3.99 (m, 3H, H™), 2.32 (s, 3H, H), 1.18 — 0.92 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 195.0 (C'%), 155.6 (C'), 153.2 (C'), 149.8 (C'2),
139.8 (C?), 120.3 (C"), 88.8 (C?), 85.0 (C7), 71.5 (C?), 62.8 (C), 51.6 (C°), 30.7 (C%), 17.6 -17.1 (8C,
CPC 134 - 12.8 (4C, CPH),

Ry 0.13 (cHex/EtOAc 1:2).
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S-(2R,3RAR,5R)-2-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-

(hydroxymethyl)tetrahvdrofuran-3-yl) ethanethioate (177a)

(2R,3R4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2-(hydroxymethyl)-4-

mercaptotetrahydrofuran-3-yl acetate (178a)

(2R,3R4R,5R)-4-(acetylthio)-5-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-2-

(hvdroxymethvyl)tetrahydrofuran-3-yl acetate (179a)
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176a (400 mg, 704 pmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (10 mL) and the solution was
cooled to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 370 uL, 14.5 pmol, 20.0 equiv.) was added, the reaction was
allowed to warm to r.t. and was stirred for 18 h until complete conversion was indicated by TLC
analysis. Excess fluoride was quenched by addition of TMS-OMe (3.0 mL) and after 30 min the
volatiles were removed under diminished pressure. The residue was purified by flash column
chromatography (EtOAc 100 % — EtOAc/MeOH 70:30) to yield three different products 177a
(16.0 mg, 49.3 umol, 7 %), 178a (65.9 ng, 203 umol, 29 %) and 179a (56.1 mg, 153 pmol, 22 %).

2’-Isomer 177a:

O4N NH2
4

12
511/<

O
177a

HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CioHisNsO,S™ [M+H]": 326.0918; found: 326.0921.
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'H-NMR (400 MHz, DMSO): § [ppm] = 8.32 (s, 1H, H"), 8.14 (s, 1H, H?), 7.36 (s, 2H, H?, 6.10
d, ] =9.1, 1H, HY, 6.03 (d, ] = 4.9, 1H, H%, 5.77 (s, 1H, H°), 4.76 (dd, ] = 9.2, 5.0, 1H, H), 4.36
— 433 (m, 1H, H%, 4.10 — 4.07 (m, 1H, H%, 3.76 — 3.57 (m, 2H, H'%), 2.19 (s, 3H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 193.71 (C'?), 156.15 (C'), 152.37 (C?), 149.16 (C"*),
139.74 (C"), 119.24 (C"), 88.29 (C?), 87.74 (C*), 72.34 (C%), 61.96 (C'*), 50.07 (C7), 30.26 (C').

Ry 0.37 (EtOAc/MeOH 95:5).

3’-Isomer 178a:

TN
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6 Oy 5 NH,
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178a

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CioHigNsO4S™ [M+H]": 326.0918; found: 326.0921.

"H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.37 (s, 1H, H"), 8.15 (s, 1H, H?), 7.42 (s, 2H, H?), 5.97
(d, ] = 9.4, 1H, H*, 5.65 (t, ] = 6.1, 1H, H?), 5.38 (dd, ] = 5.4, 1.1, 1H, H®), 4.40 (td, ] = 9.7, 5.3,
1H, HY), 4.15 (td, ] = 3.5, 1.1, 1H, H*, 3.65 (dddd, J = 19.3, 11.9,7.7, 3.7, 2H, H°), 3.05 (d, ] = 9.9,
1H, H'), 2.17 (s, 3H, H'").

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 169.6 (C'?), 156.3 (C"), 152.6 (C2), 149.21 (C'*),
139.8 (C), 119.3 (C"9), 89.7 (C'?), 84.9 (C¥), 75.2 (C), 61.6 (C°), 42.5 (C7), 20.7 (C").

Ry 0.37 (EtOAc/MeOH 95:5).

2’- and 3’-acetylated 179a:
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HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CisHisNsOsS™ [M+H]": 368.1023; found: 368.1021.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.35 (s, 1H, H'), 8.15 (s, 1H, F?), 7.44 (s, 2H, I, 6.15
(d, ] = 9.4, 1H, HY, 6.02 — 5.98 (m, 1H, H%, 5.46 (d, ] = 5.4, 1H, HY), 4.95 (dd, ] = 9.4, 5.4, 1H,
HY), 4.24 (q, ] = 2.5, 1H, H%, 3.80 — 3.56 (m, 2H, FI°), 2.22 (s, 3H, H'%), 2.13 (s, 3H, H").

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 192.6 (C?), 169.5 (C"), 156.3 (C'*), 152.6 (C?),
149.0 (C'%), 139.5 (C"), 119.2 (C'), 87.1 (C*), 85.6 (C%), 75.0 (C), 61.7 (C%), 42.5 (C7), 30.2 (C'%), 20.6
€.

R 0.41 (EtOAc/MeOH 95:5).
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(6aR,8R IR, 9aR)-8-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2.2 4 4-tetraisopropyltetrahydro-6 H-
turo[3,2-A[1,3,5,2 4]trioxadisilocin-9-yl bis(2-cvanoethyl) phosphate (180a)
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To 3°5“-TIPDS adenosine 149a (510 mg, 1.00 mmol, 1.0 equiv.) and molecular sieves (1 g, 3 A)
was dry ACN (25 mL) added. Phosphoramidite 72 (298 mg, 1.10 mmol, 1.1 equiv.) was added
dropwise and the reaction was stirred at r.t. for 30 minutes. Then tetrazole (17.8 mL, 8.00 mmol,
8.0 equiv.) was added and the reaction was stirred overnight. After addition of #BuOOH (0.7 mL,
6 M in decan) the reaction was further stirred for 1.5 h before it was filtered over celite. The residue
was dissolved in water and was extracted with EtOAc (3x). The combined organic layers were
washed with water and a saturated aqueous NaCl solution. After drying over Na,SOy the solvent
was removed 7z wvacno and purification using flash chromatography (EtOAc 100 % —

EtOAc/MeOH 1:1) vyielded 180a (152mg, 230 umol, 23 %) as a white solid.

1

=

N
9 3
O.4 3 NH
. o] N 2
|Pr\Si’ /\SGQ: 1\2\\61
6. o

o 1
2
iPr g N N
Si Oxt/ 2

iPr’ pr O/P‘o
NCI 7\\\10

CN
180a

HR-MS (ESI): 72/ % calculated for C2sHysN-OsPSi;" [M+H]": 696.2757; found: 696.2760.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): § [ppm] = 8.20 (s, 1H, H"), 8.05 (s, 1H, H?), 7.40 (s, 2H, H?, 6.18
(s, 1H, HY), 5.45 (dd, ] = 8.4, 5.0 Hz, 1H, H), 5.1 (ddd, ] = 9.2, 5.0, 1.9 Hz, 1H, Hf), 4.34 — 4.20
(m, 4H, H), 4.13 — 4.00 (m, 2H, H*), 3.94 (dd, ] = 13.2, 2.5 Hz, 1H, H"), 2.96 (dt, ] = 11.7, 5.9
Hz, 4H, H'), 1.15 — 0.93 (m, 28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 156.6 (C'"), 153.0 (C?, 148.9 (C'?), 140.1 (C),
119.7 (C"), 118.5 (d, ] = 25.3 Hz, C'*), 88.0 (C*), 80.6 (C*), 79.7 (C%), 68.7 (C°), 63.2 (t, ] = 5.6 Hz,
C, 60.1 (C%), 19.5 (t, ] = 7.6 Hz, C'%), 18.0 — 17.0 (8C, C**"%) 132 — 12.1 (4C, <),

IP{'H}-NMR (162 MHz, DMSO): § [ppm] = -2.64.
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YP-NMR (162 MHz, DMSO): & [ppm] = -2.67 (p, ] = 7.5 Hz).

R 0.05 (EtOAc 100 %).
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(2R,3RAR,5R)-2-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-

(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl dihvdrogen phosphate (181a)

NH
1) \NJJ\N/ , TMSCI
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iPr’ | S N N SEE N N
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iPrpr /0 ¢ ~OH
IO HO
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CN
180a 181a

180a (120 mg, 173 pmol, 1.0 equiv.) was dissolved in dry ACN (6 mL) and tetramethyl guanidine
(108 uL, 862 umol, 5.0 equiv.) and TMS-CI (87.6 pL, 690 umol, 4.0 equiv.) were added. The
reaction was stirred overnight at room temperature. The solvent was removed under reduced
pressure and the residue was dissolved in dry MeOH (6 mL). Ammonia in methanol (7M, 1 mL)
was added and after stirring for 5 minutes CsF (131 mg, 862 pmol, 5.0 equiv.) was added. The
reaction was heated at 80 °C for 24 h. The solvent was removed 7 vacuo and the crude product

181a was obtained as a white solid.

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for C10HisNsO-P [M-H]: 346.0558; found: 346.0543.
'P{'H}- NMR (162 MHz, D;0): 5 [ppm] = 0.13 (s).

YP_NMR (162 MHz, D,0): & [ppm] = 0.13 (d, ] = 8.9 Hz).
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(2R,3RAR,5R)-2-(6-amino-9H-purin-9-vl)-4-((3-hydroxy-1,1,3.3-

tetraisopropvldisiloxanevyl)oxvy)-5-(hvdroxymethvl)tetrahvdrofuran-3-vl [.-alaninate

hvdrochloride (182b)
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Compound 168b (209 mg, 300 pmol, 1.00 equiv.) was suspended in 1,4-dioxane (6 mL). HCI in
1,4-dioxane (4 M, 2.00 mL) was added and the mixture was stirred for 18 h. After TLC analysis
indicated full conversion, all volatiles were removed under reduced pressure and the residue was
purified via flash column chromatography (EtOAc 100 % — EtOAc/MeOH 1:1). The N-Boc-
deprotected alanine-guanosine 182b with a partially hydrolysed silyl ether could be isolated
(108 mg,165 pmol, 55 %) as a white solid.
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HR-MS (ESI): 7/ 7 calculated for CosHizNgOsSi," [M+H]™: 615.2988; found: 615.2993.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm| = 11.14 (d, ] = 5.5 Hz, 1H, H"?), 8.50 (s, 3H, H?), 8.3 —
8.1 (m, 1H, H%, 7.32 (s, 1H, H'/?), 6.80 (s, 2H, H?, 5.97 (d, ] = 5.6 Hz, H°, 5.77 — 5.65 (m, H7),
479 — 4.66 (m, 1H, H%, 4.11 (dq, ] = 5.3, 3.2 Hz, 1H, H, 4.08 — 3.98 (m, 1H, H"), 3.71 — 3.62
(m, 1H, H"®), 3.58 (dd, J = 12.2, 3.3 Hz, 1H, H'™), 1.37 (d, ] = 7.2 Hz, 3H, H"?), 1.00 — 0.82 (m,
28H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm]| = 170.0 (C?), 154.9 (C'*), 153.6 (C"), 151.0 (C'),
135.9 (C%, 107.9 (C'), 86.7 (C%), 85.1 (C), 76.7 (C7), 71.0 (C?), 61.0 (C'), 48.2 (C'"), 18.0 — 17.1
(8C, CPC%) 16,1 (C'), 14.0 — 12.3 (4C, CP=CH),

R 0.47 (EtOAQ).
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(2R,3RAR,5R)-2-(2,4-diox0-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-4-((3-hydroxy-1,1,3,3-

tetraisopropvldisiloxanevl)oxv)-5-(hvdroxymethvyl)tetrahydrofuran-3-vyl 1.-alaninate

hvdrochloride (182d)
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Compound 168d (197 mg, 300 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in 1,4-dioxane (6 mL). HCl in 1,4-
dioxane (4 M, 2.00 mL) was added and the mixture was stirred for 18 h. After TLC analysis
indicated full conversion, all volatiles were removed under reduced pressure and the residue was
purified #za flash column chromatography (EtOAc 100 % — EtOAc/MeOH 1:1). The Boc-
deprotected alanine-uridine 182d (99.3 mg, 162 pmol, 54 %) with a partially hydrolysed silyl ether

could be obtained as a white solid.

182d
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CoHisN3OoSi," [M+H]": 576.2767; found: 576.2770.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 11.41 (d, ] = 14.6 Hz, 1H, HY), 8.60 (s, 3H, H?), 7.65
(d, ] = 8.1 Hz, 1H, H%, 5.68 (dd, ] = 12.7, 7.9 Hz, 2H, H*%), 5.58 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, H°), 4.53 (dd,
J=9.3,5.1 Hz, 1H, H"), 4.20 — 4.05 (m, 2H, H**), 4,01 — 3.88 (m, 2H, H™'), 1.45 (t, ] = 7.1 Hz,
3H, H"), 1.07 — 0.86 (m, 28H, H™).

“C{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 5 [ppm] = 169.0 (C®), 1632 (C"), 150.1 (C), 140.6 (C),
101.4 (C°), 88.6 (CY, 81.0 (C'%), 75.7 (C%), 67.8 (C7), 59.7 (C?), 47.8 (C?), 17.5 — 17.0 (8C, CP=H3,
16.8 (C”), 12.9 - 11.5 (4C, CiPrfCH).

Re: 0.44 (EtOAG).
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(2R,3RAR,5R)-2-(acetoxymethyl)-5-(9 H-purin-9-yl tetrahydrofuran-3.4-diyl
diacetate (184f)

AcO /:N o. -0 AcO /:N
S g O
TN TN
N . ° H S ., ~
AcO OAG ~~ THF, 60 °C, 50 min AcO OAc 7
183a 184f

Ac-Nebularine was prepared similarly to HERBERT e a/”

Acetyl-protected adenosine 183a (3.93 g, 10.0 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF
(120 mL) at 60 °C. TBN (23.8 mL, 200 mmol, 20.0 equiv.) was added and the yellow solution
gradually turned red. The solution was stirred at 60 °C for 50 min before concentration of the
reaction 7z vacuo. The crude product was purified by column chromatography (EtOAc 100 % —
EtOAc/MeOH 98:2) yielding Ac-nebularine 184f (4.00 g, 5.30 mmol, 53%) as a white solid.

HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CisHioN,O;" [M+H]": 379.1248; found: 379.1247.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 5 [ppm]| = 9.17 (d, ] = 1.7 Hz, 1H, H"), 9.00 (d, ] = 1.6 Hz, 1H,
H?), 8.25 (s, 1H, H?), 6.25 (dd, ] = 5.1, 1.0 Hz, 1H, H*, 5.97 (td, ] = 5.3, 1.1 Hz, 1H, H?), 5.68 (td,
] =5.1,1.3 Hz, 1H, HY), 4.50 — 4.46 (m, 1H, H), 4.45 — 4.32 (m, 2H, H*), 2.15 (s, ] = 1.5 Hz, 3H,
H), 2.11 (s, ] = 1.6 Hz, 3H, H%), 2.07 (s, ] = 1.5 Hz, 3H, %),

BC{'H}-NMR (100 MHz, CDCL): & [ppm] = 170.4 (C'%), 169.7 (C'%), 169.5 (C'%), 153.0 (C?),
151.0 (C'), 149.3 (CY), 143.7 (C?), 134.8 (C'?), 86.5 (C*), 80.5 (C7), 73.2 (C%), 70.6 (C%), 63.1 (CY),
20.9 (C?), 20.7 (C?), 20.5 (C).

R 0.14 (EtOAC).
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(6aR,8R IR, 9aR)-8-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2.2 4 4-tetraisopropyltetrahydro-6 H-

furo[3,2-A[1,3,5,2,4]trioxadisilocin-9-yl (zer~-butoxycarbonyl)-L-valinate (186a)

/=N o O.__N NH,
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Y \ Pry ST NN
P & on NN THF, 0°C - r.t, 18 h 5—0 0O
-gi—0 P
=T iPr O
iPripr N
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N-Boc-L-Valine (1.09 g, 5.00 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (54 mL). The solution
was cooled to 0 °C and EDCI-HCI (1.05 g, 5.50 mmol, 1.10 equiv.) was added. After 15 min, 149a
(2.55 g, 5.00 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (920 mg, 7.50 mmol, 1.50 equiv.) were added. The
reaction mixture was allowed to warm to r.t. and stirred overnight before subsequently
concentrated iz vacno. The crude material was purified by column chromatography (cHex/EtOAc

1:2) to give compound 186a as white foam (2.76 g, 3.90 mmol, 78 %).

HR-MS (ESI): 7/ z calculated for C3Hs;NgOsSi," [M+H]": 709.3771; found: 709.3773.

'H-NMR (400 MHz, CDCl): 8 [ppm] = 8.28 (s, 1H, H'), 7.99 (s, 1H, H?), 5.99 (s, 1H, H, 5.88
(d, ] = 5.1 Hz, 1H, H%, 5.59 (s, 2H, F), 5.19 (dd, ] = 9.1, 5.1 Hz, 1H, H°, 5.12 (d, ] = 9.0 Hz, 1H,
H), 4.39 (dd, ] = 9.0, 4.4 Hz, 1H, H%), 4.20 (d, ] = 13.0 Hz, 1H, H"), 4.09 — 3.97 (m, 2H, H™'),
2.20 (ddd, ] = 13.0, 6.5, 3.9 Hz, 1H, H"), 1.44 (s, 9H, H**), 1.10 — 1.00 (m, 34H, H> ™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): 5 [ppm] = 171.3 (C"), 155.6 (Boc), 155.3 (C'*), 153.1 (C),
149.2 (C"), 139.7 (C?), 120.3 (C'%), 87.9 (C?), 81.7 (C'%), 79.9 (Boc), 76.1 (CY), 68.2 (C°), 59.6 (C?),
58.6 (C?), 31.6 (C""), 28.3 Boc), 17.7 - 16.7 (9C, C'¥/P=CH3) 134 - 12,3 (4C, CP<H),

R¢: 0.21 (cHex/EtOAc 1:2).
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(6aR,8RIR 9aR)-8-(6-amino-9H-purin-9-yl)-2,2 4 4-tetraisopropyltetrahydro-6H-

turo[3,2-1[1,3,5,2 4]trioxadisilocin-9-yl (zer-butoxycarbonyl)-I.-phenylalaninate
(187a)
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N-Boc-L-Phenylalanine (1.33 g, 5.00 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (54 mL). The
solution was cooled to 0 °C and EDCI-HCI (1.05 g, 5.50 mmol, 1.10 equiv.) was added. After
15 min, 149a (2.55 g, 5.00 mmol, 1.00 equiv.) and DMAP (920 mg, 7.50 mmol, 1.50 equiv.) were
added. The reaction mixture was allowed to warm to r.t., stirred overnight and subsequently
concentrated iz vacuo. The crude material was purified by column chromatography (cHex/EtOAc

1:2) to give compound 187a as white foam (3.22 g, 4.25 mmol, 85 %).

HR-MS (ESI): 7/ z calculated for CsHs;NgOsSi," [M+H]": 757.3771; found: 757.3783.

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 3 [ppm] = 8.21 (s, 1H, H"), 7.85 (s, 1H, H?), 7.29 — 7.07 (m, 5H,
Ph), 5.84 (s, 1H, H?), 5.81 (d, ] = 5.3 Hz, 1H, HY), 5.65 (s, 2H, H?), 5.24 (dd, ] = 8.9, 5.3 Hz, 1H,
HY), 4.95 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, H), 4.67 (td, | = 8.1, 4.8 Hz, 1H, H%), 4.19 — 4.03 (m, 1H, H"), 4.00
— 3.88 (m, 2H, H™"), 321 (dd, J = 14.1, 5.0 Hz, 1H, H'), 2.91 (dd, ] = 14.1, 7.8 Hz, 1H, H'™),
1.31 (s, 9H, H*), 1.10 — 0.92 (m, 29H, H™).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CDCL): § [ppm] = 171.1 (C'?), 155.6 (C'?), 155.2 (C**°), 153.3 (C),
149.3 (C™), 139.9 (C?), 136.2 (C™), 129.4 (C™), 128.7 (C™), 127.2 (C™), 120.5 (C'), 87.8 (C?), 81.9
(C"), 80.2 (C*=) 76,6 (CY), 68.9 (C°), 60.2 (C?), 54.5 (C¥), 38.8 (C'"), 28.4 (C*= 17.6 - 17.0
(8C, CPC1% 135 - 12.7 (4C, CPHy,

Ry 0.28 (cHex/EtOAc 1:2).
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(2R,35.4R,5K)-5-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-

(hvdroxymethvyl)tetrahvdrofuran-3-vl (Zer~-butoxvcarbonyl)-L-valinate (188a)
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186a (268 mg, 380 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in THF (2.3 mL) and cooled down to 0 °C.
HF-pyridine (70 wt.%; 200 pL, 7.55 mmol, 20.00 equiv.) was added and the reaction was allowed
to warm up to r.t. overnight. After quenching with MeO-TMS (3.0 mL) it was concentrated 7 vacno
and purified by column chromatography (EtOAc 100 %) to give compound 188a as white foam
(170 mg, 367 umol, 97 %).

188a
HR-MS (ESI): 7/ calculated for C20H31NsO7" [M+H]": 467.2249; found: 467.2252.

'"H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm] = 8.38 (s, 1H, H"), 8.15 (s, 1H, H?), 7.38 (s, 2H, H%, 7.23
(d, ] = 8.4 Hz, 1H, H*, 5.93 (d, ] = 7.4 Hz, 1H, H%, 5.75 (d, ] = 6.8 Hz, 1H, Hf), 5.61 (dd, ] = 7.2,
4.7 Hz, 1H, H'), 5.27 (dd, ] = 5.2, 1.8 Hz, 1H, H%, 4.90 (q, ] = 6.6 Hz, 1H, H%), 4.03 (ddd, ] = 14.2,
7.3, 2.2 Hz, 2H, H''"3.75 — 3,54 (m, 2H, H"), 2.13 (p, ] = 6.7 Hz, 1H, H13), 1.38 (d, ] = 25.5
Hz, 9H, H®), 0.93 (t, ] = 7.0 Hz, GH, H').

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): 3 [ppm] = 171.0 (C"¥), 156.2 (C'%), 155.9 (C**°) 152.5 (C?),
149.2 (C'), 139.6 (CY), 119.2 (C'¥), 87.2 (C?), 83.8 (C'), 78.3 (CP=1y, 739 (C¥), 71.9 (C%), 61.5
(C"), 59.5 (C1), 29.8 (C'?), 28.2 (C*=1) 19,1 (C14).

Ry 0.07 (EtOAc 100%).
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Experimental

(2R, 35 4R,5K)-5-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-
(hydroxymethyl)tetrahyvdrofuran-3-yl (fer#-butoxycarbonyl)-L-phenylalaninate (189a)

—N

0 =\ NH 0 N/_ NH;

0 N 2 Z
|pr/S| " NN HF-Pyridine 5 “oH Na N
/o
THF, 0°C —rt., 18 h 0
|Pr iPr o “Np
HN. Ph NH
Boc Bod

187a
189a

187a (269 mg, 355 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in THF (2.1 mL). The reaction was cooled
down to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 180 uL, 7.11 mmol, 20.0 equiv.) was added. The reaction was
allowed to warm up to r.t. and stirred for 18 h before it was quenched with MeO-TMS (3.0 mL).
It was concentrated iz vacuo and purified by column chromatography (EtOAc 100 %) to give

compound 189a as white foam (171 mg, 334 umol, 94 %).

2—=N
3
105N/— NH2
HAQ’M“S
s\—J9 N

C

)ﬁ;{o

189a
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CosH3NO-" [M+H]": 515.2249; found: 515.2249.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): 3 [ppm] = 8.37 (d, ] = 3.9 Hz, 1H, HY), 8.15 (s, 1H, H?), 7.44 —
7.35 (m, 3H, H*), 7.35 — 7.26 (m, 3H, H™), 7.21 (dtt, ] = 17.7, 7.3, 3.8 Hz, 2H, H™), 5.91 (d, ] =
7.4 Hz, 1H, HY), 5.76 (d, ] = 6.9 Hz, 1H, H°), 5.64 (dd, | = 7.4, 4.6 Hz, 1H, H"), 5.26 (dd, ] = 5.3,
1.8 Hz, 1H, H?), 4.90 (td, ] = 7.2, 5.3 Hz, 1H, H?), 4.33 (ddd, ] = 9.9, 8.2, 5.2 Hz, 1H, H'), 3.97
(p, ] = 2.8 Hz, 1H, H'), 3.66 (dt, ] = 12.2, 4.1 Hz, 1H, H™), 3.57 (ddd, ] = 11.7, 7.5, 3.3 Hz, 1H,
H'?), 3.16 — 3.02 (m, 1H, H'™), 2.94 (dd, ] = 13.8, 10.0 Hz, 1H, H"™), 1.34 (s, 9H, H"®).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 171.3 (C'*), 156.3 (C"), 155.5 (C***°), 152.5 (C2),
149.2 (C'%), 139.7 (CY), 137.6 (C "), 129.2 (C™), 128.3 (C™), 126.5 (C™), 119.3 (CV), 87.2 (C?),
83.7 (C), 78.4 (CP=y 741 (C), 71.9 (C°), 61.6 (C), 55.5 (C'), 36.8 (C'?), 28.1 (CP>),

Ry 0.08 (FtOAc 100 %).
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(2R,35.45,5K)-5-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-
(hvdroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl L.-alaninate (190a)

/=N /=N
HO O N N2 O __N NH,
/\q ) HO z \
< NN <& NN
HO O DBU or DMAP (e) OH
o] o]
o ACN, rt., 72 h
HoN NH,
121a 190a

Both methods listed below are modified literature procedures known to induce an acyl shift in

similar substrates.!"

Method 1: Ester 121a (15.7 mg, 46.4 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in ACN (800 uL) and either
different amounts of DBU (3.50 uL, 23.2 umol, 0.500 equiv.) up to (14.0 uL, 92.8 umol,
2.00 equiv.) or DMAP (2.80 mg, 23.2 umol, 0.500 equiv.) were added. The resulting solution was
stirred at r.t. Aliquots of 10 uL. were diluted in H,O (990 pl)) and subjected to UPLC-QTOF

analysis in regular intervals.

Method 2: Ester 121a (15.7 mg, 46.4 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in acetonitrile-43 (750 ulL)
and DBU (3.50 uL, 23.5 pmol, 0.500 equiv.) or NEt; (3.20 uL, 23.2 pmol, 0.500 equiv.) were

added. The resulting solution was subjected to 'H-NMR analysis in regular intervals.

Neither method led to the observation of any kind of ester migration reaction, however degradation

of the reactant 121a to adenosine and adenine could be observed with prolonged time in solution.

293



Experimental

(2R,35.4R,5K)-5-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-

(hvdroxymethvl)tetrahvdrofuran-3-vl trifluoromethanesulfonate (201a)

=N N

o) NH =

. N 2
'Pr\siO/\Q’ \)\\r HF-Pyridine HOAG‘NW)\(NHZ
iPr=s < > N~ N \

0. ./ N “ X ° o 3 N

si o OTf THF, 0 °C —rt., 18 h T oy N~
iPr Ypr
201a

151a

Compound 151a (2.63 g, 4.10 mmol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry THF (12 mL) and the
solution was cooled to 0 °C. HF-pyridine (70 wt.%; 1.06 mL, 40.1 mmol, 10.0 equiv.) was added
dropwise and the mixture was stirred for 18 h until TLC confirmed full conversion. Excess fluoride
was quenched by adding TMS-OMe (10 mL) and stirring for an additional 30 min. All volatiles
wete removed iz vacno and the residue was purified by flash column chromatography (cHex/EtOAc

4:1 — EtOAc 100 %). Compound 201a (1.43 g, 3.57 mmol, 87 %) was obtained as a white foam.

2
—N
8 2 0.4 =

1 NH23
HO/\Q: 10 o

/ ,\} N
T oH 7

201a
HR-MS (ESI): 7/ % calculated for CiiHisFsNsO6S™ [M+H]": 400.0533; found: 400.0533.

'H-NMR (400 MHz, CD;CN): 5 [ppm] = 8.24 (s, 1H, H"), 8.13 (s, 1H, H?), 6.50 (s, 2H, H?), 6.31
(d, J=5.8, 1H, H"), 5.87 (t, J=5.3, 1H, H%), 4.68 (s, 1H, H%), 4.23 (q, /=2.3, 1H, H"), 3.78 (m, 2H,
HY).

BC{'H}-NMR (101 MHz, CD;CN): § [ppm] = 156.6 (C), 152.3 (C), 149.6 (C'%), 141.7 (C?),
121.3 (C'), 88.0 (C7), 87.3 (C*), 87.1 (C?), 70.4 (C%), 62.3 (C¥).

R 0.22 (EtOAc 100 %).
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(2R,55)-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-3-hydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3-
carbonitrile (204a)

/::N

/=N 0 NH
HO/\G‘NW)\(NHZ KCN HO/\qN A 2
| : N
R N DMF, r.t., 10 min N~
M0 oH N & OH
N
202a 204a

Triflate 202 (45.5 mg, 114 umol, 1.00 equiv.) was dissolved in dry DMF (4 mL). KCN (37.1 mg,
570 umol, 5.00 equiv.) was added and the solution was stirred at r.t. for 10 min. An aliquot was
taken and quenched with basic aqueous NaClO solution. TLC analysis indicated full consumption
of the starting material, the solution was diluted with 2 mlL H,O and excess cyanide was
precipitated from the solution using FeCl; (100 mg). The mixture was extracted with EtOAc (3 X
5 ml) and the combined organic phases were dried over Na,SO,. The volatiles were removed
under reduced pressure and the residue was purified 2z flash column chromatography (DCM
100 % — DCM/MeOH 70:30) to obtain cyanhydrine 204a (840 mg, 114 pmol, 27 %) with minor

impurities.

1
—N
8705/_

4
12 NH,
HO Wy e
9 N N
~
2

’/913OH3
N

204a
HR-MS (ESI): 7/ z calculated for C1iHisNgOs" [M+H]": 277.1044; found: 277.1045.

'"H-NMR (400 MHz, DMSO): & [ppm| = 8.55 (s, 1H, H"), 8.18 (s, 1H, H?), 7.76 (s, 1H, H?), 7.39
(d, ] =5.5,2H, HY), 6.22 (s, 1H, H), 5.34 (t, ] = 5.3, 1H, H), 4.42 (ddd, ] = 11.3, 4.8, 2.7, 1H, H),
3.76 (dddd, ] = 70.6,12.3, 5.5, 3.3, 2H, H¥), 2.81 — 2.38 (m, 2H, H’).

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO): & [ppm] = 156.1 (C'%, 152.8 (C?), 149.1 (C""), 138.08 (C),
118.7 (C?), 11.0 (C), 90.4 (C%), 81.6 (C7), 76.5 (C'*), 60.7 (C¥), 38.0 (C).

R 0.10 (EtOAc 100 %).
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6.4.2 Prebiotic Reactions

General Procedure for the Prebiotic Reactions and the Preparation for

Analysis

The solids (100 pmol = 1.0 equiv.) were added to a glass vial (1.5 mL) equipped with a stirring bar.
Then the respective solvent (if not stated otherwise 1 mL; 0.1 M) was added, followed by the
addition of liquids. The vial was closed (except for the wet-dry-cycle reactions) and it was placed
in a metal heating block at the specified temperature. After the respective reaction time, the vial
was cooled to r.t., opened, and if not stated otherwise 10 pLL of the reaction mixture were added to
990 uL of ultrapure water/MeOH/ACN or /PrOH. The reaction vial was closed and if necessary
heated again at the corresponding temperature. The diluted reaction mixture was filtered using a

syringe filter and analysed afterwards.

During the reaction times aliquots were taken and analysed ranging from a daily basis to every
2 days or 3 days. The stated reaction times correspond therefore to the stop time of the reaction /

to the addition of reagents and not to the measurements.

If explicitly stated, the pH was adjusted using aqueous HCl or NaOH (0.5 — 2 M) if not otherwise
stated. For a reaction without the addition of a HCl-salt compound the pH value ranged from 4 —

5. When a HCl-salt compound was involved, the pH value dropped to 3 — 4.

296



Experimental

Prebiotic RNA-Reactions

(1.0 equiv.)

Educts Solvents T[°C] | Time Additional Information

bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA MeOH 50 4d ZnCl; (0.5 equiv.)
(1.0 equiv.)

bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 4d ZnCl; (0.5 equiv.)
(1.0 equiv.)

bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 4d imidazole (1.0 equiv.)
(1.0 equiv.)

bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 4d Na;HPO,4 (1.0 equiv.)
(1.0 equiv.)

bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 4d NaOAc (0.5 equiv.)
(1.0 equiv.)

bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 4d CuCl, (0.5 equiv.)
(1.0 equiv.)

bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GlyA | phosphate 50 4d pH=7
(1.0 equiv.) buffer

bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA MeOH 50 4d thioacetic acid
(1.0 equiv.) (1.0 equiv.)

bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 4d thioacetic acid
(1.0 equiv.) (1.0 equiv.)

bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA DMF 50 4d thioacetic acid
(1.0 equiv.) (1.0 equiv.)

bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA MeOH 80 4d
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Educts Solvents T[°C] | Time Additional Information
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA MeOH 65 3d
(1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 100 4d
(1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water r.t. 3d Borax (1.0 equiv.) / Boric
(1.0 equiv.) acid (1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 80 3d Borax (1.0 equiv.) / Boric
(1.0 equiv.) acid (1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 100 3d Borax (1.0 equiv.) / Boric
(1.0 equiv.) acid (1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA tBuOH 50 4d
(1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 4d pH=3
(1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 4d pH=5
(1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 4d pH=7
(1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 4d pH=9
(1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 4d

(1.0 equiv.)
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Educts Solvents T[°C] | Time Additional Information
bG (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), water 50 4d
GlyA (1.0 equiv.)
bC (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 4d
(1.0 equiv.)
bU (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), water 50 4d
GlyA (1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 15d
(1.0 equiv.)
bG (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), water 50 15d
GlyA (1.0 equiv.)
bC (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 15d
(1.0 equiv.)
bU (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), water 50 15d
GIyA (1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GlyA | MeOH/water 50 15d
(1.0 equiv.) 99:1
bG (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), MeOH/water 50 15d
GIyA (1.0 equiv.) 99:1
bC (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GlyA | MeOH/water 50 15d
(1.0 equiv.) 99:1
bU (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), MeOH/water 50 15d
GlyA (1.0 equiv.) 99:1
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GlyA (1.0 equiv.)

Educts Solvents T[°C] | Time Additional Information

bA (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 7d Borax (1.0 equiv.)
(1.0 equiv.)

bG (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), water 50 7d Borax (1.0 equiv.)

GlyA (1.0 equiv.)

bC (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), GIyA water 50 7d Borax (1.0 equiv.)
(1.0 equiv.)

bU (1.0 equiv.), GA (1.0 equiv.), water 50 7d Borax (1.0 equiv.)
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Prebiotic RNA-Reactions with additional nucleobases or nucleosides

Additional
Educts Solvents T[°C] Time
Information
GA (1.0 equiv.), GIyA
bA (1.0 equiv.), Rib-U (1.0 equiv.) MeOH rt.—50 | 2d+3d | (1.0equiv.)addition
after 2 d
GA (1.0 equiv.), GIyA
bG (1.0 equiv.), Rib-C (1.0 equiv.) MeOH rt.—50 | 2d+3d | (1.0equiv.)addition
after2.d
GA (1.0 equiv.), GIyA
bC (1.0 equiv.), Rib-G (1.0 equiv.) MeOH rt.—50 | 2d+3d | (1.0equiv.)addition
after2.d
GA (1.0 equiv.), GIyA
bU (1.0 equiv.), Rib-A (1.0 equiv.) MeOH rt.—50 | 2d+3d| (1.0equiv.)addition
after2.d
GA (1.0 equiv.), GIyA
bA (1.0 equiv.), Ara-U (1.0 equiv.) MeOH rt.—50 | 2d+3d| (1.0equiv.)addition
after2d
GA (1.0 equiv.), GIyA
bG (1.0 equiv.), Ara-C (1.0 equiv.) MeOH rt.—50 | 2d+3d| (1.0equiv.)addition
after2d
GA (1.0 equiv.), GIyA
bC (1.0 equiv.), Ara-G (1.0 equiv.) MeOH rt.—50 | 2d+3d | (1.0equiv.)addition
after2.d
GA (1.0 equiv.), GIyA
bU (1.0 equiv.), Ara-A (1.0 equiv.) MeOH rt.—50 | 2d+3d | (1.0equiv.)addition
after 2 d
bA (1.0 equiv.), Rib-U (1.0 equiv.),
MeOH r.t. 13d
GA (1.0 equiv.), GlyA (1.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), Rib-U (1.0 equiv.),
MeOH 30 13d

GA (1.0 equiv.), GlyA (1.0 equiv.)

301




Experimental

Additional
Educts Solvents T[°C] Time
Information
bA (1.0 equiv.), Rib-U (1.0 equiv.),
MeOH 50 13d
GA (1.0 equiv.), GIyA (1.0 equiv.)
GA (1.0 equiv.), GIyA
30— 4 l1h+4d
bA (1.0 equiv.), Rib-U (1.0 equiv.) MeOH (1.0 equiv.) addition
— 30 +4d
after4d
GA (1.0 equiv.), GIyA
30—»4 |1h+4d
bA (1.0 equiv.), Rib-U (1.0 equiv.) MeOH (1.0 equiv.) addition
— 50 +4d
after4d
GA (1.0 equiv.), GIyA
30—»4 |1h+4d
bA (1.0 equiv.), Rib-U (1.0 equiv.) MeOH (1.0 equiv.) addition
— 60 +4d
after4d
GA (2.0 equiv.), GIyA
bA (1.0 equiv.), bU (1.0 equiv.) MeOH rt.—50 | 2d+3d| (2.0equiv.)addition
after2d
GA (2.0 equiv.), GIyA
bG (1.0 equiv.), bC (1.0 equiv.) MeOH rt.—50 | 2d+3d | (2.0equiv.)addition
after2d
GA (2.0 equiv.), GIyA
bC (1.0 equiv.), bG (1.0 equiv.) MeOH rt.—50 | 2d+3d | (2.0equiv.)addition
after2d
GA (2.0 equiv.), GIyA
bU (1.0 equiv.), bA (1.0 equiv.) MeOH rt.—50 | 2d+3d | (2.0equiv.)addition

after 2 d
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Prebiotic N-linked tRINA-Reactions

(2.0 equiv.)

Additional
Educts Solvents T[°C] Time
Information
bA (1.0 equiv.), Ala (1.0 equiv.), | MeOH/water
50 4d
GA (10 equiv.), GIyA (6.0 equiv.) 99:1
bA (1.0 equiv.), Ala (1.0 equiv.),
neat 50 4d
GA (10 equiv.), GIyA (6.0 equiv.)
bA (1.0 equiv.), Ala (1.0 equiv.), | MeOH/water
50 5d NaOAc (4.0 equiv.)
GA (10 equiv.), GIyA (6.0 equiv.) 99:1
bA (1.0 equiv.), Ala (1.0 equiv.),
GA (2.0 equiv.), GIyA (1.0 water 50 7d
equiv.)
bA (1.0 equiv.), Ala (1.0 equiv.),
MeOH/water
GA (2.0 equiv.), GIyA (1.0 50 7d
99:1
equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0
equiv.), Ala (2.0 equiv.), GIyA MeOH 50 4d
(2.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0
equiv.), Ala (2.0 equiv.), GIyA DMF 50 4d
(2.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0
AgNOs (1.0 equiv.) /
equiv.), Ala (2.0 equiv.), GIyA MeOH 50 4d

Na,COs (1.0 equiv.)
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Additional
Educts Solvents T[°C] Time
Information
adenine-aldehyde (85) (1.0
AgNOs (1.0 equiv.) /
equiv.), Ala (2.0 equiv.), GIyA DMF 50 4d
Na,COs (1.0 equiv.)
(2.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0
MeOH/water
equiv.), Ala (1.0 equiv.), GIyA 50 L-Ala, p-Ala, b/L-Ala
99:1
(6.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0
MeOH/water
equiv.), Ala (1.0 equiv.), GIyA 50 NaOAc (4.0 equiv.)
99:1
(6.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0
equiv.), Ala (1.0 equiv.), GIyA neat 50 2d
(1.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0
MeOH/water
equiv.), Ala (1.0 equiv.), GlyA 50 5d L-Ala, D-Ala
99:1
(6.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0
equiv.), Ala (1.0 equiv.), GIyA DMF 50 5d L-Ala, D-Ala
(6.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0
MeOH/water
equiv.), Ala (1.0 equiv.), GIyA 50 5d
99:1
(6.0 equiv.)
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Additional
Educts Solvents T[°C] Time
Information
adenine-aldehyde (85) (1.0
equiv.), Ala (1.0 equiv.), GIyA water 50 5d
(6.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0
pH=7/11, adjusted
equiv.), Ala (1.0 equiv.), GIyA water 50 5d
using a KsPO4-Lsg (1 M)
(6.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0
pH=7/11, adjusted
equiv.), Ala (1.0 equiv.), GIyA water 50 5d
using a K,COs-Lsg (1 m)
(6.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0 GlyA (0.5 equiv./ 1.0
water 50 5d
equiv.), Ala (1.0 equiv.), GIyA equiv. / 1.5 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0 MeOH/water GlyA (6.0 equiv.)
50 5d+6d
equiv.), Ala (1.0 equiv.) 99:1 addition after5d
adenine-aldehyde (85) (1.0 GlyA (6.0 equiv.)
DMF 50 5d+6d
equiv.), Ala (1.0 equiv.) Addition after 5 d
NaOAc (1.0 equiv.),
adenine-aldehyde (85) (1.0 MeOH/water
50 5d+6d GlyA (6.0 equiv.)
equiv.), Ala (1.0 equiv.) 99:1
addition after 5d,
NaOAc (1.0 equiv.),
adenine-aldehyde (85)e (1.0
DMF 50 5d+6d GlyA (6.0 equiv.)

equiv.), Ala (1.0 equiv.)

addition after 5d,
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Additional
Educts Solvents T[°C] Time
Information

adenine-aldehyde (85) (3.0 MeOH/water GlyA (6.0 equiv.)
50 5d+3d

equiv.), Ala (1.0 equiv.) 99:1 addition after 5d

adenine-aldehyde (85) (1.0 MeOH/water GlyA (6.0 equiv.)
50 5d+3d

equiv.), Ala (3.0 equiv.) 99:1 addition after 5d

adenine-aldehyde (85) (1.0 GlyA (6.0 equiv.)
neat 50 5d+3d

equiv.), Ala (1.0 equiv.) addition after 5 d

adenine-aldehyde (85) (1.0 water (0.5 GlyA (6.0 equiv.)
50 5d+3d

equiv.), Ala (1.0 equiv.) mL) addition after 5 d

adenine-aldehyde (85) (1.0 MeOH/water GlyA (6.0 equiv.)
r.t. 5d+3d

equiv.), Ala (1.0 equiv.) 99:1 addition after 5 d

adenine-aldehyde (85) (1.0 MeOH/water GlyA (6.0 equiv.)
80 5d+3d

equiv.), Ala (1.0 equiv.) 99:1 addition after 5d

adenine-aldehyde (85) (1.0 MeOH/water GlyA (6.0 equiv.)
50 1d+6d

equiv.), Ala (1.0 equiv.) 99:1 addition after 1 d

adenine-aldehyde (85) (1.0 GlyA (6.0 equiv.)
water 50 1d+6d

equiv.), Ala (1.0 equiv.) addition after 1 d

adenine-aldehyde (85) (1.0 MeOH/water GlyA (6.0 equiv.)
50 3d+4d

equiv.), Ala (1.0 equiv.) 99:1 addition after 3 d

adenine-aldehyde (85) (1.0 GlyA (6.0 equiv.)
water 50 3d+4d

equiv.), Ala (1.0 equiv.) addition after 3 d

adenine-aldehyde (85) (1.0 MeOH/water GlyA (6.0 equiv.)
50 5d+2d

equiv.), Ala (1.0 equiv.) 99:1 addition after 5 d
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Additional
Educts Solvents T[°C] Time
Information
adenine-aldehyde (85) (1.0 GlyA (6.0 equiv.)
water 50 5d+2d
equiv.), Ala (1.0 equiv.) addition after 5d
GlyA (6.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0 addition after 5 d, pH
water 50 5d+3d
equiv.), Ala (1.0 equiv.) =7 /11, adjusted
using a KsPOs-Lsg (1 M)
GlyA (6.0 equiv.)
adenine-aldehyde (85) (1.0 addition after 5 d, pH
water 50 5d+3d
equiv.), Ala (1.0 equiv.) =7 /11, adjusted
using a K,COs-Lsg (1 m)
GlyA (0.5 equiv./1.0
adenine-aldehyde (85) (1.0
water 50 4d+3d equiv./1.5 equiv.)
equiv.), Ala (1.0 equiv.)
addition after4d
adenine-aldehyde (85) (1.0 GlyA (6.0 equiv.)
neat 50 2d+3d

equiv.), Ala (1.0 equiv.)

addition after 2 d

307



Experimental

Prebiotic C-linked tRINA-Reactions

(1.0 equiv.)

Educts Solvents | T[°C] | Time | Additional Information
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine
DMF 50 5d
(1.0 equiv.), GlyA (6.0 equiv.)
MeOH/
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine
water 50 5d
(1.0 equiv.), GlyA (6.0 equiv.)
99:1
NaOAc (4.0 equiv.) /
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine
DMF 50 5d Na,HPO4 (4.0 equiv.) /
(1.0 equiv.), GlyA (6.0 equiv.)
imidazole (4.0 equiv.)
MeOH/ NaOAc (4.0 equiv.) /
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine
water 50 5d Na,HPO, (4.0 equiv.) /
(1.0 equiv.), GlyA (6.0 equiv.)
99:1 imidazole (4.0 equiv.)
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine
neat 50 5d
(1.0 equiv.), GlyA (1.0 equiv.)
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine
neat 50 5d NaHCOs (1.0 equiv.)
(1.0 equiv.), GlyA (1.0 equiv.)
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine water
50 5d NaHCOs (1.0 equiv.)
(1.0 equiv.), GIyA (1.0 equiv.) (10 uL)
N-Boc-Ala-aldehyde (131m) (1.0 equiv.),
neat 50 5d
adenine (1.0 equiv.), GIyA (1.0 equiv.)
N-Boc-Ala-aldehyde (131m) (1.0 equiv.),
neat 50 5d
purine (1.0 equiv.), GIyA (1.0 equiv.)
N-Boc-Ala-aldehyde (131m) (1.0 equiv.), | water (5
50 3d
purine (1.0 equiv.), GIyA (1.0 equiv.) uL)
MeOH/
N-Boc-Ala-aldehyde (131m) (1.0 equiv.),
water 50 3d
purine (1.0 equiv.), GlyA (1.0 equiv.)
99:1
N-Boc-Ala-aldehyde (131m) (1.0 equiv.),
N,N-dimethyladenine (1.0 equiv.), GlyA neat 50 5d
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Experimental

Educts Solvents | T[°C] | Time | Additional Information
N-Boc-Ala-aldehyde (131m) (1.0 equiv.),
N,N-dimethyladenine (1.0 equiv.), GlyA neat 80 5d
(1.0 equiv.)
N-Ac-Ala-aldehyde (1310) (1.0 equiv.),
neat 50 5d
adenine (1.0 equiv.), GlyA (1.0 equiv.)
N-Ac-Ala-aldehyde (1310) (1.0 equiv.), under an argon
neat 50 5d
adenine (1.0 equiv.), GlyA (1.0 equiv.) atmosphere
N-Ac-Ala-aldehyde (1310) (1.0 equiv.),
neat 50 5d
purine (1.0 equiv.), GlyA (1.0 equiv.)
N-Ac-Ala-aldehyde (1310) (1.0 equiv.),
N,N-dimethyladenine (1.0 equiv.), GlyA neat 50 5d
(1.0 equiv.)
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine 2d+ GlyA (2.0 equiv.)
MeOH r.t.
(1.0 equiv.) 5d addition after 2 d
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine 2d+ GlyA (2.0 equiv.)
MeOH 50
(1.0 equiv.) 5d addition after 2 d
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine 2d+ GlyA (2.0 equiv.)
MeOH 50
(2.0 equiv.) 5d addition after 2 d
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine 2d+ GlyA (2.0 equiv.)
DMF 50
(1.0 equiv.) 5d addition after 2 d
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine 2d+ GlyA (2.0 equiv.)
DMF 50
(2.0 equiv.) 5d addition after 2 d
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine 3d+ GlyA (6.0 equiv.)
MeOH 50
(3.0 equiv.) 3d addition after3 d
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine 3d+ GlyA (6.0 equiv.)
DMF 50
(3.0 equiv.) 3d addition after3 d
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Experimental

Educts Solvents | T[°C] | Time | Additional Information
NaOAc (2.0 equiv.) /
Na;HPO, (2.0 equiv.) /
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine 3d+ | imidazole (2.0 equiv.) /
MeOH 50
(3.0 equiv.) 3d NaHCOs (2.0 equiv.) at

start, followed by GIyA
(6.0 equiv.) after 3d

NaOAc (2.0 equiv.) /
Na,HPO4 (2.0 equiv.) /
Ala-aldehyde (125) (1.0 equiv.), adenine 3d+ | imidazole (2.0 equiv.) /
MeOH 50
(3.0 equiv.) 3d NaHCOs (2.0 equiv.) at

start, followed by GIyA

(6.0 equiv.) after 3 d
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7.1.2 Wohler-Nukleosid Eichgeraden
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Figure 2. Calibration curve of B-u5.
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Figure 4. Calibration curve of B-«6.
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Triuret-Nukleoside
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7.1.3 Biomimetische Estermigration DFT Rechnungen

DFT calculations regarding the stability of 2’- and 3’-acylated adenosines in the 2’-3” acyl migration

were performed to receive the optimized single point energies for both regioisomers utilizing

ORCA 6.0.0.7>¥

All structures were optimized applying the following command line:

I B3LYP®  def2-SVPP  def2/] D3BJ TIGHTSCF CPCM(THF) Opt Freq

For all calculations regarding the optimized structures the input as well as the corresponding output
files are attached as additional files to the supplementary information. For all calculation no

imaginary frequencies were obtained.

All visualizations of calculated structures were obtained utilizing CYLview20.
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(2R,3R,4R,5K)-2-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl

acetate (173a)

—N
o N/_ NH,
W~
HO  OAc
173a

Cartesian coordinates (Angstroem)
N -1.006706 11.413716 7.581210
C -0.124761 10.533358 8.073557
N 0950464 10.017939 7.472555
C  1.102025 10.487190 6.228973

C  0.266869 11.408246 5.579085

O

0.843361 11.879439  6.325700

N  2.087780 10.187640 5.309622

C 1.808812 10.935649 4.176093

N  0.730054 11.672928 4.301951

N -1.727656 12.763508 5.829381

C 4718114 7.769272 4.481414

C  3.224068 8.091314 4.568833

C  3.207727 9.298578 5.518394

O 4417363 9.981567 5.283033

C 5317080 9.188621 4.486471
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E [Hartree]
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(2R,35,4R,5R)-5-(6-amino-9 H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl

acetate (174a)

—N
o N/_ NH,
o~

AcG  OH N
174a

Cartesian coordinates (Angstroem)
N  -1.855781 9.241311 4.593083
C -0.819684 8.942683 3.797603
N  -0.827620 8.247789 2.657120
C  -2.060293 7.834798 2.334111
C -3.237372 8.066819 3.062311
C -3.091760 8.817835 4.257595
N -2.454041 7.095671 1.238957
C -3.821196 6.924617 1.355231
N -4.322717 7.490035 2.430551
N  -4.131436 9.117819 5.056312
C -1.563362 4.257091 0.266285
C -0.682536 5.448032 0.651124
C -1.565731 6.614468 0.181287
O -2.346158 6.133822 -0.887141

C  -2.162463 4.723905 -1.064260
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Anhang

O

O

O

O

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

0.498841

-0.780497

-3.478002

-3.181627

-1.301682

-0.438612

-2.328995

-4.381615

-5.065252

-3.977296

-2.349310

-0.478044

-0.933583

-1.423342

0.888592

-3.920609

-4.182372

-4.000929

0.624638

-0.727084

-0.590520

0.157109

5.479681 -0.114216
3.081481 0.116274
4.076921 -1.455876
2.741569 -1.817172
1.901417  0.540938
0.754359  0.102308
1.818680 1.167787
6.378837 0.598678
8.805810 4.823772
9.653213 5.902112
4.089670 1.015268
5.502422  1.733693
7.456284 -0.140866
4.541839 -1.864481
4.591728 -0.087514
4.646331 -2.296029
4.128589 -0.604777
2.229098 -1.800992
0.983377 0.262687
-0.158887  0.636721
0.608842 -0.980110
9.317554  4.1289006

E [Hartree]

—1114.879362883667
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(2R,3R,4R,5K)-2-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-(hydroxymethyl) tetrahydrofuran-3-yl

(tert-butoxycarbonyl)-L-alaninate (137a)

Cartesian coordinates (Angstroem)

N -1.108537 11.286411 7.034597
C -0.250919 10.434200 7.611484
N  0.899629 9.964726 7.126714
C  1.163009 10.452987 5.910193
C  0.369989 11.348922 5.181588
C -0.829959 11.770342 5.807781
N 2248257 10.197266 5.100139
C  2.059882 10.943290 3.950397
N 0950571 11.642383 3.963302
N -1.688558 12.626021 5.224849
C 4978314 7.838652 4.456592

C  3.480665 8.144870 4.424158

C  3.358834 9.323642 5.402427

O 4573324 10.027411 5.298915

C 5560678 9.259780 4.584480
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O

O

2.645267

5.239013

5.894223

4.808745

1.767409

1.800915

0.951215

0.798125

3.146864

2.801966

-1.494800

-2.531835

5.320175

3.218991

3.186471

6.478383

6.189824

6.780427

6.161182

4.856677

1.496404

1.061756

0.812098

7.089800

7.035362

9.942598

9.967191

6.415568

6.617064

5.716658

5.691907

6.492014

10.917984

13.003188

12.902294

7.356606

8.493118

8.946987

9.226284

6.857632

9.454153

10.988584

9.182910

7.663819

4.641054

5.880379

4.861040

5.584424

3.262510

2.345944

4.086307

2.561241

4.628798

1.873925

2.028367

3.150891

4.306471

5.712818

3.527222

3.421911

6.423764

5.195878

5.616813

2.820416

3.482695

1.781741

2.388743

2.060532

0.790354
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-0.217845

3.958088

3.417882

3.667517

5.106319

6.202535

6.743042

7.155997

7.554599

5.958318

7.244527

7.536963

6.845100

8.140894

5.723552

5.000016

6.588212

5.254047

-0.535399

5.868696

5.453976

7.073987

4.635795

5.503819

4.550310

4.743293

5.757243

4.022481

4.588273

4.961407

6.012790

4.842591

4.331642

3.120418

2.800376

2.439658

3.049027

10.078829  8.609746

2.253024

2.373866

1.243411

3.232116

1.680312

1.922866

3.340929

3.459928

3.522626

4.092184

0.885510

1.028993

-0.133221

0.986856

1.669005

2.428202

1.690753

0.675495

E [Hartree]

—1554.846035159974
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(2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-

3-yl (tert-butoxycarbonyl)-L-alaninate (119a)

Cartesian coordinates (Angstroem)
C -0.801787 -1.428967 1.143935
N 2122331 0.227622 2.450432
C -2.062668 0.132898 2.854085
O -1.829890 -2.358913 1.625426
O 0475263 -1.857542 3.149339
C 1.079918 -0.172651 1.542147
C -1.271635 0.001525 1.542930
C 0.535598 -1.591341 1.769883
O -0.026290 0.701800 1.675383
O  -3.447524 -0.045081 2.698860
C  3.446065 0.424389 2.117327
C  4.070843 0.794927 3.313934
N 3160546 0.834346 4.352167
C  2.021191 0.490050 3.803776

N  4.029019 0.294060 0.920915
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C

@)

C

N

@)

C

C

C

C

C

@)

C

H

H

H

H

H

H

H

5.334137

6.063739

5.461636

6.190825

-1.736995

-0.827026

-2.955475

-4.092742

-5.783750

-6.656894

-7.561759

-5.790605

-7.481191

-4.897435

-4.815442

-2.701862

10.778854

-1.897099

-1.632508

0.304704

1.519210

-1.859320

1.145247

0.567434

0.929496

1.055290

1.418047

-3.636327

-4.055530

-4.443329

-4.055088

-2.781881

-1.594551

-1.573166

-0.340056

-1.804599

-3.006515

-2.385757

-5.941053

-1.525901

1.166622

-0.544071

-2.800380

-0.108090

0.478776

-2.335780

0.972585

2.035498

3.235393

4.305851

1.216220

0.541802

1.6740066

0.854666

0.200598

0.183709

1.416021

0.067777

-1.084561

1.175620

2.229153

1.597658

0.051213

3.199592

3.612092

3.281175

0.532206

0.741396

1.237182
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H -3.670250 -0.988145 2.577512
H  1.064021 0.415534 4.315215

H  5.882949 0.485417 0.026099

H  7.182224 1.596715 4.202451

H 5754694 1.520578 5.212800
H -3.183854 -4.131983 2.703124
H -4.164985 -4.436762 -0.083862
H -8.313222 -0.777521 1.297201
H -6.987617 -1.387018 2.330998
H -8.091612 -2.533492 1.515624
H -6.440363 0.543648 -0.025916
H -5.158765 -0.398064 -0.832576
H -5.142994 -0.204383 0.943219
H -8.167148 -0.956788 -1.229400
H -8.075527 -2.728211 -1.011123
H -6.823717 -1.878247 -1.964117
H -2.466492 -6.244012 0.565883
H -3.593840 -6.487085 1.936584

H -1.850534 -6.218903 2.235945

E [Hartree] —1554.855441294987
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(2R,3R,4R,5R)-2-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-

3-ylL-alaninate (117a)

—N
o N/_ NH,
Eatae
R - N
Ho o N

-1.006164

-0.056855

1.049158

1.155393

0.251143

-0.886055

2.151756

1.805493

0.678286

-1.837415

4.855151

3.368304

3.316567

4.486818

5.399069

11.303418

10.530117

10.052790

10.439819

11.245153

11.685370

10.146485

10.782199

11.447052

12.459942

7.772328

8.088004

9.324751

10.037141

9.196709

Cartesian coordinates (Angstroem)

7.552441

8.096003

7.523011

6.247308

5.542668

6.265334

5.341963

4.162842

4.245154

5.713969

4.659181

4.680116

5.578054

5.223966

4.479720
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O

O

H

H

2.545143

5.199873

5.518975

4.342654

1.812066

1.678252

1.239975

0.624807

2980111

-0.213194

2.450335

-1.756604

-2.626576

5.122600

3.081613

3.301466

6.395221

6.154601

6.364304

5.786669

4.117987

1.315048

0.932598

7.024976

7.201901

9.643965

9.513088

6.304329

6.788568

5.326357

5.952182

6.822999

10.256266

10.705725

12.767023

12.761796

7.113938

8.418017

9.054347

9.284713

7.043242

9.087123

10.712308

8.566402

7.830874

4.896513

5.108227

5.901993

3.020493

2.244344

4.228244

2.769005

4.639911

2.045936

2.073270

9.146877

3.285691

4.753520

0.272246

3.815415

3.685389

6.645873

4.944489

5.908152

2.571872

3.014320

2.114023

2.828312

2.000192
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H

H

H

H

0.499518

-0.347210

3.414887

2.799292

6.330719
6.004212
5.897730

7.001846

E [Hartree]

1.019644

2.557863

2.102846

1.082994

—1209.422497607656
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Anhang

(2R,3S,4R,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-4-hydroxy-2-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-

3-ylL-alaninate (118a)

Aq W
H2NI--2:O

Me

-1.006164

-0.056855

1.049158

1.155393

0.251143

-0.886055

2.151756

1.805493

0.678286

-1.837415

4.855151

3.368304

3.316567

4.486818

5.399069

118a

11.303418

10.530117

10.052790

10.439819

11.245153

11.685370

10.146485

10.782199

11.447052

12.459942

7.772328

8.088004

9.324751

10.037141

9.196709

Cartesian coordinates (Angstroem)

7.552441

8.096003

7.523011

6.247308

5.542668

0.265334

5.341963

4.162842

4.245154

5.713969

4.659181

4.680116

5.578054

5.223966

4.479720
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H

H

2.545143

5.199873

5.518975

4.342654

1.812066

1.678252

1.239975

0.624807

2980111

-0.213194

2.450335

-1.756604

-2.626576

5.122600

3.081613

3.301466

6.395221

6.154601

06.364304

5.786669

4.117987

1.315048

0.932598

7.024976

7.201901

9.643965

9.513088

6.304329

6.788568

5.326357

5.952182

6.822999

10.256266

10.705725

12.767023

12.761796

7.113938

8.418017

9.054347

9.284713

7.043242

9.087123

10.712308

8.566402

7.830874

4.896513

5.108227

5.901993

3.020493

2.244344

4.228244

2.769005

4.639911

2.045936

2.073270

9.146877

3.285691

4.753520

6.272246

3.815415

3.685389

06.645873

4.944489

5.908152

2.571872

3.014320

2.114023

2.828312

2.000192
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H

H

H

H

0.499518

-0.347210

3.414887

2.799292

6.330719
6.004212
5.897730

7.001846

E [Hartree]

1.019644

2.557863

2.102846

1.082994

—1209.422493691136
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