CycloSaligenyl-Nucleotide:
Untersuchungen zum TK- und ADA-Bypass

antiviral aktiver Pro-Nucleotide

Dissertation

zur Erlangung des naturwissenschaftlichen Doktorgrades

der Universitdt Hamburg

vorgelegt von
Tina Knispel
aus

Frankfurt/Main

Hamburg
2001



1. Gutachter: Prof. Dr. C. Meier
2. Gutachter: Prof. Dr. H. Paulsen
Letzte Prifung: 11.12.2001



meinen Eltern und Andreas



Viren sind die einzigen Rivalen
um die Herrschaft iiber unseren Planeten.
Wir miissen auf Draht sein,

um mit ihnen Schritt zu halten.

Joshua Lederberg



Die vorliegende Arbeit wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. C. Meier im Institut fiir
Organische Chemie der Bayerischen Julius-Maximilians-Universitdt in Wiirzburg in der Zeit
von Mai 1997 bis Mérz 1999 und im Institut fiir Organische Chemie der Universitit Hamburg
in der Zeit von April 1999 bis Mérz 2001 angefertigt.

Herrn Prof. Dr. Chris Meier danke ich fiir die interessante Themenstellung, die gute Betreu-
ung wihrend der Arbeit und fiir die hervorragenden experimentellen Bedingungen zu ihrer
Durchfithrung. Zudem danke ich ihm fiir die allzeitige Bereitschaft zu zahlreichen Dis-
kussionen und Anregungen, durch die er stets Einflu} auf die Gestalt der Arbeit genommen

hat.

Frau Florence Mugnier danke ich fiir die angenehme und kooperative Zusammenarbeit
wihrend der Anfertigung ihres P.F.E Reportes in unserem Arbeitskreis und fiir die Uber-

lassung ihrer hervorragenden Ergebnisse.

Frau Lieve Naesens vom Institute for Medical Research in Leuven, Belgien danke ich fiir die
erstklassigen experimentellen Bedingungen wihrend meines dortigen Forschungsaufenthaltes,
sowie fiir die intensive Betreuung und die zahlreichen Diskussionen und Anregungen

wihrend dieser Zeit.

AuBlerdem mochte ich mich bei folgenden Personen der Universitit Wiirzburg fiir die

hervorragende technische Unterstiitzung bedanken:

Herrn Dr. Scheutzow und seinem Team fiir die Messung von 'H- und *C-NMR Spektren.
Herrn Dr. Buchner und Frau Schifer fiir die Messung von *'P-, ’F- und "H-NMR Spektren.
Fir die Messung der ESI-Massenspektren bedanke ich mich bei Herrn Priv. Doz. Dr.

Herderich und seinen Mitarbeitern vom Institut fiir Lebensmittelchemie.

Herrn Dr. Sinnwell und seinem Team mdochte ich fiir die Messung der 'H-, 13 C-, 31p- und "F-

NMR-Spektren wahrend meiner Arbeit an der Universitdt Hamburg danken.



MALDI-TOF Massenspektren wurden freundlicherweise von Herrn Nagorny/AK Prof. Thiem

gemessen.

Fiir das gute Arbeitsklima, die stete Hilfsbereitschaft und Zusammenarbeit méchte ich allen
Mitarbeitern des Arbeitskreises danken. Besonders bedanken mdochte ich mich bei meiner
Laborkollegin Frau Mirjam Rose und Herrn Andreas Lomp fiir das gute Arbeitsklima

wihrend meiner Zeit in Hamburg und Wiirzburg.

Frau Heide von Rekowski méchte ich fiir so manchen fiirsorglichen Rat und die stete Hilfs-

bereitschaft wihrend meiner Zeit in Hamburg danken.

Frau Rebecca Rock danke ich fiir das gute Klima und die produktive Arbeit im Rahmen ihres

F-Prakikums an der Universitdt Wiirzburg.

Weiterhin moéchte ich Herrn Prof. Dr. Jan Balzarini und seinen Mitarbeitern, Institute for

Medical Research, Leuven, Belgien fiir die Durchfiihrung der in vitro Zelltests danken.

Herrn Prof. Dr. Victor E. Marquez, National Institutes of Health, NCI, USA und Herrn Prof.
Dr. Vasu Nair, University of lowa, USA danke ich fiir die groBziigige Spende des 2°-Fluor-

ara-2°,3°-didesoxyadenosins.

Herrn Andreas Hohlfeld danke ich fiir seine grole Geduld und Ausdauer wihrend der
kritischen Durchsicht des Manuskriptes. Auflerdem mochte ich ihm fiir seine uneinge-

schrénkte Unterstiitzung wihrend der letzten zwei Jahre meiner Promotion danken.



Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis

) R 0111 L1 R 1

2. KenntnuisSStand .......ueiieiiuiiisiiiniinieiisniiiniiniiniiinesssieniississessssestssstssssssssssssssssssssssssssss 6
2.1 Zugelassene HIV-Medikamte............cocceeviiiiiiiiiienieniieeceeeesee e 6
2.2 Weitere Nucleosid-Analoga — ihre Wirkungsweise und Eigenschaften ............ 8
2.2.1 2¢,3*-Didesoxyadenosin (ddA) 7 und 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) §5................... 8
2.2.2 B-D-2°,3°-Didesoxy-2°,3°-didehydroadenosin (d4A) 14..........cccevvvveeveeneenen. 10
2.2.3 3°-Desoxyadenosin (Cordycepin) 15......cccovvieiierieeiierieeieeieeee e 11
2.2.4  2°-Fluor-ara-2°,3-didesoxyadenosin (2'-F-ara-ddA) 16...........ccccccvvvrvennnnne. 12
2.2.5 2¢-Fluor-ribo-2°,3*-didesoxyadenosin (2'-F-ribo-ddA) 18 ...........ccccvereieneenn. 14
23 Das Prodrug-Konzept.........coooiiiiiiiiiiiiieiceeneeeeeece et 14
2.3.1 Prodrug Systeme fiir Nucleosid-5°-Monophosphate...........ccccceeevierveecreennnnne. 16
2.3.1.1 Pro-Nucleotid-KOonzZepte........c.ccccuierieriieiiieriieiieeie et 17
2.3.2  Probleme der Pro-Nucleotid Konzepte.........cccccoceeveriiinieneniicneeninicnecienne 20
2.3.3 CycloSaligenyl-Phosphattriester: Ein neues dreiteiliges Pro-Nucleotid-

KONZEPL ..ottt et e naeeen 20

3. ProblemsStelIUnN ......ccceevivuiiiiruiinisencsssencsssencssssssssassssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssas 25

4. Resultate und DiSKUSSIONEN ......ccioveiiirvuriiiveniisseienseicssnicsseisssssesssssesssssessssnsssssssssssssssnses 28
4.1 Synthese von 2°,3°-Didesoxy-2°,3°-didehydroadenosin (d4A)........cccceeueeneen. 28
4.1.1 Synthesestrategien fiir 2°,3°-Didesoxy-2°,3 ‘-didehydroadenosin (d4A) 14.....28
4.1.2  Darstellung von 2°,3°-Didesoxy-2°,3‘-didehydroadenosin (d4A) 14............... 30
4.2 Synthese von 2°,3°-Didesoxyadenosin (ddA) .......ccceeveeniieiienieiieeieeeeee, 31
4.2.1 Synthesestrategien fiir 2°,3°-Didesoxyadenosin (ddA) 7 ......ccccocvvvvierieeieennen. 31
4.2.2  Darstellung von 2¢,3°-Didesoxyadenosin (ddA) 7 .......cccceevvevirevienieenieennnenn, 32
4.3 Synthese der Hypoxanthin-Nucleoside 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) und

2'.3'-Didesoxy-2',3'-didehydroinosin (d41).......c.ccccceevienirinieniieiecieceee, 34



1

4.3.1

432

44

441

4.42

443

4.4.4

4.4.5

4.4.6

4.4.6.1

4.4.6.2

4463

4.5

45.1

4.5.2

4.6

4.6.1

4.6.1.1

Inhaltsverzeichnis

Synthesestrategien fiir 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) 5 und 2',3'-Didesoxy-
2'.3'-didehydroinosin (d41) 31......c.oooiiiiiee e 34

Darstellung der Hypoxanthin-Nucleoside 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) 5

und 2',3"-Didesoxy-2",3"-didehydroinosin (d41) 31 ......c.cccceevverieeiienieeieenee. 35
Synthese der cycloSaligenyl-Nucleosid-Monophosphate.............ccccceevevenenn. 36
SYNtheSEStrateZIN ......eevieiiieiieeieeiee ettt et et 36
Darstellung der Salicylalkohole 29b-h.............ccccoiiiiiini e, 38
Darstellung der cyclischen Saligenylchlorphosphane 70a-h........................... 40
Darstellung des cyclischen Saligenylphosphoramidits 71¢..........cccceveennennee. 41
Darstellung der cyclischen Saligenylphophorchloridate 72a-c ....................... 42

Darstellung der cycloSal-d4 AMP-Verbindungen 34a-c, cycloSal-dd AMP-
Verbindungen 35a-h, 3-Me-cycloSal-d4IMP 36¢, 3-Me-cycloSal-ddIMP
37¢, 3-Me-cycloSal-ddCMP 44¢ und 3-Me-cycloSal-3TCMP 45¢c................. 43

Darstellung der cycloSal-d4 AMP-Verbindungen 34a-c, cycloSal-dd AMP-
Verbindungen 35a-h, 3-Me-cycloSal-d4IMP 36c¢, 3-Me-cycloSal-ddIMP
37¢ mittels Phosphor(III)-Chemie (Synthesevariante A) ........cccceeverveenennen. 43

Darstellung von 3-Me-cycloSal-ddAMP 35¢, 3-Me-cycloSal-ddCMP 44c¢
und 3-Me-cycloSal-3TCMP 45¢ mittels Synthesevariante B.......................... 45

Darstellung der 3-Me-cycloSal-dd AMP-Verbindung 35c¢ mittels
Synthesevariante C ........c..ooovviieiiieeiiieeieeeeeee e 48

Synthese von 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-Monophosphat .............ccccceevvenenn. 49
Synthesestrategie zur allgemeinen Darstellung von 5'-Monophosphaten 30 .. 49

Darstellung von 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-Monophosphate (dldAMP+2Na")
8a aus cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxyadenosinyl)phosphat (cycloSal-
AAAMP) 352 ..ttt ne s 50

Eigenschaften der cycloSal-d4 AMP- und cycloSal-ddAMP-Verbindungen ... 51
Der Zellmembrantransport und die Zusammenhénge mit der Lipophilie ....... 51

Bestimmung des Nernst'schen Verteilungskoeffizienten ............ccceeeeenenee. 52



Inhaltsverzeichnis 117

4.6.2

4.6.2.1

4.6.3

4.6.4

4.7

4.7.1

4.7.2

4.8

4.8.1

4.8.2

4.9

4.9.1

4.9.2

4.10

4.10.1

4.11

Hydrolysekinetiken der cycloSal-d4 AMP-, cycloSal-ddAMP-, cycloSal-
d4IMP- und cycloSal-ddIMP-Verbindungen 34a-d, 35a-h, 36¢ und 37c........ 54

Hydrolysekinetiken in wiBrigen Puffersystemen............cccooeviieiieniiiieennne 55

Anti-HIV-Tests der cycloSal-d4 AMP- 34a-d und cycloSal-ddAMP-

Verbindungen 35a-R.........ccccooiiiiiiiiiiiiieieceee e 61
Enzymatische Stabilitht...........ccociiiiiiiiiiiiieee e 66
Synthese von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin (2'-F-ribo-ddA)............... 68

Synthesestrategie fiir 2'-Fluor-ribo-2°,3-didesoxyadenosin

(F-ribo-AdA) I8 ...ttt 68
Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2°,3°-didesoxyadenosin (F-ribo-ddA) 18 ........ 69

Synthese der Hypoxanthin-Nucleoside 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin
(2'-F-ara-ddI) und 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ribo-dd])............. 72
Synthesestrategien fiir 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ara-ddI) 32

und 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ribo-ddl) 33 ..........ccoeieriiennnn. 72

Darstellung von 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ara-ddI) 32
und 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ribo-ddl) 33 .......c..cccveeerieriennnnnn. 74

Darstellung der cycloSal-2'-F-ara-ddAMP-, cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP-,
cycloSal-2'-F-ara-ddIMP-, und cycloSal-2'-F-ribo-ddIMP-Verbindungen .....75

Darstellung der cycloSal-2'-F-ara-ddAMP-, cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP-,
cycloSal-2'-F-ara-ddIMP-, und cycloSal-2'-F-ribo-ddIMP-Verbindungen
38a-c,e-f, 39a-c, 40c und 41¢ (Synthesevariante A).......c.cccceevverieeriieniennnen. 75
Darstellung von cycloSal-(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2'-fluor-ara-2',3'-
didesoxyadenosinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-F-ara-ddAMP) 38c unter
Verwendung von 4,4'-Dimethoxytriphenylmethylchlorid als Schutzgruppe...77

Synthese der 2°-Fluor-2',3'-Didesoxyadenosin-5'-Monophosphate und
2°-Fluor-2',3'-Didesoxyinosin-5"-Monophosphate .............cccceeveevreerreecreennnnne. 79

Darstellung von 2°-F-ara-ddAMP 46a., 2°-F-ribo-ddAMP 47a., 2°-F-ara-
ddIMP 480 und 2°-F-ribo-ddIMP 490t ........ccooivviiiiiiiiieeceeeeeeeeecee e 79

Eigenschaften der cycloSal-2'-F-ara- und cycloSal-2'-F-ribo-Verbindungen .80



4

4.11.1

4.11.2

4.11.3

4.11.4

4.12

4.12.1

4.12.2

4.13

4.13.1

4.13.2

4.13.3

4.14

4.14.1

4.14.2

4.14.3

4.15

4.15.1

4.15.2

4.15.3

4.16

4.16.1

4.16.2

4.17

Inhaltsverzeichnis
Verteilungskoeftizient der cycloSal-2'-F-ara- und cycloSal-2'-F-ribo-
Nucleosid-Monophosphate 38a-c.e-h, 39a-c, 40c und 41c..........ccceeeneennene. 80
Hydrolysekinetiken in waBrigen Puffersystemen..........ccccoeeeevieiiieninncennee. 82

Anti-HIV Aktivitét der cycloSal-2'-F-ara- und cycloSal-2'-F-ribo-

Nucleosid-Monophosphate 38a-c,e-h, 39a-c, 40c und 41c...........ccvvenvennennne. 85
Enzymatische Stabilitht..........coceeiiiiiiiiiiiiee e 89
Konformationsanalyse von Nucleosiden ...........ccccoveeeiieniieiienieiiienieeceee, 91
Strukturell rigide 2',3'-Didesoxynucleosid-Analoga..........ccccceeveeveenieenvennnen. 96

Konformationsanalyse mittels Hochfeld-'"H-NMR-Spektroskopie von

2'-fluorierten 5'-Monophosphaten und cycloSal-Pro-Nucleotiden .................. 98
Synthese 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T)......ccccceevierireeennn. 101
2¢,3°-Didesoxy-2°,3 -didehydrothymidin (d4T) 2......ccceeeviiriieciieniieiiee, 101

Synthesestrategien fiir 2°,3°-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2...... 102
Darstellung von 2°,3°-Didesoxy- 2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2............... 102
Darstellung der cycloSal-d4TMP-Verbindungen ...........cccoeceevieniieniiennnne 103

Darstellung der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42a,c,e-h mittels Phos-
phor(IIT)-Chemie (Synthesevariante A)........cccceeeveriierieriieiienieeeieesee e 103

Darstellung der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42¢ (Synthesevariante B). 105

Darstellung der cycloSal-d4T-Verbindungen 42a-c (Synthesevariante C) ... 107

Eigenschaften der cycloSal-d4TMP-Verbindungen ............ccceevevveeivennnnnne. 108
Verteilungskoeftizienten der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h........... 108
Hydrolysekinetiken der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h ................... 109
Anti-HIV-Tests der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h ......................... 111
Darstellung der cycloSal-3'-dAMP-Verbindungen............ccccoeveeriieniiennnnne. 112
SYNThESESIIALEGIC ...eevvieiiieeiiieiieeie ettt ettt ete e e st e ebeesaaeesbeennnas 112

Darstellung der cycloSal-3'-dAMP-Verbindungen 43a-c¢ (Synthese-
VATTANTE A) .ottt ettt ettt et e et e et e st e e bt e st e ebeesneeenbeesaeeenne 114

Eigenschaften der cycloSal-3'-dAMP-Verbindungen.............cccccoeovreiennnnne. 115



Inhaltsverzeichnis 14
4.17.1  Verteilungskoeffizienten der cycloSal-3'-dAMP-Verbindungen 43a-c ......... 115
4.17.2  Hydrolysekinetiken der cycloSal-3'-dAMP-Verbindungen 43a-c ................. 116
4.17.3  Anti-HIV Aktivitdten der cycloSal-3'-dAMP-Verbindungen 43a-c .............. 116

5. Zusammenfassung und AUShliCK.......ccouiiinveiinsrnesssencsssencsssenssssnsessnsssssnssssasssssasssssassns 118

6. Experimenteller Teil.........cciiinviinirrinssninssencsssenessseresssensssssssssssssssssssssasssssasssssasssssasssns 128
6.1 Allgemeine experimentelle Bedingungen ...........ccccoecceeviieiienieiiienieeeeee. 128
6.1.1 Chromatographie ........c..cocueveiiiriinieieiee e 128
6.1.1.1 Diinnschichtchromatographie (DC) ........ccccoieriiriiieniieiiecie e 128
6.1.1.2 Pridparative chromatographische Trennung..........c.cccccoevveeriieeieniieenieenieenenns 128
6.1.1.3 Prédparative Sédulenchromatographie (Flash-Chromatographie)..................... 128
6.1.1.4 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC).........cccoooiiviiiiinneninn, 129
6.1.2  Fourier-Transform- Infrarotspektroskopie (FT-IR).......c.ccccceeviiniieviieniinnnnns 129
6.1.3 Kernresonanzspektroskopie (NMR).......cccooviiiiiiiiiiiiieiecieeieecie e 129
6.1.4  Ultraviolettspektroskopie (UV).....coceveriiniiiiniiniiiiiicnecceecneceseeseene 130
6.1.5 Massenspektrometrie (IMS) ......ccoeiiiiiiiiiiieie et 130
6.1.6 GETALE ..ttt ettt ettt et st e b et e bt et 130
6.1.7  Verwendete Puffer und Reagenzien............c.coocvveviiiniieciieniiieniiecieeieeeieen 131
6.2 Synthese von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A) 14 ................... 132
6.2.1 Darstellung von 2',3'-O-Methoxyethylidenadenosin 51............ccccoeveeninnine. 132
6.2.2  Darstellung von 3'-Brom-3'-dexoxy-2',5'-di-O-acetyladenosin 52 ................ 133
6.2.3 Darstellung von 5'-O-Acetyl-2',3'-didesoxy-2',3'-didehydroadenosin 60 ...... 134
6.2.4 Darstellung von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A) 14 ............... 135
6.3 Synthese von 2',3'- Didesoxyadenosin (ddA)........ccceevieeiieniienienieeieee, 136
6.3.1 Darstellung von 5'-O-fert-Butyldimethylsilyl-2'-desoxyadenosin 63 ............ 136
6.3.2  Darstellung von 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-3'-methylthiocarbonyl-2'-

desOXYadENOSIN 04 ..........cceieiiiiiiiiieiieeie ettt ettt eeae e e seaeennaens 138
6.3.3 Darstellung von 5'-O-fert-Butyldimethylsilyl-2',3'-didesoxyadenosin 65 .....139



Vi

6.3.4

6.4

6.4.1

6.4.2

6.4.3

6.5

6.5.1

6.5.1.1

6.5.1.2

6.5.2

6.5.3

6.5.4

6.5.4.1

6.5.4.2

6.5.4.3

6.5.4.4

6.5.5

6.5.5.1

6.5.5.2

6.5.5.3

6.5.54

Inhaltsverzeichnis

Darstellung von 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7......cccceevvevvrienienieerieennnennn, 140

Synthese der Hypoxanthin-Nucleoside 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) 5 und
2'.3'-Didesoxy-2',3'-didehydroinosin (d41) 31 durch enzymatische Reaktion
mit Adenosin-Desaminase (ADA).....c.oovriieeriieeiieeeieeeeeeeee e 141

Allgemeine Methode zur Darstellung von Hypoxanthin-Nucleosiden aus

den entsprechenden Adenin-Verbindungen durch enzymatische Des-

aminierung mit ADA ... 141
Darstellung von 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) 5........ccccoevvevieviiienienieeiieee, 142
Darstellung von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroinosin (d41) 31..................... 143
Synthese der Salicylalkohole............coociiiiiiiiiiiiii e, 144

Allgemeine Methode zur Reduktion von 2-Hydroxybenzoesduren 69 zu den

jeweiligen Salicylalkoholen 29..........cccooiieiiiriieiiierieeieecee e 144
Darstellung von 5-Methoxysalicylalkohol 29b ...........c.cccoveeviieiieiiiiiiene, 144
Darstellung von 3-Methylsalicylalkohol 29c¢............ccoccooiiiiiiiiiiniiiiee 145
Darstellung von 2-Hydroxy-3.5-dimethylbenzaldehyd 68d.......................... 146
Darstellung von 3,5-Dimethylsalicylalkohol 29d............ccccccveiieniiniiennnnne 147

Allgemeine Methode zur ortho-Formylierung von alkylsubstiuierten

Phenolen zu den jeweiligen Salicylaldehyden nach Casiraghi®’!................ 148
Darstellung von 3-tert-Butyl-salicylaldehyd 68e ..............coceeiiiiiinnnnn 149
Darstellung von 3-sek-Butyl-salicylaldehyd 68f .............cccocvveiiiniiiiiennnnne, 150
Darstellung von 5-tert-Butyl-salicylaldehyd 68g .............ccccovevieniieiiennnnnne. 151
Darstellung von 5-sek-Butyl-salicylaldehyd 68h ..............ccocoeiiiiiininnan 151

Allgemeine Methode zur Reduktion von alkylsubstituierten Salicyl-

aldehyden 68 zu den jeweiligen Salicylalkoholen 29.............cccoviieiennnnnn 152
Darstellung von 3-tert-Butyl-salicylalkohol 29e............cccoeeeiieviieiiieiiennnne, 153
Darstellung von 3-sek-Butyl-salicylalkohol 29f.............cccoovvviiiiiiiiiee 154
Darstellung von Darstellung von 5-tert-Butyl-salicylalkohol 29g ................ 154

Darstellung von 5-sek-Butyl-salicylalkohol 29h ...........cccccooiiiiiiniiniien 155



Inhaltsverzeichnis

6.6

6.6.1

6.6.1.1

6.6.1.2

6.6.1.3

6.6.1.4

6.6.1.5

6.6.1.6

6.6.1.7

6.6.1.8

6.7

6.7.1

6.8

6.8.1

6.8.1.1

6.8.1.2

6.9

6.9.1

6.9.2

Synthese der cyclischen Saligenylchlorphosphane 70 ............cccceeveeveennnnne.

Allgemeine Methode zur Darstellung von cyclischen Saligenylchlor-

phosphanen (4H-1.3.2-Benzodioxaphosphinin-2-chlorid) 70........................
Darstellung von Saligenylchlorphosphan 70a..............ccccoeevieiieeiieneenirenen.
Darstellung von 5-Methoxysaligenylchlorphosphan 70b ...............c.cc...........
Darstellung von 3-Methylsaligenylchlorphosphan 70c...............ccoceeennnee.
Darstellung von 3,5-Dimethylsaligenylchlorphosphan 70d...........................
Darstellung von 3-tert-Butylsaligenylchlorphosphan 70e .............................
Darstellung von 3-sek-Butylsaligenylchlorphosphan 70f ..............................
Darstellung von 5-tert-Butylsaligenylchlorphosphan 70g .............cccccceeene..
Darstellung von 5-sek-Butylsaligenylchlorphosphan 70h ................c............
Darstellung von cyclischen Saligenylphosphoramiditen 71 ..........................

Darstellung von 1.3.2-(3'-Methyl)benzodioxa-2-N,N'-diisopropyl-

aminophosphorinan) 71€ ....c..cooueriiriiiiriinieiceieeee et
Darstellung von cyclischen Saligenylphosphorchloridaten 72 ......................

Allgemeine Methode zur Oxidation von cyclischen Saligenylchlorphos-

phanen zu den jeweiligen cyclischen Saligenylphosphorchloridaten 72 .......

Darstellung von 2-Chlor-1.3.2-(5'-methoxybenzo)-dioxaphosphinin-
2-Chlor-2-0X1d) 72D ..o

Darstellung von 2-Chlor-1.3.2-(3'-methylbenzo)-dioxaphosphinin-
2-ChlOr=-2-0XIA) T2C...ueieviieeiieiieeiie ettt ettt et e e te e e saeebeeseaeebeessseensaens

Synthese der cycloSaligenyl-2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin-5'-
monophosphate (cycloSal-d4AMP) 34 .......cccooiiiiiiii e,

Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-di-
desoxy-2',3'-didehydroadenosinyl)phosphaten (cycloSal-d4 AMP) 34a-d
mittels Phosphor(III)-Chemie (Synthesevariante A).........cccceevveecieerreenveennen.

Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
adenosinyl)phosphat (cycloSal-d4AMP) 34a..........ccccoeviiiiiiiieiiiiieieeee



viI

6.9.3

6.9.4

6.9.5

6.10

6.10.1

6.10.2

6.10.3

6.10.4

6.10.5

6.10.6

6.10.7

6.10.8

6.10.9

6.10.10

Inhaltsverzeichnis

Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2",3'-
didehydroadenosinyl)phosphat (5-OMe-cycloSal-d4AMP) 34b ................... 168

Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2",3'-
didehydroadenosinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-d4AMP) 34c¢....................... 170

Darstellung von cyclo(3,5-Dimethylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2",3'-
didehydroadenosinyl)phosphat (3,5-Di-Me-cycloSal-d4AMP) 34d ............. 171

Synthese der cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphate
(cycloSal-AdAMP) 35 ...t 173

Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-
didesoxyadenyl)phosphaten (cycloSal-ddAMP) 35a-h mittels
Phosphor(III)-Chemie (Synthesevariante A)..........cccoeceerieniienienieerieeneenne 173

Allgemeine Methode zur Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-
5'-0-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat (3-Me-cycloSal-ddAMP) 35¢
mittels Phosphor(III)-Chemie (Synthesevariante B) ...........ccccceniiniennnn 174

Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-
didesoxyadenyl)phosphaten (cycloSal-ddAMP) 35 mittels Phosphor(V)-
Chemie (Synthesevariante C) .........cccueecvierieeiiienieeieerie e seee e 174

Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat
(cycloSal-AdAMP) 352 ......ccoviiiiiieeeeee e 175
Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-
adenyl)phosphat (5-OMe-cycloSal-ddAMP) 35b.......ccccccovvviieviieniieiiee, 176
Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-
adenyl)phosphat (3-Me-cycloSal-ddAMP) 35¢ (Synthesevariante A) .......... 178
Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-
adenyl)phosphat (3-Me-cycloSal-ddAMP) 35¢ (Synthesevariante B) .......... 179
Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-
adenyl)phosphat (3-Me-cycloSal-ddAMP) 35¢ (Synthesevariante C) .......... 180
Darstellung von cyclo(3,5-Dimethylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-
adenyl)phosphat (3,5-Di-Me-cycloSal-ddAMP) 35d .........ccceeevvevrieiiennnnnn 180
Darstellung von cyclo(3-tert-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-
adenosyl)phosphat (3-fert-Bu-cycloSal-ddAMP) 35e .......coocveviieiiieiiene 182



Inhaltsverzeichnis

6.10.11

6.10.12

6.10.13

6.11

6.11.1

6.11.2

6.12

6.12.1

6.12.2

6.12.3

6.12.4

6.13

6.13.1

6.13.1.1

6.14

1X
Darstellung von cyclo(3-sek-Butylsaligenyl)-5'-0O-(2',3'-didesoxy-
adenosyl)phosphat (3-sek-Bu-cycloSal-ddAMP) 35f.........ccooiiiiiiiinniien. 183
Darstellung von cyclo(5-tert-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-
adenosyl)phosphat (5-tert-Bu-cycloSal-ddAMP) 35g.......ccccevvveivevienieennnen. 184
Darstellung von cyclo(5-sek-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-
adenosyl)phosphat (5-sek-Bu-cycloSal-ddAMP) 35h.........cccoeviieiiininninn. 185
Synthese der cycloSaligenyl-Phosphattriester mit der Nucleobase
HYPOXANTNIN L...eieiiiiiieciiceeee ettt e seae s 187
Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-
didehydroinosinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-d4IMP) 36c............ccceevueennen. 187
Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-inosinyl)-
phosphat (3-Me-cycloSal-ddIMP) 37¢C .....c..cccvieviiiiiieiieeieeeece e 188
Synthese von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxycytidinyl)-
phosphat (3-Me-cycloSal-ddCMP) 44¢ und cyclo(3-Methylsaligenyl)-
5¢-0-(3*-thiacytidinyl)phosphate (3-Me-cycloSal-3TCMP) 45¢.................... 190
Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxycytidinyl)-
phosphat (3-Me-cycloSal-ddCMP) 44¢ (Synthesevariante A)..........c..cv.e..... 190
Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxycytidinyl)-
phosphat (3-Me-cycloSal-ddCMP) 44¢ (Synthesevariante B)....................... 191
Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(3'-thiacytidinyl)phosphat
(3-Me-cycloSal-3TCMP) 45¢ (Synthesevariante A).........ccceeeverveerreenreennens 192
Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(3'-thiacytidinyl)phosphat
(3-Me-cycloSal-3TCMP) 45¢ (Synthesevariante B) ..........ccooceeviiiiieninnienn. 193
Synthese von 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-Monophosphat-Dinatriumsalz
(AAAMPA2NEA) <. 193
Allgemeine Methode zur Darstellung von 5'-Nucleosidmonophos-
phaten o aus cycloSal-Phosphattriestern 25.........ccccooeeveniininieneenenicneene. 194
Darstellung von 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-Monophosphat-Dinatriumsalz
(AAAMPA2NE) 80L....evoveeeeeeeeeeeeee oo eene s 194

Synthese von 2'-Fluor-ribo-2',3'- didesoxyadenosin (2'-F-ribo-ddA) 18....... 195



6.14.1

6.14.2

6.14.3

6.14.4

6.14.5

6.14.6

6.14.7

6.14.8

6.14.9

6.14.10

6.15

6.15.1

6.15.2

6.15.3

6.16

Inhaltsverzeichnis

Darstellung von N°,0’-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)adenosin 78..... 195

Darstellung von N’ ,05'-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-2',3'-di-O-
MESYladenosin 79 .....cocuuiiiiiiiiee e 197

Darstellung von N%,0’-Bis(4.4'-dimethoxytriphenylmethyl)-9-(3-desoxy-
B-D-threo-pentofuranosyl)adenin 80 ...........ccccocoevieiiniiniiiiiniinieeieeeee 198

Darstellung von N%,0’-Bis(4.4'-dimethoxytriphenylmethyl)-2'-fluor-ribo-

2'.3"-didesoxyadenosin 81 ..........cooiiiiiiiiiiiiieieeee e 199
Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin 18 .............c.cccceeneeene. 200
Darstellung von N’ ,05'-Bis(triphenylmethyl)adenosin 83 201

Darstellung von N%,0”-Bis(triphenylmethyl)-2',3'-di-O-mesyladenosin 84.. 203

Darstellung von N° ,05'-Bis(triphenylmethyl)-9-(3-desoxy-B-D-threo-
pentofuranosyl)adenin 85 .........c.oooiiiiiiiieiii e 204

Darstellung von N° ,05'-Bis(triphenylmethyl)-2'-ﬂuor-rib0-2',3'-didesoxy-
AdENOSIN 86 ... 205

Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin 18 .............c.cceeunee..e. 206

Synthese der Hypoxanthin-Nucleoside 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin
(2'-F-ara-ddl) 32 und 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin (2'-F-ribo-ddI)

33 durch enzymatische Reaktion mit Adenosin-Desaminase........................ 207

Allgemeine Methode zur Darstellung von Hypoxanthin-Nucleosiden aus
den entsprechenden Adenin-Verbindungen durch enzymatische Des-

aminierung Mit ADA .......ooii e 207
Darstellung von 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ara-ddl) 32 ........... 208
Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ribo-ddI) 33 ......... 209

Synthese der cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyl-
adenyl)phosphate (cycloSal-2'-F-ara-dd AMP) 38a-c,e-h und
cycloSaligenyl-5'-0O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosyladenyl)phosphate
(cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP) 39a-C.......cccooeviiiiiiiiiiciie e 210



Inhaltsverzeichnis X7

6.16.1

6.16.2

6.16.3

6.16.4

6.16.5

6.16.6

6.16.7

6.16.8

6.16.9

6.16.10

6.16.11

6.17

6.17.1

6.17.2

Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-
(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyladenyl)phosphaten
(cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38a-c,e-h und cycloSaligenyl-5'-O-
(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosyladenyl)phosphaten (cycloSal-2'-F-ribo-

ddAMP) 39a-c¢ mittels Phosphor(IIT)-Chemie (Synthesevariante A)............. 211

Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosyl-
adenyl)phosphat (cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP) 39a.........ccccovviiriiiiininee. 212
Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-
fluorribosyladenyl)phosphat (5-OMe-cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP) 39b........ 214
Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-
fluorribosyladenyl)phosphat (3-Me-cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP) 39c............ 217

Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyl-
adenyl)phosphat (cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38a...........ccooevveeciieiieiieennnn. 218

Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluor-
arabinosyladenyl)phosphat (5-OMe-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38b............ 220
Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluor-
arabinosyladenyl)phosphat (3-Me-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38¢............... 221
Darstellung von cyclo(3-tert-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluor-
arabinosyladenyl)phosphat (3-tert-Bu-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38e......... 223
Darstellung von cyclo(3-sek-Butylsaligenyl)-5'-0O-(2',3'-didesoxy-2'-fluor-
arabinosyladenyl)phosphat (3-sek-Bu-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38f ......... 224

Darstellung von cyclo(5-tert-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluor-
arabinosyladenyl)phosphat (5-tert-Bu-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38g......... 226

Darstellung von cyclo(5-sek-Butylsaligenyl)-5'-0O-(2',3'-didesoxy-2'-fluor-
arabinosyladenyl)phosphat (5-sek-Bu-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38h ........ 227

Synthese der 2'-Fluor-cycloSaligenyl-Phosphattriester mit der Base
Hypoxanthin ........ccccooiiiiiiiiiiiceeeee e 229

Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluor-
arabinosylinosyl)phosphat (cycloSal-2'-F-ara-ddIMP) 40c........................... 229
Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluor-
ribosylinosyl)phosphat (cycloSal-2'-F-ribo-ddIMP) 41¢ ......ccccevvvenerenennen. 230



X1l

6.18

6.18.1

6.18.1.1

6.18.1.2

6.18.1.3

6.18.1.4

6.19

6.19.1

6.19.2

6.19.3

6.20

6.20.1

6.20.2

6.20.3

6.20.4

6.20.5

Inhaltsverzeichnis

Synthese der 2'-Fluor-5'-Nucleosidmonophosphate (Dinatriumsalze) .......... 232

Allgemeine Methode zur Darstellung von 2'-Fluor-5'-Nucleosidmono-

phosphaten aus cycloSal-2'-Fluor-Phosphattriestern ...........cocceeveeveenienennnene 232

Darstellung von 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin-5'-monophosphat-

Dinatriumsalz (2'-F-ara-ddAMP+2Na") 460 ...........ocoeeeereeeeeeeeeeeeeen. 233

Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin-5'-monophosphat-

Dinatriumsalz (2'-F-ribo-ddAMPA+2Na") 4700 .......cccoeueeeeeereeeeeeeeeeeee. 234

Darstellung von 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin-5'-monophosphat-

Dinatriumsalz (2'-F-ara-ddIMP+2Na") 480t............cccoevvevereereeeeeeereeeeeen. 235

Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin-5'-monophosphat-

Dinatriumsalz (2'-F-7ibo-ddIMP+2Na") 490 ..........cccvevveveeeireeeeeereaen, 237
Synthese von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T)........cccceeuueeneee. 238
Darstellung von 3',5'-Di-O-mesylthymidin 96 ............cccocoeviiiiiiniiiniene 238
Darstellung von 3',5'-Anhydrothymidin 95 ...........cccoeviiiiiiniiiieceeeee, 239
Darstellung von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2................. 240

Synthese der cycloSaligenyl-2',3'-didesoxy-2',3'-didehydrothymidin-5'-
monophosphate (cycloSal-d4TMP) 42 .........cccoiiiiiiiiiieeeeeee 241

Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-2',3'-didesoxy-
2'.3'-didehydrothymidin-5'-monophosphat (cycloSal-d4TMP) 42 mittels
Phosphor(III)-Chemie (Synthesevariante A).........ccccoeeeerieriiienienieeiieneene 241

Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-2',3'-didesoxy-
2',3'-didehydrothymidin-5'-monophosphat (cycloSal-d4TMP) 42 mittels
Phosphor(III)-Chemie (Synthesevariante B) ..........ccccocvevieiiiienieniieiieee, 242
Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-2',3'-didesoxy-
2'.3'-didehydrothymidin-5'-monophosphat (cycloSal-d4TMP) 42 mittels
Phosphor(V)-Chemie (Synthesevariante C) .........cccceevueeriiencieeneenieeieeeneene 243
Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3"-didehydro-
thymidinyl)phosphat (cycloSal-d4TMP) 42a (Synthesevariante A) ............. 243
Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
thymidinyl)phosphat (cycloSal-d4TMP) 42a (Synthesevariante C).............. 244



Inhaltsverzeichnis X1

6.20.6

6.20.7

6.20.8

6.20.9

6.20.10

6.20.11

6.20.12

6.21

6.21.1

6.21.2

6.21.3

Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-
didehydrothymidinyl)phosphat (5-OMe-cycloSal-d4TMP) 42b
(Synthesevariante C) ........ceeoieeiierieeiieriee ettt ettt 245

Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-
didehydrothymidinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-d4TMP) 42¢
(Synthesevariante B) ..........coociiiiiiiiiiiiieeeee e 246

Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-
didehydrothymidinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-d4TMP) 42¢
(Synthesevariante C) ........cccuieeriieriieeeiieeeiie ettt eree e e e s aree e 247

Darstellung von cyclo(3-tert-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2",3'-
didehydrothymidinyl)phosphat (3-tert-Bu-cycloSal-d4TMP) 42e
(Synthesevariante A) ........cccueeerveeeiieeeiieeeieeeieeeereeeereeeeree e e s eereessaaeeeaeees 248

Darstellung von cyclo(3-sek-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2",3'-
didehydrothymidinyl)phosphat (3-sek-Bu-cycloSal-d4TMP) 42f
(Synthesevariante A) ........ccceeecveeeeieeecie e eeee e eree e eree e e e ere e e eereeeeereeeaneas 250

Darstellung von cyclo(5-tert-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2",3'-
didehydrothymidinyl)phosphat (5-tert-Bu-cycloSal-d4TMP) 42g
(SyNtheSevariante A) ........ceecieeuierieeieeie ettt ettt et esiae et e seeeeeeens 251

Darstellung von cyclo(5-sek-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2",3'-
didehydrothymidinyl)phosphat (5-sek-Bu-cycloSal-d4TMP) 42h
(Synthesevariante A) ........cccueeecieeeiieeeiieeeiie e e eereeesreeeereessereeenaeeeeneees 254

Synthese der cycloSaligenyl-5'-0O-(3'-desoxyadenosinyl)phosphate (cycloSal-
3'-dAMP) d3A-C...oiee e 255

Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(3'-desoxy-
adenosinyl)phosphate (cycloSal-3'-dAMP) 43a-c mittels Phosphor(III)-
Chemie (Synthesevariante A).........cccccveereeeciierieeiieenieeieeseeesieeseeereeseneeseens 255

Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(3'-desoxyadenosinyl)phosphat
(cycloSal-3"-dAMP) d3a.........cooiiiiiieeee e 256

Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-O-(3'-desoxyadenosinyl)-
phosphat (5-OMe-cycloSal-3'-dAMP) 43b .........cccevviiniieiieniieeeeeeeeee, 258



X1V

Inhaltsverzeichnis

6.21.4 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(3'-desoxyadenosinyl)-
phosphat (3-Me-cycloSal-3"-dAMP) 43¢......cccoeeiieiiiiiiiieieeee e 259
6.22 Synthese von cycloSal-(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2'-fluor-ara-2',3'-dides-
oxyadenosinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-F-ara-dd AMP) 38¢ unter Ver-
wendung von 4,4'-Dimethoxytriphenylmethylchlorid als Schutzgruppe ...... 260
6.22.1  Darstellung von N° ,OSV-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-2'-ﬂuor-ara-
2'.3'-didesoxyadenosin 90 ...........cccueeiieiiiiiiienie e 261
6.22.2  Darstellung von N°-(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-2'-fluor-ara-2',3'-
didesoxyadenosin 91 .........cccuieriiiiieiiiieiieie et 262
6.22.3 Darstellung von N° -(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-cyclo(3-Methyl-
saligenyl)-5'-O-(2'-fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosinyl)phosphat 92 ............ 263
6.22.4 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2'-fluor-ara-2',3'-
didesoxyadenosinyl)phosphat 38¢ ...........cccvvviiiiiieciiirieeieece e 265
7. LiteraturverzZeiChmiS....... . cceiiiiviiiisiiinsiicnsniicssninssenissssncssssnessssncssssscssssscsssssssssssssssees 271
8. ANNANG ittt ssaesssassaesssssssaesssasssassssasssaaan 299

9. VerbindungSsliSte......ccovierrveieirninssnnnssanisssnesssanssssanssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasss 302



Abkiirzungen und Symbole

Abkiirzungen und Symbole

3TC(MP) B-L-(-)-3-Thiacytidin(monophosphat)
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AIBN o,a'-Azoisobutyronitril
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) chemische Verschiebung (NMR)

D,O Deuteriumoxid
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d4I(MP) 2'.3'-Didesoxy-2',3'-didehydroinosin(monophosphat)
d4T(MP) 2'.3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin(monophosphat)
d Dublett

dA 2'-Desoxyadenosin
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2¢-Desoxycytidin-Kinase
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2¢,3*-Didesoxyinosin(monophosphat)
2¢,3*-Didesoxyinosintriphosphat
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S-(2-Hydroxyethylsulfidyl)-2-thioethyl

molarer Extinktionskoeffizient
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Essigsdureethylester
Elektronenspraymassenspektrometrie

folgende
2¢-Fluor-ara-2°,3*-didesoxyadenosin(monophosphat)
2¢-Fluor-ara-2°,3*-didesoxyinosin(monophosphat)
2°-Fluor-ribo-2°,3*-didesoxyadenosin(monophosphat)
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1. Einleitung

Das HI-Virus, ist ein Virus, das seit seiner Entdeckung im Jahre 1983 durch L. Montagnier
und R. Gallo!'*! das Interesse der Wissenschaft auf sich zieht und mit welchem inzwischen
weltweit schitzungsweise 36 Millionen Menschen infiziert sind."”! Es 16st bei Infizierten die
sogenannte erworbene Immunschwichekrankheit AIDS (Acquired Immunodeficiency Syn-

drome) aus. Ihr Verlauf endet fast immer tédlich.

Weltweit haben sich letztes Jahr 5.3 Millionen Menschen neu infiziert; im gleichen Zeitraum
starben 3.0 Millionen Menschen an den Folgen von AIDS.P! Die gegenwiirtige globale Ver-
teilung der HIV-Infizierten ist in Abbildung 1 gezeigt. Der afrikanische Kontinent ist zusam-
men mit Stid- und Stidostasien am stirksten betroffen. Allein in Schwarzafrika sind 25.3 Mil-
lionen Menschen mit HIV infiziert. In vielen Landern des stidlichen Afrika ist die Ausbreit-
ung des Virus in einem Male fortgeschritten, daB hier in den nichsten Jahrzehnten eine im-
mense Dezimierung der Bevolkerung eintreten wird. Laut Schitzungen der United Nations
(UN) und der World Health Organisation (WHO) ist in Liandern wie Botswana, Zimbawe,
Stidafrika und Namibia derzeit sogar annéhernd jeder dritte Einwohner im Alter zwischen 15

bis 49 Jahren infiziert.*!

Abbildung 1: Globale Epidemiologie von HIV (Stand: 12/2000)

Auch in den Industrieldndern hat sich das HI-Virus in den letzten Jahrzehnten enorm aus-
gebreitet und fordert jedes Jahr eine Vielzahl von Todesopfern. Allerdings konnten staatliche
Aufklarungskampagnen eine Zunahme der Neuinfektionen unter der Bevolkerung verhindern.
Eine Einddmmung der Epidemie, vor allem in den wirtschaftlich unterentwickelten Lander ist

derzeit noch nicht abzusehen, da die Entwicklung eines Impfstoffes noch nicht erfolgreich
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war. Zur Zeit ist deshalb eine medikamentdse Behandlung der infizierten Personen nétig,
welche starke Nebenwirkungen nach sich zieht. Die bisher wirksamste Therapieform ist die
Kombination unterschiedlicher Typen von anti-HIV wirksamen Stoffen (HAART, Highly Ac-
tive Antiretroviral Therapy™) nach der bei einigen Probanden die Virenlast im Blut unter die
Nachweisgrenze von 50 Viren pro Mililiter fiel.[! Gleichzeitig erhdhte sich die Zahl der
Immunzellen. Bislang gelingt es allerdings nicht, mit den verfiigbaren Medikamenten den
Totalschaden am Immunsystem vollstdndig zu beheben. Auch wenn die Viruslast langfristig
unter der Nachweisgrenze bleibt, so sind fast eine Million Zellen im menschlichen Korper
immer noch dauerhafte Bewahrer der Erbinformation von HIV. Die derzeitige medikamentdse
Behandlung von HIV-Patienten ist auBerdem sehr kostenintensiv, so daf} es fast ausschlieBlich
den Infizierten der Industrieldnder moglich ist, auf eine Symptome vermindernde und damit

lebensverldngernde Kombinationstherapie zuriickzugreifen.

Der Grund fiir das bisherige Scheitern in der Entwicklung eines Impfstoffes ist die Tatsache,
dal} das HI-Virus ein hochvariables Retrovirus ist. So zeigt die genetische Analyse von HIV-1
und HIV-2, daB3 sich die Erbinformation von HIV-1 und HIV-2 um 50 Prozent unterschei-

det.”!
Glycoprotein
- gp120

Integrase
Protease
Ribonuclease

Glycoprotein
gp4l

Matrixprotein RNA

pl7

Reverse Transkriptase Capsid p24

Abbildung 2: Schematische Darstellung (links) und fixierter Kunstharzschnitt (rechts) des
"Human Immunodeficiency Virus" (HIV-1)

Neben HIV-1 und HIV-2 existiert eine Vielzahl von Subtypen, und die Vielzahl der Virus-

varianten steigt stindig. Wahrend sich die HIV-2-Epidemie bislang im wesentlichen auf
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Westafrika, Portugal und Indien beschrinkt, ist der Hauptteil der weltweiten HIV-Infektionen
durch HIV-1 bedingt. Das HI-Virus gehort zu der Familie der ,,Retroviridae™. Der Aufbau des
Virus ist in Abbildung 2 dargestellt. Die Hiille besteht aus einer Doppelschicht Lipidmole-
kiilen auf deren Oberfldche sich Proteine befinden. Diese "Stachel" des Virus bestehen aus
den Glycoproteinen gp120 und gp41. Das gp41 befindet sich dabei in der Hiillmembran des
Virus. Diese beiden Proteine dienen dem Virus zum Eindringen in eine Immunzelle. Hierbei
heftet sich gp120 an ein Protein der Wirtszelle und unter dem Einflufl von gp41 verschmelzen
die Hiillen von Virus und Wirtszelle. Das HI-Virus kann besonders effektiv Zellen befallen
die das sogennante CD4-Protein in ihrer Hiille tragen. Hierzu zdhlen die CD4-Helferzellen,
dendritische Zellen der Schleimhaut und Makrophagen. Unter der Hiille befindet sich ein
Matrixprotein (p17). Der Kernbereich p24 (Capsid), der die Form eines Kegelstumpfes hat,
enthélt das genetische Material (RNA) und die Enzyme Reverse Transkriptase (RT), Inte-

grase, Protease und Ribonuclease.

Das HI-Virus kann sich nur vermehren, indem es den Synthese-Apparat von eukariotischen
Zellen in Anspruch nimmt und fiir dessen eigenen Bediirfnisse ausnutzt. Die Erbinformation
eines Retrovirus liegt in Form von RNA vor und muf3 nach der Infektion einer Zelle zunéchst

in DNA umgewandelt werden, bevor es in das Genom der Wirtszelle eingebaut werden kann.

2. Eindringen und

3. DNA-Synthese
(RT)

DNA 6. Translation

4, Integrati(.#
/
(Integrase) Y4 virale
== =

Abbildung 3: Der retrovirale Replikationszyklus
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Hierzu wird von dem HI-Virus das viruseigenes Enzym Reverse Transkriptase (RT) in die
Wirtszelle eingeschleust, welches spezifisch die RNA in virale-DNA umschreibt. Der retro-
virale Replikationszyklus besteht aus folgenden sieben Schritten (Abbildung 3, Seite 3).[8]
Zunichst bindet das Virus an einen spezifischen Zelloberflachenrezeptor, den CD4-Rezeptor
der T-Lymphozyten (1. Rezeptor-Bindung). Die Hiillmembran verschmilzt mit der Zyto-
plasmamembran und das Capsid gelangt in das Innere der Zelle. Dort 16st sich das Capsid auf
und die beiden einzelstringigen RNA-Genome sowie die Enzyme Reverse Transkriptase
(RT), Protease und Integrase werden freigesetzt (2. Eindringen und Freisetzung). Im dritten
Schritt wird das virale RNA-Genom im Zytoplasma durch das virusspezifische Enzym
Reverse Transkriptase (RT) in doppelstrangige, virale DNA transkribiert (3. Synthese der
viralen DNA). Danach wird diese DNA in den Zellkern geschleust und mit Hilfe der viralen
Integrase als sogenanntes Provirus in das Erbgut der Zelle eingebaut. (4. Integration). Die nun
vorliegende ,,Provirus-DNA® wird durch die RNA-Polymerase II der Zelle transkribiert und
es entsteht virale mRNA (5. Synthese der viralen RNA). Die mRNA verfolgt zwei
unterschiedliche Wege. Zum einen wird sie nach dem Transport aus dem Zellkern in das
Zytoplasma zu regulatorisch aktiven Proteinen translatiert (6. Synthese der viralen Proteine).
Diese Proteine greifen nach ihrem erneutem Transport in den Zellkern regulatorisch in die
Transkription ein und als Folge werden weitere mRNA-Molekiile gebildet. Zum anderen
werden die mRNA-Molekiile nach dem Transport in das Zytoplasma in virale Struktur-
proteine umgewandelt oder als Virusgenom verwendet. Das Virusgenom und die viralen Pro-
teine lagern sich an der Zytoplasmamembran zusammen, worauf es zu einer Knospung un-
reifer Viruspartikel an der Zelloberfliche kommt. Die Reifung zu infektiosen Viren erfolgt
tiber die Spaltung viraler Vorlduferproteine durch die virale Protease (7. Aufbau und Knosp-
ung). Die so gebildeten infektiosen Viruspartikel werden aus der Zelle ausgeschleust und sind
nun in der Lage, weitere Zellen zu infizieren. Um nun in diesen Replikationszyklus medika-
ment6s eingreifen zu konnen, wurden verschiedenartige Konzepte, welche ganz bestimmte
Vorgidnge im HIV-Replikationszyklus inhibieren, entwickelt."”'*!"! Eine Moglichkeit besteht
darin, die Anheftung des HI-Virus an den CD4-Rezeptor der Wirtszelle zu inhibieren. Das
Eindringen des Virus wird somit verhindert. Ein weiterer Ansatz umfafit die Hemmung des
viruseigenen Enzyms Reverse Transkriptase (RT), wodurch die Umwandlung der viralen
RNA in DNA unterbunden wird. Die Bindung von Tripel-Helices durch Oligonucleotide an
der viralen DNA verhindert im dritten Schritt des Replikationszyklus die Integration in das
Wirtsgenom. Weiterhin stellt die Inhibierung der viruseigenen Integrase die vierte

Moglichkeit dar, die Vermehrung des Virus zu stoppen. Im fiinften Ansatz kénnen Antisense-
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Oligonucleotide durch Hybridisierung mit der mRNA eine Duplex-Struktur ausbilden.
Hierdurch kann die Translation der viralen RNA in Proteine an den Ribosomen gehemmt
werden. Eine weitere sehr erfolgreiche Methode besteht in der Inhibition der HIV-Protease.
Durch sogenannte Proteaseinhibitoren konnen dadurch die nach der Translation gebildeten
Vorlduferproteine nicht in virale Strukturproteine gespalten werden. Die freigesetzen

Viruspartikel sind aufgrund dieser fehlenden Protease-Reaktion nicht mehr infektids.
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2. Kenntnisstand

2.1 Zugelassene HIV-Medikamte

Ein sehr wichtiger Aspekt bei der Entwicklung von antiviralen Medikamenten ist, daf} die
natiirlichen Zellfunktionen so wenig wie mdoglich von den Wirkstoffen beeinfluit werden
sollten. Auf Grund dessen, gibt es auf dem heutigen Arzneimittelmarkt ausschlieBlich Medi-
kamente gegen HIV, die relativ spezifisch die beiden viruseigenen Enzyme Reverse Trans-
kriptase (RT) und Protease inhibieren. Ein erster Erfolg wurde schon Mitte der achtziger Jahre
mit dem Nucleosidanalogon 3-Azido-2',3'-didesoxythymidin 1 (AZT, Zidovudin, Retrovir®)
erzielt. AZT 1 ist einige Jahre zuvor gegen die Bekdmpfung von Krebs entwickelt worden,
weil schon friith Retroviren bekannt waren, die bei Tieren Krebs auslosen. Diese Substanzen
waren zwar gegen Krebs beim Menschen wenig wirksam, hatten aber anti-retrovirale Wir-
kung und konnten daher ,,direkt aus dem Regal“ fiir Test gegen das neue Virus verwendet
werden. Der Wirkmechanismus dieser Art von Wirkstoffen beruht auf der Inhibierung der Re-
versen Transkriptase (RT). Das verabreichte Nucleosidanalogon wird intrazelluar zunéchst
mit Hilfe von Kinasen zum 5°-Triphosphat (NTP) phosphoryliert. Dieses hemmt kompetitiv
den Einbau von Thymidin-5°‘-Phosphat und fiihrt so in der DNA-Synthese durch Verhinder-
ung der Bildung von 3°,5°-Phosphatdiesterbriicken zu Strangabbriichen.

r L 0
U AT D W

\fl\
=

3'-Azidothymidin, AZT 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydro- 2',3"-Didesoxycytidin, ddC B-L(-)-3-Thiacytidin, 3TC
(Zidovudin, Retrovir®) thymidin, d4T (Stavudin, Zerit®) (Zalcitabin, Hivid®) (Lamivudin, Epivir®)
1 2 3 4

A

HN

i

2',3'-Didesoxyinosin, dd| 1592U89, ABV
(Didanosin, Videx®) (Abacavir, Ziagen®)
5 6

Abbildung 4: Nucleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTI)
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Dadurch kann das Virus keine DNA-Kopie seiner viralen RNA herstellen und sich nicht in

das Wirtsgenom integrieren.

Nucleosid-Analoga sind relativ spezifisch fiir die virale RT, zeigt allerdings auch Affinitit zu
den Sauger-DNA-Polymerasen, speziell zu der zelluldren Polymerase y in den Mitochondrien.
Aufgund des Erfolges von AZT 1 Mitte der achtziger Jahre wurden in den darauf folgenden
Jahren verschiedene weitere nucleosidische RT-Inhibitoren (NRTIs) mit dhnlichem Wirk-
mechanismus entwickelt. Fiinf weitere Wirkstoffe dieser Klasse sind bereits als Arzneimittel
zugelassen. Zusammen mit AZT 1 werden auBlerdem 2°,3°-Didesoxy-2°,3‘-didehydrothymi-
din 2 (d4T, Stavudin, Zerit®), 2¢,3¢-Didesoxycytidin 3 (ddC, Zalcitabin, Hivid®™), B-L(-)-3'-
Thiacytidin 4 (3TC, Lamivudin, Epivir®), 2¢,3*-Didesoxyinosin § (ddI, Didanosin, Videx®),
und 1592U89 6 (ABV, Abacavir, Ziagen®™) erfolgreich am Patienten fiir den Kampf gegen
AIDS eingesetzt (Abbildung 4, Seite 6).

Das HI-Virus ist allerdings in der Lage gegen diese Klasse von Substanzen bei Monotherapie,
d.h. bei Verabreichung nur eines einizigen Wirkstoffes, sehr schnell Resistenzen zu bilden.'”!
Auch durch wechselnde und kombinierte Gabe verschiedener NRTIs konnte die Entstehung
von Kreuzresistenzen nicht verhindert werden, so dafl die anfidnglichen Erfolge der RT-
Inhibitoren schnell deren Grenzen aufzeigte. Seit 1995 haben zwei neue Klassen von Anti-

HIV-Wirkstoffen das medizinische Repertoire erweitert.

Die sogenannten nicht-nucleosidischen RT-Inhibitoren (NNRTIs) hemmen ebenfalls die HI'V-
Replikation, allerdings setzen sie bei der Reversen Transkriptase (RT) an einer anderen Stelle
als die Nucleosid-Analoga (NRTIs) an. Sie inhibieren die RT durch Bindung an einer
hydrophoben Tasche in der Ndhe des aktiven Zentrums. Eine dadurch bedingte Verdnderung
der Tertidrstruktur fithrt zum Verlust der Enzymaktivitdt. Daher kénnen sie in Kombination
mit den NRTIs eingesetzt werden. Bisher sind drei Wirkstoffe dieser Klasse auf dem Arznei-
mittelmarkt: Delaviridin (DLV, Rescriptor®), Nevirapin (NVP, Viramune™) und Efavirenz
(DMP 266, Sustiva™). Sie werden in Kombination mit anderen Wirkstoffklassen erfolgreich
in der HAART eingesetzt. Doch nicht nur das Enzym Reverse Transkriptase ist ein Target,

um in den Replikationszyklus einzugreifen.

Wie schon in Abbildung 3 auf Seite 3 gezeigt, besitzt das HIV auch andere Enzyme, die als
Angriffsziele dienen konnen. Inhibitoren der Integrase, die zum Einbau des viralen DNA-
Genoms in das Wirtsgenom notig ist, sowie der Protease, die fiir die Bildung reifer,
infektioser Partikel essentiell ist, sind zwei hocheffiziente Wirkstoffklassen. Durch gezielte

Optimierung sind inzwischen sechs Proteaseinhibitoren (Ritonavir (Norvir®), Amprenavir
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(Agenerase™), Indinavir (Crixivan®), Saquinavir (Fortovase®), Lopinavir (Aluviran®), Nelfi-
navir (Viracept®)) entwickelt worden, die in Kombinationstherapie mit NNRTIs und NRTIs

sehr erfolgreich eingesetzt werden.

Da die Zahl der Mutationen und damit die Anzahl an HIV-Subtypen stindig zunehmen, ist
trotz der Vielzahl von Medikamenten die Suche nach weiteren Wirkstoffen unerlésslich.
Einige seltene Subtypen, zum Beispiel der Subtyp O des HIV-1, sind heute schon mit den der-
zeit bekannten Wirkstoffen schwer therapierbar.'*! Deshalb wird dringend nach neuen Wirk-
stoffen verlangt, die an anderer Stelle des Replikationszyklus ansetzen. Ein hochaktuelles Bei-
spiel hierfiir ist der Fusionsinhibitor T-20, der sich bereits in der klinischen Studie (Phase II)

befindet 1#15:16:17]

2.2 Weitere Nucleosid-Analoga — ihre Wirkungsweise und Eigenschaften

Die bisher vorgestellten nucleosidischen RT Inhibitoren sind diejenigen, die von der Food and
Drug Administration (FDA) als Medikamente fiir den US amerikanischen Markt zugelassen
sind. Daneben gibt es viele andere hochwirksame Nucleosid-Analoga, mit &hnlichen
Modifikationen des Zuckers oder der Base. Allen ist gemein, daB ihnen an der 3°-Position des
Zuckers die Hydroxyfunktion fehlt. Ohne sie ist eine Kettenverlingerung der des DNA-
Stranges bei der reversen Transkription unterbrochen und die Vermehrung des Virus wird
dadurch gestoppt. Zusétzlich wirken die 5°-Triphosphate der Nucleosid-Analoga als kompe-

TU819 ynd verstirken dadurch den antiviralen Effekt. Doch nicht das

tetive Inhibitoren der R
Nucleosid selbst ist verantwortlich fiir die beobachtete antivirale Wirkung. Um zu dem
aktiven Metaboliten, dem 5°-Triphosphat, zu gelangen, muf3 das Nucleosid mit Hilfe von zell-
eigenen Kinasen dreifach phosphoryliert werden. Einige Nucleosid-Analoga werden direkt,
d.h. tiber drei Stufen, phosphoryliert. Bedingt durch die strukturellen Unterschiede der Ana-
loga im Vergleich mit den natiirlichen 2°-Desoxynucleosiden, ist es durchaus mdoglich, daf3
die Phosphorylierung verlangsamt, oder sogar vollstidndig inhibiert wird. Andere Nucleosid-
Analoga wiederum setzten das gewlinschte 5°-Triphosphat erst iiber mehrere metabolische
Stufen frei, wodurch zusitzlich ein erheblicher Teil der eingesetzen Verbindung durch kata-

bolische Prozesse verloren gehen kann. Ein Beispiel hierfiir sind Analoga, welche die Base

Adenin als Aglycon beinhalten.

2.2.1 2¢‘3‘-Didesoxyadenosin (ddA) 7 und 2',3'-Didesoxyinosin (ddl) §

Ein Nucleosid-Analogon, welches hohe antivirale HIV-Aktivitit aufweist, ist 2',3'-Didesoxy-

adenosin (ddA) 7 (Abbildung 6, Seite 10). Doch wie bei allen Nucleosid-Analoga, die gegen
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das HI-Virus aktiv sind, muf} auch im Falle von ddA 7 zunichst eine Biotransformation in das
entsprechende 5'-Triphosphat (ddATP, 10) stattfinden (Abbildung 5, Seite 9). Nur dieses ist in
der Lage, als Inhibitor des Targetenzyms, der reversen Transkriptase (RT), zu wirken.”"! Die
erste Phosphorylierungsstufe zum 5'-Monophosphat (ddAMP, 8) wird von den Enzymen Ade-
nosin-Kinase (AK) oder Desoxycytidin-Kinase (dCK) katalysiert. DdA 7 besitzt allerdings
nur eine sehr geringe Affinitit zu diesen aktivierenden Enzymen.”"**! Deshalb wird nur ein
Teil des verabreichten ddAs 7 durch direkte Phosphorylierung zu der Wirksamkeit (ECso =1 -

10 uM>!) beitragen. Statt dessen muB das ddATP 10 iiber andere Wege intrazellulir
generiert werden. Der Metabolit ddATP selbst zeigt immerhin im Vergleich zu 3°-Azido-2',3'-
didesoxythymidintriphosphat (AZTTP, K; = 0.1 pM)2*! an isolierter RT einen #hnlich starken
inhibitorischen Effekt der HIV-RT (K; = 0.22 uM).*Y Im Gegensatz zu den 2',3'-Didesoxy-
nucleosiden mit Pyrimidinbasen, wie zum Beispiel AZT 1 und d4T 2, unterliegt ddA 7 einem

extensiven katabolischen und metabolischen Abbau (Abbildung 5).

] o 700
HO A /P\ Ad /P\ /P\ Ad /P\ /P\ /P\ Ad
o awack_ & 5 ° o & \%0 \%0 o & \%o Lo \%o o
......... > X
7 8 9 10
i Adenosin- Adenylsuccinat-
Sgig,’ﬁ'ﬁ%e monophosphat- T Lyase (ASL)
(ADA) Desaminase
(AMPDA) Adenylsuccinat-
synthase (ASS)
0] O 0] 0]

I u I Hx

HO tix 5'-Nucleo- R R /P\
o t|dase @O \~o (§) \ \Mo o
o) +» RS

5 11 12

Purin-Nucleosid
Phosphorylase (PNP)

0]

N
13

Abbildung 5: Metabolismus von ddA 7 in der Zelle

Gelangt ddA 7 in die Zelle, so wird es in einem ersten Schritt durch das Enzym Adenosin-
Desaminase (ADA) zu etwa 95 % in 2',3'-Didesoxyinosin (ddl) 5 umgewandelt (desami-
niert).”>?®! Das Inosin-Derivat ddI 5 kann nun zum einen durch die Purin-Nucleosid-Phos-
phorylase (PNP) zu Hypoxanthin 13 (Hx) inaktiviert werden, oder mit Hilfe der 5'-Nucleo-

[27]

tidase'"', ein zelleigenes Enzym dessen enzymatische Aktivitdt relativ konstant in allen

Phasen des Zellcyclus bleibt!?®**], weiter zu ddIMP 11 konvertiert werden. Eine weitere Phos-
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phorylierung zu ddITP 12 konnte intrazelluldr bisher nicht nachgewiesen werden, allerdings
findet eine Reaminierung des ddIMP zu ddAMP 8 statt. Zwei Enzyme tragen hierbei dazu bei:
zum einen die Adenylsuccinat-Synthetase (ASS) und zum anderen die Adenylsuccinat-Lyase
(ASL).?>*% Leider ist diese Konvertierung von ddIMP zu ddAMP nicht sehr effizient, so daB
die beiden enzymatischen Schritte, neben der oben beschriebenen Monophosphorylierung von
ddA 7 zu ddAMP 8, einen weiteren sogenannten "Flaschenhals" im Metabolismus von ddA 7
darstellen. Die weitere Phosphorylierung durch zelleigene Kinasen ist unproblematisch und
liefert {iber das ddA-5'-Diphosphat 9 (ddADP) die gewiinschte, bioaktive Komponente
ddATP 10761

Neben den vielen metabolischen Schritten ist die extreme Saurelabilitdt von ddA 7 und ddI §
ein weiterer Nachteil, welche die orale Applikation dieser Verbindungen kompliziert. In sau-
ren Medien wird die glycosidische Bindung nach Protonierung der N’-Position der Base ge-
spalten. Der Mechanismus der sauren Hydrolyse von ddA 7 ist in Abbildung 6 gezeigt. Die
Halbwertszeiten von 7 und S betragen 35 Sekunden bei pH 1, was etwa 1/40000 der Halb-
wertszeit von Adenosin entspricht.m] Durch Einfithrung von elektronenziehenden Gruppen an
die 5'-OH-Position, wie zum Beispiel von Phosphatester-Gruppen, erzielt man einen stabili-

[34]

sierenden Effekt auf die glycosidische Bindung.**! Ebenso tragen Hydroxygruppen* oder

Fluorsubstituenten®>~®! in der C2' oder C3'-Position zur Verlingerung der Halbwertszeit in

sauren Medien bei.

NH,
H
<N | X N
NH, NH, \ )
N N
N
HO.

HO. N N HO N ®
:o: H :o’\: O H,0 :o: o

Abbildung 6: Spaltung der glycosidischen Bindung von ddA 7 bei Sdureeinwirkung

2.2.2  B-p-2¢3°-Didesoxy-2¢,3‘-didehydroadenosin (d4A) 14

Ein dem ddA 7 strukturell dhnliches Nucleosid-Analogon ist 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydro-
adenosin (d4A) 14. Der Metabolismus von d4A entspricht dem von ddA 7 (siehe Abbildung
5, Seite 9).
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NH,

SN

Ry
<

14

Abbildung 7: 2'.3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin 14 (d4A)

Wie schon im Fall von 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 findet auch hier ein extrem schneller
Bruch der glycosidischen Bindung unter Saurekatalyse statt. Das dabei entstehende allylische
Carbokation (vergl. Abbildung 6, Seite 10) ist sehr viel stabiler als das Carbokation von 2',3'-
Didesoxyribosen. Deshalb ist die Stabilitit von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A)
14 bei pH <7 noch geringer als von ddA 7. Man geht davon aus, daB3 der intrazelluldre
Metabolismus von d4A 14 dem von ddA 7 entspricht (Abbildung 5, Seite 9) und dabei die-

selben Enzyme beteiligt sind.

2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A) 14 selbst weist extrem unterschiedliche anti-
virale Aktivitdt gegeniiber dem HI-Virus auf je nachdem mit welchem Zelltyp der Test durch-
gefiihrt wird. So finden C.K. Chu et al. in PBM-Zellen (Periphere mononucleare Blutzellen)
gute anti-HIV Aktivitdt (ECso = 0.76 MM[37]), wihrend C. McGuigan et al. in Monocyten-
Makrophagen (M/M) bzw. in CEM/0-Zellen nur méBige anti-HIV Aktivitédt finden (ECsy =
5 uMP¥ bzw. ECso =20 pMP?Y). Auch in MT-4-Zellen (ECso = > 5 uM™**!!) sowie in ATHS-
Zellen (ECsy = 5-50 pM[42’43’44]) konnte nur eine relativ geringe antivirale Aktivitit gefunden
werden. Weiterhin ist sowohl bei ddA 7 als auch bei d4A 14 keinerlei cytostatische Aktivitéat
sowohl in murinen als auch in humanen Zellinien zu beobachten.””! C. McGuigan et al.
konnte allerdings auch zeigen, dafl die d4A- und ddA-Derivate seiner Aryloxyphosphor-
amidat-Pro-Nucleotide sowohl gute anti-HIV als auch erstmals gute anti-HBV Aktivitét auf-

zeigen (siehe Kapitel 2.3.1.1, Seite 17).141

2.2.3 3‘-Desoxyadenosin (Cordycepin) 15

Nucleosid-Analoga finden nicht nur als Virustatika Anwendung, sondern weisen auch
antibakterielle Eigenschaften auf. 3'-Desoxyadenosin 15 (Cordycepin) z.B. ist ein Nucleosid,
welches sowohl antivirale, als auch antibiotische Eigenschaften zeigt.'*"! Es ist ein natiirlich
vorkommendes Nucleosid, das 1951 erstmals aus dem Schimmelpilz Cordyceps militaris
isoliert und charakterisiert wurde."”? Cordycepin 15 ist in der Lage das Wachstum ver-

schiedener Bakterien*”**#**% " des Tuberkelbazillus™” und humaner Tumorzellen®'*>!
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in vitro zu inhibieren. Die Wirkungsweise dieses Wirkstoffes basiert auf der Inhibierung der
RNA-Synthese. Cordycepin wird nach Biotransformation in das 5'-Triphosphat an das
3'-Ende des RNA-Stranges eingebaut und verhindert somit den weiteren Aufbau der RNA."*!

[55.56] :

Die Struktur von Cordycepin ist in Abbildung 8 gezeigt.

NH, NH,

NN N|

</:|) </NN)N

HO N HO
[¢] o
OH

15 C3'-endo
(North)

Abbildung 8: Stuktur von 3'-Desoxyadenosin (Cordycepin) 15

Mittels 1H-NMR-Spektroskopie bzw. Rontgenstrukturanalyse konnte festgestellt werden, daf3

159 als auch in Losung?”! eine C3'-endo (North) Konformation

Cordycepin sowohl im Kristal
einnimmt (Abbildung 8). Die Ursachen fiir eine bevorzugte Konformation des Zuckerrings in
Nucleosiden und die Auswirkungen auf die biologische Aktivitit bzw. auf die Substrat-

spezifitit in bezug auf zelluldre Enzyme wird in Kapitel 4.12 auf Seit 91 diskutiert.

224 2‘-Fluor-ara-2¢,3‘-didesoxyadenosin (2'-F-ara-ddA) 16

Der Austausch eines Wasserstoffatoms durch ein Fluoratom wurde bereits friih fiir die Suche
nach Wirkstoffen in der Biochemie und medizinischen Chemie genutzt, um gréBere chemi-
sche und/oder metabolische Stabilitdt bei nahezu gleichbleibender biologischer Aktivitit zu
erzielen.”®*! Die vergleichbare GroBe, die elektronenziehenden Eigenschaften und die
groBere Stabilitdt der C-F-Bindung im Vergleich zur C-H-Bindung sind Faktoren, die den
Einsatz von Fluor in bioaktiven Molekiilen interessant machen.[®” Gleichzeitig verursacht es
nur minimale sterische Wechselwirkungen und die Fahigkeit zur Bindung an Rezeptoren oder
Enzymen wird dabei kaum beeinflulit. 2°-Fluor-ara-2°,3°-didesoxyadenosin (2'-F-ara-ddA,
Lodenosin) 16 (Abbildung 9, Seite 13) wurde als Analogon von 2',3'-Didesoxyadenosin 7
entwickelt, um die oben beschriebenen Nachteile von ddA 7 zu eliminieren und um eine
bevorzugte Konformation im Furanosering zu erzielen. 2'-F-ara-ddA 16 nimmt zu fast 81 %
eine C2'-endo (South) Konformation ein, die auf den "gauche"-Effekt zuriickzufiihren ist
(siche dazu auch Kapitel 4.12.1, Seite 96).1°'! Die Substitution eines Wasserstoffatoms durch
ein Fluoratom an der C2'-Position des Furanoseringes in Nucleosiden verringert deren durch

Siure katalysierte chemische Hydrolyse.*>!
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NH; NH,
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2-Fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin 16 C2-endo 2'-Fluor-ara-2',3"-didesoxyadenosin-5'-triphosphat 17
(South)
Abbildung 9: Struktur und Konformation von 2°-Fluor-ara-2°,3°-didesoxyadenosin 16

und 2°-Fluor-ara-2°,3*-didesoxyadenosin-5°-triphosphat 17

Dies gilt besonders fiir den Fall der Purine.”! Die glycosidische Bindung der durch Fluor
substituierten Nucleoside, ist extrem stabilisiert, wahrend gleichzeitig im Falle von 2°-F-ara-
ddA 16 der enzymatische Abbau durch das Enzym Adenosin-Desaminase um den Faktor 10
verlangsamt wird.'*®! 2'-F-ara-ddA 16 entwickelt in in vitro Testsystemen antivirale Aktivitit
(ECso = 35 uM/MT-4!Y: EC5o = 5 pM/ATH8"2%); EC5) = 36.7 pM/CEM/0'®’1), aber auch in
in vivo Tests mit Hu-PBL-SCID Mézusen'®*®"! hat sich das enorme antivirale Potential von 2'-
F-ara-ddA bestitigt. Untersuchungen des 5°-Triphosphats 17 auf isolierter RT zeigten weiter-
hin, daB 2¢-Fluor-ara-ddATP deutlich inhibiert (ICso gt = 12 pM).["*]

Der Metabolismus von 2'-F-ara-ddA 16 in der Zelle dhnelt sehr dem von ddA (Abbildung 5,
Seite 9) Im Gegensatz zu ddA 7, wird 2'-F-ara-ddA 16 allerdings schlechter zu 2'-F-ara-ddl
desaminiert. Auch eine direkte Phosphorylierung zum S5'-Triphosphat 17 ist durch eine
effizientere Monophosphorylierung zum 5'-Monophosphat (2'-F-ara-ddAMP) mit Hilfe der
Enzyme 2'-Desoxycytidin-Kinase (dCK) bzw. Adenosin-Kinase (AK) begiinstigt.'®*! Das Des-
aminierungsprodukt 2'-F-ara-ddl wird, im Unterschied zu ddA 7, nicht weiter von der Purin-
Nucleosid-Phosphorylase (PNP) zu Hypoxanthin 13 abgebaut. Ein zusétzlicher Verlust der

HIV-aktiven Spezies durch diesen katabolischen Prozess tritt dadurch nicht ein.[>-*!

Ein weiterer groer Vorteil von 2'-F-ara-ddA 16 gegeniiber andereren NRTIs ist, dafl die
DNA-Synthese in den Mitochondrien der Zellen, sogar bei Verabreichung hoher Dosen, nicht
wesentlich inhibiert wird.'”’%! Aus Resistenz-Studien ist bekannt, daf} 2'-F-ara-ddA keinerlei
Kreuzresistenzen sowohl zu 3'-Azidothymidin (AZT) 1 und 2'.3'-Didesoxyinosin (ddl) 5 als
auch zu den nicht-nucleosidischen RT Inhibitoren aufweist."”'! AuBerdem wurde festgestellt,
daB es ausschlieBlich durch passiven Zelltransport in das Innere der Zelle gelangt und nicht
auf das Purin-Nucleosid-Tranport Carriersystem (Kapitel 4.6.1, Seite 51) angewiesen ist.[%"
Diese Daten haben 2'-F-ara-ddA 16 als interessanten Wirkstoff fiir die anti-HIV-Therapie ist

ausgewiesen und wurde deshalb bereits als Préparat fiir die Kombinationstherapie in
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klinischen Studien eingesetzt.”?! Leider muBte aufgrund von auftretenden Nebenwirkungen
(Lebertoxizitdt), welche z. T. den Tod von Patienten verursachten, die klinische Studie 1999

gestoppt werden.

2.2.5 2¢-Fluor-ribo-2¢,3‘-didesoxyadenosin (2'-F-ribo-ddA) 18

Die Konfiguration an der C2'-Position hat nicht nur einen starken EinfluB auf die Kon-
formation des Nucleosids, sondern beeinfluft auch im Fall von 2'-Fluor-2',3'-didesoxy-
adenosin die antivirale Aktivitit. Im Gegensatz zu 2°-Fluor-ara-2°,3‘-didesoxyadenosin 16 ist
2¢-Fluor-ribo-2*,3-didesoxyadenosin (2'-F-ribo-ddA) 18 vollkommen antiviral inaktiv.?>¢*!
Die Vermutung, daB3 die entgegengesetze Konfiguration des Fluorsubstituenten an der C2'-
Position fiir diesen Effekt verantwortlich gemacht werden kann, weil sie ausschlaggebend fiir
die Konformation des Zuckerrings ist, liegt deshalb nahe (Abbildung 10).
NH; NH;

Y

N
J
< | ) Adenin

O o o
HO N N 0 g ||=|* g
H O N N
o o o) \Oo \Oo \Oo o
© ©
F

F F

2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin 18 C(?\‘_Oer?rij)o 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin-5'-triphosphat 19

Abbildung 10:  Struktur und Konformation von 2°-Fluor-ribo-2°,3°-didesoxyadenosin 18
und 2°-Fluor-ribo-2°,3°-didesoxyadenosin-5-triphosphat 19
Erstaunlich ist jedoch, dal das 5'-Triphosphat von (2'-F-ribo-ddATP) 19 in der Lage ist
isolierte RT des HI-Virus zu inhibieren (ICso = 50 },LM).[m Im Vergleich zu 2°-F-ara-ddATP
17 unterscheiden sich die erhaltenen Werte um einen Faktor vier. Diese Beobachtung 146t ver-
muten, dal Enzyme, die an der Umwandlung des Nucleosid-Analogon beteiligt sind, die
rigide C3'-endo Konformation von 18 nicht tolerieren konnten. Deshalb muB3 untersucht
werden, ob sich die Konformation wihrend der Biotransformation zum 5'-Triphosphat dndert
und an welcher Stelle im Metabolismus von 2'-F-ribo-ddA 18 sich der limitierende Schritt

befindet.

2.3 Das Prodrug-Konzept

Der von A. Albert eingefiihrte Begriff "Prodrug" beschreibt eine pharmakologisch inaktive
Verbindung, die durch einen metabolischen Umwandlungsprozess (Aktivierung) in einen ak-

tiven Wirkstoff iiberfiihrt wird.”"*"*! Diese Aktivierung kann sowohl vor, wihrend oder aber
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auch nach der Aufnahme stattfinden. Idealerweise wird der aktive Wirkstoff erst an seinem
spezifischen Wirkort im Korper freigesetzt. Die dazu notwendigen Aktivierungsmechanismen
konnen enzymatisch, aber auch chemisch z.B. unter Hydrolyse ablaufen. Um den Voraussetz-

ungen eines Prodrugs zu geniigen, miissen folgende Bedingungen erfiillt sein:’®!

a. Ausreichende Hydrophilie, um im Blutserum geldst zu werden;

b. Ausreichend hohe Stabilitit, da es seinen eigentlichen Wirkort erreichen muf3;
c. Ausreichend groBle Liphophilie, da es die Zellmembran passieren muf3;

d. Freisetzung des Wirkstoffes auf chemisch oder enzymatisch induzierter Basis;
e. Die abgespaltene Hilfskomponente darf nicht toxisch sein;

Ein Prodrug sollte somit die Bioverfiigbarkeit verbessern, die intrazelluldre Freisetzung
erh6hen und eine verbesserte Pharmakokinetik des Wirkstoffes erzielen. Dadurch erhélt man
die Moglichkeit, Wirkstoffe dem Korper darzubieten, die ihren Wirkort unter den gédngigen
Applikationsformen nicht erreichen kénnen oder unter physiologischen Bedingungen instabil
sind. Die einfachste Form eines Prodrugs ist das sogenannte "Zwei-Komponenten-Prodrug".
Hier wird der Wirkstoff durch nur einen lipophilen Carrier maskiert. Der Wirkstoff ist in
dieser Form zunidchst vollig inaktiv und wird erst nach der Abspaltung der Maske durch

spontane oder enzymatische Reaktion wieder in seiner aktiven Form freigesetzt.[””-®]

Aktivi
Maske Wirkstoff| ———0 g \vikstoff|  + | Maske

(inaktiv) (aktiv)
Abbildung 11:  Zwei-Komponenten-Prodrug Systeme

Ein dreiteiliges Carrier-Prodrug System (Drei-Komponenten-Prodrug System) unterscheidet

sich von ersterem durch ein zusitzliches Briickenglied iiber welches die Carrierkomponente

mit dem Wirkstoff verkniipft ist.””!
Vi ES
Maske | — Maske Il — Wirkstoff M Maske Il — Wirkstoff + Maske
(inaktiv) (inaktiv)
Maske Il |+ |Wirkstoff spontan
(@aktiv)

Abbildung 12:  Drei-Komponenten-Prodrug System
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Die Maske besteht hierbei aus zwei Komponenten, die in ihrer Spaltung von dem Wirkstoff
voneinander abhédngig sind. Deshalb ist der Freisetzungsmechanismus ein anderer, wobei aber
wie schon beim Zwei-Komponenten-Prodrug System auch der maskierte Wirkstoff nicht aktiv
ist. Durch eine erste enzymatische oder chemische Reaktion wird der erste Teil der Maske
abgespalten und die Abspaltung der zweiten Maske durch diese Primérreaktion aktiviert bzw.

induziert. Diese zweite, spontan verlaufende Reaktion setzt dann den Wirkstoff frei.

Eine ganz andere Art von Prodrugs sind solche, die auf dem Prinzip der Biotransformation
beruhen. Sie enthalten den Wirkstoff nicht in inaktiver Form, sondern in Form eines Vor-

ldufermetaboliten mit einer von der aktiven Form abweichenden Struktur.

\r{%:tlgggﬁ- Biotransformation » | Wirkstoff
(inaktiv) (aktiv)

Abbildung 13:  Biotransformations-Prodrug

Durch einfaches Abspalten einer Komponente gelingt es deshalb nicht den Wirkstoff
freizusetzen. Stattdessen mufl durch molekulare Modifikation der Vorldufermetabolit zu einer
neuen Verbindung transformiert werden, die erst dadurch in den aktiven Wirkstoff umge-
wandelt wird. Ein prominentes Beispiel hierfiir ist das Analgetika und Antiphlogistica Acetyl-
salicylsdure (Handelsname Aspirin®), welches nach oraler Aufnahme im Plasma schnell zur

Salicylséure biotransformiert wird.[*"!

2.3.1 Prodrug Systeme fiir Nucleosid-5‘-Monophosphate

Prodrug Systeme fiir Nucleosid-Monophospate (Nucleotide) sind in der antiviralen Therapie
deshalb von hohem Interesse, da eine direkte Verabreichung der Monophosphate aufgrund der
beiden negativen Ladungen am Phosphatrest nicht erfolgen kann. Auflerdem kann durch ein
solches Prodrug der metabolische und oft auch limitierende Schritt vom Nucleosid zum

Nucleotid umgangen werden.

Im Fall von Nucleotiden miissen gleich zwei Phosphorséure-Funktionen durch Reaktion mit
einem Alkohol geschiitzt werden. Erfolgt dies durch eine Veresterung mit demselben Alkohol
(Zwei-Komponenten-Prodrug System), so wird der entstandene Phosphattriester zwar einen
alkoholischen Rest durch spontane Hydrolyse abspalten, aber der verbleibende Phosphat-
diester wire gegeniiber einer zweiten hydrolytischen Spaltung zum Nucleotid stabil.®#! Ein
zusdtzliches Problem, das bei der Hydrolyse von Phosphatdiestern auftritt, ist die Pseudo-

rotation des Phosphoratoms. Es kann dadurch zu einer nicht gewollten Abspaltung des Nuc-
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leosids kommen."®®! Der Wirkstoff, das Monophosphat, konnte in solch einem Fall nur durch

enzymatische Hydrolyse erhalten werden.

Fiir Nucleosid-Monophosphate ist das Drei-Komponenten-Prodrug System weitaus vorteil-
hafter. Hier konnen zwei gleiche oder auch verschiedene Maskierungsgruppen in den Phos-
phatmonoester kovalent eingefiihrt werden, wobei die oben erwihnten Probleme des Zwei-
Komponenten-Prodrug Systems nicht auftreten. Bei einer ersten Aktivierung wird eine der
beiden lipophilen Masken abgespalten. Dies ist sowohl enzymatisch als auch chemisch
(hydrolytisch) moglich. Der intermedidr gebildete Phosphatdiester zersetzt sich nun in einer

spontan ablaufenden Reaktion zum gewiinschten Wirkstoff (Nucleotid).

In der Literatur sind einige Prodrug-Konzepte fiir die Freisetzung von Nucleotiden,
sogenannte Pro-Nucleotid-Konzepte bekannt.®**#¢! Im folgenden werden einige Beispiele

kurz vorgestellt.

2.3.1.1 Pro-Nucleotid-Konzepte

Aus der Literatur sind mehrere Pro-Nucleotid-Konzepte bekannt, die ausschlieBlich auf
enzymatischer Freisetzung des Nucleotids beruhen. Hierbei wird die katalytische Wirkung
von Esterasen oder Phosphoramidasen ausgenutzt. Im Abbildung 14 sind die Pro-Nucleotide
einiger Arbeitsgruppen dargestellt. Die von D. Farquhar et al. Untersuchten Bis(pivaloyl-
oxymethyl)-nucleosidphosphaten (Bis(POM)-Nucleotide) 20 wurden bisher fiir 2',3'-Dides-
oxyuridin®”, fiir AZT 1®¥, fiir das anti-Herpes-Virus und anti-HIV aktive 9-(2-Phosphonyl-
methoxyethyl)adenin (PMEA)™® und fiir das antitumor aktive 5-Fluor-2'-desoxyuridin
(FdU)[go] untersucht. Ein Nachteil dieses Pro-Nucleotid-Konzeptes besteht in der zweimalig
zu durchlaufenden Esterase-Aktivierung, da der intermediér gebildete Phosphatdiester
aufgrund seiner negativen Ladung nur noch ein schlechtes Substrat fiir die Carboxyesterase
ist.”"! Zudem ist die Freisetzung von Formaldehyd aufgrund dessen Toxizitit von Nachteil.
Die Bis(POM)PMEA-Verbindung (Adefovir-Dipivoxil, Preveon”) wird bereits erfolgreich in
klinischen Studien untersucht, wobei der ausschlaggebende Faktor in der besseren Bioverfiig-

barkeit von PMEA liegt."*!

Weitere enzymatisch aktivierbare, dreiteilige Pro-Nucleotid Konzepte sind die von J.-L. Im-
bach entwickelten Bis(S-Acetyl-2-thioethyl)-phosphattriester (SATE)."”! Das Bis(SATE)-
Pro-Nucleotid Konzept wurde bereits auf die Nucleoside AZT[94’95], d4T[96], ddA[33’97], B-L-
ddA™¥ iso-dd AP, B-L-FddCM g-L-FD4C!"™, FqU'™ dqu®! ddc, '™ 31C,H Aci-

clovir' 1%l und PMEA"" angewendet.
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Abbildung 14:  Pro-Nucleotid-Konzepte von D. Farquhar 20, J.-L. Imbach 21, S. Freeman
22, C. McGuigan 23 und C.R. Wagner 24

Hierbei erfolgt die enzymatische Aktivierung durch eine Carboxyesterase. Die Stabilitét
dieser Ester-Prodrugs wird von sterischen und elektronischen Faktoren bestimmt. Hierbei hat
sich gezeigt, daf die sterisch anspruchsvolle tert-Butyl-Gruppe die enzymatische Stabilitét der
Bis(~-BuSATE)-Prodrugs erhoht, was sich glinstig im Hinblick auf eine in vivo Anwendung
auswirkt. Der Metabolismus der Bis(-BuSATE)-Verbindungen 21 wurde ausreichend sowohl

[108,109,110,98]

in vitro als auch bereits in vivo dokumentiert . Der Nachteil dieses Prodrug-Kon-

zeptes besteht darin, dall pro Nucleotid neben zwei Molekiilen Carbonsdure auch zwei Mole-

kiile des bei Mzusen oder Ratten toxisch wirkenden Episulfids freigesetzt werden.!''!!

Wie zuvor bei den Bis(POM)-Systemen stellt auch hier der erhaltene Phosphatdiester ein
schlechtes Substrat fiir die Carboxyesterase dar. Weitere Nachteile bestehen in der schlechten
Hydrophilie und der damit schlechten Bioverfiigbarkeit der Bis(SATE)-Verbindungen. Um
diese Nachteile zu beseitigen, wurde anstelle einer der beiden SATE-Gruppen eine andere
enzymatisch labile Gruppe verwendet. Zum einen wurde eine SATE-Gruppe durch einen

[H2.113.114] '\as zur Folge hat, daB die Freisetzung des Nucleotids im

Aryl-Substituenten ersetzt
zweiten Schritt nicht durch eine Carboxyesterase sondern durch eine Phosphodiesterase ein-
geleitet wird. Hierdurch wurde ebenso die Hydrophilie der Verbindungen erhoht, allerdings
ist die erzielte antivirale Aktivitdt in CEM/TK -Zellen schlechter als die der Modellver-
bindung Bis(tBuSATE).!""* Zum anderen wurde eine Phosphoramidat-Gruppe verwendet die
C. McGuigan fiir sein Pro-Nucleotid-Konzept entwickelt hat (siche Abbildung 14, Seite 18).
Bei dieser Art Pro-Nucleotiden nutzt man fiir den zweiten Schritt die Phosphoramidase. Diese

SATE-Phosphoramidat-Diester wurden auf ihre anti-HIV ~Aktivitdt und auf ihren

Freisetzungsmechanismus hin untersucht.l''>'"®! In neuesten Arbeiten wurden /BuSATE-
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alkylaminphosphoramidat-Diester mit unterschiedlicher Basizitdt und sterischen Eigenschaf-
ten untersucht.”"'”! Weiterhin wurde ein bis(SATE)-AZTMP-Prodrug mit ein zwei Hydroxy-
gruppen synthetisiert und auf in vitro anti-HIV Aktivitat, Stabilitdt und orale Aufnahme hin
untersucht.!''® Hierbei haben die Hydroxy-Gruppen die Polaritit und damit auch die Wasser-
16slichkeit der Verbindungen extrem erhéht, aulerdem ist konnte eine hohe enzymatische Sta-
bilitdt gegeniiber Esterasen festgestellt werden. Eine mogliche orale Aufnahme der Verbind-

ungen wurden mit Hilfe eines in vitro Models an Caco-2 Monolayer-Zellen untersucht.

Die Bis-(4-Acyloxybenzyl)-Phosphattriester’®’! 22 von S. Freeman stellen eine Mglichkeit
dar, anionische Zwischenstufen als Substrate fiir Esterasen zu verbessern, 191201211221 e rbei
wurde der Abstand zwischen dem Reaktionszentrum der Carboxyesterase und der anionischen
Phosphatgruppe durch Einfiihrung einer Acyloxybenzyl-Gruppe (Spacer) vergrofert. Der
Nachteil des Enzyms besteht darin, da3 in unmittelbarer Umgebung des aktiven Zentrums ein

Benzylkation entsteht. Dies kann zu unerwiinschten Nebenreaktionen am Enzym fiihren.

Das von C. McGuigan entwickelte Prodrug-System, beruht auf der Basis von Aryloxy-
phosphoramidaten 23. Diese setzen sich neben dem Nucleotid aus einem Phenol-Derivat und
einem Ester einer ai-Aminosdure zusammen. Dieses Konzept wurde auf eine Vielzahl von
antiviral aktiven Nucleosiden, wie AZT 1[123], d4T 2[124], 3TC 4[125], ddA 7[45], d4A 14 [45’126],
Aciclovirt”, PMEA!'®! und PMPAI'®! angewandt. Der Metabolismus dieser Verbindungs-
klasse wurden im Fall der d4T-Aryloxyphosphoramidatester mit Hilfe von radioaktiv mar-
kierten Verbindungen untersucht.!*’! Ein Teil des Hydrolysemechanismus konnte durch
Hydrolysestudien in biologischen Medien aufgeklirt werden.**!*!'! Interessant sind die
Struktur-Aktivitdtsbeziehungen, die man fiir diese Prodrug-Systeme gefunden hat. So ist die

[132.1331 \yobei die

Gegenwart einer a-Aminosdure z.B. essentiell fiir die biologische Aktivitét.
Variation von a-Aminosduren gezeigt hat, da3 die L-Alanin-Verbindung im Gegensatz zu den
unnatiirlichen D-Derivaten die mit Abstand besten Ergebnisse in bezug auf deren Aktivitt
erreichte.['**!3%13¢ In neuesten Arbeiten wurde allerdings auch gefunden, daB der L-Alanin-
Rest durchaus durch unnatiirliche Aminoséduren ersetzt werden kann ohne dabei die antivirale
Aktivitit zu verlieren.!*”! Verschiedene Carboxylestergruppen am L-Alanin-Rest wiesen mit
einigen AuBnahmen (z. B. fert-Butyl-Ester) bei unterschiedlichen Esterase-Stabilitidten gute
antivirale Aktivitit auf."**! AuBerdem wurden Substituenten im Aryl-Rest von d4T-Phosphor-
amidaten eingefiihrt, wobei eine Korrelation zwischen Liphophilie und antiviraler Aktivitéit
festgestellt wurde.!'* Ein Nachteil dieser Verbinungen sind zum einen deren schlechte

Wasserloslichkeit und die Toxizitdt des freigesetzten Phenols. Es wurde versucht, das Pro-

blem der geringen Hydrophilie der Verbindungen durch Polyether-Substituenten im Aryl-
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Ring zu 16sen, wihrend der Ersatz des Phenol-Restes durch ein Tyrosin-Rest die Toxizitét
herabsetzen sollte.'*"! Letzteres scheiterte an einer zu geringen Liphophilie der Verbindung
und damit an einem Verlust an antiviraler Aktivitét. Einige d4T-Phosphoramidate wurden zu-
sdtzlich einer QSAR-Studie unterzogen, die strukturelle Faktoren dieses Prodrug-Systems fiir
eine antivirale Aktivitit in vitro bestimmen sollten."*""**! Diese Struktur-Aktivitits-Bezich-
ungen weisen auf einen spezifischen enzymatischen Prozef3 zur Freisetzung des d4TMPs hin.

Bei den von C.R. Wagner konzipierten Aminosiure-phosphoramidatdiester!'**-!#143-141 24

handelt es sich um negativ geladene Phosphoramidate, die sich aus einer aromatischen
Aminosdure und einem Nucleotid zusammensetzen. Der Hydrolysemechanismus ist bisher
noch nicht eindeutig geklért, konnte. Vermutungen weisen auf eine bisher noch unbekannte
Phosphoramidase hin, die eine direkte Spaltung der P-N-Bindung katalysieren so]].[146-147.1481
Moglicherweise ist dieses unbekannte Enzym identisch mit der Phosphoramidase, die im Fall
des Pro-Nucleotid Systems von C. McGuigan 23 das Phosphoramidat zum Nucleotid

umsetzt 149:129.1311

2.3.2 Probleme der Pro-Nucleotid Konzepte

Allen beschriebenen Pro-Nucleotid-Konzepten ist gemeinsam, dal3 sie zur Freisetzung des
Nucleotids einer enzymatischen Reaktion bediirfen. Dies bedeutet eine deutliche Einschrank-
ung in bezug auf die Verfiigbarkeit des jeweiligen Enzyms, sowie in bezug auf die Substrat-
affinitit der jeweiligen Pro-Nucleotide. Es zeichnen sich Trends ab, fiir welche Nucleosid-
Analoga Pro-Nucleotid Konzepte erfolgreich sind und fiir welche nicht. So sind z.B. die Pro-
drug Verbindungen von d4T, ddA und d4A erfolgreich. Im Gegensatz dazu, sind die Pro-Nuc-
leotid Konzepte mit AZT 1 und FdU nicht erfolgreich. Im Fall von AZT 1 ergibt sich ein
Erkldrungsansatz aus der Tatsache, daB3 hier der limitierende Schritt in der Metabolisierung
zum Triphosphat nicht die Bildung des Monophosphates, sondern die Bildung des Diphos-
phates darstellt. AZT-5"-monophosphat (AZTMP) ist aufgrund seiner Struktur nur ein sehr
schlechtes Substrat fiir die Thymidylat-Kinase.[">*'>"'5% In diesem speziellen Fall wire eine
Verwendung von Prodrug Systemen fiir Nucleosid-Diphosphate sinnvoller, die aber noch

entwickelt werden miissen.

2.3.3 CycloSaligenyl-Phosphattriester: Ein neues dreiteiliges Pro-Nucleotid-Konzept

Ein neues dreiteiliges Pro-Nucleotid System stellen die von C. Meier et al. entwickelten 4H-
1.3.2-Benzodioxaphosphinin-2-nucleosyl-2-oxide 25 (Abbildung 15) dar. Im Gegensatz zu

allen zuvor beschriebenen Konzepten wurde ein Freisetzungsmechanismus konzipiert, der das



2. Kenntnisstand 21

Nucleosid-Monophosphat sowie die maskierende Gruppe selektiv durch eine kontrollierte,
chemisch induzierte Hydrolyse freisetzt. Es handelt sich hierbei um cyclische Phosphat-
triester-Derivate, in denen ein Salicylalkohol (Maske) mit einem Nucleosid-Monophosphat
zweifach cyclisch verestert ist. Der aromatische Ring dieser Phosphattriester-Verbindungen
sorgt fiir eine ausreichende Lipophilie, so da} ein passiver Zellmembrantransport moglich

(1571601 1nd bereits in vivo'>*! an

sein sollte. Die Salicylalkohole wurde mehrfach in vitro
SCID-Méusen im Hinblick auf ihre Toxizitdt getestet. Hierbei wurde festgestellt, dafl die
Diole weder ein Einflu} auf die antivirale Aktivitdt noch eine erhohte Toxizitdt bis zu einer
Konzentration von > 250 uM zu beobachten ist. Zur Vereinfachung der Nomenklatur werden
diese Verbindungen nachfolgend als 5'-cycloSaligenyl-Nucleosid-Monophosphate (cycloSal-
NMP) 25 abgekiirzt.

|

O
e N2 O P//— s Base
R—y I o
5N\, 0] 4 T
6 3 2

25

Abbildung 15:  Allgemeine Struktur der cycloSal-Nucleosid-Monophosphate 25

Die Nummerierung im aromatischen Ring orientiert sich an der Salicylsdure und seinen
Derivaten. Die diesem Konzept zugrunde liegende Idee basiert auf den unterschiedlichen
Labilitidten der beiden Phosphatesterbindungen zum Salicylalkohol. Es handelt sich hierbei
um einen phenolischen und einen benzylischen Phosphatester. Die unterschiedliche Labilitét
der Esterbindungen ist dabei die Voraussetzung fiir die unterschiedlichen Hydrolyse-
eigenschaften dieser beiden Phosphatester. Wihrend ortho- oder para-Akzeptor-substituierte
Phenylphosphattriester unter alkalischen Bedingungen einer schnellen Hydrolyse zum Phos-
phatdiester unterliegen, beobachtete man fiir Benzylphosphattriester eine schnelle Hydrolyse
nur im Fall der ortho- oder para-Donor-substituierten Verbindungen.!>*'>*! Fiir beide Phos-
phattriestertypen gilt, dal die resultierenden Phosphatdiester gegeniiber nichtenzymatischer

Hydrolyse ausgesprochen stabil sind %"

Die selektive Freisetzung von Nucleotiden aus den cycloSal-NMP-Derivaten 25 verlduft tiber
eine Tandem Reaktion, wie sie in Abbildung 16 auf Seite 22 dargestellt ist. Im ersten Schritt
wird selektiv die phenolische Phosphatesterbindung hydrolytisch gespalten, da die
entstehende negative Ladung in den aromatischen Ring delokalisiert werden kann. Dies fiihrt
zum 2-Hydroxybenzylphosphatdiester 26. Die alternative Spaltung der Benzylesterbindung in
25, die zum 2-Hydroxymethylphenylphosphatdiester 27 fithren wiirde ist fiir die in Abbildung
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15 auf Seite 21 gezeigte allgemeine Struktur unwahrscheinlich. Die elektronischen Verhilt-
nisse im resultierenden 2-Hydroxybenzylphosphatdiester 26 haben sich gegeniiber dem Phos-

phattriester 25 umgekehrt.

"chemisch"
O H20

"chemisch"
H,0 "spontan” OH
pH<7 R— H,0 N
CH» F OH
/ O

©

OH z7 30

Abbildung 16:  Postulierter Hydrolysemechanismus von cycloSal-NMP 25

Stellte im Phosphattriester der Phenyl-Phosphatester noch einen Elektronen-Akzeptor dar, so
ist im Phosphatdiester 26 die freie Hydroxylgruppe ein starker Elektronen-Donor. Dieser
Substituent ist aufgrund der ersten aktivierenden Reaktion "umgepolt" worden. Das Resultat
dieser "Umpolung" ist eine spontane Spaltung der Cgensyi-O-Bindung unter Freisetzung des
Nucleotids 30 sowie des Chinonmethids 28, welches nachfolgend zum Salicylalkohol-Derivat
29 hydrolysiert werden kann. Da die Spaltung des Diesters 26 im Gegensatz zur Primir-
reaktion durch einen spontanen Cgenzyi-O-Bindungsbruch erfolgt, kann die bei der Hydrolyse
von Phosphatdiestern auftretenden Pseudorotation am Phosphoratom nicht stattfinden."™! Die
bei dem in Abbildung 15 auf Seite 21 gezeigten Prodrug-System verwendeten "Masken" sind
Derivate der 2-Hydroxybenzylalkohole (Salicylalkohole) 29, die in ortho- und/oder para-
Position zur Hydroxylgruppe substituiert sind. Die Verwendung von unterschiedlichen Ak-
zeptor- und Donor-Substituenten sollten die Spaltung des phenolischen Phosphatesters beein-
flussen. Akzeptor-Substituenten sollten die Spaltung beschleunigen, wihrend Donor-Substi-
tuenten den phenolischen Phosphatester stabilisieren. Durch eine geeignete Auswahl von Sub-
stituenten ist es somit moglich, die Stabilitdt (Halbwertszeit) der cycloSal-Verbindungen 25

zu beeinflussen, um eine intrazelluldre Freisetzung von Nucleotiden zu gewéhrleisten.

Der Hauptunterschied zu den zuvor erlduterten Prodrug-Konzepten besteht darin, da3 nur ein
Aktivierungsschritt notwendig ist. Diese Aktivierung erfolgt noch dazu chemisch induziert
und ist somit unabhingig von Enzymen und ihrer intrazelluldren Verteilung. Des weiteren
wird im cycloSal-Konzept pro cycloSal-Verbindung nur ein Molekiil der maskierten Gruppe

freigesetzt. Das Verhiltnis Maske: Wirkstoff (1:1) ist damit optimal.
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Dieses neue Pro-Nucleotid-Konzept wurde bisher fiir 3'-Azidothymidin (AZT) 11%, 2" 3-Di-
desoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T) 3'*"!, 2'3'"-Didesoxythymidin (ddT)"**, 5-Fluor-2'-
desoxyuridin (FAU)"™!, 2'3-Didesoxyadenosin (ddA) 7! und 5-[(E)-2-Bromvinyl]-2'-
desoxyuridin (BVDU)!'6:1621631 gowie fiir die acyclischen Nucleoside Acyclovir (ACV)H®*,
Penciclovir (PCV)!'*!'1 T_Penciclovir (T-PCV)!'*! und T-Ganciclovir (T-GCV)!'*? ange-
wandt. Bei allen bisher untersuchten cycloSal-NMPs 25 wurde eine Abhingigkeit der Halb-
wertszeit von den jeweiligen Substituenten im aromatischen Ring beobachtet. So konnte
durch eine Methylgruppe in der 3-Position die Halbwertszeit der cycloSal-NMPs so verldngert
werden, dall dem cycloSal-Pro-Nucleotid 25 ausreichend Zeit zum passieren der Zellmembran
bleibt. Eine vorzeitige Hydrolyse im extrazellulirem Raum wird dadurch verhindert. Eine
selektive, intrazelluldre Freisetzung des jeweiligen Nucleotids 30 konnte fiir die d4TMP-
Prodrugs!"”’"*! und fir die ACVMP-Prodrugs!'® nachgewiesen werden. Die cycloSal-
d4TMP-Phosphattriester zeigten sehr gute anti-HIV Aktivitdten, sowohl in T-Lymphozyten-
zellen (Wildtyp) als auch in Thymidin-Kinase defizienten Zellen. Fiir die cycloSal-ACVMP-
Derivate wurden ebenfalls sehr gute Aktivitdten in Wildtypzellinien sowie den entsprechende
TK -Zellinien ermittelt. Im Fall des cycloSal-AZTMP-Phosphattriesters zeigten anti-HIV-
Tests in Wildtypzellinien eine Aktivitit in der Grofenordnung von AZT 1. Diese biologische
Aktivitdt ging in den Thymidin-Kinase defizienten Zellinien allerdings wieder verloren. Um
diese Beobachtung erkldren zu konnen wurden jeweils eine Tritium-markierte cycloSal-
AZTMP- und cycloSal-d4TMP-Verbindung synthetisiert, mit CEM/0- bzw. CEM/TK -Zellen
inkubiert und die Metaboliten quantifiziert.!'®”'®*! Dabei stellte sich heraus, daB die cycloSal-
[3-Me-"H]JAZTMP-Verbindung intrazelluldr zwar AZTMP freisetzen kann, dieses aber kei-
nerlei Moglichkeit zum Akkumuliation hat, da es von der 5'-Nucleotidase schnell zu AZT 1
dephosphoryliert wird (Vma/Km = 456). Das freie Nucleosid unterliegt dann einer schnellen
Umwandlung zu AZTMP durch die TK in CEM/0-Zellen, jedoch nicht in CEM/TK'-
Zellen."*” Das ist der Grund warum AZT-Pro-Nucleotide in TK-defizienten Zellen keinerlei
Aktivitdt entwickeln konnen. Im Gegensatz dazu ist das durch das cycloSal-d4 TMP-Pro-Nuc-
leotid intrazelluldr freigesetzte d4TMP weitaus stabiler gegeniiber einen enzymatischen
Abbau zu d4T 3 durch die TK (Vya/Km = 22).[168] D4TMP kann also so zu d4TTP phospho-
ryliert werden und die antivirale Aktivitdt wird sichtbar. Die cycloSal-Phosphattriester des
Penciclovir konnten ebenfalls kein Nucleosid-Monophosphat freisetzen. Untersuchungen
zeigten, daf3 dort das cyclisches 3',5'-Nucleosidphosphat entstand, welches keine Aktivitét in

den Thymidin-Kinase defizienten Zellen aufwies.!'®]
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In neuesten Arbeiten wurde aullerdem der Einflufl eines Substituenten in der benzyl-Position
des cycloSal-Pro-Nucleotides im Hinblick auf die beobachtete Toxizitdt der Verbindungen
und den Freisetzungsmechanismus gemacht.'®*'7"! Hierbei konnte festgestellt werden, daB
neben dem gewliinschten Hydrolyseweg, der zur Freisetzung des Nucleotids fiihrt, der unge-
wiinschte Diester 27 entsteht. Hierzu wurden auflerdem ab initio Rechnungen mit Hilfe des
Programms ,,GAUSSIAN 98 zu den Grund- und Ubergangszustinden eines benzylischen
C-O-Bindungsbruches durchgefiihrt.!®”!

Weiterhin wurde versucht, das Prinzip eines ,,lock-in* (EinschluB}) der cycloSal-Nucleotide 25
in die Zelle zu verwirklichen.!'”"! Hierbei sollen Estergruppen in der Seitenkette des Salicyl-
alkoholrings nach Diffusion durch intrazelluldr vorhandene Carboxyesterasen hydrolysiert
werden. Die dadurch resultierende polare Carbonsdure- oder Alkoholgruppe soll einen pas-

siven Efflux des Pro-Nucleotids aus der Zelle verhindern.

Der Freisetzungsmechanismus des cycloSal-Pro-Nucleotid Konzeptes kann auBlerdem zur
Darstellung von Nucleotiden aus neuen Nucleosid-Analoga priparativ genutzt werden. Diese

wurden im AnschluB auf deren Substrateigenschaften (Thymidilat-Kinase etc.) getestet.!' ™!

In der vorliegenden Arbeit wurde dieses neue Pro-Nucleotid Konzept auf weitere antiviral
aktive Nucleosid-Analoga anwendet, um Engpédsse in deren Metabolismus zu umgehen.
AuBerdem wurden Untersuchungen zu Struktur-Aktivitdtsbeziehungen von konformativ

rigiden Nucleosiden gemacht.
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3. Problemstellung

CycloSaligenyl-Nucleotide: Untersuchungen zum TK - und ADA-Bypass
antiviral aktiver Pro-Nucleotide

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das in dieser Arbeitsgruppe entwickelte cycloSal-Pro-Nucleo-
tid-Konzept auf Nucleosid-Analoga mit der Base Adenin, Thymin und Cytidin angewendet
werden. Dabei {iben Substituenten in ortho- und para-Position zum phenolischen Phosphat-
ester einen mallgeblichen Einfluf} auf die Lipophilie, die Hydrolyseeigenschaften und die anti-
virale Aktivitdt der cycloSal-Verbindungen aus. Dieser EinfluB3 sollte untersucht werden.
Weiterhin sollte untersucht werden, inwieweit mit Hilfe der cycloSal-Verbindungen einen

Einblick in den Metabolismus von Nucleosid-Analoga moglich ist.

o //O 34: cycloSal-d4AMP  38: cycloSal-2'-F-ara-ddAMP  42: cycloSal-d4TMP
P_OM 35: cycloSal-ddAMP  39: cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP  43: cycloSal-3'-dAMP

R—I | 36: cycloSal-ddIMP  40: cycloSal-2'-F-ara-ddIMP  44: cycloSal-ddCMP
5\ F ) 37: cycloSal-d4IMP  41: cycloSal-2'-F-ribo-ddIMP 45 cycloSal-3TCMP

R = H, 5-OMe, 3-Me, 3,5-DiMe, 3-tert-Bu, 3-sek-Bu, 5-tert-Bu, 5-sek-Bu
Nucleosid =

NH, 0 NH, NH,

%OHO ﬁx ;\)j <N (2" f)HO f)
k_a “d hJ Wd w

14

NH, A 3 o)
f W SN «NfL“” S ¢ f“*‘
HO / HO N/) HO N N) N N/) HO N~ HO Nig
1 : : ] :o\F ] :o: ] :o: oF 0
OH F F
15 16 18 31 32 33

Abbildung 17:  cycloSal-Pro-Nucleotide

Zunichst war es Ziel, die Nucleoside 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7, 2',3'-Didesoxy-2',3'-di-
dehydroadenosin (d4A) 14 und 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin (2'-F-ribo-ddA) 18 aus
Adenosin 50 oder 2'-Didesoxyadenosin 58 bzw. 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T)
2 aus Thymidin 93 zu synthetisieren. Weiterhin sollten die entsprechenden Hypoxanthin-
Nucleoside 2'.3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4I) 31, 2'.3'-Didesoxyinosin (ddI) 5,
2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ara-ddl) 32 und 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin
(2'-F-ribo-ddI) 33 dargestellt werden. Fiir die Synthese der cycloSal-Verbindungen dienten,

neben den Nucleosid-Analoga, die Salicylalkohole 29a-h als weitere Grundbausteine. Sie
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sollten durch Reduktion der entsprechenden Salicylsduren oder durch selektive ortho-Formy-
lierung der entsprechenden Phenole 67 und anschlieBender Reduktion darstellbar sein. Die
Phosphatgruppe der cycloSal-Verbindungen kann {iber verschiedene Wege eingefiihrt werden.
Es sollte untersucht werden, inwieweit Phosphor(IlI)-Reagenzien 70 und 71 als auch Phos-
phor(V)-Reagenzien 72 geeignet sind, um cycloSal-Verbindungen herzustellen. Aullerdem
sollten die Reaktionsbedingungen fiir die Synthese der cyc/oSal-d4TMP-Verbindungen 42 mit
dem cyclischen Saligenylphosphoramidit optimiert werden und weiterhin versucht werden,

mit verschiedenen chiralen Aktivatoren das Diastereomerenverhiltnis zu beeinflussen.

Die erhaltenen cycloSal-Verbindungen sollten in bezug auf ihre Eigenschaften untersucht
werden. Die Bestimmung der Verteilungskoeffizienten diente dabei als qualitativer Hinweis
fiir die Lipophilie. Hydrolysestudien bei einem pH-Wert von 7.3 sollten einen Beweis fiir die
selektive intrazelluldre Freisetzung des 5'-Monophosphates liefern. AuBerdem sollten die
cycloSal-Verbindungen mit der Base Adenin auf ihre Stabilitédt unter sauren Bedingungungen
und auf ihre Stabilitdt gegeniiber den desaminierenden Enzymen Adenosin-Desaminase
(ADA) und Adenosinmonophosphat-Desaminase (AMPDA) gepriift werden. Die Zelltests zur
Bestimmung der antiviralen Aktivitdt sollte in Zusammenarbeit mit Prof. J. Balzarini (Rega

Institut in Leuven, Belgien) durchgefiihrt werden.

Im Fall von 2'-Fluor-ara-ddA 16, 2'-Fluor-ribo-ddA 18, 2'-Fluor-ara-ddl 32 und 2'-Fluor-
ribo-ddl 33 sollten die entsprechenden 5'-Monophosphate 46-49 synthetisiert und einer quali-
tativen bzw. quantitativen Konformationsanalyse unterzogen werden (Abbildung 18). Die
qualitative Konformationsanalyse mit Hilfe der Progamme PSEUROT und FLUOROT sollte
in Zusammenarbeit mit J.J. Barchi (NIH, Bethesda, USA) durchgefiihrt werden.

NH, 0
N NH
0 O ¢ |N)

P N P
Nao” \ O Nao” \ O
NaO 0 NaO O

F F
46: 2'-F-ara-ddAMP 48: 2'-F-ara-ddIMP
47 2"-F-ribo-ddAMP 49: 2"-F-ribo-ddIMP

Abbildung 18:  2'-fluorierte Nucleotide (Dinatriumsalze) 46-49

Ziel war weiterhin, durch Vergleich der biologischen Eigenschaften der cycloSal-Ver-
bindungen 38-41 und der Nucleoside 2'-F-ara-ddA 16, 2'-F-ribo-ddA 18, 2'-F-ara-ddI 32 und

2'-F-ribo-ddl 33, einen Grund fiir die verschiedenen biologischen Aktivitdten von 16 und 18
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zu finden bzw. die Blockade im Metabolismus von 2‘-F-ribo-ddA 18 aufzudecken

(Abbildung 19).

-Base O NH» (o]
HO 0 N O\ ||:|,/O N N
R ¢ o ;YN NH
! - 0o Base = < | ) < | )
N N N NS
F F | |

16,18, 32,33 38, 39, 40, 41

Abbildung 19:  2'-Fluor-2',3'-didesoxynucleoside 16, 18, 32, 33 und cycloSal-2'-Fluor-2',3'-
didesoxynucleotide (cycloSal-2'-F-ddNMP) 38-41
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4. Resultate und Diskussionen

4.1 Synthese von 2¢,3‘-Didesoxy-2¢,3-didehydroadenosin (d4A)

In diesem Abschnitt soll die Synthese von 2°,3°-Didesoxy-2°,3‘-didehydroadenosin (d4A) 14

beschrieben werden.

4.1.1 Synthesestrategien fiir 2¢,3‘-Didesoxy-2¢,3‘-didehydroadenosin (d4A) 14

In der Literatur sind einige Synthesewege fiir 2°,3°-Didesoxy-2°,3‘-didehydroadenosin (d4A)

[23]

bekannt' ', von denen hier die fiinf wichtigsten vorgestellt werden sollen.

Zum einen kann ausgehend von Adenosin 50 die 2',3'-ungesittigte Verbindung 14 durch

511731

Corey-Winter Eliminierung eines cyclischen 2',3'-O-Thionocarbonats 5§ oder durch eine

milde Desoxygenierung!'*'7>!7*! (Weg D) erhalten werden. Weiterhin hat sich die Reduktion

eines Bisxanthates 53 (Weg B) bewihrt, um d4A 14 in guten Ausbeuten darzustellen.!'”!

\
Adenm 14

RO Br
Br o
52 /-\denln
Ademn
/-\demn +
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HO.
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Abbildung 20: Synthesestrategien fiir 2°,3°-Didesoxy-2°,3 ‘-didehydroadenosin (d4A) 14

Eine weitere und dazu noch sehr effiziente Methode ist die Offnung eines 2',3'-Orthoacetates

1781791

51" mit Acetylbromi und anschlieBender reduktiver Eliminierung des Bromacetats



4. Resultate und Diskussionen 29

52 (Weg A).l'"! 2'- und 3'-trans-Bromacetate (56 und 57) konnen auBerdem direkt durch
Reaktion von Adenosin mit 2-Acetoxyisobutyrylbromid erhalten werden (Weg E).[ISO’IXI] Mit
Tellur-Verbindungen, die das Tellurid-Dianion (Te*) freisetzen konnen, ist man in der Lage
aus den 2',3'-Dimesylaten 54 der 5'-geschiitzen Nucleoside die entspechenden 2',3'-ungeséttig-
ten Verbindungen herzustellen (Weg C)."*! Als Quelle fiir Tellurid-Dianionen dient Di-
lithiumditellurid (Li,Te;) das durch Zugabe von Super-Hydrid (Et;BHLi) zu Tellurstaub in
THF generiert werden kann.["**! Sowohl fiir Pyrimidine als auch fiir Purine ist diese Methode
zur Darstellung von 2°,3°-Didesoxy-2°,3‘-didehydronucleoside geeignet und liefert durchweg

gute bis sehr gute Ausbeuten.

Die Synthese von 2'3'-ungesittigten Nucleosiden ausgehend von 2'-Desoxyadenosin 58
erfordert eine baseninduzierte B-Eliminierung. Diese Reaktion wurde fiir Uracil-,["**! Thymin-
1851 yund Adenin-Nucleoside!"**"¥"! beschrieben. Im Fall der Adenin-Nucleoside findet die -

Eliminierung mit Natriummethanolat in DMF ausgehend von einem 3'-O-Sulfonylester 59 in

63 %iger Ausbeute statt (Abbildung 21).

Adenin :
o]

RO HO

HO.

14 6]
O/ OH

58

Abbildung 21:  Synthese von d4A 14 ausgehend von 2'-Desoxyadenosin 58

Aufgrund der geringeren Kosten wurde eine Synthese ausgehend von Adenosin 50 gewihlt.
Hierbei fiel die Wahl auf die Route A iiber die Verbindungen 51 und 52, da hier im Vergleich
zu den Routen B, C und D iiber die Verbindungen 53-57 nicht selektiv die 5'-O-Position
geschiitzt werden muB. Hierbei darf die gewihlte Schutzgruppe an der 5'-O-Position nicht
sauer abspaltbar sein, da bei anschlieBender Entschiitzung zum d4A 14 eine Spaltung der
glycosidischen Bindung eintreten wiirde (Abbildung 6, Seite 10). Da hierbei die sauer ab-
spaltbare Schutzgruppe 4,4'-Dimethoxytriphenylmethyl (DMTr) und die relativ teure Schutz-
gruppe tert-Butyldimethylsilyl (TBDMS) verwendet worden sind und auflerdem nur maBige
Ausbeuten erreicht werden, wurde auf diese Synthesevarianten verzichtet. Die Route E iiber
die Verbindungen 56 und 57 fiihrt zu schlechten Ausbeuten und vielen Nebenprodukten die

chromatographisch miihsam abgetrennt werden miissen. Aufgrund der geringeren Kosten und
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der geringeren Anzahl an Reaktionsschritten wurde die Synthese iiber das 2',3'-Orthoacetat 51

mit anschlieBender reduktiver Eliminierung des Bromacetats 52 verwendet.

4.1.2 Darstellung von 2¢,3‘-Didesoxy-2¢,3‘-didehydroadenosin (d4A) 14

2¢,3°-Didesoxy-2°,3°-didehydroadenosin (d4A) 14 konnte aus Adenosin 50 nach der Methode
von Walker (Weg A) synthetisiert werden.'””! Dazu wurde Adenosin 50 zundchst mit 5.0
Aquivalenten Trimethylorthoacetat und 0.3 Aquivalenten p-Toluolsulfonsidure-Monohydrat
in DMF zu 2',3'-O-Methoxyethylidenadenosin 51 umgesetzt. Der farblose Feststoff konnte
durch chromatographische Aufreinigung mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten von

0-10% in 78 %iger Ausbeute isoliert werden (Abbildung 22).
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Abbildung 22:  Synthese von d4A 14 ausgehend von Adenosin 50

Die anschlieBende Reaktion mit 2.2 Aquivalenten Acetylbromid in wasserfreiem Acetonitril
bei 0 °C lieferte 3'-Brom-3'-desoxy-2',5'-di-O-acetyladenosin 52 in 56 % Ausbeute. Die Auf-
reinigung erfolgte wiederum chromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradi-
enten von 0-4 % (Abbildung 22). Fiir den néchsten Schritt wurde zunichst das Zink/Kupfer-
Paar''®*1 hergestellt. Hierbei wurde zu einer heiBen Losung von Kupfer(Il)acetat-monohydrat
in Eisessig Zinkstaub hinzugegeben und bis zur Entfiarbung geriihrt. Nach Isolierung wurde
das Zink/Kupfer-Paar in wasserfreiem DMF suspendiert und bei 0°C mit dem 3'-Brom-3'-
dexoxy-2',5'-di-O-acetyladenosin 52 umgesetzt. In einer Ausbeute von 85 % konnte 5'-O-
Acetyl-2',3'-didesoxy-2',3'-didehydroadenosin 60 als farbloser Feststoff erhalten werden.
AnschlieBende Abspaltung der Acetyl-Schutzguppe an der 5'-O-Position mit kaltgesittigter
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ammoniakalischer Methanol-Losung lieferte in 82 %iger Ausbeute 2°,3°-Didesoxy-2°,3°-
didehydroadenosin (d4A) 14 als farblosen Feststoff (Abbildung 22). Ausgehend von

Adenosin 50 wurde d4A 14 in einer Gesamtausbeute von 31 % erhalten.

4.2 Synthese von 2¢,3‘-Didesoxyadenosin (ddA)

Im folgenden Abschnitt soll die Synthese von 2',3'-Didesoxyadenosin 7 beschrieben werden.

4.2.1 Synthesestrategien fiir 2¢,3-Didesoxyadenosin (ddA) 7

Aus der Literatur sind einige Synthesewege fiir die Darstellung von 2°,3°-Didesoxyadenosin
(ddA) 7 bekannt.”®! Die meisten gehen hierbei von 2'-Desoxyadenosin 58 aus, welches in
einem ersten Schritt selektiv an der 5'-O-Position geschiitzt werden muf3, um Nebenreaktionen
wihrend der Synthese von ddA 7 zu verhindern. ZweckmiBigerweise fillt die Wahl hierbei
auf basenlabile Schutzgruppen wie Acetyl- und Benzoylschutzgruppen aber auch Silylschutz-

gruppen, welche mit Fluorid-Ionen abspaltbar sind, sind geeignet.
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Abbildung 23:  Synthesestrategien fiir 2°,3-Didesoxyadenosin (ddA) 7

Sauer abspaltbare Schutzgruppen wie z.B. DMTr sind, wie auch im Fall fiir d4A 14 auch fiir
ddA 7, ungeeignet, da bei einer abschlieBenden Entschiitzung der 5'-OH-Gruppe, eine
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Spaltung der glycosidischen Bindung unvermeidbar wire (Kapitel 2.2.1, Seite 8). In
Abbildung 23 auf Seite 31 sind die Synthesestrategien fiir 2°,3°~-Didesoxyadenosin (ddA) 7
aufgezeigt. Nach Schiitzung der 5'-OH-Position von 2'-Desoxyadenosin 58 kann iiber ein
3'-Thionocarbonat 62 mit anschlieender radikalischer Desoxygenierung und baseninduzierter
Entschiitzung der 5' Hydroxylgruppe 2'3'-Didesoxyadenosin 7 erhalten werden (Weg C).
Diese Reaktionsfolge basiert auf Arbeiten von Barton et al./"**1?*!*1921 aus den Jahren 1976-
1979 und sind einige Jahre danach auch auf die Synthese von 2'.3'-Didesoxynucleosiden
angewendet worden.!'”*'*!%! Eine Alternative und gleichzeitig sehr effiziente Methode zur
Darstellung von 2°,3°-Didesoxyadenosin 7 stellt die Hydrierung der 2'.3'-ungesittigten
Verbindung 2',3'-Didesoxy-2',3"-didehydroadenosin (d4A) 14 dar (Weg D).["®"1%¢ Ublicher-
weise wird mit Wasserstoff an einem auf Aktivkohle fein verteiltem Metallkatalysator, meist
Palladium, eine Hydrierung der Doppelbindung erreicht. Der synthetische Zugang zu d4A 14
wurde bereits in Kapitel 4.1.1 auf Seite 28 ausfiihrlich beschrieben. Ausgehend von Adenosin
50, kann ddA 7 auch, nach Offnung des 2',3'-Orthoacetates 511771 mit Acetylbromid[”g’m]
iiber das Intermediat 3'-Brom-3'-desoxy-2',5'-di-O-acetyladenosin 52 dargestellt werden
(Weg B).l" Diese Gesamtausbeute dieser fiinfstufigen Synthese liegt bei 24 %. Weiterhin ist
auf die photochemisch ablaufende Reaktion von 2'.3',5'-Tri-meta-(Trifluormethyl)benzoat-
estern 61 hinzuweisen'**'*”!
(MCZ) 5'-O-geschiitztes 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 in einer Ausbeute von 73 % erhilt
(Weg A).

, wobei man in Anwesenheit von MgClO4 und N-Methylcarbazol

4.2.2 Darstellung von 2¢,3‘-Didesoxyadenosin (ddA) 7

Fiir die Darstellung von 2°,3°-Didesoxyadenosin (ddA) wurde ausgehend von 2'-Desoxy-
adenosin (2'-dA) 58 die vierstufige Syntheseroute C (Abbildung 23, Seite 31) {iber eine Bar-
ton-Desoxygenierung gewihlt. Im ersten Schritt muflite regioselektiv die 5'-Hydroxygruppe
geschiitzt werden, da die sekunddre OH-Gruppe an der 3'-Position des 2'-Desoxyadenosins 58
ein weiteres Reaktionszentrum darstellt. Eine Silylschutzgruppe wie tert-Butyldimethylsilyl
ist, neben den geeigneten Abspaltungsbedingungen, auch durch ihre hohe O-Selektivitit und
der hoheren Reaktivitit gegeniiber primdren Alkoholen ausgesprochen geeignet fiir die

[198.1991 >1_Desoxyadenosin 58 wurde mit 1.1 Aqui-

temporidre Blockierung der 5'-OH-Position.
valenten fert-Butyldimethylsilylchlorid und 2.2 Aquivalenten Imidazol in Pyridin als Lo-
sungsmittel bei Raumtemperatur 24 h geriihrt. Nach chromatographischer Aufreinigung mit
einem Dichlormethan/Methanol-Gradient (0-10 %) konnte 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-2'-

desoxyadenosin 63 in guten Ausbeuten (70 %) als farbloser Feststoff erhalten werden. Im
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nichsten Schritt wurde 5'-O-fert-Butyldimethylsilyl-2'-desoxyadenosin 63 in Dimethyl-
formamid (DMF) gelost und bei 80 °C  mit 1,1'-Thiocarbonyldiimidazol umgesetzt. Nach
Abkondensieren des Losungsmittels und Zugabe von wasserfreiem Methanol wurde nochmals
2 h auf 60 °C erhitzt. Nach Aufarbeitung und Aufreinigung mittels Sdulenchromatographie
konnte 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-3'-methylthiocarbonyl-2'-desoxyadenosin 58 als farbloser

Feststoff in einer Ausbeute von 54 % erhalten werden.
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Abbildung 24: Synthese von 2',3'-Didesoxyadenosin 7 ausgehend von 2'-Desoxyadenosin 58

Die nun folgende Barton-Desoxygenierung verlduft iiber einen radikalischen Mechanismus
mit Hilfe von Tri-n-butylzinnhydrid und katalytischen Mengen o,o'-Azoisobutyronitril
(AIBN). Hierzu wurde 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-3'-methylthiocarbonyl-2'-desoxyadenosin
64 in Toluol gelost und N,N'-Azoisobutyronitril sowie das Tri-n-butylzinnhydrid hinzuge-
geben. Nach Entgasen der Reaktionsmischung und anschlieBendem Erhitzen auf 110 °C fiir
4 h wurde das Losungsmittel abkondensiert und sdulenchromatographisch mit einem Dichlor-
methan-Methanol-Gradienten (0-10 % Methanol) aufgereinigt. Man erhielt 5'-O-fert-Butyl-
dimethylsilyl-2',3'-didesoxyadenosin 65 als farblosen Feststoff in 88 %iger Ausbeute. Zur ab-
schlieBenden Abspaltung der tert-Butyldimethylsilyl-Schutzgruppe wurde 5'-O-fert-Butyldi-
methylsilyl-2',3'-didesoxyadenosin 65 in wasserfreiem Tetrahydrofuran (THF) gelost und mit
3.0 Aquivalenten Tetrabutylammoniumfluorid versetzt und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Abkondensieren des Losungsmittels und chromatographischer Aufreinigung mit einem
Methanol-Gradienten (0-10 %) in Dichlormethan (+ 0.1 % Triethylamin) konnte ein farbloser
Feststoff in 97 % Ausbeute erhalten werden. Ausgehend von 2'-Desoxyadenosin 58 konnte

2',3'-Didesoxyadenosin 7 somit in einer Gesamtausbeute von 32 % erhalten werden. In einer
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fritheren Variante zur Darstellung von ddA 7 wurde im ersten Syntheseschritt anstelle der 5'-
O-tert-Butyldimethylsilyl-Schutzgruppe eine Benzoylschutzgruppe gewihlt.”* Die regio-
selektive Einfithrung erfolgte hierbei nach einer Methode von A. Liguori.”*"! Die erzielte
Ausbeute an 5'-benzoyliertem 2'-Desoxyadenosin lag aber nur bei 47 % und ist somit der oben
beschriebenen Silylierung der 5'-Position deutlich unterlegen. Danach wurde die 3'-OH-
Gruppe unter identischen Bedingungen in einen Thiocarbonsduremethylester tiberfithrt was
allerding im Fall des 5'-O-Benzoyl-2'-desoxyadenosin in 77 %iger Ausbeute gelang. Die an-
schlieBende Barton-Desoxygenierung und abschlieBende Entschiitzung der 5'-Position gelang
ebenfalls problemlos mit nahezu identischen Ausbeuten von 88 % bzw. 94 %. Die Gesamt-
ausbeute dieser ersten Synthesevariante von 2'-Didesoxyadenosin 7 lag bei nur 30 % und ist

somit der hier beschriebenen "5'-Silyl-Variante" unterlegen.

4.3 Synthese der Hypoxanthin-Nucleoside 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) und
2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroinosin (d41)

4.3.1 Synthesestrategien fiir 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) 5 und 2',3'-Didesoxy-2',3'-
didehydroinosin (d4I) 31

Die Synthese der Hypoxanthin-Nucleoside 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) 5, 2',3'-Didesoxy-2',3'-
didehydroinosin (d4I) 31 gelingt auf chemischen Weg, ist aber auch mit Hilfe von desami-
nierenden Enzymen durchzufiihren (Abbildung 25).

Abbildung 25:  Synthesestrategien der Hypoxanthin-Nucleoside ddI § und d4I 31

Die in dem Kapitel 4.1.1 und 4.1.2 beschriebene reduktive Eliminierung des Bromacetats 3'-

Brom-3'-desoxy-2',5"-di-O-acetyladenosin 52 mit einem Zn/Cu-Paar kann auch mit dem
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entsprechenden Hypoxanthin-Derivat 3'-Brom-3'-desoxy-2',5'-di-O-acetylinosin 66 durch-
gefithrt werden.'”! Hierbei erhilt man nach Entschiitzung der 5'-OH-Gruppe 2',3'-Didehydro-
2'.3'-didesoxyinosin (d4I) 31 bzw. nach anschlieBender Hydrierung von 31 2'.3'-Dides-
oxyinosin (ddI) 5 (Weg A).l'"™

Die Umwandlung der Base Adenin in Hypoxanthin durch Desaminierung stellt eine weitere
Methode dar (Abbildung 25, Seite 34). Sie bietet sich dann an, wenn bereits die
entsprechenden Adenin-Nucleosid-Analoga zur Verfligung stehen (Weg B). Auf eine
aufwendigere, und kostenintensivere separate Synthese der Hypoxanthin-Nucleoside ddI 5
und d4I 31 kann somit verzichtet werden. Die Desaminierung ist auf verschiedene Arten
durchfiihrbar. Zum einen kann die Umsetzung der entsprechenden Adenosin-Derivate 7 und
14 mit Natriumnitrit (NaNO,) in Eisessig durchgefiihrt werden.””! Weitaus eleganter ist
jedoch eine enzymatische Desaminierung. Hierbei ist die Verwendung der kommerziell
erhéltlichen Adenosin-Desaminase (EC 3.5.4.4) die am héufigsten beschriebene Methode zur

Herstellung von Hypoxanthin-Nucleosid-Analoga.[35]

4.3.2 Darstellung der Hypoxanthin-Nucleoside 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) S und 2',3'-
Didesoxy-2',3'-didehydroinosin (d4I) 31

Da 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 und 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A) 14 be-

reits zur Verfiigung standen, konnte fiir die Synthese der entsprechenden Hypoxanthin-

Nucleoside 5 und 31 eine enzymatische Desaminierung durchgefiihrt werden.
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Abbildung 26:  Synthese der Hypoxanthin-Nucleoside ddI 5§ und d4I 31

Dazu wurde das Nucleosid in Wasser gelost und mit Triethylamin (TEA) versetzt, welches

den pH Wert der Losung auf 8 erhoht. Dies ist ntig, um wihrend der Reaktion eine Spaltung
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der glycosidischen Bindung zu verhindern. Im Anschlu3 wurden 10 Units des kommerziell
erhédltlichen Enzyms Adenosin-Desaminase (EC 3.5.4.4) aus Kélberdarmschleimhaut hinzu-
gegeben und bei Raumtemperatur tiber Nacht geriihrt. Das Enzym wurde mit kaltem Me-
thanol gefillt und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen Membranfilter filtriert,
um restliches Enzym zu entfernen. Die weitere Aufreinigung erfolgte chromatographisch mit
einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten von 0 - 10 %. Man erhielt farblose Feststoffe in

einer Ausbeute von 82 - 87 %.

4.4 Synthese der cycloSaligenyl-Nucleosid-Monophosphate

4.4.1 Synthesestrategien

Ausgehend von dem Nucleosid gibt es mehrere Moglichkeiten fiir die Synthese der
cycloSaligenyl-Nucleotide (cycloSal-NMP) 25. Die Phosphat-Gruppe konnte iiber verschie-
denartige Salicylalkohol-Derivate eingefiihrt werden (Abbildung 27).
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Abbildung 27:  Synthesestrategie der cycloSal-Phosphattriester-Derivate (Variante A, B, C)
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Denkbar hierfiir ist die Umsetzung des Nucleosids mit dem cyclischen Saligenyl-
chlorphosphan 70 zu dem entsprechenden cyclischen Phosphit 73 welches im Anschlufl zu
dem gewiinschten Phosphattriester 25 oxidiert werden mull (Variante A). Die cyclischen Sali-
genylchlorphosphane 70 wiren aus den entsprechenden Salicylalkoholen 29 darstellbar,
welche ihrerseits aus den Salicylsduren 70 oder Salicylaldehyden 68 durch einfache Reduk-
tion zu erhalten sind (Weg D). Eine weitere Synthesevariante ist die Verwendung von cycli-
schen Saligenylphosphoramiditen 71 zur Synthese der cycloSal-Nucleotide 25 (Variante B).
Hierbei konnte das cyclische Saligenylchlorphosphan 70 mit DIPA zu dem gewiinschten
Phosphoramidit 71 umgesetzt werden. Bei der anschlieBenden Synthese der Phosphattriester
25 unter Verwendung der cyclischen Saligenylphosphoramidite 71 (Variante B) ist ein
Aktivator notwendig, um das Phosphit 73 zu generieren. Hierfiir geeignete Aktivatoren sind
Sauren wie z.B. 1H-Tetrazol.?®! Auch bei dieser Synthesevariante wire eine abschlieBende
Oxidation zum Phosphattriester 25 notwendig. Der Vorteil einer solchen Reaktionsfiihrung
gegeniiber der Verwendung von cyclischen Saligenylchlorphosphanen 70 (Variante A) kénnte
sich in einer besseren N,O-Selektivitdt bei Nucleosiden mit zusétzlicher reaktiver Gruppe wie
der freien Aminogruppe der Basen Adenin, Cytosin und Guanin niederschlagen. Beachtet
werden muf} dabei allerdings, da3 durch den Einsatz des Aktivators unter sauren Reaktions-
bedingungen gearbeitet werden muf3. Dies konnte sich bei sdureempfindlichen Nucleosiden
nachteilig auf die Reaktion auswirken. Im Fall der Synthesevariante A wird dagegen, durch

den Einsatz der Base DIPEA, unter basischen Bedingungen gearbeitet.

Um die Oxidation im letzen Schritt zu umgehen, liegt ein Einsatz von Phosphor(V)-
Verbindungen nahe (Variante C). Hierzu konnte ausgehend vom cyclischen Saligenylchlor-
phosphan 70 ein cyclisches Saligenylphosphorchloridat 72 synthetisiert werden, welches
durch einfache Oxidation mit Sauerstoff zugénglich wire. Vorteil dieser Methode ist der syn-
thetische Zugang von cycloSal-Pro-Nucleotiden 25, die sich gegeniiber der abschliefenden
Oxidation mit fert-Butylhydroperoxid als empfindlich erweisen. Ein Beispiel hierfiir ist die
Cyclopropyl-Gruppe des antiviral aktive Nucleosids 1592U89 (Abacavir, Ziagen®)
(Abbildung 4, Seite 6).”"! Weiterhin haben Phosphor(V)-Reagenzien den Vorteil, dal,
aufgrund ihrer geringeren Reaktivitit, bessere N/O-Selektivitdten im Fall von Nucleobasen
mit exocyclischen Aminogruppen (z. Bsp.: Adenin oder Guanin) zu erwarten sind. Der
Mangel an Reaktivitdt der Phosphor(V)-Reagenzien konnte sich allerdings auch nachteilig auf

die Ausbeute auswirken.
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4.4.2 Darstellung der Salicylalkohole 29b-h

Die substituierten Salicylalkohole sind, neben den Nucleosiden, die Grundbausteine der
cycloSal-Nucleotid-Verbindungen. Aus Griinden der Stabilitdt und in fritheren Arbeiten er-
haltenen biologischen Daten wurden ausschlieBlich Donorsubstituenten in 3- und 5-Position
im aromatischen Ring synthetisiert. Hierfiir kamen die 5-Methoxy- 29b, 3-Methyl- 29¢ und
3,5-Di-methyl-Verbindung 29d in Frage. Um die Lipophilie der cycloSal-Phosphattriester
weiter zu erhohen wurden auBerdem Salicylalkohole mit 3-tert-Butyl- 29e und 3-sek-Butyl-
29f bzw. 5-tert-Butyl- 29g und 5-sek-Butyl-Substituenten 29h verwendet. Als neutrale Ver-
gleichssubstanz diente die unsubstituierte Verbindung 29a. Die Nummerierung der einzelnen
Positionen der Salicylalkohole 29 orientieren sich an der Salicylsdure und ihren Derivaten

(Abbildung 27, Seite 36).

R a:R'=H R*=H
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Abbildung 28:  Substituierte Salicylalkohole 29a-h

Wihrend Verbindung 29a kéuflich erworben werden konnte, mufiten die anderen Derivate
zunéchst synthetisiert werden. 5-Methoxy- 29b und der 3-Methylsalicylalkohol 29¢ konnten
aus den entsprechenden Salicylsduren 69b und 69¢ durch Reduktion unter Standardbe-

2041 mit 2.0 Aquivalenten Lithiumaluminiumhydrid in wasserfreiem Tetrahydro-

dingungen
furan als Losungsmittel erhalten werden (Abbildung 29, Seite 38). Zur Vervollstindigung der
Reaktion wurde 1 h unter Riickflul} erhitzt. Nach vorsichtiger Hydrolyse mit Eiswasser und
Ansduern mit 10 %iger Schwefelsdure auf pH 1 wurden die Salicylalkohole durch Extraktion

mit Essigsdureethylester als Rohprodukt isoliert.
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Abbildung 29:  Synthese des 5-Methoxy- und 3-Methylsalicylalkohols 29b und 29¢
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Der 5-Methoxy- 29b und 3-Methyl-salicylsalkohol 29¢ konnten, als farblose kristalline Stoffe
nach chromatographischer Aufreinigung mit einem Petrolether/Dichlormethan Gradienten
(20-100 %) oder durch mehrmaliges Umkristallisieren aus Dichlormethan/Petrolether erhalten

werden. Es wurden Ausbeuten von 87 % bzw. 88 % erzielt.

Im Fall der 3,5-Dimethyl-substituierten Verbindungen 29d war die entsprechende
Salicylsdure kéuflich nicht zu erwerben. Analog zu der von M. Lorey durchgefiihrten Syn-
these konnte der 3,5-Dimethylsalicylalkohol synthetisiert werden."”'*! Als Ausgangssub-
stanz diente das 2,4-Dimethylphenol 67d, welches zunéchst in ortho-Position zur Hydroxyl-

[2052061 it ortho-Dichlormethylmethylether in Gegenwart von Titantetra-

Gruppe nach Rieche
chlorid formyliert werden mufite (61 %). Eine anschliefende Reduktion des erhaltenen Alde-
hyds 68d mit Natriumborhydrid unter Standardbedingungen®' lieferte den 3,5-Dimethyl-

salicylalkohol 29d in 70 %iger Ausbeute (Abbildung 30).
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Abbildung 30:  Synthese von 3,5-Dimethylsalicylalkohol 29d

Die Salicylalkohole 29e-h wurden ausgehend von den entsprechenden Phenolen 67e-h nach
der Methode von Casiraghi®®’! dargestellt. Diese Methode weist gegeniiber der Rieche-For-
mylierung eine grofere ortho-Selektivitit auf, so da3 auch bei Phenolen mit freier para-Posi-
tion ausschlieBlich das ortho-formylierte Produkt entsteht. Bei der Verwendung der Methode
nach Rieche wiirde es im Fall der Phenole 67e und 67f auch zu einem Teil zu einer Formylier-

ung der para-Position kommen.

Die ortho-Position des Phenols wurde hierzu mit Paraformaldehyd, Zinntetrachlorid und Tri-
octylamin formyliert (siche Abbildung 31, Seite 40). Die Phenole 67 wurden in trockenem
Toluol gelost und mit 0.1 Aquivalenten Zinntetrachlorid versetzt. Zu der klaren griinen Lo-
sung wurde 0.4 Aquivalente Trioctylamin hinzugegeben und bei Raumtemperatur geriihrt.
Die nun klare gelbe Lésung wurde mit 2.2 Aquivalenten Paraformaldehyd versetzt und 8 h
unter Riickfluf} erhitzt. Die zunéchst triibe, gelbe Suspension wurde nach einiger Zeit eine
klare gelbe Losung. Nach Hydrolyse mit Eiswasser und Ansduern mit 2N Salzsdure wurde
mit Diethylether extrahiert. Man isoliert ein griinlich-gelbes Ol, das neben dem gewiinschten

Aldehyd noch Edukt und Zinnsalze enthdlt. Die Aldehyde 68 wurden zur vollstindigen
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Abtrennung der Zinnsalze mit Wasserdampf destilliert. Das Destillat wurde abermals mit Di-
ethylether extrahiert. In den erhaltenen Rohprodukten konnte diinnschichtchromatographisch
noch Reste von Edukt (Phenol) detektiert werden. Ein kleiner Teil der gelben Ole wurde zur
Charakterisierung chromatographisch mit einem Petrolether/Dichlormethan-Gradienten von

0-20 % am Chromatotron aufgereinigt. Man erhielt hierbei farblose Ole.

1

R R
SnCly, (CHO)p,
OH Trioctylamin NaBH OH
OH 4
Toluol Ethanol
—_— —_—
r2 . OH

R2
0
67e-h 68e-h 29e (44 %)
29f (44 %)
:R' = tertButyl, R>= H 299 (30 %)
e R =tertBuy, R = 29h (11%)
f. R = sek-Butyl, R =H
pl - 2 _
g:R' =H, R = tert-Butyl (Ausbeute ausgehend von
h:R' = H, R? = sek-Butyl den Phenolen 98e-h)

Abbildung 31:  Synthese der Salicylalkohole 29e-h

Einzig der 5-sek-Butylsalicylaldehyd 68h wurde komplett sdulenchromatographisch aufge-
reinigt, um das Phenol 67h aus dem Rohgemisch abzutrennnen. Hierbei hat sich die Kiesel-
gelsdule wihrend der Chromatographie griinlich verfiarbt. Zwar gelang es den 5-sek-Butyl-
phenol 67h abzutrennen, jedoch erhielt man den Salicylaldehyd in sehr geringer Ausbeute
(13 %) Die Rohprodukte 68e-g wurden deshalb ohne weitere Aufarbeitung mit 4.0 Aqui-
valenten Natriumborhydrid in Ethanol bei Raumtemperatur weiter umgesetzt. Nach saurer
Hydrolyse mit 2N HCI und Extraktion mit Diethylether wurde chromatographisch aufge-
reinigt (Petrolether/Dichlormethan-Gradient (50-100 %) Im Fall des 3-ters-Butylsalicylalko-
hols 29e konnte ein farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 44 % ausgehend vom 2-fert-
Butylphenol 67e erhalten werden. Die Salicylalkohole 29f-h wurden als gelbliche Ole er-
halten. Hier betrugen die Ausbeuten ausgehend von den entsprechend substituierten Phenolen

44 % fuir 291, 30 % fiir 29g und 11 % fiir 29h.

4.4.3 Darstellung der cyclischen Saligenylchlorphosphane 70a-h

In der Synthesevariante A (Abbildung 27, Seite 36) sind die cyclischen Saligenylchlor-
phosphane (4H-1.3.2-Benzodioxaphosphinin-2-chlorid) 70a-h die Ausgangsverbindungen fiir
die cycloSal-Nucleotid-Derivate 25. Ausgehend von den zuvor dargestellten Salicylalkoholen
29b-h lieBen sich die cyclischen Saligenylchlorphosphane in guten Ausbeuten in einer Reak-
tion mit Phosphortrichlorid in Gegenwart von Pyridin in Diethylether unter Feuchtigkeitsaus-

schluB (Argon-Atmosphére) synthetisieren (Abbildung 32, Seite 41).12%%!
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. ; a: R'=H,R?=H (57 %)
R R b: R'=H, R?= OCH; (61 %)

OH PCls, wasserfr. Pyridin o cl ¢ R'=3Me, R?=H (29 %)
CoHs)20 ~p7 1 2
(C2Hs)2 . '2 d R'=CHg, R*=CH; (67 %)
, OH , b e: R" = tert-Butyl, R>= H (86 %)
R R

£ R' = sek-Butyl, R? = H (94 %)
gR' = H, R? = fert-Butyl (83 %)
29a-h 70a-h h:R' = H, R? = sek-Butyl (80 %)

Abbildung 32:  Synthese der cyclischen Saligenylchlorphosphane 70a-h

Entsprechend der Reaktionsfithrung in der Literatur wurde der jeweilige Salicylalkohol 29a-h
unter Argon in wasserfreiem Diethylether gelost und auf - 10 °C gekiihlt. Nach Zugabe von
1.1 Aquivalenten Phosphortrichlorid wurde iiber einen Zeitraum von 2 h eine Lésung von 1.1
Aquivalenten wasserfreiem Pyridin in Diethylether langsam hinzugetropft. Dabei fiel als farb-
loser Niederschlag Pyridinhydrochlorid aus. Nach Beendigung der Zugabe wurde die Reak-
tion zundchst 1 h bei Raumtemperatur geriihrt und dann tiber Nacht zur vollstdndigen Aus-
fallung des Pyridinhydrochlorids bei - 20 °C gelagert. Der Niederschlag wurde unter Argon
abfiltriert und nach destillativer Entfernung des Losungsmittels im Olpumpenvakuum erhielt
man die cyclischen Saligenylchlorphosphane 70a-h als gelbliche Ole. Die cyclischen Sali-
genylchlorphosphane 70a-¢ wurden mittels Kugelrohrdestillation im Olpumpenvakuum auf-
gereinigt, wihrend die Saligenylchlorphosphane 70d-h aufgrund nur wenigen Verunreini-
gungen ohne destillative Aufreinigung eingesetzt wurden. Man erhielt farblose Ole, die wih-
rend der Lagerung bei - 20 °C erstarrten. Die so erhaltenen cyclischen Saligenylchlorphos-
phane 70a-h wurden in der Synthesevariante A mit den verschiedenen Nucleosiden zu den

entsprechenden cycloSal-Phosphattriestern 25 umgesetzt.

4.4.4 Darstellung des cyclischen Saligenylphosphoramidits 71c

In der Synthesevariante B (Abbildung 27, Seite 36) ist das cyclische Saligenylphosphoramidit
(4H-1.3.2-(3-Methyl)benzodioxa-2-N,N'-diosopropylaminophosphorinan) 71¢ die Ausgangs-
verbindung fiir die Synthese der cycloSal-Nucleotide 25. Ausgehend vom cyclischen Salige-
nylchlorphosphan 70¢ wurde durch Umsetzung mit 2.0 Aquivalenten Diisopropylamin
(DIPA) in wasserfreiem Diethylether bei - 25 °C das gewiinschte Phosphoramidit 71¢ herge-
stellt (Abbildung 33, Seite 42).2°1 Nach Abfiltrieren des entstandenen Niederschlages beste-
hend aus Diisopropylammoniumchlorid und anschlieBendem Abkondensieren des Ldsungs-
mittels im Olpumpenvakuum, konnte Verbindung 71c gelbes Ole erhalten werden.”*! An-
schlieBend wurde versucht das cyclische Saligenylphosphoramidit 71¢ mittels Kugelrohr-
destillation aufzureinigen. Die *'P-NMR-Analyse zeigte allerdings, daB das erhaltene isolierte

Ol nach der Destillation mehr Phosphorsignale enthielt, als das Rohprodukt. Die groe An-
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zahl der Phosphorsignale lieB darauf schlieBen, daB sich das cyclische Saligenyl-
phosphoramidit 71¢ in viele verschiedene phosphorhaltige Verbindungen zersetzt hatte. Aus
diesem Grund wurde fiir die weitere Synthese auf eine Aufreinigung des cyclischen Sali-

genylphosphoramidits 71¢ verzichtet.

CHs CHs Y
oS p/CI DIPA, Diethylether O~ p/N
< > S
(6] (6]
95 %
64c 65¢c

Abbildung 33:  Synthese des cyclischen Saligenylphosphoramidits 71¢

4.4.5 Darstellung der cyclischen Saligenylphophorchloridate 72a-c¢

In der Synthesevariante C (Abbildung 27, Seite 36) sind die cyclischen Saligenylphospho-
chloridate (4H-1.3.2-Benzodioxaphosphinin-2-chlorid-2-oxid) 72 die Ausgangsverbindungen
fir die Synthese der cycloSal-Nucleotide (cycloSal-NMP) 25. Diese lieen sich laut

[208]

Literatur™" ausgehend von den zuvor dargestellten cyclischen Saligenylchlorphosphanen 70

durch Umsetzung mit Sauerstoff darstellen.

R R' R
o) Cl o) /? o) /?
\lz/ Oy, Toluol \Iz—CI D,O > Iz—OH
—_— —_—
R? © 99 % R2 o 3
70a-c 72a-c cyclische Saligenyl-
phosphorséure

a: R'=H, R’=H
b: R'=H, R?= OCHj
¢ R'=3Me R?=H

Abbildung 34:  Synthese der cyclischen Saligenylphosphochloridaten 72a-¢ und Hydrolyse
von 72¢ mit Deuteriumoxid

Hierzu wurde ein kontinuierlicher Sauerstoff-Strom, der zuvor iiber Phosphorpentoxid ge-
trocknet wurde, in eine Losung von 70 in wasserfreiem Toluol iiber einen Zeitraum von 48 h
eingeleitet. Der Fortgang der Reaktion wurde mit Hilfe von *'P-NMR ermittelt. Hierbei
konnte ein Peakshift von 139.0 ppm (70b) bzw. 141.0 ppm (70¢) auf -5.76 ppm (72b) bzw. -
4.93 ppm (72¢) fiir das cyclische Saligenylphosphorchloridat 72 beobachtet werden. Die
Reaktion konnte beendet werden, wenn eine Detektion des Signals von 70b,c bei 140 ppm
bzw. 139 ppm nicht mehr moglich war. Um auszuschlieBen, dal wihrend der Reaktionszeit

eine Hydrolyse des cyclischen Chlorphosphans 70c¢ eingetreten war, wurde zum Vergleich
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70¢ mit D,O hydrolysiert und ein *'P-NMR-Spektrum aufgenommen. Hierbei erhielt man
einen Phosphorsignal bei -9.56 ppm, welches der cyclischen Saligenylphosphorsidure zuge-
ordnet werden konnte (Abbildung 34, Seite 42). Dieses was darauf hindeutet, da} eine
Hydrolyse des cyclischen Saligenylchlorphosphans 70¢ bedingt durch feuchten Sauerstoff
oder Losungsmittel nicht stattgefunden hat. Nach Abkondensieren des Losungsmittels im
Olpumpenvakuum konnten farblose, zihe Ole der Verbindungen 72 erhalten werden, die fiir
die anschlieende Synthese der cycloSal-NMPs 25 nicht weiter aufgereinigt wurden. Das
cyclische Saligenylphosphorchloridat 72a wurde zur weiteren Umsetzung mit den
verschiedenen Nucleosiden von Dr. F. Haller-Meier synthetisiert und freundlicherweise zu

Verfiigung gestellt.

Die Umsetzung der Nucleoside mit den so erhaltenen cyclischen Saligenylphosphor-
chloridaten 72a-c¢ zu den cycloSal-NMPs 25 sollte in Hinblick auf die Reaktionsbedingungen
im Vergleich zur Synthesevariante A (Abbildung 27, Seite 36) untersucht werden. Vor allem
aber ist die NV,0-Selektivitit bei Nucleosiden mit zusétzlichen reaktiven Zentren, wie z.B. die
exocyclischen Aminogruppen der Basen Adenin und Guanin von besonderem Interesse.
AuBerdem entfdllt bei Umsetzung der Nucleoside mit den cyclischen Saligenylphosphor-
chloridaten 72 die Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid, was einen enormen Vorteil bei der

Synthese von cycloSal-Verbindungen mit oxidationsempfindlichen Gruppen verspricht.

4.4.6 Darstellung der cycloSal-d4AMP-Verbindungen 34a-c, cycloSal-dd AMP-Verbin-
dungen 35a-h, 3-Me-cycloSal-d4IMP 36c¢, 3-Me-cycloSal-ddIMP 37¢, 3-Me-cyclo-
Sal-ddCMP 44c¢ und 3-Me-cycloSal-3TCMP 45c¢

4.4.6.1 Darstellung der cycloSal-d4AMP-Verbindungen 34a-c, cycloSal-ddAMP-
Verbindungen 35a-h, 3-Me-cycloSal-d4IMP 36¢, 3-Me-cycloSal-ddIMP 37¢ mittels
Phosphor(I1I)-Chemie (Synthesevariante A)

Mit Hilfe der cyclischen Saligenylchlorphosphane 70 konnten bisher unter Verwendung der
Synthesevariante A"l (Abbildung 27, Seite 36) die cycloSal-d4AMP- und cycloSal-
ddAMP-Verbindungen 34a-c und 35a-h als auch deren entsprechende Hypoxanthin-Derivate
36¢ und 37¢ erfolgreich dargestellt werden. Die Nucleoside 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7,
2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A) 14, 2'.3'-Didesoxyinosin (ddI) 5 bzw. 2'.3'-Di-
desoxy-2',3'-didehydroinosin (d4I) 31 wurden dazu in einer Losung von Dimethylformamid
und Tetrahydrofuran (2:1) geldst und mit 2.0 Aquivalenten Diisopropylethylamin (DIPEA)

versetzt. Die Losung wurde im Kiltebad auf - 40 °C gekiihlt. Danach wurden 1.5 Aquivalente
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des jeweiligen cyclischen Saligenylchlorphosphans 70a-h in 1.0 ml Acetonitril gelost und
iber einen Zeitraum von 2 Stunden hinzugetropft. Nach der Zugabe wurde 30 min bei - 40 °C
geriihrt und mittels DC-Kontrolle auf vollstindige Umsetzung des Nucleosids iiberpriift. An-
schlieBend wurde bei - 40 °C mit 4.0 Aquivalenten fert-Butylhydroperoxid oxidiert. Das Re-
aktionsgemisch liel man auf Raumtemperatur auftauen und das Losungsmittel wurde an-
schlieBend im Olpumpenvakuum entfernt. Man erhielt ein gelbes Ol. Nach chromatograph-
ischer Aufreinigung erhielt man die Phosphattriester 34a-d, 35a-h, 36¢ und 37¢ als farblose
Ole bzw. nach Lyophilisieren als weiBe Watten in Ausbeuten von 35 - 67 % (Abbildung 35).

O
O Cl 1.DIPEA, DMF/THF (2:1) o/
7 =3
HO + Rl T oder CH;CN - R : | Nucleosid
I G O = o}

2. tert-BuOOH

Nucleosid = ddA 7 70a-h Nucleosid = d4A: 34a-d (50-56 %)
d4A 14 Nucleosid = ddA: 35a-h (39-67 %)
gﬁl §1 aR;=H Ry,=H Nucleosid = d4l: 36¢ (35 %)

b: Ry =H, R, =0CHj;3 Nucleosid = ddl: 37¢ (35 %)
(o R1 =CH3, R2= H

d: R1 = CH3, R2 = CH3

e.R1=tBu, Ry=H

f Ry=sBu, Ry=H

g:R1=H, Ry =tBu

h: Ry =H, Ry =s-Bu

Abbildung 35:  Synthese der cycloSal-NMP-Derivate 34a-d, 35a-h, 36¢ und 37c¢ mittels
Variante A

Die Verbindungen wurden durch 'H-NMR-, *C-NMR-, *'P-NMR- und UV-Spektroskopie
sowie massenspektrometrisch nachgewiesen und charakterisiert. Man erhielt Diastereo-
merengemische, die sich in der Konfiguration am Phosphor unterschieden. Das Diastereo-
merenverhéltnis fiir die cycloSal-Pro-Nucleotide 34a-d, 35a-e,g, 36¢ und 37¢ konnte anhand
der getrennten *'P-NMR-Signale oder anhand der beiden H8-Signale im 1H-NMR-Spektrum
bestimmt werden. Die bestimmenten Diastereomerenverhiltnisse der Verbindungen 34a-d,
35a-e,g, 36¢ und 37¢ wurden nach chromatographischer Aufreinigung aus den Reinsub-
stanzen bestimmt. Hierbei muf3 darauf hingewiesen werden, dafl aufgrund der unterschied-
lichen Laufeigenschaften der beiden Diastereomere, wihrend der Chromatographie prinzipiell
die Moglichkeit bestand, ein Diastereomer in geringen Mengen abzutrennen. Die in Tabelle 1
auf Seite 45 angegebenen Diastereomerenverhéltnisse konnen deshalb im Vergleich zu denen
der Rohgemische leicht variieren. Im Fall der 5-Methoxy substituierten Verbindung 34b
konnten die beiden Diastereomere mit Hilfe von semipréparativer "reversed phase HPLC"
(RP-HPLC) voneinander getrennt werden. Die angegebenen Diastereomeren Auf die
unterschiedlichen Eigenschaften dieser getrennten Diastereomere wird im Kapitel 4.6, Seite

51 genauer eingegangen.
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Verbindung Substituent ~ chemische Verschiebung Diastereomeren-
[ppm] verhiltnis

34a H -9.65/-9.84 1:0.70
34b 5-OMe - 9.44 (fast)/- 9.65 (slow) 1:0.81
34c 3-Me - 8.99/-9.24 1:0.58
34d 3,5-DiMe -9.95/9.18 1:0.57
35a H -9.77/-9.83 1:0.90
35b 5-OMe -9.57/-9.63 1:0.95
35¢ 3-Me -9.11/-9.21 1:0.80
35d 3.5-DiMe -9.08/-9.18 1:0.70
35e 3-tert-Bu - 8.72/-9.09 1:0.40
35f 3-sek-Bu - 8.60/- 8.62/- 8.87 n. b.

35¢g 5-tert-Bu -9.52/-9.57 1:0.76
35h 5-sek-Bu - 9.54/- 9.58/- 9.60 n. b.

36¢ 3-Me -9.01/-9.23 1:0.81
37¢ 3-Me -9.13/-9.20 1:0.89

Tabelle 1: Chemische Verschiebung im *'P-NMR-Spektrum und Diastereomerenver-

hiltnis der cycloSal-NMP-Derivate 34a-d, 35a-h, 36¢ und 37¢

Wie sich ebenfalls aus Tabelle 1 entnehmen 146t, korrellieren die elektronischen
Eigenschaften der Substituenten mit der chemischen Verschiebung im 31P-NMR-Spektrum. Je
stirker die Donoreigenschaft des Substituenten, desto tieffeldiger befinden sich die chemische

Verschiebung der Phosphor-Signale im Spektrum.

4.4.6.2 Darstellung von 3-Me-cycloSal-ddAMP 3Se¢, 3-Me-cycloSal-ddCMP 44c¢ und 3-Me-
cycloSal-3TCMP 45¢ mittels Synthesevariante B

Eine andere Variante der Synthese der cycloSal-NMP-Verbindungen stellt die Verwendung
von cyclischen Saligenylphosphoramiditen 71 dar (Abbildung 27, Seite 36).21 Wie
allgemein in der Phosphoamidit-Chemie und vor allem in der Oligonucleotidsynthese tiblich,
mulf} in dem Reaktionsgemisch neben dem Phosphoramidit ein als schwache Sdure wirkender
Aktivator wie z.B. 1H-Tetrazol'”! zugegen sein. Neben diesem klassischen Aktivator kénnen
auch andere schwache Séduren wie z.B. Pyridiniumtetrafluoroborat, Pyridiniumchlorid,
Imidazoliumtriflat oder Benzimidazoliumtriflat zur Kupplung eines Phosphoramidits mit
einem Alkohol eingesetzt werden.*””! Die Reaktion sollte in Hinblick auf den EinfluB der

oben genannten Aktivatoren, auf die Temperatur wihrend der Zugabe des cyclischen Sali-
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genylphosphoramidits, auf den Losungsmitteleinflul und auf den EinfluB3 des verwendeten

Nucleosids hin untersucht werden.*%!

Eine Variation der Reaktionszeit und die dadurch erhaltene Ausbeute ist ein weiterer
wichtiger Parameter der in der Synthesevariante B untersucht werden sollte. Neben 2',3'-Di-
desoxyadenosin (ddA) 7 wurden weitere Nucleoside mit reaktionsfihigen Zentren im
Heterocylus verwendet (2',3'-Didesoxycytidin (ddC) 3 und B-L-(-)-3'-Thiacytidin (3TC) 4).
AuBerdem wurde diese Synthesevariante anhand des Pyrimidin-Nucleosides 2',3'-Didesoxy-

2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2 optimiert ( Kapitel 4.14.2, Seite 105).12%-2!!1

2'.3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 und die Aktivatoren wurden zunichst getrennt voneinander
mit wasserfreim Toluol coevaporiert, um restliches Wasser zu entfernen. Im Anschlufl daran
wurde ddA 7 in einem DMF/THF Gemisch (2:1) geldst. Zu dieser Losung wurden 4.0 Aqui-
valente des Aktivators hinzugegeben und im AnschluB daran 2.6 Aquivalente cyclisches

Saligenylphosphoramidit 71¢ als Losung in Acetonitril bei 0 °C bzw bei Raumtemperatur

hinzugetropft.
CHs
CHs Y o
1 Aktivator, DMF/THF (2:1) o/
I 2. tert-BuOOH o]
0
Nucleosid = ddA 7 71c Nucleosid = ddA: 35¢ (12 %)
ddC 3 Nucleosid = ddC: 44¢ (91 %)
3TC4 Nucleosid = 3TC: 45¢ (80 %)

Abbildung 36:  Synthese der cycloSal-NMP-Derivate 35¢, 44¢ und 45¢ mittels Synthese-
variante B

Nach der Zugabe wurde die Reaktion mittels DC-Kontrolle auf vollstindige Umsetzung des
Nucleosids iiberpriift. AnschlieBend wurde bei 0 °C mit 1.1 Aquivalenten (in bezug auf das
Phosphoramidit) ferz-Butylhydroperoxid oxidiert. Das Reaktionsgemisch lieB man zunéchst
auf Raumtemperatur auftauen, danach wurde noch 30 min bei Raumtemperatur geriihrt und
das Losungsmittel anschlieBend im Olpumpenvakuum entfernt. Man erhielt ein gelbes Ol.
Nach chromatographischer Aufreinigung erhielt man den 3-Me-cycloSal-ddA-Phosphat-
triester 35¢ als farbloses Ol bzw. nach Lyophilisieren als weifle Watte in einer Ausbeute von
12 % (Abbildung 36). Die Reaktion von ddA 7 mit dem cyclischen Saligenylphosphoramidit
71c gelang nur in sehr schlechten Ausbeuten. In weiteren Versuchen unter verdnderten
Reaktionsbedingungen konnte kein gewliinschtes Produkt isoliert werden. Ursache hierfiir ist
ganz offenbar das verwendete Losungsmittelgemisch Dimethylformamid und Tetra-

hydrofuran, da auch parallele Syntheseversuche mit dem Nucleosid 2',3'-Didesoxy-2',3'-dide-
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hydrothymidins (d4T) 2 bei Verwendung dieses Losungsmittelgemisches kein Produkt isoliert

werden konnte.

Nucleosid ~ Aktivator ~ Aquiv. Reaktions- Reaktionszeit Ausbeute Diastereo-

temperatur  (vor Ox.) [%] merenverhiltnis
ddA Pyridin- 4 Rt 0.5h 12 nd
hydrochlorid
3TC Pyridin- 4 Rt 0.42 80 n.d
hydrochlorid
ddC 1H-Tetrazol 4 Rt 0.67 h 58 1:1.02
Pyridin- 4 Rt 0.5h 90 1:1.14
hydrochlorid
Pyridinium- 4 Rt 0.83 h 64 1:1.14
tetrafluorborat
Rt 0.75h 52 1:1.09
Rt 0.67 h 91 1:1.03
Imidagolium- 4 Rt 2h 44 1:1.36
Triflat
Rt 0.83 h 30 1:0.98
4 Rt 0.5h 82 1:1.18
Rt 0.67 h 55 1:1.05
Tabelle 2: Ausbeuten und Diastereomerenverhéltnisse von 3-Me-cycloSal-ddA-,

cycloSal-ddC- und cycloSal-3TC-Phosphattriester 35¢, 44¢ und 45c unter
verschiedenen Bedingungen

Verwendete man jedoch das Losungsmittel Acetonitril, so erhielt man gute bis sehr gute
Ausbeuten des gewlinschten 3-Me-cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42¢ (Kapitel 4.13.3, Seite
102). Da sich ddA 7 nicht in Acetonitril 16st, mull nach weiteren geeigneten Losungsmitteln
gesucht werden, damit diese Synthesevariante auf Adenin-haltige Nucleoside angewendet
werden kann. Die Darstellung des cycloSal-ddCMP- 44¢ und des cycloSal-3TCMP-Derivates
45¢ gelang iiber die Phosphoramidit Route mit Acetonitril als Losungsmittel in allgemein
guten bis sehr guten Ausbeuten, wihrend die Synthese des cycloSal-ddAMP Phosphattriester
35¢ in einem DMF/THF Losungsmittelgemisch (2:1) in einer schlechten Ausbeute von nur
12 % gelang (Tabelle 2, Seite 47). Die getesteten Aktivatoren Pyridinium-tetrafluoroborat,
Pyridinium-hydrochlorid und Imidazoliumtriflat fiihrten alle in guten Ausbeuten zu den ge-
wiinschten Phosphattriestern, wobei sich der Einsatz von 4.0 Aquivalenten Aktivator hierbei
als am effektivsten herausgestellt hat. Einen Einflu} der Aktivatoren auf die Stereochemie am
Phosphoratom konnte nicht beobachtet werden. Das Verhiltnis der beiden Diastereomeren

R,/Sp lag in allen Fillen bei nahezu 1:1.
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Die hier gezeigte Phosphoramidit-Methode ist im Vergleich zur Synthesevariante A
(Abbildung 27, Seite 36) besonders vorteilhaft fiir die Synthese von cycloSal-3TCMP-
Verbindungen 45, da erstmals Bildung von N’ ,05'-diphosph0ryliertem Produkt vo6llig unter-
driickt werden konnte. Die hierbei erzielte Ausbeute (80 %) liegt deutlich tiber der Ausbeute,
die unter Verwendung des cyclischen Saligenylchlorphosphans (Synthesevariante A) erreicht
wurde (24 %).[211] Ein weiterer Vorteil dieser Synthesemethode ist, da3 der Aktivator
Pyridinhydrochlorid als Alternative zu 1H-Tetrazol verwendet werden kann. Da der Einsatz
von immerhin 4.0 Synthesedquivalenten des Aktivators sich als unbedingt notig herausgestellt

hat, konnen damit die Synthesekosten erheblich verringert werden.

4.4.6.3 Darstellung der 3-Me-cycloSal-ddAMP-Verbindung 35¢ mittels Synthesevariante C

Die 3-Me-cycloSal-ddAMP-Verbindung 35¢ konnte mittels Variante C ausgehend von ddA 7
[123] .

synthetisiert werden. Dazu wurde ddA 7 nach der Vorschrift von McGuigan et al." ~” in einem
DMF/THF-Gemisch (2:1) gelost und mit N-Methylimidazol als Base versetzt.
NH,
NH,
1
N R
</ f\JN Oy //o N-Methylimidazol O\(I? O N)
o N N T— DMF/THF 1) P
+ (o) O
:O: 20 %
7 72c 35¢

Abbildung 37:  Synthese von 3-Me-cycloSal-ddAMP 35¢ mittels Phosphor(V)-Chemie

Bei Raumtemperatur wurden 3.0 Aquivalente cyclisches Saligenylphosphorchloridat 72 un-
verdiinnt hinzugegeben und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel
wurde im Olpumpenvakuum entfernt und das erhaltene gelbe Ol chromatographisch aufge-
reinigt. Die erhaltene Ausbeute lag bei 20 %. Im Vergleich zu der Synthesemethode A ist die
Synthesemethode C zur Darstellung von cycloSal-ddA-Phosphattriester 35 bis dato keine
Alternative, da sich die chromatographische Aufreinigung als schwierig erwies. Der einge-
setzte groBe UberschuB an N-Methylimidazol war nur sehr schwer abzutrennen und die er-
zielte Ausbeute kann mit der Synthesemethode A nicht konkurieren. Beriicksichtigt werden
mulf} allerdings, daB3 die durchgefiihrten Untersuchungen zur Synthese von Adenin-haltigen
cycloSal-Phosphattriester {iber die Phosphor(V)-Route nicht optimiert wurde und somit die

mogliche Ausbeute noch gesteigert werden konnte.
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4.5 Synthese von 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-Monophosphat

4.5.1 Synthesestrategie zur allgemeinen Darstellung von 5'-Monophosphaten 30

Zwecks Coinjektion fiir spatere HPLC-Hydrolysestudien sollten auch die 5°-Monophosphate
der Nucleosid-Analoga 7, 16, 18, 32 und 33 dargestellt werden. In der Literatur werden 5°-
Monophosphate 30 durch direkte Einfilhrung des Phosphates an die 5°-Position der
entsprechenden Nucleoside dargestellt (sieche Abbildung 38). Fiir die Einfiihrung des
Phosphates an der 5°-Position stehen dabei unterschiedliche Reagenzien zur Verfligung. Im

folgenden sollen einige dieser Methoden kurz vorgestellt werden.

0. //O
o .
5 T\

o) )\
O> P—Nj/ +[H7

25

NC
[OH']l E
On—P
0§ o~ wmons |

1. Oxidation Nucleosid
2. Base
C
o O
POCls, Pyridin, HyO S S
R + Base
Nucleosid
B
1. Hy0
2. Oxidation
D

Abbildung 38: Syntheseméglichkeiten von 5'-Monophosphaten 30

A

Nucleosid

Ende der 60er Jahre untersuchte Yoshikawa die Reaktion von 2°,3°-O-Isopropyliden-ge-
schiitzten und 2°,3°-ungeschiitzten Ribonucleosiden mit Phosphorylchlorid in Trimethyl- bzw.
Triethylphosphat als Losungsmittel. 122132141 (Weg A) Hierbei konnten gute Ausbeuten der
5‘-Monophosphate erzielt werden. Einige Jahre spéter konnten T. Sowa und S. Ouchi diese
Methode verfeinern, indem sie das Losungsmittel Trialkylphosphat durch Acetonitril und
Pyridin ersetzen (Weg B).*"*! Setzt man hierbei Phosphorylchlorid, Wasser und Pyridin im
molaren Verhéltnis 2:1:2 ein, so entsteht Tetrachloropyrophosphat (P,O3Cls), welches regio-
selektiv die 5°-OH-Gruppe phosphoryliert. Allerdings fiihrte im Fall von 2°-Deoxyribonucleo-
siden diese Methode nicht zum Erfolg, da eine Spaltung der glycosidischen Bindung aufgrund
der sauren Reaktionsbedingungen beobachtet wurde. Beide Methoden sind im Fall von

Purinen und Pyrimidinen erfolgreich und tolerieren weiterhin sekunddre Hydroxygruppen.
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Eine weitere Moglichkeit die 5°-Position von Nucleosiden zu phosphorylieren ist die Reak-
tion mit Bis(2-Cyanoethoxy)-(N,N-diisopropylamino)phosphin (Weg C).212171 Diese Phos-
phoramidit-Methode wird unter Sdurekatalyse mit schwachen Séduren (z. B.: 1H-Tetrazol)
durchgefiihrt. Mit 1,2-Phenylen-phosphorchloridat kénnen basenkatalytisch und nach an-
schlieBender Hydrolyse und Oxidation verschiedene primére und tertidre Alkohole in in sehr

guten Ausbeuten in die 5‘-Monophosphate tiberfiihrt werden (Weg D).2'®!

Weiterhin besteht auch die Moglichkeit durch baseninduzierte Hydrolyse der cycloSal-
Phosphattriester 25 einen Zugang zu den Nucleotiden 30 zu erhalten (Weg E). Hierbei kann
der in Kapitel 2.3.3 auf Seite 20 postulierte Freisetzungsmechanismus fiir die Darstellung der
Nucleotide préparativ ausgenutzt werden. Diese Methode hat weiterhin den Vorteil, daf3 die
glycosidische Bindung von s#urelabilen Nucleosiden aufgrund der basischen Reaktionsbe-
dingungen keinerlei Schaden nimmt. AuBBerdem ist die Aufarbeitung des Reaktionsgemisches
(Lyophilisieren mit anschlieBender chromatographischer Aufarbeitung (RP-18)) denkbar

einfach.

Im Fall von 2°3°-Didesoxyadenosin 7 muB, aufgrund der extremen Saurelabilitit der
glycosidischen Bindung, unter basischen Reaktionsbedingungen gearbeitet werden. Deshalb
sind die Reaktionen A und B mit Phosphorylchlorid (Abbildung 38, Seite 49) zur Darstellung
von 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-Monophosphat (ldAMP) aufgrund der wissrigen Aufarbeitung

ungeeingnet.

4.5.2 Darstellung von 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-Monophosphate (ddAMP+2Na") 8
aus cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxyadenosinyl)phosphat (cycloSal-ddAMP)
35a

Um einen Beweis fiir die Freisetzung des Nucleotids aus den cycloSal-Pro-Nucleotiden zu
erhalten, wurde versucht unter basischen Bedingungen im priparativen Mafstab 2',3'-Dides-
oxyadenosin-5'-Monophosphat 8a aus cycloSal-ddAMP 35a darzustellen (siehe Abbildung
39). Dazu wurde die cycloSal-Verbindung 35a in wenig Acetonitril gelost und mit Wasser
verdiinnt. Dabei muf} darauf geachtet werden, dall die Substanz nicht wieder ausfillt. Die
wissrige Losung wurde nun mit Triethylamin versetzt wodurch der pH Wert der Losung auf
10 erhoht wurde und danach solange bei Raumtemperatur geriihrt, bis mittels Diinn-
schichtchromatographie kein Edukt mehr detektiert werden konnte. Nach dem Lyophilisieren
wurde sdulenchromatographisch (RP-18, S5pum) mit einem Wasser/Acetonitril-Gradienten auf-

gereinigt.
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Abbildung 39:  Darstellung von 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-Monophosphat (ddAMP+2Na")
8a aus aus cycloSal-ddAMP 35a

Das so erhaltene Triethylammonium-Salz 83 wurde anschlieSend mittels einer lonentauscher-

Sdule (Dowex, Na'-Form) in das Natrium-Salz 8. iiberfithrt. Man erhielt das 2',3'-Didesoxy-

adenosin-5'-Monophosphat (dldAMP+2Na") 8. als farblosen, wattigen Feststoff in einer Ge-

samtausbeute von 40 %.

4.6 Eigenschaften der cycloSal-d4AMP- und cycloSal-ddAMP-Verbin-

dungen

4.6.1 Der Zellmembrantransport und die Zusammenhiinge mit der Lipophilie

Es gibt vier verschiedene Mechanismen fiir den Zellmembrantransport: die passive Diffusion,
die erleichterte Diffusion, der aktive Transport und die Pinozytose, Phagozytose und Per-
sorption.”?'”! Bei der passiven Diffusion ist der Stofftransport direkt proportional zu dem Kon-
zentrationsgradienten, zu der Membranfldche sowie zu dem Verteilungskoeffizienten der be-
treffenden Substanz und umgekehrt proportional zu der Membrandicke. Dieser Prozel3 ist
durch analoge Verbindungen und durch Stoffwechselblockade nicht hemmbar. Sie ist weder
durch stereospezifische Merkmale des Stoffes noch von der Anwesenheit von Natriumionen
abhingig.”*" Die erleichterte Diffusion ist wie die Diffusion ein passiver Prozess. Die
treibende Kraft stellt der Konzentrationsgradient zwischen Intra- und Extrazelluldrraum dar.
Bei hydrophilen Substanzen, deren Membranpermeabilitét gering ist, ermoglicht die Wechsel-
wirkung mit speziellen Proteinen, sogenannten "Carriern" eine Transporterleichterung durch
die Membran ins Zellinnere. Das Purin-Nucleosid-Transport-Carrier-System ist ein solches
aktives Zellmembrantransport-System. Carrier-erleichterte Transportprozesse sind durch hohe

Strukturspezifitit, Sattigung des Transportsystems bei hohen Substratkonzentrationen, die zur
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Besetzung sdmtlicher Bindungsstellen auf einer Membranseite fithren sowie durch eine
Hemmbarkeit durch Inhibitoren charakterisiert. In einigen Fillen kann dieser Transport
stereospezifisch verlaufen.”'"**"! Der aktive Transport dagegen ist ein wichtiges Werkzeug
bei sehr geringer extrazelluldrer Konzentration. Er ist in der Lage, auch gegen einen Konzen-
trationsgradienten zu arbeiten. Die hierfiir benotigte Energie wird in der Regel von Adenosin-
triphosphat (ATP) zu Verfiigung gestellt. Auch in diesem Fall treten spezifische Inhibitoren
auf und der Transport kann stereospezifisch verlaufen.””"***"! Bei der Pinozytose werden
kleine Fliissigkeitstropfen, bei der Phagozytose Feststoffpartikel aus dem Extrazelluldrraum
aufgenommen. Diese Variante des Zellmembrantransportes verlduft iiber eine Einstiilpung der
entsprechenden Partikel durch die Oberflichenmembran und anschlieBender Freisetzung in
das Zellinnere. Bei der Persorption gelangen feste Teilchen interzellulédr, d.h. zwischen den

Epithelzellen hindurch, in den Organismus.?"!

Untersuchungen an Nucleosiden haben gezeigt, dal natiirliche Nucleoside iiber eine erleich-
terte Diffusion transportiert werden. Im Gegensatz dazu wird 3'-Azido-2'-desoxythymidin
(AZT) 1 iber passive Diffusion in die Zellen transportiert.[zzl] Im Fall von 2',3'-Didesoxy-
adensonin (ddA) 7 und 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin (2'-F-ara-ddA) 16 erfolgt der

Zellmembrantransport ebenfalls fast ausschlieBlich iiber einen passiven Membrantransport.[**!

4.6.1.1 Bestimmung des Nernst'schen Verteilungskoeffizienten

Die Bestimmung des Nernst'schen Verteilungskoeffizienten (partition coefficient, logP-Wert)
in einem Octanol/Wasser-Gemisch (v/v 1:1) hat sich als eine gidngige Moglichkeit zur Vor-
aussage liber die Lipophilie einer Verbindung etabliert. Dieses rein empirische Verfahren er-
laubt die Bestimmung der Lipophilie einer Verbindung anhand von Vergleichsdaten anderer
Verbindungen.” Im Fall von Nucleosiden und Nucleotid-Derivaten wird der Verteilungsko-
effizient von AZT 1 (logP 0.04)[""% als Vergleichwert herangezogen, da es die Zellmembran
ausschlieBlich durch passiven Transport durchwandert. Liegt der erhaltene Lipophiliewert
(logP-Wert) im Bereich von AZT 1 bzw. dariiber, kann man den RiickschluB3 zulassen, daf3
ein passiver Membrantransport wahrscheinlich ist. Die Verteilungskoeffizienten der verschie-

denen Nucleoside und Nucleosid-Analoga konnen der Literatur entnommen werden.?*%%*!

Fiir die Bestimmung des Verteilungskoeffizienten wurde eine Substanzprobe in 300 pl
1-Octanol gelost, mit 300 pl Wasser versetzt und 10 min intensiv durchmischt. Im Anschluf3
wurde das Zweiphasengemisch 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die Substanzmenge in den
getrennten Phasen wurde HPLC-analytisch quantifiziert. Das Verhéltnis der Absolutflichen
der Peakfldchen von 1-Octanol zu Wasser ergibt den Verteilungskoeffizienten (PC-Wert).
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Voraussetzung fiir diese Bestimmung ist, da3 die untersuchten Substanzen unter diesen Be-

dingungen stabil sind.

Wie aus den Daten aus Tabelle 3 ersichtlich ist, sind die Verteilungskoetfizienten aller
cycloSal-Verbindungen 34a-d, 35a-h, 36¢c und 37c¢ > 1 und weisen durchgehend positive
logP-Werte auf. Alle cycloSal-Verbindungen sind auflerdem lipophiler als die Ausgangs-
verbindungen ddA 7, d4A 14, ddI 5 und d4I 31.

Verbindung Substituent PC-Wert logP-Wert
34a H 2.29 0.36
34b 5-OMe (fast) 3.02 0.48
34b 5-OMe (slow) 2.57 0.41
34c 3-Me 4.27 0.63
34d 3,5-DiMe 8.91 0.95

d4A 14 --- 0.32 -0.49
35a H 3.89 0.59
35b 5-OMe 4.37 0.64
35¢ 3-Me 7.58 0.88
35d 3.,5-DiMe 22.4 1.35
3Se 3-tert-Butyl 64.4 1.81
35f 3-sek-Butyl 92.9 1.97
35¢g 5-tert-Butyl 67.3 1.83
35h 5-sek-Butyl 100 2.00

ddA 7 0.52 -0.28!1
36¢ 3-Me 1.20 0.078

d41 31 --- 0.13 -0.89
37¢ 3-Me 1.38 0.14

dd1 5 0.06 -1.25!1
AZT1 1.09 0.04!"°]
Tabelle 3: Verteilungskoeftizienten der cycloSal-Derivate 34a-d, 35a-h, 36¢ und 37c¢

und der entsprechenden Nucleoside 5, 7, 14 und 31

Vergleicht man die cycloSal-Verbindungen mit ihren entsprechenden Nucleosiden so sind
deren PC-Werte im Falle der Verbindungen 35a-h um einen Faktor 7.5-192 hoher als ddA 7
und im Falle der Derivate 34a-d um einen Faktor 7.2-27.8 hoher als d4A 14. Vergleicht man
die erhaltenen Werte mit dem Verteilungskoeffizienten von AZT 1, so kann man davon aus-

gehen, dal3 fiir alle cycloSal-Verbindungen in Tabelle 3 ein passiver Membrantransport mog-
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lich ist. Das lipophilste Derivat ist, sicht man von den fert- und sek-Butyl-Verbindungen 35e-
h ab, sowohl im Fall der cycloSal-ddAMP-Verbindungen 35a-d als auch bei den cycloSal-
d4A-Derivaten 34a-d erwartungsgemiB die 3,5-Dimethyl-substituierte Verbindung 35d bzw.
34d. Man erhielt fiir die Substituenten eine Reihung der Lipophilie von 3,5-DiMe > 3-Me >
5-OMe > H. Wie die PC-Werte der beiden getrennten Diastereomeren der Verbindung 34b
zeigen, hat die Konfiguration am Phosphoratom keine gravierenden Auswirkungen auf die
Lipophilie der Verbindungen. Wie schon bei den Nucleosiden ddA 7, ddI 5, d4A 14 und d41
31 zu beobachten war, sind die cycloSal-Verbindungen mit der Base Hypoxanthin (36¢, 36¢)
hydrophiler als die entsprechenden Verbindungen mit Adenin als Base (34c¢, 35¢). Einen
besonders drastischen Effekt iiben fert- bzw. sek-Butyl-Substituenten im aromatischen Ring
aus. Im Vergleich zu der 3-Methyl-Verbindung 3S5c¢ erhoht sich der PC-Wert durch eine 3-
tert-Butyl bzw. 3-sek-Butyl-Gruppe (35e,f) um einen Faktor 8.5 bzw. 12.2. AufBerdem
zeichnet sich im Fall der cycloSal-dd AMP-Phosphattriester 3Se-h der Trend ab, da3 ein sek-
Butyl-Substituent die Lipophilie stirker erhoht als ein tert-Butyl-Substituent. Ein sek-Butyl-
Substituent in der 3-Position ist hingegen weniger lipophil als ein 5-sek-Butyl Rest im
aromatischen Ring. Hohe Lipophiliewerte steigern formal zwar die Moglichkeit einer
Zellpenetration, jedoch ist bei extrem hohen PC-Werten wie im Fall der Verbindungen 35e-h
die Wasserloslichkeit stark herabgesetzt und somit auch die Verabreichung des Wirkstoffs in

Zellen eine nicht unwesentliche Problematik.

4.6.2 Hydrolysekinetiken der cycloSal-d4AMP-, cycloSal-ddAMP-, cycloSal-d4IMP-
und cycloSal-ddIMP-Verbindungen 34a-d, 35a-h, 36¢ und 37¢

Im Gegensatz zu den beschriebenen Pro-Nucleotid-Konzepten (Kapitel 2.3.1.1, Seite 17) be-
ruht das hier diskutierte cycloSal-Nucleotid-Konzept auf einem selektiven, chemischen
Hydrolysemechanismus, der das Nucleotid sowie die Maske selektiv durch eine kontrollierte
Tandem-Reaktion freisetzt. Das Prinzip der Freisetzung wurde bereits in Kapitel 2.3.3 auf
Seite 20 ausfiihrlich diskutiert. Die beiden moglichen Hydrolysewege der cycloSal-Phosphat-
triester 25 sind in Abbildung 40 auf Seite 55 nochmals zusammengefaf3t. Die Hydrolyse-
kinetiken wurden bei einer Temperatur von 37 °C in wissrigen Pufferlésungen bei pH 7.3 und
bei pH 1.5 bzw. pH 3.0 durchgefiihrt, um physiologische Bedingungen bzw. das saure Milieu
des menschlischen Magens zu simulieren. Die untersuchten cycloSal-Verbindungen und deren
Hydrolyseprodukte wurden mit Hilfe von Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

analysiert.
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Abbildung 40:  Mogliche Hydrolysewege der cycloSal-Phosphattriester 25
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4.6.2.1 Hydrolysekinetiken in wiilrigen Puffersystemen

Um die selektive Freisetzung von 2',3'-Didesoxyadenosin-5'-monophosphat (ldAMP) 8 bzw.
2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin-5'-monophosphat (d4 AMP) aus den cycloSal-ddAMP-
Verbindungen 35a-d und den cycloSal-d4AMP-Verbindungen 34a-d nachzuweisen und somit
deren Eignung als Pro-Nucleotide zu beweisen, wurden Hydrolysekinetiken in wissrigen
Puffersystemen durchgefiihrt. Die Verbindungen wurden zuerst in einem 12.5 mM Phosphat-

puffer nach Sérensen™>”!

mit einem pH-Wert von 7.3 bei einer Temperatur von 37 °C hydro-
lysiert. Obwohl der pH-Wert im menschlichen Kérper von ~7.3 hauptsichlich durch einen
Carbonat/Hydogencarbonat-Puffer reguliert wird, sollte das hier gewdhlte Modell (Phosphat-

puffer, pH-Wert 7.3) das reale System simulieren.

Weiterhin soll bei den Hydrolysestudien der Einflul einer Purinbase im Vergleich zu den
bisher untersuchten cycloSal-Nucleotiden mit Pyrimidinbasen (cycloSal-AZTMP und
cycloSal-d4TMP 42) untersucht werden.

Hierzu wurde zunichst eine 50 mM Stammlosung der zu untersuchenden Substanz in Di-
methylsulfoxid hergestellt. Eine definierte Menge dieser Stammldsung wurde zusammen mit
einem internen Standard (wissrige Losung von AZT 1, 10 mg/ml) in Wasser verdiinnt, kurz
durchmischt und mit dem wiBrigen Puffer im Verhéltnis 1:1 bei 37 °C im Thermomixer
inkubiert. Die Endkonzentration des Puffers im Reaktionsgefdll betrug hierbei 12.5 mM, die
der zu untersuchenden Substanz lag bei 0.9 mM. Das erste Aliquot (ty) wurde sofort nach
Zugabe des Puffers entnommen. Die Hydrolyse wurde durch ein sofortiges Abkiihlen der
Proben in fliissigem Stickstoff gestoppt. Im Fall der Hydrolysestudien mit Phosphatpuffer,
wurde auf ein Abstoppen der Reaktion durch einen Tropfen Essigsdure verzichtet, um einen

zusitzlichen Effekt durch Bruch der glycosidischen Bindung auszuschlieBen (Kapitel 2.2.1,
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Seite 8). Die Hydrolysegemische wurden weiterhin bei 37 °C temperiert und in Abstinden
wurden weitere Aliquote entnommen. Zur Bestimmung der Produkte wurden die Aliquote an-
schlieBend HPLC-analytisch bei einer Wellenldnge von 260 nm untersucht. Fiir die Hydro-
lysen im Phosphatpuffer verwendete man eine ,,reversed-phase"-HPLC-S&ule mit einem Lo-
sungsmittelgradienten aus Acetonitril und 0.6 mM Tetrabutylammoniumphosphat-Puffer
(TBAP-Puffer), pH 3.9. Das Tetrabutylammonium-Kation verursacht bei negativ geladenen
Verbindungen, wie zum Beispiel bei Nucleotiden, eine Erhohung der Lipophilie durch
Ionenpaarung. Diese Lipophiliesteigerung polarer Hydrolyseprodukte hat zur Folge, dall man
aufgrund der Retentionszeiten zwischen einem einfach geladenen Phosphatdiester und einem
zweifach geladenen Monophosphat unterscheiden kann. Ohne die Verwendung eines solchen
Puffers, wiirden sowohl die Nucleotide 30 als auch die Phosphatdiester 26 bzw. 27 auf einer
,reversed-phase”-HPLC-S&ule nicht binden und mit der Losungsmittelfront sofort eluieren.
Zur Auswertung der Chromatogramme wurden die Peakfldchenintegrale mit Hilfe des
internen Standards normiert und in Abhingigkeit von der Zeit aufgetragen. Aus dem
exponentiellen sowie dem halblogarithmischen Kurvenverlauf ist ersichtlich, daf es sich um
eine Kinetik pseudo-erster Ordnung ([A], = [A]le™) handelt. Die Geschwindigkeitskonstante k
fur die Hydrolyse der einzelnen cycloSal-Verbindungen wurde anhand einer exponentiellen
Ausgleichsfunktion, die mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogrammes Excel® erstellt wurde,
bestimmt. Die Halbwertszeit t;» lieB sich aus der Geschwindigkeitskonstante k berechnen
(ti2 = (In2)/k). Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus mindestens zwei unabhéngig voneinander
durchgefiihrten Experimenten und in Tabelle 4 zusammengefal3t. In den untersuchten Féllen

verfolgte man die Abnahme der Edukte je nach Halbwertszeit bis maximal 100 h.

Man kann im Fall der Verbindungen 34a-d und 35a-d eine klare Korrelation zwischen
Stabilitdt bzw. Halbwertszeit im Phosphatpuffer und den Substituenten im aromatischen Ring
erkennen. Je ausgeprigter die Donoreigenschaft des Substituenten ist, desto hoher ist auch die
gemessene Halbwertszeit im Phosphatpuffer (pH 7.3). Man erhilt fiir die Substituenten eine
Reihung der gemessenen Halbwertszeiten von 3,5-DiMe > 3-Me > 5-OMe > H. Im Vergleich
zu den zuvor untersuchten cycloSal-Verbindungen mit Pyrimidinbasen (cycloSal-AZTMP!"°,
cycloSal-d4TMP"™) sind die hier untersuchten cycloSal-Derivate deutlich stabiler. Doch
nicht nur der Heterocyclus scheint einen Einflull auf die Hydrolyse zu haben. Vergleicht man
die Halbwertszeiten der cycloSal-d4 AMP-Verbindungen 34a-d und cycloSal-ddAMP-Phos-
phattriester 35a-d miteinander so erkennt man, dall die d4AMP-Derivate labiler als die
ddAMP-Derivate sind. Offensichtlich iibt nicht nur die Base, sondern auch die Natur des

Glycons einen grof3en Einfluf} auf die chemische Hydrolysegeschwindigkeit der cycloSal-Pro-
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Nucleotide aus. Dieser beobachtete Effekt der Nucleobase bzw. des Glycons auf die Hydro-
lysegeschwindigkeit kann bisher noch nicht erkldrt werden. Die beschriebene Abhingigkeit
der Substituenten von den Donoreigenschaften ist bei den Verbindungen 3Se-h allerdings
nicht zu beobachten. Da sek- und tert-Butyl-Gruppen #hnliche elektronische Eigenschaften
besitzten, sollten die cycloSal-ddAMP-Triester mit sek-Butyl- und fert-Butyl-Resten (35e-h)
in der 3- bzw. 5-Position dhnliche Halbwertszeiten aufweisen. Wie jedoch aus Tabelle 4 auf
Seite 60 ersichtlich ist zeigen die Verbindungen mit einem Substituenten in 5-Position (35b,
35g,h) dhnliche Halbwertszeiten (21-23 h), wihrend bei den Verbindungen mit einem
Substituenten in 3-Position (35c¢, 35e,f) eine deutliche Abstufung zu beobachten ist (35¢: 44 h,
35f: 89 h, 35e: 166 h). Der Grund fiir diese Beobachtung liegt in dem unterschiedlichen
sterischen Einflul der Substituenten. Sterisch anspruchsvolle Gruppen wie sek-Butyl und tert-
Butyl in der 5-Position des aromatischen Rings beeinflussen einen nucleophilen Angriff am
Phosphoratom kaum. Da Substituenten in der 3-Position sehr nahe am Reaktionszentrum
liegen, erschweren Substituenten wie sek-Butyl und zert-Butyl einen nucleophilen Angriff und
erh6hen somit die Halbwertszeit. Da ein fert-Butyl Substituent durch seine drei Methyl-
Gruppen sterisch anspruchsvoller ist als ein sek-Butyl Substituent, erklédrt dies auch die

extrem hohe Halbwertzeit von 35e (166 h) im Vergleich zu 35f (89 h).

Zur Identifizierung de Hydrolyseprodukte im Phosphatpuffer wurden Coinjektionen mit den
Salicylalkoholen 29a-d und dem 2°,3°-Didesoxyadenosin-5‘-monophosphat (ddAMP) 8
durchgefiihrt. In Abbildung 41 auf Seite 58 ist dies exemplarisch an der Verbindung cycloSal-
ddAMP 35a dargestellt. Zur Bestimmung der Retentionszeiten der moglichen Hydrolyse-
produkte wurden der Salicylalkohol 29a (tg = 11.27 min), das 5°-Monophosphat ddAMP 8
(tr=15.72min) und auBerdem das Nucleosid 2°3‘-Didesoxyadenosin (ddA) 7
(tr = 10.05 min) injiziert. Vergleicht man das Hydrolyse-Chromatogramm von cycloSal-
ddAMP 35a mit dem Chromatogramm der Coinjektion von 8 so erkennt man, daB3 fast
ausschlieBlich ddAMP 8 (tg = 16.13 min) freigesetzt wird. Da der Salicylalkohol 29a ein
Absorptionsmaximum bei 275 nm besitzt, die Detektionswellenldnge jedoch bei 260 nm liegt,
ist dieser nur sehr schwach zu sehen, kann allerding durch Coinjektion auch eindeutig als
Hydrolyseprodukt neben ddAMP identifiziert werden. Weiterhin fallen zwei weitere Peaks im
Hydrolysechromatogramm 17.19 min und 19.8 min auf. Nach Ende der Hydrolyse ist jedoch
nur noch der Peak bei 19.8 min zu detektierten (siche Abbildung 42, Seite 58). Bei diesen
beiden noch nicht identifizierten Hydrolyseprodukten kénnte um den temporér auftretenden
cycloSal-Phosphatdiester 26 (17.19 min) bzw. um den ,,falschen® cycloSal-Phosphatdiester 27
(19.8 min, Metabolit X) handeln (sieche Kapitel 2.3.3, Seite 20). Hierfiir spricht die lange
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Retentionszeit aufgrund der hohen Lipophilie durch die noch vorhandene Maske und den
Tetrabutylammonium-lonen als Gegenkationen. Weiterhin ist dieser nicht in der Lage zum
Nucleotid zu hydrolysieren und konnte deshalb als Nebenprodukt sichtbar werden. Eine
eindeutige Zuordnung kann jedoch nur durch Coinjektion der separat synthetisierten und

charakterisierten Verbindungen 26 bzw. 27 gemacht werden.
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Abbildung 41:  Hydrolyse von cycloSal-ddAMP 35a und Coinjektionen von 8 und 29a in
TBAP-Puffer
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Abbildung 42:  Ende der Hydrolyse von cycloSal-ddAMP 35a (Hydrolyseprodukte)

Weiterhin sind geringe Mengen an ddA 7 (tg = 10.15 min) entstanden (siche Abbildung 42).

Da nicht unter sterilen Bedingugen gearbeitet wurde, kann das detektierte ddA 7 somit auf-
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grund von Verunreinigungen (Phosphatasen) aus dem ddAMP 8 gebildet worden sein. Ein
Auftreten von ddA 7 als direktes Hydrolyseprodukt aus dem cycloSal-Triester 35a muB,

aufgrund der geringen Konzentration (Apax aaa = 260 nm), ausgeschlossen werden.

Ein gravierender Nachteil der 2'.3'-Didesoxynucleoside mit Purinbasen ist ihre extreme
Saurelabilitdat in Hinblick auf die glycosidische Bindung. Auf Grund dessen muf} bei einer
HIV-Therapie mit ddI (Didanosin, Videx®) 5 dieser Wirkstoff bei oraler Verabreichung mit
hohen Konzentrationen an Puffersalzen eingenommen werden, um den pH-Wert des Magens
anzuheben. AufBler den wirkstoffbedingten Nebenwirkungen fiihrt das beim Patienten zu
Ubelkeit und Erbrechen, was die Einnahme weiterer Medikamente, in Rahmen einer
Kombinationstherapie erheblich erschwert. Die Suche nach alternativen Wirkstoffen, die
aufgrund ihrer Sdurestabilitit weit weniger bzw. gar keine Puffersalze mehr notwenig

machen, ist deshalb unerlaBlich.

Vergleicht man die cycloSal-Verbindungen mit ihren entsprechenden Nucleosiden so sind
deren PC-Werte im Falle der Verbindungen 35a-h um einen Faktor 7.5-192 hoher als ddA 7
und im Falle der Derivate 34a-d um einen Faktor 7.2-27.8 hoher als d4A 14. Die HPLC-
analytischen Untersuchungen zur Séaurestabilitdt der cycloSal-Verbindungen und ihrer
entsprechenden Nucleoside wurden analog dem oben beschriebenen Protokoll fiir die
Hydrolysestudien im Phosphatpuffer durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus
mindestens zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten und in Tabelle 4,
Seite 60 zusammengefallit. Die Kinetiken wurden ebenfalls mit Hilfe einer ,,reversed-phase-
HPLC-Séule" durchgefiihrt, allerdings wurde ein Losungsmittelgradient aus Acetonitril und
Wasser gewdhlt, was zur Folge hatte, dafl ausschlieBlich der Abbau der cycloSal-Verbindung
beobachtet werden konnte. Eine Aussage zur Produktverteilung lie sich unter diesen
Bedingungen HPLC-analytisch nicht treffen. Sowohl innerhalb der cycloSal-ddAMP-Serie
35a-d als auch innerhalb der cycloSal-d4 AMP-Derivate 34a-d erhielt man nahezu identische
Halbwertzeiten von rund 13 h und 0.15 h bei pH 3.0 bzw. rund 0.7 h und 0.01 h bei einem pH
von 1.5 (Tabelle 4). Das bedeutet, dal die sdurekatalysierte Spaltung der glycosidischen
Bindung erwartungsgemil3 unabhingig von dem Substituenten des aromatischen Ringes
ist.*?! Weiterhin fillt auf, daB die cycloSal-d4AMP-Triester 34a-d um einen Faktor 86 bzw.
70 labiler sind als die cycloSal-ddAMP-Triester 35a-d. Der Grund hierfiir liegt in der
groBeren Stabilitdt des intermedidr entstehenden allylischen Carbokations aufgrund
mesomerer Effekte (vergl. Kapitel 2.2.1, Seite 8). Vergleicht man nun die erhaltenen Halb-

wertszeiten der Zielverbindungen mit den entsprechenden Nucleosiden bei pH 1.5 und 3.0 so
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erkennt man, dal die Einfiihrung einer Phosphat-Gruppe mit cycloSal-Rest an die 5'-Position

von ddA 7, bzw. d4A 14 die glycosidische Bindung 10-15 fach stabilisiert.

Tabelle 4:

Halbwertszeit (t;2) in wissrigen
Puffersystemen bei 37 °C [h]

Verbindung Substituent (R) pH 7.3 pH 3.0 pH 1.5
34a H 10.3 0.14 0.01
34b 5-OMe 14.5 0.14 0.011
34c 3-Me 323 0.15 0.0098
34d 3,5-DiMe 44.7 0.14 0.01

d4A 14 --- --- 0.01 << 0.01
35a H 17.0 12.9 0.60
35b 5-OMe 23.4 12.2 0.80
35c¢ 3-Me 443 13.9 0.53
35d 3,5-DiMe 58.2 10.3 0.73
3Se 3-tert-Butyl 166 --- -—-
35f 3-sek-Butyl 89 --- -
35¢g S-tert-Butyl 21.5 --- -—-
35h 5-sek-Butyl 22.1 - -

ddA 7 --- --- 1.28 0.03
36¢ 3-Me 29.7 0.04 <<0.01
d41 --- --- <<0.01 <<0.01
37c 3-Me 44 .4 3.0 0.20

ddI 5 --- --- 0.2 0.03
38¢ 3-Me 21.6 284 19

Ergebnisse der Hydrolyse-Kinetiken der cycloSal-Verbindungen 34a-d,
35a-h, 36¢, 37c und 38c in 12.5 mM wissrigem Puffersystemen bei 37 °C

AuBerdem nimmt die Stabilitdt der cycloSal-dd AMP-Serie 35a-d und der cycloSal-d4 AMP-

Derivate 34a-d deutlich ab, wenn der pH-Wert von 3.0 auf 1.5 erniedrigt wird. Bei pH 1.5

erfolgt diese Spaltung der cycloSal-Verbindungen mit einer 15-20 fach héheren Geschwin-

digkeit als bei einem pH von 3.0. Im Fall von 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 beobachtet man

eine Erhohung der Spaltungsrate bei pH 1.5 auf das 43 fache im Vergleich zu pH 3.0. Im Fall

des d4A 14 liegt die Halbwertszeit unterhalb der MeBgrenze von 0.01 Stunden (36

Sekunden).
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Da im pH Bereich von 1.5 bis 3.0 eine sdurekatalysierte Hydrolyse der cycloSal-Phosphat-
triester-Bindungen nicht ausgeschlossen werden kann, wurde ein sdurestabiler Phosphat-
triester (3-Me-cycloSal-F-ara-ddAMP, 38c) unter gleichen Bedingungen hydrolysiert. Die
gemessene Halbwertszeit gibt somit die Stabilitét der drei Triesterbindungen im sauren Milieu
wieder. Bei pH 3.0 wurde eine Halbwertszeit von 284 h (im Vergleich: ca. 13 h fiir 35a-d)
und bei pH 1.5 eine Halbwertszeit von 19 h (im Vergleich: ca. 0.54 h fiir 35a-d) gemessen
(Tabelle 4). Eine Verfilschung der Saurehydrolysen durch eine gleichzeitige Phosphatester-
Hydrolyse ist damit ausgeschlossen. Auch bei den cycloSal-Verbindungen mit Hypoxanthin
als Base (36¢, 37¢) kann diese Beobachtung gemacht werden. Ahnliche Untersuchungen von
Imbach et al. an den Bis(SATE)-ddAMP-Triestern zeigten ebenfalls eine Erhéhung der
Stabilitit bei pH 2.0 um einen Faktor 10.*! Wie sich ebenfalls aus Tabelle 4 entnehmen 12Bt,
weisen die 2'.3'-Didesoxyadenosin-Derivate 34¢ und 35¢ im Vergleich zu ihren 2'3'-
Didesoxyinosin-Derivaten 36¢ und 37¢ eine hohere Stabilitdt auf. Im Fall von 36¢ und 37¢
findet man einen Faktor 4.6 bzw. 3.8 im Stabilititsunterschied zu den entsprechenden
cycloSal-Verbindungen mit Adenin als Base (34c bzw. 35¢). Dieser Trend wurde schon bei
den Nucleosiden ddI § und ddA 7 festgestellt und kann nun auch bei d4I 31 und d4A 14

beobachtet werden.

Zusammenfassend 146t sich sagen, da} die synthetisierten cyc/oSal-ddAMP- 35a-h und
cycloSal-d4 AMP-Derivate 34a-d erhohte Stabilitit der glycosidischen Bindung im Vergleich
zu ddA 7, d4A 14 und ddI 5 aufweisen und somit eine orale Applikation begiinstigt ist.

4.6.3 Anti-HIV-Tests der cycloSal-dA4AMP- 34a-d und cycloSal-ddAMP-Verbind-
ungen 35a-h

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jan Balzarini, Rega Institute for
Medical Research, Leuven/Belgien wurden die cycloSal-ddAMP-Derivate 35a-h und die
cycloSal-d4 AMP-Verbindungen 34a-d auf ihre in vitro anti-HIV-Aktivitdt in Zellkulturen
untersucht. Weiterhin wurden die beiden Hypoxanthin-Verbindungen 3-Me-cycloSal-ddIMP
37¢ und 3-Me-cycloSal-d4IMP 36c¢ in den antiviralen Test mit einbezogen, da sie intrazellular
ddIMP 11 bzw. d4IMP freisetzten. Um daraus die bioaktive Komponente ddATP 10 zu
erhalten, muf3 d4IMP bzw. ddIMP 11 zunichst durch eine zweistufige enzymatische Reaktion
zu ddAMP 8 bzw. d4AMP reaminiert werden (Kapitel 2.2.1, Seite 8). Diese Reaktion durch
die beiden Enzyme ASS und ASL ist nicht sehr effizient.””! Die Verbindungen 36¢ und 37¢
sollten deshalb eine geringere antivirale Aktivitit als ihre entsprechendne Adenin-Verbindun-

gen 34c¢ und 35¢ aufweisen. Vor den Testreihen wurde mittels HPLC-Analytik sichergestellt,
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daf} die zu untersuchenden Verbindungen keinerlei Nucleosid oder andere Verunreinigungen
enthielten. Als Referenzverbindungen wurden die Nucleoside ddA 7, ddI 5, d4A 14, d4I 31
mitgetestet. Als Testsystem diente eine Wildtypzelllinie humaner T-Lymphozyten (CEM/0).

Antivirale Aktivitat ECsq Zytotoxizitit
(uM]
Verbindung Substituent CEM/0 CEM/0 C3H/3T3 CEM/0  C3H/3T3 SI
HIV-1 HIV-2  MSV  CCso [uM] MCC [pM] (CEM)

34a H 0.065 0.35 0.30 86 > 50 1323
34b 5-OMe (m) 0.08  0.065 1.21 77 > 50 963
34b 5-OMe (f) 0.043  0.050 2.83 40 > 50 930
34b 5-OMe (s) 0.50 0.33 12.8 62 > 50 124
34c 3-Me 0.065 0.19 1.24 49 > 50 754
34d 3.5-DiMe 0.05  0.055 1.14 25 > 50 500
d4A --- 30 50 35 96 > 50 3

35a H 0.03 0.13 2.86 93 > 50 3100
35b 5-OMe 0.047 0.16 3.9 87 > 50 1851
3Sc 3-Me 0.047  0.03 1.18 28 > 50 595
35d 3,5-DiMe 0.025 0.025 1.14 10 > 50 400
35e 3-tert-Butyl 0.60 1.30 - 31 --- 51.6
35f 3-sek-Butyl 0.04 0.06 - 6.3 --- 158
35g S-tert-Butyl ~ 0.07  0.14 --- 15 --- 214
35h 5-sek-Butyl 0.05 0.1 --- 16 --- 320
ddA --- 4.33 4.5 40 > 250 > 50 > 58
36¢ 3-Me 53 5.0 > 50 94 > 50 18

d4l --- 4.3 > 50 > 50 87 > 50 20

37¢ 3-Me 1.1 0.7 > 50 58 > 50 53

ddI --- 3.5 4.0 > 50 156 > 50 44

Tabelle 5: Antivirale Aktivitédt der cycloSal-Derivate 34a-d, 35a-h, 36¢ und 37¢

AuBerdem wurden die Verbindungen zusétzlich gegen das Moloney murine sarcoma Virus
(MSV) in C3H/3T3 embryonalen Fibroblasten getestet. Die CEM/0-Zellen wurden zum einen
mit HIV-1 und zum anderen mit HIV-2 infiziert. Man bestimmte die effektive Konzentration,
bei der 50 % der Virusreplikation unterdriickt werden (ECsp) und die zytotoxische
Konzentration, bei der 50 % der Zellen aufgrund toxischer Eigenschaften absterben (CCs).
Die antiviralen Aktivitdtsdaten der cycloSal-d4AMP-Verbindungen 34a-d und cycloSal-
ddAMP-Derivate 35a-h sind in Tabelle 5 dargestellt. Beide Nucleosid-Analoga ddA 7 und
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d4A 14 zeigen gute antivirale Aktivitit sowohl in HIV-1 als auch in HIV-2 infizierten
Lymphozyten, wobei man eine 10 fach hohere Aktivitit fiir ddA 7 im Vergleich zu d4A 14
beobachten kann (7: ECso = 4.3 uM und 4.5 uM; 14: 30 uM und 50 uM). Im Gegensatz dazu
zeigen die cycloSal-ddAMP-Triester 35a-h eine 7-170 fache Erhohung der Aktivitéit
gegeniiber ddA 7 in HIV-1 infizierten Zellen. Dieser Trend zeigt sich auch im Fall von HIV-2
infizierten CEM/0-Zellen. Besonders bemerkenswert ist der Selektivitdtsindex SI der
untersuchten Verbindungen. Er ergibt sich aus dem Quotienten aus Zytotoxizitdt (CCsp) und
der antiviralen Aktivitit (ECso) und ist ein Mal} fiir das "therapeutische Fenster" einer
Verbindung. Die SI-Werte der cycloSal-ddAMP-Triester 35a-h liegen um einen bis zu
50 fach héheren Wert im Vergleich zu dem Nucleosid ddA 7. Diese enorme Steigerung der
antiviralen Aktivitit und damit des Selektivititsindexes (SI) ist ausschlieBlich durch eine
intrazelluldre Freisetzung des 5'-Monophosphates aus den cycloSal-Verbindungen zu er-
klaren. Der ADA-Bypass ist gelungen und eine direkte Phosphorylierung zum bioaktiven 5'-
Triphosphat ist moglich.

Vergleicht man die antivirale Aktivitit (ECsg) der cycloSal-ddAMP-Verbindungen 35a-h mit
deren zuvor ermittelten Lipophilie-Werten (logP) (Tabelle 3; Seite 53), so erkennt man, daf3
sich ein sich steigernder logP-Wert weder positiv noch negativ auf die antivirale Aktivitit
auswirkt. Verbindung 35a besitzt den kleinsten logP-Wert von 0.59 und weist hierbei einen
ECsp-Wert von 0.03 uM in HIV-1 infizierten Zellen bzw. einen ECsp-Wert von 0.13 uM in
HIV-2 infizierten CEM/0-Zellen auf. Erhoht man nun die Lipophilie durch Alkylsubstituenten
in 3- und 5-Position des aromatischen Rings (z. Bsp. 35¢: logP 0.88; 35h: logP 2.0) so kann
keine deutliche Erhohung der antiviralen Aktivitdt sowohl in HIV-1- als auch in HIV-2

infizierten Zellen beobachtet werden (35c: ECso = 0.047 uM bzw. 0.03 uM; 35h: ECsy =
0.05 uM bzw. 0.1 uM).

Wie erwartet zeigt ddI 5 einen dhnlichen ECsy- und SI-Wert wie ddA 7. Das resultiert aus der
schnellen Umwandlung von ddA in ddl durch das Enzym Adenosin-Desaminase (ADA).
Erstaunlich ist auch, dafl die Verbindung 3-Me-cycloSal-ddIMP 37¢ rund 4 mal aktiver ist als
ddl 5 selbst. Diese Steigerung kann man einerseits auf eine hohere intrazellulédre
Konzentration von ddIMP 11 durch das Prodrug zuriickfithren. Andererseits ist der Abbau
von ddI durch die Purin-Nucleosid-Phosphorylase (PNP) zu Hypoxanthin (Hx) 13 infolge der
Freisetzung von ddIMP 11 aus der cycloSal-Verbindung nicht mehr moglich.  Der
signifikante Unterschied in der Wirksamkeit von 3-Me-cycloSal-ddAMP 35¢ und 3-Me-
cycloSal-ddIMP 37¢ (ECso: 0.047 uM bzw. 1.1 uM) spiegelt die geringe Effizienz der
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Reaminierung von ddIMP 11 zu ddAMP 8 durch die beiden Enzyme ASS und ASL wieder.
Dieses macht sich auch in den SI-Werten bemerkbar (35¢, SI 595, 37¢, SI 53). Die
Grundstruktur und der Freisetzungsmechanismus der beiden Verbindungen ist identisch. Die
Erhéhung des Selektivititsindex um einen Faktor 13 ist daher das Resultat eines
unterschiedlichen metabolischen Profils. Die geringste Zytotoxizitdt (CCsy) wurde bei der
cycloSal-ddAMP-Verbindung 35a beobachtet, welche dadurch den bisher hdochsten

Selektivitédtsindex aller bisher getesteten cycloSal-Verbindungen von 3100 aufweist.

Eine Korrelation zwischen zuvor ermittelter Halbwertszeit t;» der cycloSal-ddAMP- und
cycloSal-d4 AMP-Triester 35a-h und 34a-d in Phosphat-Puffer (Kapitel 4.6.2.1, Seite 55) und
antiviraler Aktivitét ist hier nicht festzustellen, ebenso kann aufgrund der gemessenen PC-
Werte, nicht auf eine bessere Membranpermeabilitit, und somit auf eine erhohte antivirale

Aktivitit einiger Verbindungen geschlossen werden.

Obwohl ddA 7 ein 10 fach hoheres antivirales Potential als d4A 14 aufweist, zeigen die
cycloSal-d4 AMP-Triester 34a-d vergleichbare antivirale Aktivitdten wie die entsprechenden
cycloSal-ddAMP-Derivate 35a-d. Das fiihrt zu einer auBergewohnlich hohen Aktivitdts-
steigerung um einen Faktor 375-600. Gleichzeitig erhoht sich auch der Selektivititsindex von
3 fiir d4A 14 auf 500, 754, 963 und 1323 fiir die cycloSal-Verbindungen 34a-d. In fritheren
Untersuchungen wurde gefunden, dafl die Konfiguration am Phosphoratom mafBgeblich die
biologische Aktivitit beeinfluBt."'*’! Im Fall der 5-OMe-cycloSal-d4AMP-Verbindung 34b ist
es gelungen, die beiden Diastereomern mittels semipraparativer HPLC zu trennen und separat
zu untersuchen. Wie schon bei den cycloSal-d4TMP-Triestern zuvor beobachtet!>”'>%, zeigt
sich auch hier wieder, dall die verschiedenen Diastereomere unterschiedliche antivirale
Aktivitdt besitzen. Das "fast"-Diastereomer weist dabei ein hoheres antivirales Potential auf,
als das "slow"-Diastereomer, wobei im Falle der getrennten cycl/oSal-d4TMP-Derivate dieses
Verhiltnis umgekehrt war und immer das "slow"-Diastereomer mit R,-Konfiguration am
Phosphoratom die aktivere Verbindung darstellte. Eine Bestimmung der absoluten Kon-
figuration dieser beiden Diastereomere ist ndtig, um sie mit den cycloSal-d4TMP-Verbin-
dungen vergleichen zu konnen. Die antivirale Aktivitdt des Diastereomerengemisches 34b
befindet sich interessanterweise nicht zwischen den Werten des fast-eluierenden und des

slow-eluierenden Diastereomeren.

Die 3-Me-cycloSal-d4IMP-Verbindung 36¢ zeigt einen dhnlich groBen Wert wie d41 31 auf
und ist gleichzeitig 6 mal aktiver als d4A 14. Uberraschenderweise besitzt d41 selbst einen um

Faktor 7 hoheres antivirales Potential als d4A. Wie schon bei dem 3-Me-cycloSal-ddIMP-
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Triester 37¢ erreicht man auch im Fall des 3-Me-cycloSal-d4IMP-Verbindung 36¢ keinen
derart groBen biologischen Effekt, der vergleichbar mit dem der cycloSal-d4 AMP-Serie 34a-d

ist.

Im Gegensatz zu den bisherigen Beobachtungen, findet man bei den cycloSal-ddAMP-
Triestern 35a-d als auch bei den cycloSal-d4AMP-Triestern 34a-d keinerlei Korrelation
zwischen Halbwertszeit und biologischer Aktivitdt. In fritheren Untersuchungen an cycloSal-
d4TMP-Verbindungen'*""*’!, konnte man stets eine klare Abhingigkeit zwischen der anti-
HIV Aktivitdt und den Substituenten des aromatischen Rings und damit auch, von der Halb-
wertszeit beobachten. Obwohl im Fall der cycloSal-ddAMP-Verbindungen und der cycloSal-
d4AMP-Triester die Korrelation zwischen Halbwertszeit im Phosphat-Puffer, pH 7.3 und den
Donoreigenschaften der Substituenten im aromatischen Ring besteht, liegen die antiviralen
Aktivitdten der Prodrugs alle im gleichen Bereich. Dieses Resultat konnte dadurch erklart
werden, da3 die ddA- und d4A-Phosphattriester 35 und 34 einen anderen Aktivierungsme-
chanismus haben, als die d4T-Phosphattriester. Obwohl das cycloSal-Konzept ausschlieBlich
auf chemisch induzierter Hydrolyse zur Freisetzung der 5'-Monophosphate basiert, kann man
aufgrund der hier erhaltenen Werte eine enzymatische Beteiligung am Freisetzungsmechanis-
mus nicht ausschlieen. Der Selektivititsindex der in Tabelle 5 auf Seite 62 untersuchten Ver-
bindungen sinkt mit zunehmender Donoreigenschaft der Substituenten. Dies ist durch eine
hohere Zytotoxizitdt (CCsp) der Verbindungen begriindet, wobei die Ursache hierfiir noch
nicht geklart ist. Hierbei ist anzumerken, dafl die abgespaltenen Salicylalkohole 29a-d diese
zytotoxischen Wirkungen nicht auslosen konnen, da bereits in zuvor durchgefiihrten anti-
viralen Tests diese Substanzen keinerlei Toxizitdt (CCsy > 500 uM) in CEM/0-Lymphozyten
aufwiesen.”>®! Zusitzlich zu der antiviralen Aktivitdt in HIV-infizierten CEM/0-Zellen,
wurden die cycloSal-Prodrugs 34 und 35 gegen das ,,Moloney murine sarcoma Virus® in
C3H/3T3 embryonalen Fibroblasten getestet. Wie in Tabelle 5 zu sehen zeigen sowohl die
cycloSal-ddAMP-Verbindungen 35, als auch die cycloSal-d4 AMP-Verbindungen 34 eine er-
hohte Bioaktivitdt gegeniiber MSV im Vergleich zu den Nucleosiden ddA 7 und d4A 14.
Letztere sind inaktiv gegeniiber MSV (ECsy = 40 bzw. 35 uM) Im Fall der cycloSal-ddAMP-
Derivate 35 liegt eine bis zu 35 fache Verbesserung vor; die cycloSal-d4 AMP-Derivate 34
weisen dagenen eine bis zu 30 fache Verbesserung der antiviralen Aktivitdt auf. Die minimale
zytotoxische Konzentration (MCC) in diesem Zellessay liegt fiir alle Verbindungen bei iiber
50 uM. Wie schon im HIV/CEM Zelltest beobachtet, wurden keine gravierenden Unterschie-
de in der antiviralen Aktivitdt beobachtet, die aufgrund der unterschiedlichen Substituenten

des aromatischen Rings zuriickzufiithren waren.



66 4. Resultate und Diskussionen

4.6.4 Enzymatische Stabilitiit

Wie in Kapitel 2.2.1, Seite 8 erwédhnt wurde, wird ddA 7 sehr schnell von desaminierenden
Enzymen zu dem entsprechenden Inosin-Derivate ddI 5 umgewandelt. Man kann davon aus-
gehen, daBl dieser enzymatische Metabolismus fiir den doch erheblichen Verlust an
Bioaktivitit von ddA verantwortlich ist, da die im weiteren Verlauf zu durchlaufenden
reaminierenden Schritte zu ddAMP 8 ausgesprochen ineffizient sind. Die freie 5'-OH-Gruppe
spielt bei der enzymatischen Desaminierung eine entscheidende Rolle. Bereits 1967 fanden
Bloch et al., daB3 die Blockade der 5'-Hydroxyl-Gruppe einen Abbau der Adenin-Nucleoside
durch ADA verhindert.?”! Das hier beschriebenen cycloSal-Konzept wurde auf die
Problematik der Desaminierung von ddA angewandt, um einen ADA-Bypass durch 5'-
Modifikation des Nucleosids bei gleichzeitiger selektiven Freisetzung des 5'-Monophosphates
zu ermoglichen. Da die cycloSal-Verbindungen sozusagen "derivatisierte Nucleotide" sind,
mul} zusdtzlich berilicksichtigt werden, dal das Enzym Adenosinmonophosphat-Desaminase
(AMPDA), welches verantwortlich fiir die Umwandlung von Adenosin-5'-Monophosphat zu
Inosin-5'-Monophosphat ist, theoretisch auch in der Lage sein konnte, die cycloSal-Pro-
Nucleotide 34 und 35 in die entsprechenden Hypoxanthin-Pro-Nucleotide 36 und 37 umzu-
wandeln. Deshalb miissen nicht nur die Substrateigenschaften gegeniiber ADA untersucht
werden, sondern es muf3 auch ein Abbau der cycloSal-ddAMP-Verbindungen zu cycloSal-
ddIMP-Derivaten durch AMPDA ausgeschlossen werden. Die enzymatischen Studien wurden
anhand der 3-Methyl substituierten Verbindungen 34¢ und 35¢, und zur Kontrolle an den
beiden Nucleosiden ddA 7 und d4A 14 unter identischen Bedingungen durchgefiihrt. Die
Experimente mit den Nucleosiden wurden mit einer Substratkonzentration 185 M in einem
25 mM Phosphat-Puffer durchgefiihrt. Zu 1.3 ml dieser Losung wurde das Enzym hinzu-
pipettiert und die Reaktion UV spektroskopisch (Cary 1E, Varian) bei einer Wellenlédnge von
260 nm verfolgt. Der zu beobachtende Abfall der Absorption beruht auf den unterschiedlichen
Absorptionsmaxima der Basen Adenin und Hypoxanthin. Vor und nach der Enzymzugabe
wurde auBBerdem jeweils ein UV-Spektrum aufgenommen. Als Kontrollexperiment wurde die

zu untersuchende Verbindung iiber den gleichen Zeitraum ohne Enzym inkubiert.

Die Nucleoside wurden mit 0.25 U Adenosin Desaminase (EC 3.5.4.4 aus Kilberdarm-
schleimhaut) in einem 10 mM Phosphat-Puffer (nach Sérensen), pH 7.3 und einer Temperatur
von 37 °C inkubiert und UV-spektroskopisch iiber einen Zeitraum von 90 min verfolgt. Der
pH-Wert der Losung wurde leicht basisch eingestellt, um einem Bruch der glycosidischen
Bindung entgegenzuwirken. Dies wiirde zu einer Verfédlschung der MeBwerte fithren. Vor und

nach Zugabe des Enzyms wurden auBlerdem UV-Spektren der Verbindungen aufgenommen.
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DdA 7 und d4A 14 wurden unter diesen Bedingungen innerhalb von 2 min bzw. 10 min voll-
standig zu den entsprechenden Inosin-Derivaten umgewandelt (siche Kapitel 8 (Anhang),
1. Abbildung). Dies wird durch das UV-Spektrum belegt, was nach Ende der Reaktionszeit

von 90 Minuten aufgenommen wurde.

Es zeigte sich, da} sich das Absorptionsmaximum um 10 nm auf 250 nm verschoben hat, was
dem Maximum die Base Hypoxanthin 13 entspricht. Der 3-Me-cycloSal-ddAMP-Triester 35¢
und der 3-Me-cycloSal-d4AMP-Triester 34¢ wurden unter identischen Bedingungen
untersucht, allerdings muflte der pH-Wert der Pufferlésung auf 6.8 eingestellt werden, um
eine Hydrolyse der Phosphatesterbindungen zu vermeiden. Die Enzymmenge betrug im Fall
der cycloSal-Verbindungen 0.5 U. Wie erwartet waren die 5'-modifizierten cycl/oSal-Phos-
phattriester gegeniiber einer Desaminierung durch ADA innerhalb der Reaktionszeit von
90 min ausnahmslos stabil (siche Kapitel 8 (Anhang), 2. Abbildung). Sowohl die Verdop-
plung der Enzymmenge von 0.25 U auf 0.5 U im Vergleich zu den Nucleosiden, als auch eine
Verldngerung der Reaktionszeit auf 12 h fiihrte zu keinerlei detektierbaren Abbaureaktion.
Der 3-Me-cycloSal-ddAMP-Triester 35¢ ebenso wie die 3-Me-cycloSal-d4 AMP-Verbindung
34¢ zeigten nach der Reaktionszeit dieselben UV-Spektren wie vor Zugabe des Enzyms.
Durch diese Beobachtung kann ausgeschlossen werden, daf3 sich 3-Me-cycloSal-ddIMP 37¢
bzw. 3-Me-cycloSal-d4IMP 36¢ durch Desaminierung der entsprechenden Adenin-Ver-
bindungen gebildet hat. Um auszuschlieBen, dafl die Adenosin-Desaminase (ADA) durch die
cycloSal-Verbindungen inhibiert wird, wurde zunéchst zu der wissrigen Losung des 3-Me-
cycloSal-ddAMP-Triesters 35¢ 0.5 U des Enzyms hinzupipettiert, durchmischt und 90 min bei
37 °C inkubiert. Hierbei konnte keine enzymatische Reaktion nachgewiesen werden. Im
Anschlufl wurde die Reaktionsmischung mit dem Substrat 2'-Desoxyadenosin (2'-dA) 58 ver-
setzt und 120 min wiederum UV spektroskopisch bei 260 nm untersucht. Die Abnahme der
Absorption kurz nach der Zugabe des Substrates 2'-dA 58 zeigte, daB3 die zuvor gefundene
Stabilitdt der cycloSal-Verbindungen nicht auf eine Inhibierung des Enzyms ADA zuriick-

zufiihren ist.

Als Referenzverbindungen fiir die AMPDA-Stabilititsstudien wurde 2'-Desoxyadenosin-5'-
monophosphat (2'-dAMP) und 2'.3'-Didesoxyadenosin-5'-monophosphat (ddAMP) 8 ver-
wendet. Die Kinetiken wurden in einem 10 mM Phosphatpuffer bei einem pH-Wert von 6.8
und einer Temperatur von 37 °C durchgefiihrt. Wie zuvor wurde zu einer 185 mM Ldsung
von 2'-dAMP beziehungsweise ddAMP 8 1.0 U bzw 2.0 U Adenosinmonophosphat-Des-
aminase (AMPDA, EC 3.5.4.6 aus Hasenmuskel) hinzupipettiert und 200 Minuten UV-spek-

troskopisch bei einer Wellenldnge von 260 nm inkubiert. Auch hier wurden vor und nach der
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Enzymzugabe jeweils ein UV-Spektrum aufgenommen. Unter diesen Bedingungen wurde
2'-dAMP innerhalb von 60 min vollstindig zu 2'-dIMP desaminiert, wihrend ddAMP 8
innerhalb der Reaktionszeit von 200 min nur zu 25 % zu ddIMP 11 desaminiert wurde (siche
Kapitel 8 (Anhang), 3. Abbildung). Nach 12 h Inkubationszeit konnte auch im Fall von
ddAMP eine vollstindige Desaminierung durch UV-Spektren festgestellt werden. Im Fall der
cycloSal-ddAMP- und cycloSal-d4 AMP-Verbindungen 35¢ und 34¢ wurde die Reaktionszeit
ebenfalls auf 200 Minuten begrenzt und die verwendete Enzymmenge auf 2 U erhoht. Die
Existenz der intakten exocyclischen Aminogruppe bei den cycloSal-Verbindungen nach
Inkubation mit dem Enzym, wurde wiederum durch das charakteristische UV-Maximum bei
260 nm nachgewiesen (sieche Kapitel 8 (Anhang), 4. Abbildung). Auch im Fall der AMPDA
wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt, um eine Inhibition des Enzyms durch die
cycloSal-Triester auszuschliefen. Zu der wissrigen Losung des 3-Me-cycloSal-ddAMP-Tri-
esters 35¢ wurden 2.0 U des Enzyms hinzupipettiert, durchmischt und 60 min bei 37°C in-
kubiert. Hierbei konnte keine enzymatische Reaktion nachgewiesen werden. Im Anschlufl
wurde die Reaktionsmischung mit den Substrat 2'-Desoxyadenosin-Monophosphat (2'-dAMP)
versetzt und 120 min wiederum UV spektroskopisch bei 260 nm untersucht. Die Abnahme
der Absorption kurz nach der Zugabe des Substrates 2'-dAMP zeigte, dall die zuvor gefun-
dene enzymatische Stabilitdt der cycloSal-Verbindungen nicht auf eine Inhibierung der

AMPDA zuriickzufiihren ist.

Diese Untersuchungen zeigen, dal die cycloSal-ddAMP-Triester 35 und die cycloSal-
d4AMP-Verbindungen 34 vollkommen stabil gegeniiber enzymatischen Abbau sowohl durch
ADA als auch gegeniiber AMPDA sind. Sie wirken ebenfalls nicht als Inhibitor der beiden
genannten Enzyme. Deshalb setzen sie intrazelluldr nicht ddIMP 11 bzw. d4IMP, sondern
ausschlieBlich die Adenin-Nucleotide ddAMP 8 und d4AMP frei.

4.7 Synthese von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin (2'-F-ribo-ddA)

In diesem Kapitel soll die Synthese von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin (F-ribo-ddA) 18

beschrieben werden.

4.7.1 Synthesestrategie fiir 2'-Fluor-ribo-2¢,3‘-didesoxyadenosin (F-ribo-ddA) 18

Drei Synthesewege zur Darstellung des 2'-Fluor-ribo-2°,3-didesoxyadenosin (F-ribo-ddA) 18
sind beschrieben worden.??**%% Alle drei Wege fiihren iiber die an der 5'-OH-Position

geschiitzte Zwischenverbindung 9-(3-Desoxy-B-D-threo-pentofuranosyl)adenin 74.
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Abbildung 43: Synthesen fiir 2'-Fluor-ribo-2°,3*-didesoxyadenosin 18

Es kann ausgehend von Cordycepin 15 nach dessen Schiitzung der 5'-O-Position durch
Oxidation in das entsprechende 2'-Ketonucleosid 75 und anschlieBender Reduktion unter
Inversion der Konfiguration an C2' dargestellt werden (Weg A).*?®! Ein weiterer synthetischer
Zugang fiir die Zwischenverbindung 74 liefert ausgehend von Adenosin 50 nach Schiitzung
der 5'-OH-Position eine B-Eliminierung des 2',3'-Di-O-Mesylates 76 mit anschlieBendem
[1,2]-Hydrid-Shift (Weg B).**’! Nach einer Methode von Herdewijn et al. kann ausgehend
von Adenosin durch Eliminierungs-Reaktion an 2',3'-Di-O-Tosyl-adenosin 77 mit Lithiumtri-
ethylborhydrid (LiEt;:BH) 9-(3-Desoxy-B-D-threo-pentofuranosyl)adenin 74 dargestellt
werden (Weg C).” Die anschlieBende nucleophile Substitution der 2'-OH-Gruppe durch
Fluor mit Hilfe von Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST) unter Inversion der Konfigura-
tion und anschlieBender Abspaltung der Schutzgruppen liefert das gewlinschte fluorierte

Nucleosid 2'-F-ribo-ddA 18 (Weg D).

4.7.2 Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2¢,3‘-didesoxyadenosin (F-ribo-ddA) 18

N°,0°-Bis(4,4"-dimethoxytriphenylmethyl)adenosin 78 konnte aus Adenosin 50 nach der
Methode von M. Kawana et al. synthetisiert werden (Abbildung 44, Seite 70).2*"! Dazu wurde
Adenosin 50 zunichst mit 2.5 Aquivalenten 4,4'-Dimethoxytriphenylmethylchlorid (DMTr-
Cl) in einem Gemisch aus wasserfreiem Pyridin und DMF (2:3) umgesetzt. N°,0° -Bis(4.4'-
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dimethoxytriphenylmethyl)adenosin 78 konnte nach chromatographischer Aufreinigung als

gelblicher Schaum in einer Ausbeute von 68 % isoliert werden.
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Abbildung 44:  Synthese von 2'-F-ribo-ddA 18 ausgehend von Adenosin 50

Die Reaktion mit 3.0 Aquivalenten Mesylchlorid in wasserfreiem Pyridin bei 0°C und
anschliefendem Riihren bei Raumtemperatur iiber Nacht lieferte N°,0° -Bis(4,4'-dimethoxy-
triphenylmethyl)-2',3'-di-O-mesyladenosin 79 in 90 % Ausbeute. Die Aufreinigung erfolgte
chromatographisch mit einem Petrolether/Dichlormethan-Gradienten von 50-100 %. Im
dritten Schritt wurde 79 in einem Gemisch aus Benzol und Methanol (1:3) geldst und mit
einer Losung von 10 Aquivalenten Kaliumhydroxid (KOH) in Methanol und 5.0 Aqui-
valenten Natriumborhydrid versetzt und bei Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. N0’ -
Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-9-(3-desoxy-p-D-threo-pentofuranosyl)adenin 80 konnte
nach Chromatographie mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten als farbloser Feststoff
in einer Ausbeute von 85 % erhalten werden. Die Substitution der 2'-Hydroxylgruppe durch
Fluor erfolgte nach einer Methode von T. Tewson et al.l**'! durch Reaktion von 80 mit
1.1 Aquivalenten Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST)!*****%**! in Dichlormethan und
Pyridin bei 0 °C. Nach chromatographischer Aufreinigung konnte N 0’ -Bis(4,4'-dimethoxy-
triphenylmethyl)-2'-fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin 81 als farbloser Schaum in einer

Ausbeute von 67 % isoliert werden.
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Abbildung 45:  Synthese von 2'-F-ribo-ddA 38 ausgehend von Adenosin 81

Allerdings wurde nach der chromatographischen Aufreinigung zusitzlich N°-(4,4'-dimethoxy-
triphenylmethyl)-2'-fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin 82 detektiert. Offenbar spaltet sich die
4.4'-Dimethoxytriphenylmethyl-Gruppe unter den bei dieser Reaktion herrschenden schwach
sauren Bedingungen ab. Nach abschlieBender Entschiitzung der N°- und O’ -Position mit einer
2 %igen Losung von Benzolsulfonsdure in Dichlormethan/Methanol (7:3) oder mit einer
10 %igen Trifluoressigsdure bei Raumtemperatur konnte das gewiinschte Nucleosid-Ana-
logon 2'-Fluor-ribo-ddA 18 in einer Ausbeute von 90 % erhalten werden. Ausgehend von
Adenosin 50 wurde 2'-F-ribo-ddA 18 tiber die beschriebenen fiinf Schritte in einer Gesamt-
ausbeute von 31 % erhalten. Anstelle der 4,4'-Dimethoxytriphenylmethyl-Gruppe wurde ver-
sucht die sdurestabilere und kostengiinstigere Schutzgruppe Triphenylmethylchlorid fiir die
Synthese des 2'-F-ribo-ddA 18 zu verwenden. N° ,05'-Bis(triphenylmethyl)adenosin 83 konnte
aus Adenosin 50 synthetisiert werden. Dazu wurde Adenosin 50 zunichst mit Triphenyl-
methylchlorid (Tr-Cl) und katalytischen Mengen Dimethylaminopyridin (DMAP) bei 40 °C
in einem Gemisch aus wasserfreiem Pyridin und wasserfreiem DMF (2:3) umgesetzt. Nach
wissriger Aufarbeitung, Extraktion mit Diethylether und chromatographischer Aufreinigung
mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-5 %) konnte N° ,05’-Bis(triphenylmethyl)-
adenosin 83 in einer Ausbeute von 78 % isoliert werden. Die anschlieBende Reaktion mit 3.0
Aquivalenten Mesylchlorid in wasserfreiem Pyridin bei 0 °C und anschlieBendem Riihren bei

Raumtemperatur {iber Nacht lieferte NS ,05'-Bis(triphenylmethyl)-2',3'-di-O-mesyladenosin 84
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in 89 % Ausbeute. Die Aufreinigung erfolgte wie schon im Fall der 4,4'-Dimethoxytriphenyl-
methyl-geschiitzten Verbindung 79 chromatographisch mit einem Petrolether/Dichlormethan-
Gradienten von 50-100 %. Im dritten Schritt wurde 84 in einem Gemisch aus Benzol und Me-
thanol (1:3) gelost und mit einer Losung von 10 Aquivalenten Kaliumhydroxid (KOH) in Me-
thanol und 5.0 Aquivalenten Natriumborhydrid versetzt und bei Raumtemperatur iiber Nacht
geriihrt. N’ ,05'-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-9-(3-desoxy-B-D-threo-pentofuranosyl)-
adenin 85 konnte nach Chromatographie mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten als
farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 79 % erhalten werden. Die Substitution der 2'-Hy-
droxylgruppe durch Fluor erfolgte wiederum nach der Methode von T. Tewson et al.1#!l
N%,0° -Bis(triphenylmethyl)-2'-fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin 86 konnte nach chromato-
graphischer Aufreinigung als farbloser Schaum in einer Ausbeute von 79 % isoliert werden.
Hierbei wurde keinerlei Nebenprodukt detektiert. Nach abschlieBender Entschiitzung der N’-
und O’ -Position mit einer 10 %igen Trifluoressigsdure bei Raumtemperatur konnte das ge-
wiinschte Nucleosid-Analogon 2'-Fluor-ribo-ddA 18 in einer Ausbeute von 93 % erhalten

werden.

Ausgehend von Adenosin 50 konnte 2'-F-ribo-ddA 18 mit Hilfe von Triphenylmethylchlorid
(Tr-Cl) als Schutzgruppe der O’- und N°-Position in einer Ausbeute von 40 % erhalten wer-
den. Vergleicht man beide Syntheserouten von 2'-F-ribo-ddA 18 miteinander so ist die Ver-
wendung der Triphenylmethyl-Schutzgruppe im Hinblick auf die Gesamtausbeute (31 %

versus 40 %) effizienter.

4.8 Synthese der Hypoxanthin-Nucleoside 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxy-
inosin (2'-F-ara-ddl) und 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ribo-
ddI)

4.8.1 Synthesestrategien fiir 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ara-ddI) 32 und
2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ribo-ddl) 33

Die Hypoxanthin-Nucleoside 2'-F-ara-ddI 32 und 2'-F-ribo-ddI 33 sind problemlos aus den
entsprechenden Adenin-Nucleosiden 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin (2'-F-ara-ddA) 16
und 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin (2'-F-ribo-ddA) 18 durch desaminierende Reak-
tionen darstellbar. Die Umwandlung von Adenin in Hypoxanthin durch Desaminierung
gelingt sowohl auf chemischen als auch auf enzymatische Weg. Eine solche Reaktion bietet

sich besonders dann an, wenn bereits die entsprechenden Adenin-Nucleosid-Analoga zur
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Verfiigung stehen und auf eine aufwendigere und kostenintensivere, separate Synthese der

Hypoxanthin-Nucleoside 2'-F-ara-ddI 32 und 2'-F-ribo-ddI 33 verzichtet werden kann.
0 NH,
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33: X =ribo-F 18: X = ribo-F

Abbildung 46:  Synthesestrategien der Hypoxanthin-Nucleoside 2'-F-ara-ddl 32 und 2'-F-
ribo-ddI 33

Da im Allgemeinen vor der enzymatischen Desaminierung die Synthese der entsprechenden
Adenin-Derivate erforderlich ist, soll kurz auf einige Synthesemdglichkeiten besonders von
2'-F-ara-ddA 16 eingegangen werden (Abbildung 47, Seite 74).1*%! Die Synthesestrategien
von 2'-F-ribo-ddA 18 und deren Darstellung wurden bereits ausfiihrlich in Kapitel 4.7, Seite
68 diskutiert.

Ausgehend von 3'-Desoxyadenosin (Cordycepin) 15 kann nach Schiitzung der 5'-Hydroxyl-
Gruppe die 2'-Position mit Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST) durch ein Fluoratom
substituiert werden.!*”! Eine weitere Moglichkeit, ausgehend von 1-Brom-3-O-acetyl-5-O-
benzoyl-2-deoxy-2-fluor-D-arabinofuranose 89, ist der Aufbau des Nucleosides durch
Reaktion mit 6-Chlorpurin und anschlieender Barton-Desoxygenierung der 3'-OH-Gruppe
(88).°°° Hierbei muB allerdings eine aufwendige Isomerentrennung in Kauf genommen
werden. Das bereits bei der Synthese von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A) 14
verwendete 3'-Brom-3'-desoxy-2',5'-di-O-acetyladenosin 52 (Kapitel 4.1.2, Seite 30) kann
auch zur Darstellung von 2'-F-ara-ddA 16 verwendet werden. Nach regioselektiver Deacetyl-
ierung der 2'-Position und Debromierung mittels Hydrierung kann die 2'-Hydroxylgruppe von
87 wiederum mit Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST) durch ein Fluoratom substituiert
werden."”" Die Gesamtausbeute dieser Route (52—>87—16) liegt bei 6.5 %. Eine Desami-
nierung von 2'-F-ara-ddA 16 und 2'-F-ribo-ddA 18 ist auf verschiedene Arten durchfiihrbar.
Zum einen kann die Umsetzung der entsprechenden Adenosin-Derivate mit Natriumnitrit
(NaNO») in Eisessig durchgefiihrt werden.”**! Weitaus eleganter ist jedoch eine enzymatische
Desaminierung. Hierbei ist die Verwendung der kommerziell erhiltlichen Adenosin-Des-
aminase (EC 3.5.4.4.) die am haufigsten beschriebene Methode zur Herstellung von Hypo-

xanthin-Nucleosid-Analoga.*’!
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Abbildung 47:  Synthesemdglichkeiten von 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin (2'-F-ara-
ddA) 16

4.8.2 Darstellung von 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ara-ddI) 32 und 2'-Fluor-
ribo-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ribo-ddI) 33

Da die Adenin-Nucleoside 2'-F-ara-ddA 16 (Spende von V. E. Marquez, NCI) und 2'-F-ribo-
ddA 18 bereits zur Verfiigung standen, konnte fiir die Synthese der entsprechenden
Hypoxanthin-Nucleoside 32 und 33 eine enzymatische Desaminierung durchgefiihrt werden.
Hierbei wurde dhnlich der Synthese von 2'3'-Didesoxyinosin (ddI) 5 und 2',3'-Didesoxy-
2',3'-didehydroinosin (d4I) 31 das entsprechende Nucleosid in Wasser gelost. Aufgrund der
Saurestabilitdt der 2'-fluorierten Nucleoside konnte auf den Triethylamin-Zusatz verzichtet
werden (Kapitel 2.2.4, Seite 12). Im AnschluB daran wurden 10 Units des kommerziell
erhédltlichen Enzyms Adenosin-Desaminase (EC 3.5.4.4) aus Kélberdarmschleimhaut hinzu-

gegeben und bei Raumtemperatur {iber Nacht geriihrt.
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Abbildung 48:  Synthese der Hypoxanthin-Nucleoside 2'-F-ara-ddI 32 und 2'-F-ribo-ddI 33

Das Enzym wurde mit kaltem Methanol gefillt und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
durch einen Membranfilter filtriert, um restliches Enzym zu entfernen. Die weitere
Aufreinigung erfolgte chromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten

von 0 - 10 %. Man erhielt einen farblosen Feststoff in einer Ausbeute von 97 % bzw. 98 %.

4.9 Darstellung der cycloSal-2'-F-ara-ddAMP-, cycloSal-2'-F-ribo-
ddAMP-, cycloSal-2'-F-ara-ddIMP-, und cycloSal-2'-F-ribo-ddIMP-

Verbindungen

4.9.1 Darstellung der cycloSal-2'-F-ara-ddAMP-,  cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP-,
cycloSal-2'-F-ara-ddIMP-, und cycloSal-2'-F-ribo-ddIMP-Verbindungen 38a-c,e-
f, 39a-c, 40c und 41c¢ (Synthesevariante A)

Ausgehend von den entsprechenden Nucleosiden 2'-F-ara-ddA 16, 2'-F-ribo-ddA 18, 2'-F-
ara-ddl 32 und 2'-F-ribo-ddl 33 konnten die cycloSal-NMP-Verbindungen 38a-c,e-h, 39a-c,

40c und 41c¢ in dieser Variante mittels Phosphor(HI)-Chemie[I56’157]

unter Verwendung der
cyclischen Saligenylchlorphosphane 70 erfolgreich dargestellt werden. Das Nucleosid wurde
zusammen mit 2.0 Aquivalenten Diisopropylethylamin (DIPEA) in einem L&sungsmittel-
gemisch aus Dimethylformamid und Tetrahydrofuran (2:1) geldst und auf - 40 °C abgekiihlt.
AnschlieBend wurde dazu langsam eine Losung aus 1.5 Aquivalenten des jeweiligen cycli-
schen Saligenylchlorphosphans 70a-c,e-h in 1.0 ml Acetonitril iiber einen Zeitraum von
zwei Stunden hinzugetropft. Nach der Zugabe wurde 30 min bei - 40 °C geriihrt und mittels
DC-Kontrolle auf vollstindige Umsetzung des Nucleosids iiberpriift. AnschlieBend wurde bei
-40 °C mit 4.0 Aquivalenten tert-Butylhydroperoxid oxidiert. Das Reaktionsgemisch lief

man auf Raumtemperatur erwirmen und das Losungsmittel wurde anschlieBend im Ol-

pumpenvakuum entfernt. Man erhielt ein gelbes Ol.
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Abbildung 49:  Synthese der cycloSal-Phosphattriester 38a-c,e-h, 39a-c, 40c und 4lc
mittels Phosphor(III)-Chemie (Synthesevariante A)

Nach chromatographischer Aufreinigung erhielt man sowohl die cycloSal-2'-F-ara-ddAMP-
und cycloSal-2'-F-ribo-dd AMP-Triester 38a-c,e-h, und 39a-c als auch die beiden 3-Me-
cycloSal-2'-F-ara-ddIMP- und 3-Me-cycloSal-2'-F-ribo-ddIMP-Triester 40c und 4lc als
farblose Ole bzw. nach dem Lyophilisieren als weile Watten in Ausbeuten von 19 - 67 %
(Abbildung 49). Die Verbindungen wurden durch NMR- und UV-Spektroskopie sowie

massenspektrometrisch nachgewiesen und charakterisiert.

Verbindung Substituent ~ chemische Verschiebung Diastereomeren-
[ppm] verhiltnis

38a H - 9.55/-9.66 1:0.88

38b 5-OMe -9.38/-9.48 1:0.75

38¢ 3-Me -9.23/-9.24 1:0.64

38e 3-tert-Bu - 8.46/- 8.74 1:0.96

38f 3-sek-Bu - 8.34/- 8.38/- 8.58/-8.60 1:0.96:1.34:0.81
38¢g S-tert-Bu -9.30/- 9.41 1:0.72

38h 5-sek-Bu -9.32/-9.43 n. b.

39a H -9.83/-9.85 1:1

39b 5-OMe - 9.63 (slow)/- 9.65 (fast) 1:0.98

39¢ 3-Me -9.23/-9.24 1:0.92

40c 3-Me -9.16/-9.20 1:0.63

41c 3-Me -9.16/-9.20 1:1

Tabelle 6: Chemische Verschiebung im *'P-NMR-Spektrum und Diastereomerenver-

héltnis der cycloSal-NMP-Verbindungen 38a-c,e-h, 39a-c, 40c und 41c¢

Man erhielt Diastereomerengemische, die sich in der Konfiguration am Phosphor unterschie-
den. Deren Verhiltnis wurde nach zweimaliger chromatographischer Aufreinigung mittels

'"H- bzw. *'P-NMR-Spektroskopie bestimmt und sind in Tabelle 6 aufgelistet. Im Fall des
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5-OMe-cycloSal-2'-F-ribo-dd A-Phosphattriesters 39b konnten die Diastereomere mit Hilfe
von semiprdparativer HPLC (RP-HPLC) voneinander getrennt werden. Die beiden Dia-
stereomere konnten so jeweils den Hydrolyseuntersuchungen im Phosphatpuffer und den anti-
viralen in vitro Zelltests unterzogen werden. Syntheseversuche der 2'-fluorierten cycloSal-

Phosphattriester tiber die Variante B bzw. Variante C wurden nicht durchgefiihrt.

4.9.2 Darstellung von cycloSal-(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2'-fluor-ara-2',3'-didesoxy-
adenosinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-F-ara-ddAMP) 38c unter Verwendung von
4,4'-Dimethoxytriphenylmethylchlorid als Schutzgruppe

Da bei Verwendung der Synthesevariante A im Fall von Adenin-Nucleosiden immer auch die
unerwiinschte N° ,05'-Bis-cycloSal-Verbindung isoliert wurde, versuchte man, iiber die
Verwendung einer N’ -Schutzgruppe Nebenprodukte zu vermeiden. Eine Synthesemdglichkeit
besteht darin, daB das Nucleosid 2'-F-ara-ddA 16 selektiv in der N®-Position des Heterocyclus
geschiitzt wird und dann mit dem cyclischen Saligenylchlorphosphan 70 zu einer N’-ge-
schiitzten 5'-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP-Verbindung umgesetzt wird (sieche Abbildung 50,
Seite 78). Diese wird dann in einem abschlieenden Schritt entschiitzt. Da die glycosidische
Bindung von 2'-F-ara-ddA 16 bei Saureeinwirkung nicht gespalten wird und der cycloSal-
Phosphattriester basenlabil ist, miissen siurelabile Schutzgruppen fiir die O - und die N°-Posi-
tion des Nucleosides gew#hlt werden. Hierflir ist 4,4'-Dimethoxytriphenylmethylchlorid als
Schutzgruppe geeignet.

Die selektive Schiitzung der exocyclischen Aminogruppe konnte nur iiber eine zweistufige
Reaktion gelingen. In einem ersten Schritt wurde eine Losung aus 1.0 Aquivalenten des
Nucleosids 2'-F-ara-ddA 16 mit 3.0 Aquivalenten 4,4-Dimethoxytriphenylmethylchlorid in
Pyridin als Lésungsmittel und dem Zusatz von 0.1 Aquivalenten N,N-Dimethylaminopyridin
(DMAP) umgesetzt. Man erhielt N° ,05'-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-2’-ﬂuor-ara-
2',3'-didesoxyadenosin 90 in einer Ausbeute von 95 %. Im néchsten Schritt wurde die 4,4'-
Dimethoxytriphenylmethyl-Gruppe an der O°-Position durch kurze Einwirkung einer 2 %igen
Benzolsulfonsdure in einem 7:3 Gemisch aus Dichlormethan und Methanol selektiv
abgespalten (siehe Abbildung 50). Um die optimalen Abspaltungsbedingungen zu ermitteln,
wurde eine kleine Menge des N°,0°-Bis(4,4'-Dimethoxytriphenylmethyl)-2'-fluor-ara-2',3'-
didesoxyadenosin 90 mit einem UberschuBl an 2%iger Benzolsulfonsdure versetzt und die
Reaktion in Abstinden von 0.5 Minuten diinnschichtchromatographisch verfolgt. Die so
ermittelte optimale Reaktionszeit fiir eine selektive Detritylierung der 5'-OH-Position lag

zwischen 2 und 3 Minuten.
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Abbildung 50:  Darstellung von 3-Me-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP 38c mittels Schutz-
gruppenstrategie
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N°,0”-Bis(4.4'-dimethoxytriphenylmethyl)-2'-fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin 90 wurde nun
mit einem Uberschuf} an 2%iger Benzolsulfonsiure in einem 7:3 Gemisch aus Dichlormethan
und Methanol versetzt. Die Reaktion wurde nach 2.5 Minuten durch sofortige chromato-
graphische Aufreinigung gestoppt. Die selektive Detritylierung der 5'-Position wurde durch
die Existenz der 5'-OH-Gruppe bei 5.03 ppm bzw. des NH-Protons bei 7.31 ppm mittels 'H-
NMR-Spektroskopie nachgewiesen (siche Kapitel 6.22.2, Seite 262). Man erhielt so N°-(4.4'-
Dimethoxytriphenylmethyl)-2'-fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin 91 in einer Ausbeute von
85 %. Es konnten weiterhin 7 % des eingesetzten Eduktes 90 reisoliert werden. N°-(4,4'-Di-
methoxytriphenylmethyl)-2'-fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin 91 wurde im Anschlufl in
wasserfreiem Acetonitril gelost und mit 2.0 Aquivalenten N,N-Diisopropylethylamin versetzt.
Die Losung wurde auf 0°C gekiihlt und eine Losung von 3.0 Aquivalenten cyclischem
Saligenylchlorphosphan 70c¢ hinzugetropft. Nach Oxidation mit fert-Butylhydroperoxid und
anschlieBender chromatographischer Aufreinigung konnten 51 % des an der N°-Position ge-
schiitzten cycloSal-Phosphattriesters 92 isoliert werden. In einem letzen Schritt wurde N°-
(4.,4'-Dimethoxytriphenylmethyl)-5'-O-cyclo(3'-methylsaligenyl)-2'-fluor-ara-2',3'-didesoxy-

adenosin 92 mit 2 %iger Benzolsulfonsdure in einem 7:3 Gemisch aus Dichlormethan und
Methanol versetzt (Abbildung 50). Die ermittelte optimalen Reaktionszeit fiir eine selektive

Detritylierung der exocyclischen Aminogruppe liegt zwischen 10 und 15 Minuten. Nach
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sofortiger chromatographischer Aufreinigung erhielt man cyclo(3-Methylsaligenyl)-2'-fluor-
ara-2',3'-didesoxyadenosin (3-Me-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38c in einer Ausbeute von
91 %. Ausgehend von 2'-Fluor-ara-ddA 16 konnte cyclo(3-Methylsaligenyl)-2'-fluor-ara-
2',3'-didesoxyadenosin (3-Me-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38¢ mit Hilfe von 4,4'-Dimethoxy-
triphenylmethylchlorid (DMTr-Cl) als Schutzgruppe der O°- und N°-Position in einer Aus-
beute von 37 % erhalten werden. Diese Methode ist somit nicht nur aufgrund der zu
erzielenden Ausbeute, sondern auch durch den erforderlichen zeitlichen Mehraufwand und die
Verwendung der relativ teuren Schutzgruppe 4.4'-Dimethoxytriphenylmethylchlorid der
Synthesevariante A unterlegen. Berticksichtigt werden muf3 allerdings, daB3 die Synthese-
variante B zur Darstellung des N-geschiitzten cycloSal-Nucleotids bei dieser Methode bisher
noch nicht angewendet wurde. Damit konnte eine Steigerung der Ausbeute, wie im Fall der
cycloSal-d4TMP-Triester 42 erreicht werden (siehe Kapitel 4.14, Seite 103f). AuBerdem ist
die Verwendung der Triphenylmethyl-Schutzgruppe anstelle der 4.,4'-Dimethoxytriphenyl-
methyl-Schutzgruppe (siehe dazu auch Kapitel 4.9.2, Seite 77) eine weitere interessante

Variation in Hinblick auf die Synthesekosten.

4.10 Synthese der 2°‘-Fluor-2',3'-Didesoxyadenosin-S'-Monophosphate und
2¢-Fluor-2',3'-Didesoxyinosin-S'-Monophosphate

4.10.1 Darstellung von 2¢-F-ara-ddAMP 460, 2¢-F-ribo-ddAMP 47a, 2¢-F-ara-ddIMP
48c und 2¢-F-ribo-ddIMP 49

Wie zuvor in Kapitel 4.5.1 auf Seite 49 beschrieben existieren mehrere Moglichkeiten der
Darstellung von Nucleotiden ausgehend von den entsprechenden Nucleosiden. Im Fall der 2°-
fluorierten Nucleoside 16, 18, 32 und 33 findet jedoch keine Spaltung der glycosidischen
Bindung unter sauren Reaktionsbedingungen statt, so dafl auch die Synthesewege A und B
(siche Kapitel 4.5.1, Seite 49) zur Darstellung der 2°-Fluor-2',3'-Didesoxyadenosin-5'-Mono-
phosphate 460, 47a und 2°-Fluor-2',3'-Didesoxyinosin-5'-Monophosphate 48a, 49c in Be-
tracht gezogen werden koénnen. Da jedoch die Darstellung von 2°,3°-Didesoxyadenosin-5°-
Monophosphat (ddAMP) 8 aus cycloSal-ddAMP 35a erfolgreich war, (siche Kapitel 4.5.2,
Seite  50) sollte diese neue Methode auch auf andere Nucleoside angewendet werden.
Deshalb wurde im Fall der 2°-fluorierten Nucleoside ebenfalls versucht, deren 5°‘-Mono-
phosphate 46a-49a aus den cycloSal-Phosphattriestern 38a, 39a, 40a und 41a durch basen-
induzierte Hydrolyse darzustellen. Die Durchfiihrung entspricht der fiir ddAMP 8 in Kapitel
4.5.1 auf Seite 49 beschrieben.
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Abbildung 51: Darstellung der 5°-Monophosphate 46c-49a

Die erreichte Ausbeute lag fir 2°-F-ara-ddAMP+2Na” 460 bei 38 %, 2°-F-ribo-
ddAMP+2Na" 470 bei 46 %, fir 2°-F-ara-ddIMP+2Na" 48c bei 23 %, 2°-F-ribo-
ddIMP+2Na" 49a. bei 21 %.

4.11 Eigenschaften der cycloSal-2'-F-ara- und cycloSal-2'-F-ribo-

Verbindungen

4.11.1 Verteilungskoeffizient der cycloSal-2'-F-ara- und cycloSal-2'-F-ribo-Nucleosid-
Monophosphate 38a-c,e-h, 39a-c, 40c und 41c

Wie zuvor in Kapitel 4.6.1.1 auf Seite 52 beschrieben, wurden fiir die cycloSal-2'-F-ara- und
cycloSal-2'-F-ribo-Nucleotide 38a-c,d-h, 39a-c, 40c und 41¢ die Nernst'schen Verteilungs-
koeffizienten (PC- und logP-Werte) in einem 1-Octanol/Wasser-Gemisch (1:1, v/v) bestimmt.
Als Referenzverbindung fiir die Abschétzung eines passiven Zellmembrantransportes diente
AZT 1. Desweiteren wurden die ermittelten Verteilungskoeffizienten mit dem entsprechenden
Ausgangsnucleosid 2'-F-ara-ddA 16, 2'-F-ribo-ddA 18, 2'-F-ara-ddl 32 und 2'-F-ribo-ddl 33
verglichen. Die Durchfiihrung erfolgte wie in Kapitel 4.6.1.1 beschrieben. Wie aus den
Ergebnissen aus Tabelle 7 ersichtlich, sind die Verteilungskoeffizienten aller cycloSal-
Verbindungen 38a-c,d-h, 39a-c¢, 40c und 41c > 1 und weisen durchgehend positive logP-
Werte auf. Alle cycloSal-Verbindungen sind auBerdem lipophiler als die Ausgangsverbind-
ungen 2'-F-ara-ddA 16, 2'-F-ribo-ddA 18, 2'-F-ara-ddl 32 und 2'-F-ribo-ddI 33. Vergleicht
man die PC-Werte der cycloSal-Verbindungen mit denen ihrer entsprechenden Nucleoside, so
sind diese im Falle der Verbindungen 38a-c,e-h um einen Faktor 13-290 hoher als 2'-F-ara-
ddA 16 und im Falle der Derivate 39a-¢c um einen Faktor 8-14 hoher als 2'-F-ribo-ddA 18.
Der Effekt der Alkylsubstituenten tert-Butyl und sek-Butyl in der 3- und 5-Position im

aromatischen Ring iiben einen enormen Effekt auf die PC-Werte aus.
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Verbindung Substituent PC-Wert logP-Wert

38a H 8.91 0.95
38b 5-OMe 11.0 1.04
38¢ 3-Me 19.5 1.29
38e 3-tert-Bu 135 2.13
38f 3-sek-Bu 166 222
38g S-tert-Bu 156 2.19
38h 5-sek-Bu 200 2.30

2'-F-ara-ddA 16 0.69 -0.16"
39a H 5.25 0.72
39b 5-OMe (mix) 5.13 0.71
39b 5-OMe (fast) n.b. n.b.
39b 5-OMe (slow) n.b. n.b.
39c¢ 3-Me 8.51 0.93
2'-F-ribo-ddA 18 --- 0.63 -0.20
40c 3-Me 3.24 0.51
2'-F-ara-ddI 32 --- 0.06 -1.19
41c 3-Me 1.74 0.24
2'-F-ribo-ddI 33 --- 0.11 -0.96

AZT1 1.09 0.04!"°]

Tabelle 7: Verteilungskoeftizienten der cycloSal-2'-F-ara- und cycloSal-2'-F-ribo-

Nucleotide 38a-c,e-h, 39a-c, 40c und 41¢

Die Steigerung in der Lipophilie ist so dramatisch, dal} eine zuverldssige Bestimmung der PC-
Werte mittels HPLC-Analytik nicht mehr méglich ist. Trotzdem zeichnet sich hier wie auch
schon im Fall der cycloSal-dd AMP-Phosphattriester 35e-h der Trend ab, dal} ein sek-Butyl-
Substituent die Lipophilie der Verbindung stirker erhoht als ein tert-Butyl-Substituent.
Weiterhin kann man aus den Ergebnissen in Tabelle 7 erkennen, dal} ein sek-Butyl-Rest in der
5-Position des aromatischen Rings wesentlich lipophiler ist, als ein 3-sek-Butyl-Substituent.
Durch den Vergleich zu AZT 1, welches einen logP-Wert von 0.04!"°% besitzt, und die
Zellmembran ausschlieBlich durch passiven Transport passiert, kann man davon ausgehen,
dal die in Tabelle 7 genannten cycloSal-2'-F-ara- und cycloSal-2'-F-ribo-ddA-
Phosphattriester 38a-c,e-h und 39a-c¢ ebenfalls aufgrund ihrer logP-Werte passiv die

Membran durchdringen kénnen.



82 4. Resultate und Diskussionen

Die Verteilungskoeffizienten der Nucleoside 16 und 18 unterscheiden sich nicht wesentlich
(16: 0.69; 18: 0.63), wohingegen die PC-Werte der entsprechenden cycloSal-Triester 38a-c
und 39a-c um einen Faktor 2 voneinander abweichen. Offensichtlich tragen die verschiedenen
cycloSal-Masken einen unterschiedlich groflen Beitrag zu der Lipophilie der Triester bei, je
nachdem, um welches Nucleosid es sich handelt. Diese Beobachtung kann allerdings noch
nicht erkldrt werden. Hierzu konnten computergestiitzte Untersuchungen (Molecular
Modelling) und NMR-Studien weiterhelfen, um eventuelle strukturelle Unterschiede der
Verbindungen, die zu unterschiedlicher Lipophilie fithren konnen, aufzudecken. Weiterhin,
sind hohe Lipophiliewerte nicht ausschlieBlich fiir eine intrazelluldre Anreicherung des
Wirkstoffs verantwortlich. Eine direkte Korrelation zwischen Lipophilie und erleichtertem
Zellmembrantranport ist nicht immer moglich, zumal ein sehr hoher PC-Wert einer
Verbindung die Wasserloslichkeit verringert und somit die Verabreichung enorm erschwert
wird. Dies wird deutlich, vergleicht man den logP-Wert von 2'-F-ara-ddA 16 mit dem von
ddA 7. 2'-F-ara-ddA ist lipophiler als ddA (16, -0.18[235],7, -0.29[235]), trotzdem kann ddA 7

weitaus besser in das Zellinnere gelangen als F-ara-ddA 16.1]

4.11.2 Hydrolysekinetiken in wiiirigen Puffersystemen

Die cycloSal-2'-F-ara- und cycloSal-2'-F-ribo-Nucleotide 38a-c,e-h, 39a-c, 40c¢ und 4lc
wurden, wie zuvor auch die cycloSal-ddAMP- und cycloSal-d4AMP-Triester 35a-h und
34a-d, in wissrigen Puffersystemen auf ihre Hydrolyseeigenschaften untersucht (Kapitel
4.6.2.1, Seite 55). Man verwendete einen Phosphatpuffer nach Sérensen (12.5 mM, pH 7.3)
bei einer Temperatur von 37 °C. Die Durchfithrung der Hydrolysekinetiken erfolgte analog zu
den in Kapitel 4.6.2.1 auf Seite 55 beschriebenen Hydrolysekinetiken fiir die cycloSal-ddA-
und cycloSal-d4A-Phosphattriester (35, 34). Wie in Tabelle 8 zusammengefalit ist liegen die
gemessenen Halbwertszeiten der Phosphattriester 38 und 39 zwischen 8.4 und 102.5 Stunden.
Auch hier konnte, wie schon im Fall des cycloSal-ddAMP-Triesters 35a (siche Kapitel
4.6.2.1, Seite 55 bzw. Abbildung 41, Seite 58), durch Coinjektion des entsprechenden Salicyl-
alkohols 29a bzw. des entsprechenden Nucleotids 46 mittels HPLC nachgewiesen werden,
dafl unter diesen Bedingungen das Nucleotid 2°-F-ara-ddAMP 46 freigesetzt wird. (sieche
Abbildung 52, Seite 83). Interessanterweise hat die Stellung des Fluoratoms an der C2'-
Position der Ribose keinerlei Auswirkungen auf die Stabilitédt der Triester. Vergleicht man die
erhaltenen Werte der Verbindungen 38c und 39¢ bzw. 40c und 41c¢ miteinander, so 148t sich
auBerdem feststellen, dall auch der Heterocyclus Adenin bzw. Hypoxanthin die Halbwertszeit

nicht wesentlich beeinfluf3t.
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Abbildung 52:Hydrolyse von cycloSal-2°-F-ara-ddAMP 38a und Coinjektionen von 46 und
29a in TBAP-Puffer

Wie in Tabelle 4 auf Seite 60 gezeigt wurde, sind allerdings die Halbwertszeiten der cycl/oSal-
2'-F-ddAMP-Verbindungen 38 und 39 um etwa die Hélfte kleiner, als die der cycloSal-
ddAMP-Triester 35. Das legt den Schluf} nahe, dall das Fluoratom an der C2'-Position, einen
aktivierenden Effekt auf das Hydrolysezentrum am Phospharatom ausiibt, obwohl es sechs
Bindungen davon entfernt ist. Wie auch im Fall der cycloSal-d4AMP-Triester 34a-c zu sehen
ist, scheint auch eine Doppelbindung zwischen der C2' und der C3'-Position einen

aktivierenden Effekt auszuiiben (Tabelle 4, Seite 60).

Im Fall der cycloSal-2'-F-ara-dd AMP-Triester 38 und cycloSal-2'-F-ribo-dd AMP-Derivate 39
ist wiederum eine Abhéngigkeit der Halbwertszeit von den Eigenschaften des Donorsubstitu-
enten im aromatischen Ring zu erkennen. Auf Hydrolyseexperimente aller fluorierten
cycloSal-Verbindungen unter sauren Bedingungen wurde verzichtet, da im Fall der
Nucleoside 2'-F-ara-ddA 16 und 2'-F-ribo-ddA 18 bereits eine extreme hohe Séurestabilitit

der glycosidischen Bindung bewiesen worden st

und folglich auch die entsprechenden
cycloSal-Verbindungen 38 und 39 diese Eigenschaft beibehalten sollten. Trotzdem wurde am
Beispiel des 3-Me-cycloSal-2'-F-ara-dd AMP-Triesters 38¢ exemplarisch die Halbwertszeit in
einem Glycin/HCI Puffer (12.5 mM, 37 °C) bei einem pH von 1.5 und 3.0 bestimmt. Die
Durchfiihrung der Hydrolysekinetiken erfolgte analog zu den in Kapitel 4.6.2.1 auf Seite 55
beschriebenen Hydrolysekinetiken fiir die cyc/oSal-ddAMP- und cycloSal-d4AMP-Triester

(34, 35).
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Halbwertszeit (t;) in wissrigen
Puffersystemen (12.5 mM) bei 37 °C [h]

Phosphatpuffer Glycin/HCl
Verbindung Substituent (R) pH7.3 pH 1.5 pH 3.0
38a H 8.9 - -
38b 5-OMe 13.0 - —
38¢ 3-Me 21.6 19 284
38e 3-tert-Butyl 102.5 --- -
38f 3-sek-Butyl 67.8 - —
38¢g 5-tert-Butyl 13.0 --- -
38h 5-sek-Butyl 24.4 - -
2'-F-ara-ddA 16 stabil**!
39a H 8.4 - -
39b 5-OMe (mix) 12.3 - —
39b 5-OMe (fast) 14.0 - —
39b 5-OMe (slow) 8.9 --- -
3c 3-Me 23.4 - —
2'-F-ribo-ddA 18 stabil*
40c 3-Me 22.2 - —
41c 3-Me 22.7 - -
Tabelle 8: Halbwertszeiten der cycloSal-Derivate 38a-c,e-h, 39a-d, 40c und 41¢

Wie erwartet konnte ein Bruch der glycosidischen Bindung nicht beobachtet werden, jedoch
wurde eine pH-Wert abhingige Hydrolyse des Phosphattriesters detektiert. Der
Phosphattriester 38c weist eine Halbwertszeit t;» bei pH 3.0 von 284 Stunden auf. Die starke
Abnahme der Halbwertszeit bei pH 1.5 (t;2= 19 h) ist dabei die Folge der sdurekatalysieren
Spaltung der Phosphatesterbindungen. Im Fall des 5-OMe-cycloSal-2'-F-ribo-ddA-
Phosphattriesters 39b ist es gelungen die beiden Diastereomere zu trennen und separat einer
Hydrolysekinetik im Phosphatpuffer bei pH 7.3 auszusetzen. Hierbei wurde festgestellt, daf3
das "fast"-Diastereomer unter den oben genannten Bedingungen stabiler ist als das
entsprechende "slow"-Diastereomer. Diese Ergebnisse decken sich nicht mit den
Beobachtungen, die im Fall der von M. Lorey untersuchten cycloSal-d4TMP-Verbindungen
gemacht wurden.!”"""! Hier war das "slow"-Diastereomer mit R,-Konfiguration am
Phosphoratom das stabilere Isomer. Da das Elutionsverhalten der einzelnen Diastereomere

nicht einheitlich ist, muB, um diese Beobachtungen miteinander vergleichen zu konnen, die
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absolute Konfiguration 5-OMe-cycloSal-2'-F-ribo-dd AMP-Verbindungen 39b (fast) und 39b
(slow) bestimmt werden. Dies konnte durch eine Rontgenstrukturanalyse von Einkristallen
der slow- bzw. fast-Verbindungen ermittelt werden. Kristallisationsversuche der Verbindung
39b wurden bereits erfolgreich durchgefiihrt, allerdings konnten die erhaltenen Reflexe nicht
integriert werden. Eine weitere Moglichkeit ist der Vergleich einer Modellverbindung mit
bekannter Konfiguration. Bereits im Fall der cycl/oSal-d4TMP-Verbindungen wurde zur Auf-
klarung der Konfiguration am Phosphoratom die Modellverbindung cyclo(5-Chlorsaligenyl)-
(-)-menthylmonophosphat hinzugezogen.!"> Die von Dr. W. Laux synthetisierte Verbindung
konnte, nach der Trennung der Diastereomeren, in Einkristallen erhalten werden und mit
Hilfe von Rontgenstrukturanalyse eindeutig dem Ry- und S,-Diastereomer zugeordnet wer-
den. In den anschlieend gemessenen CD-Spektren konnte in bezug auf die Konfiguration am
Phosphoratom ein positiver Cotton-Effekt fiir das S,-Isomer bestimmt werden, wéhrend das

Rp-Isomer einen negativen Cotton-Effekt zeigte 12!

4.11.3 Anti-HIV Aktivitiit der cycloSal-2'-F-ara- und cycloSal-2'-F-ribo-Nucleosid-
Monophosphate 38a-c,e-h, 39a-c, 40c und 41¢

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jan Balzarini vom Rega Institute for
Medical Research, in Leuven (Belgien), wurden die cycloSal-2'-F-ara-dd AMP-Derivate
38a-c,e-h, die cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP-Verbindungen 39a-¢ sowie die cycloSal-2'-F-
ddIMP-Derivate 40c und 41c¢ auf ihre in vitro anti-HIV-Aktivitdt in Zellkulturen untersucht.
Auch in diesem Fall diente eine Wildtypzellinie humaner T-Lymphozyten (CEM/0) als
Testsystem. Die cycloSal-Verbindungen 38a, 39a, 39¢, 40c und 41¢ wurden zusitzlich gegen
das Moloney murine sarcoma Virus (MSV) in C3H/3T3 embryonalen Fibroblasten getestet.
Die CEM/0-Zellen wurden mit HIV-1 und HIV-2 infiziert. Die ECso- und CCso-Werte sind in
Tabelle 9 zusammengefalit. Zusétzlich wurden die entsprechenden Nucleoside 2'-F-ara-ddA
16, 2'-F-ribo-ddA 18, 2'-F-ara-ddl 32 und 2'-F-ribo-ddl 33 als Vergleichssubstanzen getestet.
Wie die Ergebnisse aus Tabelle 9 zeigen, ist eine Verbesserung der antiviralen Aktivitit
cycloSal-2'-F-ddAMP-Prodrugs im Vergleich zu den entsprechenden Nucleosiden eingetreten.
Die cycloSal-2'-F-ara-ddAMP-Verbindungen 38a-c,e-h sind 8-24 mal aktiver als das Nucleo-
sid 16, wihrend die cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP-Prodrugs 39a-c eine Verbesserung der anti-
HIV-Aktivitdt um einem Faktor > 13-21 im Vergleich zu dem inaktiven 2'-F-ribo-ddA 18

aufweisen.

Dies ist wie schon im Fall der nicht-fluorierten cycloSal-ddAMP- und cycloSal-d4AMP-
Verbindungen 35 und 34 ausschlieBlich auf die selektive Freisetzung des 5'-Monophosphates
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und somit auf einen erfolgreichen ADA-Bypass zuriickzufithren. Wie sich aber spiter noch
zeigen wird existiert im Fall der 2°-Fluor-Nucleoside 16 und 18 ein weiterer metabolischer
,Flaschenhals* der durch die cyc/oSal-Verbindungen 38¢, 39¢, 40c und 41c lokalisiert werden

konnte.

Wie in Tabelle 9 auf Seite 87 zu sehen 146t sich keinerlei Abhéngigkeit zwischen den Donor-
eigenschaften des Substituenten des aromatischen Rings und der antiviralen Aktivitit
feststellen. Die beiden 2'-F-ribo-Nucleoside 18 und 33 sind wie erwartet ohne jegliches
antivirale Potential (ECso > 250 uM), hingegen weisen die ECso-Werte der beiden 2'-F-ara-
Nucleoside 16 und 32 gegen HIV-1 und HIV-2 einen dhnlichen Wert auf (ECsy = 30-40 uM).
Diese Werte stimmen gut mit den gefundenen HIV-Aktivitdten in MT-4 Zellen iiberein (ECs
ca. 35 uM).**"! Im gleichen Zellassay weist ddA 7 einen 10fach hoheren Wert auf, als F-ara-
ddA 16, obwohl man intrazelluldr eine hohere 2'-F-ara-ddADP- und 2'-F-ara-ddATP-Kon-
zentration erwarten sollte. Den Grund fiir diese Annahme zeigt ein Experiment an MOLT-4
Zellen, in dem die Konzentration an Diphosphat und Triphosphat in der Zelle in Abhangigkeit
von der Zeit untersucht wurde. Hierbei wurden innerhalb eines bestimmten Zeitraums im Ver-
gleich zu ddADP 9 und ddATP 10 ein 20- bzw. 5-fach hoherer Level an 2'-F-ara-ddADP
bzw. 2'-F-ara-ddATP 17 gefunden.[*’!

Interessant ist auch, da} die erhaltenen antiviralen Aktivitdten gegentiber HIV-1 und HIV-2
und der Selektivitdtsindex (SI) sowohl im Fall der cycloSal-2'-F-ara-ddAMP-Triester 38 als
auch bei der 3-Me-cycloSal-2'-F-ara-ddIMP-Verbindung 40c in dem Bereich von ddA 7
liegen. Die Verbindungen 38e-h sind, obwohl sie aufgrund der fert-Butyl und sek-Butyl-
Substituenten im aromatischen Ring eine extrem hohe Lipophilie aufweisen (Tabelle 7, Seite
81), gleichermallen antiviral aktiv, wie die restlichen Verbindungen 38a-c. Die Erh6hung der
Lipophilie durch verschiedenen Substituenten hat also weder positive noch negative

Auswirkungen auf das biologische Potential.

Wie bisher fiir cycloSal-Pro-Nucleotide ausschlieBlich beobachtet, ist auch im Fall der
Derivate 38a-c.e-h keinerlei Korrelation zwischen PC-Wert und biologischer Aktivitét
festzustellen. Desweiteren wurden die antiviralen Aktivitdten der getrennten Diastereomere
der 5-OMe-cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP-Verbindung 39b bestimmt. Man erkennt, dafl das
"fast"-Diastereomer aktiver als das ,slow“-Diastereomer. Diese Beobachtung ist
ungewohnlich, da im Falle der getrennten cycloSal-d4TMP-Triester das "slow" eluierende
[159,157]

Diastereomer (R,) in allen Féllen aktiver ist als das "fast" eluierende (S,)-Diastereomer.

Dabei hat man einen Faktor von 3 bis 16 beobachten kénnen. Allerdings ist zu bedenken, daf}
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sich die Elutionseigenschaften der R,- und S,-Diastereomere von 39b im Vergleich zu den

cycloSal-d4TMP-Triester verdandert haben.

Antivirale Aktivitit ECsq Zytotoxizitat
[uM]
Verb. Subst. CEM/0 CEM/0 C3H/3T3 CEM/0 C3H/3T3 SI
HIV-1 HIV-2 MSV CCso [uM] MCC [uM]  (CEM)

38a H 4.53 1.85 1.7 137 > 50 74

38b 5-OMe 1.50 5.67 --- 121 --- 80

38¢ 3-Me 3.67 3.3 --- 146 - 44

38e 3-fert-Butyl 3.0 7.5 --- 324 - 11

38f 3-sek-Butyl 2.1 3.0 --- 22.9 --- 11

38g 5-tert-Butyl 3.5 5.0 - 54.0 - 15

38h 5-sek-Butyl 3.5 5.5 --- 52.7 --- 15
16 (2'-F-ara-ddA) 36 40.0 > 50 > 250 > 50 > 6.8
39a H 19.0 13.0 4.7 > 250 > 50 >19
39b 5-OMe (m) 20.0 250 -—- > 250 - >12

39b 5-OMe (f) 22.5 30.0 - 142 --- ---

39b 5-OMe (s) 50.0 50.0 -—- > 250 --- -

39¢ 3-Me 11.7 12.5 2.83 118 > 50 10
18 (2'-F-ribo-ddA)  >250 >250 > 50 > 250 > 50 > 8

40c 3-Me 3.57  3.57 > 50 92 > 50 26
32 (2'-F-ara-ddI) 41.7  30.0 > 50 > 250 > 50 > 8.0

41c 3-Me 75.0 317 > 50 > 250 > 50 18

33 (2'-F-ribo-ddI) >250 >250 > 50 > 250 > 50 20
7 (ddA) 4.33 4.55 39.1 > 250 > 50 > 57

5 (ddI) 3.5 4.0 > 50 156 > 50 44

Tabelle 9: Antivirale Aktivitdt der 2'-fluorierten cycloSal-Verbindungen 38a-c,e-h,

39a-c, 40c und 41c¢

Besonders interessant sind die Ergebnisse der cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP-Triester 39. Im
Gegensatz zu dem Nucleosid 2'-F-ribo-ddA 18 zeigen alle 2'-F-ribo-Derivate antivirale
Aktivitdt (ECsp = 12-25 uM) sowohl in HIV-1 als auch in HIV-2 infizierten CEM)/0-
Lymphozyten. Bei den Verbindungen 39a-c ist auch hier wiederum eine Korrelation zwischen
den Substituenten der cycloSal-Maske und der antiviralen Aktivitdt nicht moglich. Das
aktivste Pro-Nucleotid in dieser Reihe ist die 3-Methyl-substituierte Verbindung 39¢. Das

cycloSal-Konzept ist demnach in der Lage, das génzlich inaktive Nucleosid 2'-F-ribo-ddA 18
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in eine antiviral aktive Verbindung zu verwandeln. Die erhaltenen ECso-Werte der cycloSal-
2'-F-ribo-ddAMP-Triester 39 zeigen eine 3-4 mal hohere Aktivitdt als fiir das Nucleosid 2'-F-
ara-ddA 16, welches zwischenzeitlich bereits die klinische Phase I erfolgreich bestanden
hat.l”? Trotzdem findet man zwischen den cycloSal-F-ara- und den cycloSal-F-ribo-ddAMP-
Verbindungen 38a-c,e-h und 39a-¢ immer noch einen 4-5 fachen Unterschied im bio-
logischen Potential. Dieser Unterschied ist exakt der gleiche, den H. Mitsuya und V.E.
Marquez fiir die 1Cso-Werte der entsprechenden Triphosphate 2'-F-ara-ddATP 17 (12 uM)
und 2'-F-ribo-ddATP 19 (50 uM) auf isolierter, rekombinanter RT gefunden haben.”*” Diese
Beobachtung koénnte darauf zurtickzufiihren sein, dafl die Phosphorylierung zum Triphosphat
unabhingig von der Konfiguration des Fluoratoms an der C2'-Position ist. Offensichtlich liegt
der limitierende Schritt im Metabolismus des 2'-F-ribo-ddAs 18 an einer anderen Stelle. Mit
Hilfe des cycloSal-Konzeptes wurde versucht, diese metabolische Blockade zu lokalisieren.
Zu den bisherigen Uberlegungen ist es weiterhin wichtig, die antiviralen Aktivititen der
cycloSal-2'-F-ddIMP-Verbindungen 40c¢ und 41¢ im Vergleich zu den Nucleosiden 2'-F-ribo-
ddI 33 und 2'-F-ara-ddl 32 und zu den entsprechenden cycloSal-2'-F-ddAMP-Verbindungen
38c¢ und 39c¢ hinzuzuziehen. Daf} die beiden enzymatischen Reaminierungsschritte von 2'-F-
ddIMP zu 2'-F-ddAMP nur im Fall der ribo-Verbindung nicht effizient ablduft, wird durch
Vergleich der antiviralen Daten der Verbindungen 38c¢ (3.67 uM) und 40c¢ (3.57 uM) bzw.
39¢ (11.7 uM) und 41¢ (75 uM) deutlich.
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Abbildung 53:  Limitierende Schritte im Metabolismus von 2'-F-ara-ddA 16 und 2'-F-ribo-
ddA 18

Die cycloSal-2'-F-ara-Verbindungen 38c¢ und 40c weisen nahezu identische anti-HIV-

Aktivitdten auf, was fiir eine effektive Umwandlung von 2'-F-ara-ddIMP 48 zu 2'-F-ara-
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ddAMP 46 durch die beiden Enzyme ASS und ASL spricht (Kapitel 2.2.4, Seite 12). Im Fall
der ribo-Verbindungen 39¢ und 41¢ weist der Verlust an antiviraler Aktivitit im Fall von 3-
Me-cycloSal-2'-F-ribo-ddIMP 41c¢ darauf hin, dal die Umwandlung von 2'-F-ribo-ddIMP 49
zu 2'-F-ribo-ddAMP 47 sehr ineffektiv ist. Ein weiterer limitierender Schritt ist die
Phosphorylierung von 2'-F-ribo-ddI 33 zu 2'-F-ribo-ddIMP 49 durch die 5'-Nucleotidase.

Dies wird deutlich, vergleicht man die antiviralen Daten des cycloSal-2'-F-ribo-ddIMP-
Triesters 41¢ (75 M) mit den antiviralen Daten des Nucleosids 33 (33: > 250 uM). Das anti-
HIV-inaktive 2'-F-ribo-ddI 33 kann, wie in Tabelle 9 zu sehen ist, erst mit Hilfe cycloSal-
Konzeptes und der entsprechenden Verbindung 41¢ antivirales Potential aufbauen, da dadurch
der phosphorylierende Schritt zum 2'-F-ribo-ddIMP 49 umgangen wird. Dieser Verlust an
Aktivitdt durch eine ineffektive Phosphorylierung durch das Enzym 5'-Nucleotidase, wird
auch bei der Umwandlung von 2'-F-ara-ddl 32 zu 2'-F-ara-ddIMP 48 deutlich, vergleicht
man die antiviralen Daten des cycloSal-2'-F-ara-ddIMP-Triesters 40c (3.57 uM) mit den
antiviralen Daten des Nucleosids 32 (41.7 uM) (Abbildung 53, Seite 88).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dal durch die Synthese der cycl/oSal-Phosphattriester
38c, 39¢, 40c und 41c und den Vergleich der antiviralen Aktivitdten untereinander, eine
limitierte Umwandlung innerhalb des vierstufigen Umwegs im Metabolismus nachgewiesen
werden konnte. Weiterhin ist es eine Uberlegung wert, inwieweit das Enzym Adenosin-
Desaminase (ADA) an der metabolischen Blockade beteiligt ist. Um dieses herauszufinden,
wurden Versuche zur enzymatischen Stabilitit mittels UV-Spektroskopie durchgefiihrt, deren

Resultate im néchsten Kapitel ausfiihrlich beschrieben werden.

4.11.4 Enzymatische Stabilitit

Wie in Kapitel 2.2.4 auf Seite 12 bereits erwidhnt wurde, werden auch 2'-F-ara-ddA 16 und 2'-
F-ribo-ddA 18 durch desaminierende Enzyme zu ihren Hypoxanthin Derivaten abgebaut.
Aufgrund dieser enzymatischen Reaktion miissen, wie im vorausgegangenen Kapitel be-
schrieben wurde, weitere, z.T. limitierende Schritte durchlaufen werden, um das Triphosphat
zu generieren. Sie bedeuten zwangsldufig einen Verlust des biologischen Potentials. Aus
Griinden, die bereits in Kapitel 4.6.4 auf Seite 66 beschrieben sind, wurden exemplarisch
sowohl die 3-Me-cycloSal-2'-F-ddAMP-Verbindungen 38¢ und 39c, als auch die entsprechen-
den Nucleoside 2'-F-ara-ddA 16 und 2'-F-ribo-ddA 18 und das 5'-Monophosphat 2'-F-ara-
ddAMP 46 auf ihre enzymatische Stabilitit gegeniiber Adenosin-Desaminase (ADA, EC
3.5.4.4) bzw. Adenosinmonophosphat-Desaminase (AMPDA, EC 3.5.4.6) getestet. Die en-
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zymatischen Studien wurden, wie bereits in Kapitel 4.6.4 auf Seite 66 beschrieben, unter

identische Bedingungen durchgefiihrt.

Die beiden Nucleoside 16 und 18 wurden mit nur 0.25 U ADA versetzt, da eine vollstdndige
Desaminierung des 2'-F-ribo-ddA 18 bereits nach 0.6 min, des 2'-F-ara-ddA 16 bereits nach
30 min zu beobachten war (siche Kapitel 8 (Anhang), 1. Abbildung). Die extrem schnelle
Desaminierung von 2'-F-ribo-ddA 18 im Vergleich zu ddA 7 (2 min), d4A 14 (10 min) und
2'-F-ara-ddA 16 (30 min) ist hochstwarscheinlich auf die Konformation des Zuckerrings des
2'-F-ribo-ddAs zuriickzufithren Das Enzym Adenosin-Desaminase (ADA) scheint eine C3'-
endo-Konformation (North), wie sie im 2'-Fluor-ribo-Zuckerringen (Kapitel 2.2.5. Seite 14)
und bei ddA 7 vorkommt, zu bevorzugen. 2'-F-ara-ddA 16 welches zum Hauptteil aus einer
C2'-endo-Konformation (South) besteht (Kapitel 2.2.4, Seite 12), bzw. Nucleoside die keiner-
lei konformativen Préiferenz des Riboserings besitzen (d4A 14) werden weniger effizient des-
aminiert. Die hier gemachten Beobachtungen sind identisch mit kinetischen und strukturellen
Untersuchungen konformativ eingeschrinkter Nucleoside, die V.E. Marquez et al. parallel zu
den hier diskutierten Studien gemacht haben.®’! Weiterhin wurde die Abbaureaktion von
2‘-F-ara-ddAMP 46 zu 2°-F-ara-ddIMP 48 mittels AMPDA iiber einen Zeitraum von
200 min untersucht. Hierbei wurde eine 50 %ige Desaminierung von 46 zu 48 beobachtet
(sieche Kapitel 8 (Anhang), 3. Abbildung). Im Vergleich zu ddAMP 8 wird 2°-F-ara-ddAMP
46 schneller desaminiert, allerdings ist im Vergleich zu dem natiirlichen Substrat 2°-dAMP
die Desaminierung von 46 immer noch extrem verlangsamt, was auf die strukturellen Unter-

schiede zurtickzufiihren ist.

Wie schon im Fall der 3-Me-cycloSal-ddAMP- und cycloSal-d4AMP-Verbindungen 35¢ und
34c¢ gezeigt werden konnte, ist auch im Fall der 2'-fluorierten 3-Me-cycloSal-dd AMP-Deri-
vate 38¢ und 39c¢ keinerlei Desaminierung durch ADA (0.5 U ADA) bzw. AMPDA (2U
AMPDA) innerhalb von 200 min zu beobachten (siche Kapitel 8 (Anhang), 2. und 4. Abbild-
ung). Auch hier wurden vor und nach der Enzymzugabe UV-Spektren aufgenommen, welche
durch eine Verdnderung des Absorptionsmaximums (Aadenin: 260 NmM, Atiypoxanthin: 250 nm)
eine Desaminierung der 3-Me-cycloSal-2'-F-ddAMP-Verbindungen 38¢ und 39c¢ sichtbar
machen wiirden. Um sicherzustellen, da3 inhibitorische Effekte der untersuchten 3-Me-
cycloSal-Derivate bei dem Experiment keine Rolle spielen wurde zundchst der 3-Me-
cycloSal-2'-F-ara-ddA-Phosphattriester 38¢ zusammen mit 2 U AMPDA in einem 10 mM
Phosphatpuffer fiir 60 min inkubiert. Zu den Zeitpunkten t(0) und t(60) wurden wiederum
UV-Spektren gemessen. Hierbei konnte ebenfalls keinerlei Verschiebung des Absorption-

maximus von 260 nm festgestellt werden. Im Anschlufl daran wurde das natiirliche Substrat
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der AMPDA (2'-dAMP) hinzugegeben. Man beobachtete einen ziigigen Abfall der Ab-
sorption bei 260 nm innerhalb von 2 Stunden (siehe Kapitel 8 (Anhang), Abbildung 5 und 6).
Innerhalb einer Stunde wurden dabei etwa 90 % des hinzupipettierten 2'-dAMP desaminiert.
Das Enzym war somit noch in der Lage 2'-dAMP zu 2'-dIMP umzusetzen. Berticksichtigt
man einen Abfall der Enzymaktivitit wihrend der einstiindigen Inkubation bei einer
Temperatur von 37 °C und etwaiger Schwankungen der Enzymkonzentration in unterschied-
lich verwendeten Enzym-Chargen, so korreliert das erhaltene Ergebnis gut mit den zuvor
gemachten Beobachtungen ohne Triesterzusatz (siche Kapitel 8 (Anhang), Abbildung 3). Bei
letzterem Versuch wurde 2'-dAMP innerhalb einer Stunde vollstindig desaminiert (100 %).
Dies weist eindeutig darauf hin, dal die cycloSal-Derivate nicht als Inhibitoren der AMPDA

wirken.

Im Gegensatz dazu konnte fiir das Nucleotid 2'-F-ara-ddAMP 46 ein Abbau zu 2'-F-ara-
ddIMP 48 durch das Enzym AMPDA beobachtet werden (siche Kapitel 8 (Anhang),
Abbildung 3). Bedingt durch die strukturellen Unterschiede von 2'-F-ara-ddAMP 46 im
Vergleich zu dem natiirlichen Substrat 2'-Desoxyadenosin-5'-monophosphat (2'-dAMP) wird
das 2'-fluorierte Nucleotid allerdings in dem untersuchten Zeitraum (200 min) nur zu etwa

50 % desaminiert, wihren 2'-d AMP bereits nach einer Stunde vollstdndig desaminiert wurde.

Als Kontrollexperiment wurde die zu untersuchenden Verbindungen tiber den gleichen

Zeitraum ohne Enzym inkubiert.

4.12 Konformationsanalyse von Nucleosiden

Seit der Entdeckung von AZT als Medikament in der AIDS Therapie sind die meisten
Nucleosid-Analoga nur in Hinblick auf das Fehlen der 3'-OH-Guppe entwickelt worden,
damit das entsprechende Triphosphat die RT des HI-Virus inhibieren kann. Doch wurde
schnell klar, da dieses Kriterium nicht unbedingt der wichtigste strukturelle Parameter ist,
welcher bendtigt wird, um eine Verbindung zu einem biologisch aktiven Wirkstoff zu

machen.

Vielmehr ist die Kenntnis der beteiligten Enzyme im Metabolismus des Nucleosids, deren
Substratpriferenz und letztlich auch die Wechselwirkungen von Substrat und Enzym
entscheidend, um zu verstehen, warum eine Verbindung biologisch aktiv oder biologisch
inaktiv ist. Ein wesentlicher Faktor der diese Autkldarung von Struktur-Aktivitidtsbeziehungen

erschwert, ist die vorhandende strukturelle Flexibilitit des Nucleosids.”**!  Hierbei
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beschreiben drei Parameter die wichtigsten konformativen Eigenschaften eines

Nucleosids:**!

1. Der Torsionswinkel der glycosidischen Bindung y (der Winkel C2-N1-C1'-O4' im Falle
der Pyrimidine und der Winkel C4-N9-C1'-O4' im Fall der Purine), beschreibt die
Orientierung der Base relativ zu dem Furanosering. Wie in Abbildung 54 gezeigt ist, sind

hierbei zwei verschiedene Stellungen (syn, anti) der Base mdoglich.

Pyrimidine Purine
04 X 04 o4' X 04’
B> Z O D >” SN
c4' c4' X/( c4 / ca «f
z 7
\ \ o/ \ \ca/
C3'—C2 C3—C2 Cc3'—cC2' C3—C2
anti syn anti syn

Abbildung 54:  Verschiedene Geometrien der glycosidischen Bindung am Beispiel der
Pyrimidin- und Purin-Basen
2. Der Torsionswinkel y um die C4'-C5'-Achse beschreibt die Orientierung der 5'-Hydroxy-

gruppe relativ zum Furanosering. Hierbei sind drei Winkel moglich (Abbildung 55) von

denen + sc und ap die bei Nucleosiden am héufigsten auftretenden sind.!**!

o5 -
1 1 y 1
/04\ ‘ (34\ 04\
C4<«05Basd c4)y Basd s Basd
) / s \ ]
c3'—cC2' c3'—C2' c3'—cC2'
synclinal (+ sc) antiperiplanar (ap) synclinal (- sc)

Abbildung 55:  Orientierung der C5'-O5'-Bindung relativ zum Furanosering

3. Der Pseudorotationswinkel P und der maximale Torsinswinkel vy beschreiben, inwie-
weit die fiinf Atome des Zuckerrings durch Verdrillung von einer planaren Struktur ab-
weichen. Es konnen hierbei ein Atom (envelope) oder auch zwei (twist) Atome aus der
Ebene herausragen. Es konnte eine gute Korrelation zwischen dem Pseudorotationswinkel
P und der Stellung der 5'-OH Gruppe (y) festgestellt werden.**” Der Torsionswinkel Viay
gibt das Ausmal} dieser Verdrillung des Furanoserings an. In Abbildung 56, Seite 93 ist
der Pseudorotationszyklus mit den verschiedenen Anordnungen des Furanoserings

aufgezeigt.
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Abbildung 56:  Pseudorotationswinkel P und v, des Furanoserings

Die meisten Nucleoside liegen in Losung in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen
einer C3'-endo (P ~20°, North) Konformation und einer C2'-endo (P ~ 160°, South) Konfor-
mation vor, wobei North (N) bzw. South (S) jeweils ein Energieminimum darstellen. Dieses
N/S-Umwandlung ist auf der NMR-Zeitskala sehr schnell. Wahrend der N/S-Umwandlung
miissen North- bzw. South-Konformere eine Energiebarriere iiberwinden, wobei von den
beiden moglichen zu durchlaufenden Ubergangszustinden, derjenige mit einer O4'-exo
Konformation (P ~90°, East) energetisch giinstiger ist, als derjenige mit O4'-endo

Konformation (P ~ 270°, West).

Das N/S-Gleichgewicht verlauft deshalb vorwiegend iiber die rechte Seite (East) des Pseudo-
rotationszyklus. In Abbildung 57 auf Seite 94 ist die hohe der Energiebarrieren (AG) in Ab-
hingigkeit des Pseudorotationswinkels P dargestellt.**'! In NMR-Studien wurde im Fall der
2‘-Fluorribonucleoside eine N/S-Energiedifferenz (AG®) von 1.1 - 2.4 kJ/mol ermittelt.”! Die
Je nachdem, ob es sich um Riboside, Desoxyriboside, Purine oder Pyrimidine handelt kann
der berechnete P-Wert im Fall von North bzw. South sehr unterschiedlich sein. Ein GroBteil
der Nucleoside mit North-Konformation weisen P-Werte zwischen 3-25° auf (Py). Im Fall
von South-Nucleosiden ist der Bereich an moglichen P-Werten grofer; hier liegen die

gemessenen Pseudorotationswinkel P (Ps) zwischen 145° und 175° (Pzpurine = 158°,
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P&pyrimigine = 170°).  Nucleoside, deren Konformation in Losung nicht eindeutig fixiert ist,

sind fiir eine Struktur-Aktivititsuntersuchung nicht geeignet.

Abbildung 57:  Energiebarriere (AG) in Abhéngigkeit des Pseudorotationswinkels P

Vielmehr sind hierbei Nucleosid-Analoga von groferem Interesse, deren Pseudo-
rotationswinkel P eindeutig, oder innerhalb eines Toleranzbereiches weniger Grade festgelegt
ist. Man geht dabei davon aus, daB3 ein zu untersuchendes Enzym nur eines der beiden
Konformere als Substat akzeptiert und an seiner "active site" effizient umsetzt. Die oben
beschriebenen Parameter y, v, P und vma wurden an ausgewdhlten Nucleosiden schon frith
mit Hilfe von Rontgenstrukturanalyse, mit 'H-NMR-Studien und mit computergestiitzer
Konformationanalyse untersucht.”*#**242%! Hierbei muf beachtet werden, daB die Kon-
formation des Nucleosid-Analogons in Losung nicht unbedingt identisch mit der
Konformation im Kristall ist. Deshalb sind weitere Untersuchungen in Lésung unabdingbar.
Mit Hilfe der Hochfeld-Protonen-Kernresonanzspektroskopie konnen die Verdnderung der
1H-1H-Kopplungskons‘[anten in Abhingigkeit der Temperatur gemessen werden, um das Aus-
malf an Flexibilitdt des Furanoserings zu bestimmen aber auch, um die Population von North
und South und die der drei Rotamere der 5'-OH-Gruppe in Losung zu ermitteln. Herbei ist die
Grofle der Kopplungskonstanten J der resonanzfihigen Atome (Protonen, Fluor) des Zucker-
rings von Interesse. Ein GroBteil der bendtigten Kopplungskonstanten konnen idealerweise
direkt aus dem gemessenen Spektrum erhalten werden und mit Hilfe der Karplus-Be-
ziehung”*****! kann ermittelt werden, ob bevorzugt eine North- oder South-Konformation
vorliegt. In Abbildung 58 und Abbildung 59 auf Seite 95 sind die Newman-Projektionen
entlang der drei Bindungen C1'-C2', C2'-C3' und C3'-C4' sowohl fiir die North- als auch fiir
die South-Konformation am Beispiel eines 2',3'-Didesoxynucleosides bzw. 2'-Desoxynucleo-

sides aufgezeigt.”**!!
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Abbildung 58: Newman-Projektionen entlang der drei Bindungen C1'-C2', C2'-C3' und C3'-
C4' (North-Konformation)
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Abbildung 59: Newman-Projektionen entlang der drei Bindungen C1'-C2', C2'-C3' und C3'-
C4' (South-Konformation)

In Tabelle 13 sind die berechneten Kopplungskonstanten der vier verschiedenen Kombi-
nationen der beiden Extremwerte von Py und Pg aufgelistet (B-E). Die Kopplungskonstanten
der Zeile A entsprechen den durchschnittlichen Pseudorotationswinkeln P (Pn = 10°,
Pgs=162°). Bereits 1972 wurde mit Hilfe dieser Methode versucht, Konformationsanalysen
von verschiedenen Nucleosiden durchzufiihren.**"! Viele weitere NMR-Untersuchungen zur
Konformation in Nucleosiden folgten.[2*724824%2502511 1997 wurde erstmals durch J.J. Barchi
und V. E. Marquez monofluorierte 2',3'-Didesoxyuridine mit Hilfe der 500 MHz-'"H-NMR-

Spektroskopie untersucht.'***!

Iterativ arbeitende Computerprogramme wie z.B. PSEUROT** sind entwickelt worden, um
aus den experimentell ermittelten vicinalen Kopplungskonstanten die entsprechenden Para-

meter ., v, P und v, zu errechnen.
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Mittels der Karplus-Beziehung, welche eine Funktion des dihedralen Winkels 0 darstellt und

die abhingig von der Elektronegativitidt der Substituenten und ihrer relativen Orientierung zu

den benachbarten Protonen ist, kdnnen oben genannte Parameter errechnet werden.!*

%N 100 80 60 40 20 0
Py [°] %S 0 20 40 60 80 100  Ps[]
A 10 Jio 0.0 2.0 4.0 6.1 8.1 10.1 162
Jrz 4.7 4.8 5.0 5.1 5.3 5.4
Sz g 10.1 8.1 6.1 4.2 2.2 0.2
B 3 Jio 0.0 2.1 4.2 6.2 8.3 10.4 145
Jrz 4.6 4.9 5.2 5.6 5.9 6.2
Sz g 9.9 8.1 6.4 4.7 2.8 1.1
C 25 Jio 0.3 2.1 4.0 5.8 7.7 9.5 175
Jr 3 5.2 5.2 5.2 5.1 5.1 5.1
T3y 10.5 8.4 6.3 42 2.1 0.0
D 3 Jio 0.0 1.9 3.8 5.7 7.6 9.5 175
Jrz 4.6 4.7 4.8 4.9 5.0 5.1
Sz g 9.9 7.9 5.9 4.0 2.0 0.0
E 25 Jio 0.3 2.3 43 6.4 8.4 10.4 145
Jrz 5.2 5.4 5.6 5.8 6.0 6.2
J3 g 10.5 8.6 6.7 4.9 3.0 1.1

Tabelle 10:  Berechnete >Ji-Kopplungskonstanten [Hz] von North und South-Konforma-
tionen fiir fiinf verschiedene Pn- und Ps-Kombinationen

4.12.1 Strukturell rigide 2',3'-Didesoxynucleosid-Analoga

Um die Konformation von Nucleosiden "einzufrieren" gibt es mehrere Mo6glichkeiten, von
denen die beiden wichtigsten hier vorgestellt werden sollen. Die erste beeinfluit den Fura-
nosering mit Hilfe von stereoelektronischen Effekten. Hierbei spielt nicht der in Zuckern be-
kannterweise wirkende "anomere"-Effekt!®>>***! die wichtigste Rolle. Elektronenzichende
Gruppen wie z.B. Halogene oder OH-Gruppen in C2' oder C3' Position des Zuckers fithren
dazu, dal} entweder eine C3'-endo (North) oder eine C2'-endo (South) Konformation einge-
nommen wird. Der Grund fiir diese bevorzugten Konformationen ist der sogenannte
"gauche"-Effekt! 677292381 " deor aus Orbital-Wechselwirkungen zwischen dem Sauerstoff-

atom des Zuckers und der elektronenziehenden Gruppe resultiert.
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Abbildung 60:  Effekt eines 2'-Fluorsubstituenten auf die Konformation

Der "gauche"-Effekt hat einen enormen stereoelektronischen Einflu} auf die stereochemische
Orientierung der Nachbargruppen. Er zwingt den elektronegativen Substituenten in eine
axiale Position (Abbildung 60).

Fluor als Substituent hat aufgrund seiner enormen Elektronegativitéit von 4.1 (nach Allred und

Rochow)**”!

einen groBeren Einflul auf die Zuckerkonformation als andere elektronegative
Gruppen.”™ Beispiele hierfiir sind 2¢-Fluor-ara- und 3'-Fluor-ribo-Nucleosid-Analoga,
welche vorwiegend in der C2'-endo Konformation vorliegen und 2°-Fluor-ribo- und 3'-Fluor-
ara-Nucleosid-Analoga, welche fast ausschlieBlich in der C3'-endo Konformation vor-

kommen, [260-261:262263.252 1y Apbildung 60 ist dieses am Beispiel von 2'-Fluor-2',3'-didesoxy-

ﬁﬂ

Bicyclo[3.1.0]Jhexan
(0)

H O Base \ j Base

7

HO .
Base s A Base
4 - f
N
%

C2'-endo
C3'-endo
(North) (South)

nucleosiden dargestellt.

Abbildung 61: Konformativ starre Formen von Nucleosid-Analoga mit Bicyclo[3.1.0]-
hexan-Einheit

Eine andere Moglichkeit zum "Einfrieren" der Konformation eines Nucleosids ist, anstelle

eines Furanoserings eine Bicyclo[3.1.0]hexan-Einheit einzufiihren (siche Abbildung 61).

Durch diesen Bicyclus handelt es sich nun formal um carbocyclische Nucleoside, die

aufgrund des zusitzlichen Cyclopropanrings zwischen dem C4' und C6' bzw. C1' und C6' in
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einen konformative Vorzugsrichtung gezwungen werden.”***®! Durch Austausch des
Sauerstoffatoms durch ein Kohlenstoffatom spielen nun sowohl der anomere- als auch der

"gauche"-Effekt keine Rolle mehr.

4.12.2 Konformationsanalyse mittels Hochfeld-'H-NMR-Spektroskopie von 2'-fluorier-
ten 5'-Monophosphaten und cycloSal-Pro-Nucleotiden

Die Aufklarung, warum 2'-F-ara-ddA 16 und nicht etwa 2'-F-ribo-ddA 18 gegen das HI-Virus
aktiv ist, stellt eine enorme Herausforderung dar. Die Korrelation von Struktur und
Aktivitdtspotential antiretroviraler Nucleoside ist aufgrund der komplexen anabolischen Pro-
zesse, die der Aktivierung zum eigentlichen Wirkstoff, dem 5'-Triphosphat, vorausgehen sehr
kompliziert. Der Aktivierungsprozess besteht bestenfalls aus drei, im Fall der Adenin-
Nucleoside aus mehreren enzymatischen Schritten (Kapitel 2.2.4, Seite 12), der abschlieBen-
den Wechselwirkung mit dem "Target-Enzym", der Reversen Transkriptase (RT) und letztlich
der Stabilitdt der Nucleosid-Triphosphate in der Zelle. Nur durch eine Analyse der bevor-
zugten Konformation des Nucleosides, zwischen diesen enzymatisch katalysierten Stufen,
kann moglicherweise eine Erkldrung fiir die Unterschiede in antiviraler Aktivitit der beiden
diastereomeren Nucleoside 2'-F-ara-ddA 16 und 2'-F-ribo-ddA 18 gefunden werden. Wie die
antiviralen Daten der cycloSal-2'-F-ribo-dd AMP-Verbindungen 39 in Tabelle 9 zeigen, kann
durch einen erfolgreichen ADA-Bypass die antivirale Aktivitét des 2'-F-ribo-ddAs 18 sichtbar
gemacht werden. Dieses Phanomen sollte Anlal3 genug sein, um zu untersuchen, warum 2'-F-
ribo-ddA 18 nicht antiviral aktiv ist und in welcher Art und Weise die verschiedenen Kon-
formationen der Nucleoside 16 und 18 eine Rolle im Metabolismus spielen. In Zusammen-
arbeit mit V.E. Marquez und J.J. Barchi wurde versucht, Antworten auf die gestellten Fragen

zu bekommen.

Zur Klirung der Konformation des Riboserings in Losung ist die Hochfeld-'H-NMR-
Spektroskopie eine wichtige Methode. Mit ihr kann man durch Berechnung der Kopplungs-
konstanten, die Konformation der Nucleoside in Losung bestimmen. Weiterhin ist es mit
Hilfe des Computerprogramms PSEUROT moglich die Parameter des Zuckerrings (P, Vimax, ¥)
berechnen zu lassen. Im Fall der Nucleoside wurden 500 MHz 'H-NMR-Spektren in DMSO-
ds und in D>O aufgenommen und die Kopplungskonstanten Jui n2, Jui s Junss Jomse,
Jiov iz, und Jpe s bestimmt. In Tabelle 11 auf Seite 99 sind diese gezeigt. Steht das 2'-
Fluoratom in der ara-Position im Ribosering (16, 32), so ist eine South-Anordnung (C2'-
endo) die bevorzugte Konformation. Im Fall der 2'-Fluor-ribo-Nucleoside 18 und 33 liegt

aufgrund der gemessenen Kopplungskonstanten eine North-Konformation (C3'-endo) vor.
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Nucleosid Losungsm. Juimy Jurmer Jorny Joewns Jwerny Jueny bevorz.
Konform.

2'-F-ara-ddA 16 DMSO-ds  --- 3.9 --- --- 34 6.0 South

D,0O --- 3.2 --- --- 2.2 5.7 South

2'-F-ribo-ddA 18 DMSO-ds 0.0 --- 4.3 0.0 --- --- North

DO 0.0 --- 4.2 0.0 --- --- North

2'-F-ara-dd132 DMSO-ds  --- 3.9 --- --- 2.4 5.5 South

2'-F-ribo-dd133 DMSO-ds 0.0 --- 4.3 0.0 --- --- North
Tabelle 11: 1H-1H-Kopplungskons‘[anten der Nucleoside 14, 18, 32 und 33 in DMSO-d;

und D,O in Hertz [Hz]

Einige Enzyme reagieren durchaus sensibel auf solch konformativen Unterschiede, da ihre
"active site" nur fiir eine bestimmte Struktur zugdnglich ist und nur ein Molekiil welches in
diese "active site" passt, umgesetzt wird. Deshalb ist es denkbar, dal sowohl das Enzym
Adenosin-Desaminase (ADA), als auch die 5'-Nucleotidase, die beiden Nucleoside (2'-F-ara-
bzw. 2'-F-ribo-) unterschiedlich metabolisieren. Zusétzlich wurden zu den Nucleosiden die 5'-
Monophosphate der vier 2'-fluorierten Nucleoside hergestellt und eine qualitative Konforma-
tionsanalyse mit Hilfe der '"H-NMR-Spektroskopie in D,O vorgenommen. Hier sollte unter-
sucht werden, ob die 5'-Phosphatgruppe eine Umkehrung der Konformation im Vergleich zu
dem freien Nucleosid ausiibt und dadurch eventuell die weitere Umsetzung zum aktiven Me-

taboliten verhindert wird.

Wie in Tabelle 12 auf Seite 99 zu sehen ist, ist dies nicht der Fall. Wie schon zuvor im Fall
der Nucleoside liegen auch die 5'-Monophospate in den erwarteten Konformationen vor. Die
2'-Fluor-ara-Nucleotide 2'-F-ara-ddAMP 46 und 2'-F-ara-ddIMP 48 bevorzugen eine South,
die 2'-Fluor-ribo-Adenylate 2'-F-ribo-ddAMP 47 und 2'-F-ribo-ddIMP 49 liegen, in der North

Konformation vor.

Nucleotid Jurny Jurme Juewy Juewye Jurwz Juruzy bevorz.
Konform.

2'-F-ara-ddAMP 46 -—- 3.2 --- --- 2.7 5.6 South

2'-F-ribo-ddAMP 47 0.0 --- 2.5 0.0 --- --- North

2'-F-ara-ddIMP 48 --- 3.3 --- --- 2.7 5.7 South

2'-F-ribo-ddIMP 49 0.0 --- 3.8 0.0 --- --- North

Tabelle 12: '"H-"H-Kopplungskonstanten der Nucleotide 46-49 in D,O in Hertz
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In Zusammenarbeit mit V. Marquez und J.J. Barchi wurden die 5'-Nucleosid-Monophosphate
46-49 einer quantitativen Konformationsanalyse unterzogen und mit Hilfe der Programme
PSEUROT und FLUOROT die konformativen Parameter bestimmt.”>*’*°°! Die erhaltenen Er-
gebnisse wurden mit den denen der Nucleoside und der 5'-Triphosphate verglichen. Wie in
Tabelle 13 zu sehen ist, behalten sowohl die 5'-Monophosphate 46-49 als auch die entsprech-
enden 5'-Triphosphate 17 und 19 die urspriingliche Konformation der Nucleoside 16 (ca.
80 % South) und 18 (ca. 100 % North) bei. Die spektralen Unterschiede der 5'-Triphosphate
17 und 19 und der 5'-Monophosphate 46 und 47 sind minimal und héngen iiberwiegend mit
unterschiedlichen chemischen Verschiebungen bzw. mit kleinen Anderungen des Torsions-
winkel y (+sc, ap, -sc) zusammen. Im Fall von 2'-F-ara-ddAMP 46 und 2'-F-ara-ddATP 17
wurde die Berechnung der Kopplungskonstanten durch die Komplexitdt der Peaks der H3'
und H3"-Protonen behindert. Durch Entkopplungsexperimente und Spektrensimulation dieser

Region konnte dieses Problem zumindest zum Teil gelost werden.

Bei den 2'-Fluor-ara-Verbindungen liegt das Gleichgewicht nicht zu 100 % auf der South-
Konformation. Hier ist die dominante Konfiguration eindeutig die South-Konformation, aller-
dings nehmen alle drei untersuchten Verbindungen immerhin noch ca. 20 % der North-Kon-
formation ein. Offensichtlich hat eine 5'-Phosphorylierung von 2'-F-ara-ddA 16 und 2'-F-
ribo-ddA 18 fast keinen Effekt auf die Zuckerkonformation. Die Pseudorotations-Parameter
werden deshalb ausschlieBlich durch den elektronischen Charakter des Fluoratoms der

Nucleosid- und Nucleotid-Analoga bestimmt.

T

Nucleotid PN VN Pq Vs %N rms a y v
2'-F-ara-ddA 16 -10.0 36.0 132.7 38.1 19 0361 0.380 0.520 0.000
2'-F-ribo-ddA 18 -0.2 359 160.0 36.0 99 0.126 0.620 0.340 0.000

2'-F-ara-ddAMP 46 -17.1 38.0 1334 38.0 23 0344 0320 0472 0.208
2'-F-ribo-ddAMP 47 -9.6 35.0 180.0 38.0 100 0.238 0.680 0.293 0.027
2'-F-ara-ddIMP 48 -12.8  --- --- --- 24 0272 --- --- ---

2'-F-ribo-ddIMP 49  10.6 --- - --- 99 0341 0.63 034 0.03
2'-F-ara-ddATP 17 -16.5 38.0 133.6 38.0 20 0382 0416 0.484 0.100
2'-F-ribo-ddATP 19  -6.0 35.7 180.0 36.0 98 0425 0.700 0.269 0.031

Py bzw. Pg: Pseudorotations-Parameter; vy, vs: Torsionswinkel der Ribose; %N: prozentualer Anteil an North-
Konformation; rms: (root-mean-square) durchschnittliche Abweichung der berechneten und der experimentell bestimmten
Kopplungskonstanten [Hz]; y", y*, v: Orientierung der 5'-OH-Gruppe relativ zum Furanosering (+sc, ap, -sc)

Tabelle 13: Konformative-Parameter der 5°-Monophosphate 46-49 im Vergleich mit
den 5'-Triphosphaten 17 und 19 und den Nucleosiden 16 und 18
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4.13 Synthese 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T)

Bevor auf die Synthese von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T) néher eingegangen

wird, soll zunichst der Metabolismus von d4T 2 kurz beschrieben werden.

4.13.1 2¢,3‘-Didesoxy-2¢,3‘-didehydrothymidin (d4T) 2

Thymidin-Analoga wie AZT 1 oder d4T 2 werden intrazelluldr ebenfalls enzymatisch zum
5¢-Triphosphat metabolisiert (siche Abbildung 62). Hierbei ist die Thymidin-Kinase (TK) fiir
die Umwandlung des Nucleosids in das 5°-Monophosphat verantwortlich. Die Umwandlung
zum 5°-Diphosphat erfolgt durch die Thymidilat-Kinase und im Anschluf3 daran katalysiert
die Nucleosid-Diphosphat-Kinase die Phosphorylierung zum 5°-Triphosphat.

0]
I T

T
HO. R
e o \>o - .
\%og Thymidin-Kinase (TK) S 0. Thymidilat-Kinase
.......................... - % { ﬂ -
2

limitierender Schritt
d4aTMP

0] o ) o} 0]
i i I i
NN AT AN A TN A T
@O \(890 \%O 6] Nucleosid-Diphosphat-Kinase é) \%O \(890 \%O O
d4TDP d4TTP

Abbildung 62: Intrazelluldrer Metabolismus von 2°,3°-Didesoxy-2°,3°-didehydrothymidin 2

Auch hier kann es aufgrund der strukturellen Unterschiede zwischen natiirlichen Nucleosiden
und den Nucleosid-Analoga zu Metaboliesierungsengpéssen kommen. Im Fall von d4T ist die
Phosphorylierung vom Nucleosid in das Monophosphat gehemmt. Die zelleigene Thymidin
Kinase akzeptiert d4T 2 nur unzureichen als Substrat und die Metabolisierung zu d4TMP fin-
det deshalb nur sehr langsam statt.”**’2%*! Die nachfolgenden Phosphorylierungen zum 5°-Tri-
phosphat (d4TMP) stellen kein Hindernis mehr da. Aufgund dieses ,,metabolischen Flaschen-
halses™ verabreicht man in der anti-HIV Therapie d4T 2 in héheren Dosen, um intrazellulér
die erforderliche Konzentration an aktiven Metaboliten zu erreichen. Da dies aber mit erheb-
lichen Nebenwirkungen einhergeht, versucht man mit Pro-Drugs diesen metabolischen Eng-
pass zu umgehen (TK-Bypass). Das cycloSal-Konzept wurde bereits erfolgreich von M. Lorey
auf d4T 2 angewendet.[""”">* Nun soll versucht werden inwieweit sich rers-Butyl- und sek-
Butyl-Substituenten im aromatischen Ring die Figenschaften der cycloSal-d4TMP-Pro-

Nucleotide beeinflussen.
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4.13.2 Synthesestrategien fiir 2¢,3°-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2

Aus der Literatur sind einige Synthesewege fiir 2°,3-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T)
2 bekannt.! Ausgehend von Thymidin 93 kann d4T 2 iiber die 2,3'-Anhydrothymidin-
Verbindung 94 (Weg A)'®! oder iiber 3'.5'-Anhydrothymidin 95 (Weg B)**”! dargestellt
werden (Abbildung 63). Fiir die Synthese von d4T 2 {iber die Verbindung 94 wiirden vier
Reaktionsschritte bendtigt wihrend die Reaktion iiber Verbindung 95 nur drei Schritte
benstigt. Des weiteren werden bei der Synthese iiber die Zwischenstufe 94 relativ teure
Schutzgruppen verwendet. Aufgrund der geringeren Kosten und der geringeren Anzahl an

Reaktionsschritten wurde die Synthese tiber das 3',5'-Anhydrothymidin 95 gewahlt.
O

It
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Abbildung 63:  Synthesestrategien fiir 2°,3°-Didesoxy- 2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2

4.13.3 Darstellung von 2¢,3‘-Didesoxy- 2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2

2¢,3*-Didesoxy- 2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2 konnte aus Tymidin 93 nach der Methode
von Mansuri synthetisiert werden.”*”! Dazu wurde Thymidin 93 zunéchst mit Mesylchlorid in
zum 3',5'-Dimesylthymidin 96 umgesetzt. Die kristalline Verbindung 96 konnte durch Um-
kristallisation aus Aceton in 98 % Ausbeute isoliert werden (Abbildung 64). Die anschlie3-
ende Reaktion mit Natriumhydroxid unter RiickfluB lieferte nach Umbkristallisation aus
Ethanol 3'.5'-Anhydrothymidin 95 in 84 %iger Ausbeute (Abbildung 64). Im letzten Schritt
wurde 95 mit Kalium-fert-butylat bei Raumtemperatur umgesetzt. In einer Ausbeute von
88 % konnte 2°,3°-Didesoxy- 2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2 als farbloser Feststoff isoliert
werden (Abbildung 64, Seite 103). Ausgehend von Thymidin 93 wurde d4T 2 in einer

Gesamtausbeute von 72 % erhalten, da vor allem die Ausbeute des letzten Syntheseschrittes
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durch wiederholtes Ausschiitteln der wissrigen Phase mit Essigsdureethylester enorm

gesteigert werden konnte.
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Abbildung 64:  Synthese von 2°,3°-Didesoxy- 2',3"-didehydrothymidin (d4T) 2

Horwitz et al. konnte in seiner Synthese nur eine Gesamtausbeute von 36 % fiir d4T 2 aus-
gehend von Thymidin 93 erzielen. Dies stellt im Vergleich zur Literaturvorschrift eine Stei-

gerung um 36 % lber alle Syntheseschritte dar.

4.14 Darstellung der cycloSal-d4TMP-Verbindungen

4.14.1 Darstellung der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42a,c,e-h mittels Phosphor(III)-
Chemie (Synthesevariante A)

Ausgehend von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2 wurden die cycloSal-d4TMP-

Verbindungen 42 nach Variante Al'°%!7]

unter Verwendung der cyclischen Saligenyl-
chlorphosphane 70 erfolgreich dargestellt. Dazu wurde zu einer Losung von d4T 2 und 2.0
Aquivalenten Diisopropylethylamin (DIPEA) in wasserfreiem Acetonitril nach Abkiihlung
auf - 40 °C langsam eine Losung aus 1.5 Aquivalenten des jeweiligen cyclischen Saligenyl-
chlorphosphans 70a,c,e-h in 1.0 ml Acetonitril {iber einen Zeitraum von zwei Stunden
hinzugetropft. Nach der Zugabe wurde 30 min bei -40 °C geriihrt und mittels DC-Kontrolle
auf vollstindige Umsetzung des Nucleosids tiberpriift. Anschlieend wurde bei -40 °C mit 4.0
Aquivalenten tert-Butylhydroperoxid oxidiert. Das Reaktionsgemisch lieB man auf Raum-

temperatur auftauen und das Losungsmittel wurde anschlieBend im Olpumpenvakuum ent-

fernt. Man erhielt ein gelbes Ol. Nach chromatographischer Aufreinigung erhielt man die
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cycloSal-d4TMP-Triester 42a,c,e-h als farblose Ole bzw. nach Lyophilisieren als weile
Watten in Ausbeuten von 27 - 91 % (siehe Abbildung 35).

o]

o)
NH
\E‘\NH
0 /K
o
1.DIPEA GHiON i AN \Fl,//_o N o
2 ertBuoon . U - o :O:

2 70a,e-h 42a (56 %)
42¢ (50 %)
42e (91 %)
42f (56 %)
429 (34 %)
42h (27 %)

Abbildung 65:  Synthese der cycloSal-d4TMP-Derivate 42a,c,e-f mittels Phosphor(III)-
Chemie (Synthesevariante A)

Die Verbindungen wurden durch 'H-NMR-, *C-NMR-, *'P-NMR und UV-Spektroskopie
sowie massenspektrometrisch nachgewiesen und charakterisiert. Man erhielt Diastereomeren-
gemische im Verhiltnis von nahezu 1:1 (Tabelle 14). Die hier aufgefiihrten Diastereomeren-
verhiltnisse sind, wie schon bei den cycloSal-Adenylaten nach zweimaliger chromato-

graphischer Aufreinigung der Rohgemische ermittelt worden.

Verbindung  Substituent  chemische Verschiebung Diastereomeren-
[ppm] verhiltnis
42a H -8.11/-8.13 1:1.27
42¢ 3-Me -7.34/-7.54 n.d
42e 3-tert-Bu - 7.48 (fast)/- 7.24 (slow) 1:0.89
42f 3-sek-Bu - 6.80/- 6.89/- 7.21/- 7.24 1:09:1.14:0.9
42g S-tert-Bu - 7.85 (fast)/- 7.83 (slow) 1:0.96
42h 5-sek-Bu -7.77/-1.78/- 7.80 n. b.
Tabelle 14: Chemische Verschiebung im *'P-NMR-Spektrum und Diastereomerenver-

hiltnis der cycloSal-d4TMP-Derivate 42a,c,e-h

Im Fall der 3-tert-Butyl und 5-fert-Butyl substituierten Verbindungen 42e und 42g konnten
die Diastereomere mit Hilfe von semipréparativer HPLC voneinander getrennt werden. Auf
die unterschiedlichen Eigenschaften dieser getrennten Diastereomere wird im Kapitel 4.15,

Seite 108 genauer eingegangen.
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4.14.2 Darstellung der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42¢ (Synthesevariante B)

Im Gegensatz zu den Purin-haltigen Nucleosiden stellt die Verwendung von cyclischen
Saligenylphosphoramiditen 71 die bisher effektivste Variante fiir die Synthese der cycloSal-
d4TMP-Verbindungen dar (Abbildung 27, Seite 36). Wie allgemein in der Phosphoamidit-
Chemie und vor allem in der Oligonucleotidsynthese tiblich, mufl in dem Reaktionsgemisch
neben dem Phosphoramidit eine schwache Siure als Aktivator wie zB. 1H-Tetrazol?”"
zugegen sein. Neben diesem klassischen Aktivator konnen auch andere schwache Sduren wie
z.B. Pyridinium-tetrafluoroborat, Pyridin-hydrochlorid oder Imidazolium-triflat zur Kupplung
eines Phosphoramits mit einem Alkohol eingesetzt werden. Aufgrund dieser ,,sauren* Reak-
tionsbedingungen muf} beriicksichtigt werden, dal} sdureempfindliche Nucleoside, méglicher-
weise diesen Bedingungen wihrend der Reaktion nicht standhalten. Fiir solche Fille ist die
Synthesevariante A aufgrund der Stickstoffbase DIPEA eventuell giinstiger. Die Reaktion
wurde in Hinblick auf den EinfluB der oben genannten Aktivatoren, auf die Temperatur
wihrend der Zugabe des cyclischen Saligenylphosphoramidits, auf den Losungsmitteleinflufl
und auf die Reaktionszeit hin untersucht. Durch die Verwendung verschiedener chiraler Tet-
razol- und Imidazol-Aktivatoren, konnte zusitzlich das Diastereomerenverhéiltnis der Reak-
tion am Phosphoratom beeinfluit werden. Anhand des Nucleosids 2',3'-Didesoxy-2',3'-dide-

hydrothymidin (d4T) 2 wurde diese Synthesevariante optimiert./***-*'"1

Die Nucleoside und die Aktivatoren wurden zunichst getrennt voneinander mit Toluol coeva-
poriert, um restliches Wasser zu entfernen. Im Anschlufl daran wurde d4T 2 in Acetonitril ge-
16st. Zu dieser Losung wurden zwischen 2.0 und 4.0 Aquivalente des Aktivators hinzugege-
ben und im AnschluB daran 2.6 Aquivalente cyclisches Saligenylphosphoramidit 71¢ als L&-
sung in Acetonitril bei 0 °C bzw. bei Raumtemperatur hinzugetropft.
o o
NH - CH, o | /’t
1. Aktivator, CH3CN ~po N 0
; + e j/ 2. tertBUOOH ©1/<|3 :O:
11-99 % —

2 71c 42c

Abbildung 66:  Synthese des cycloSal-d4TMP-Derivates 42¢ mittels Phosphor(IIl)-Chemie
(Synthesevariante B)

Nach der Zugabe wurde die Reaktion mittels DC-Kontrolle auf vollstindige Umsetzung des
Nucleosids kontrolliert. AnschlieBend wurde bei 0 °C mit 1.1 Aquivalenten (in bezug auf das

Phosphoramidit) mit zer#-Butylhydroperoxid oxidiert.
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Aktivator Aquivalente Reaktions- Reaktionszeit Ausbeute Diastereomeren-
temperatur (vor Ox.) [%%] verhiltnis
1H-Tetrazol 2 0°C 3h 38 1:1.08
2 0°C 5h 40 1:1.07
4 0°C 2.5h 73 1:1.01
4 0°C 2.5h 66 1:1.05
4 Rt 4h 65 1:1.06
4 Rt 4h 74 1:1.08
hygféicfﬁ);i q 2 0°C >24 h 21 1:1.07
2 0°C >20h 69 1:0.8
4 0°C 3h 79 1:0.81
4 0°C 25h 83 1:0.79
4 Rt 6h 44 1:0.9
4 Rt 6h 55 1:0.93
Pyridinium-

tetrafluorborat 2 0°C 225h 49 1:1.10
2 0°C 225h 78 1:0.91
4 0°C 225h 64 1:0.92
4 0°C 225h 72 1:1.05
4 Rt 1.5h 86 1:0.91
4 Rt 1.5h 70 1:0.97
Imi‘}fgi‘m’ 1 0°C 425h 51 1:0.81
1 0°C 425h 50 1:0.82
2 0°C 4h 37 1:0.81
2 0°C 3.5h 68 1:0.78
4 0°C lh 64 1:0.81
4 0°C 3h 67 1:0.85
4 Rt 2.5h 76 1:0.81
4 Rt 25h 99 1:0.82

4 Rt keine Reaktion™

4 Rt keine Reaktion™

[a]Die Reaktion wurde in DMF/THF (2:1) durchgefiihrt

Tabelle 15: Ausbeuten und Diastereomerenverhiltnisse von 3-Me-cycloSal-d4TMP 42¢
unter verschiedenen Bedingungen!®””!



4. Resultate und Diskussionen 107

Die gewidhlten Reaktionsbedingungen und die damit erhaltenen Ausbeuten und
Diastereomerenverhéltnisse sind in Tabelle 15 auf Seite 106 dargestellt. Auffallend ist, daf3
die Natur des Aktivators (1H-Tetrazol, Pyridin-hydrochlorid, Pyridinium-tetrafluorborat,
Imidazolium-Triflat) keinen EinfluB3 auf die Ausbeute der Reaktion hat. Alle verwendeten
Aktivatoren flihrten zu guten bis sehr guten Ausbeuten (74 -99 %). Um diese hohen
Ausbeuten zu erhalten hat es sich gezeigt, daB mindestens 4.0 Aquivalente des Aktivators
notig sind. Setzt man weniger als 4.0 Aquivalente ein, so macht sich dies in einer geringeren
Ausbeute bemerkbar. Die ermittelten Diastereomerenverhiltnisse liegen bei allen ver-
wendeten Reaktionsbedingungen bei nahezu 1:1, da keinerlei chirale Induktion durch die
Aktivatoren stattfindet. Um zu untersuchen, ob das Diastereomerenverhéltnis der cycloSal-
Pro-Nucleotide iiber die Synthesevariante B zu beeinflussen ist, wurden verschiedene chirale
Imidazole und Tetrazole (2-(3°,5°-Dimethylbiphenyl-2-yl)-5.,4-dicyanimidazol, 2-(2°,4°,6°-
Trimethylbiphenyl-2-yl)-4,5-dicyanimidazol, 2-(Triphenylmethyl)-4,5-dicyanimidazol, (-)-5-
(2-(2-Methoxy)bornyl)-1-tetrazol”’') verwendet. Mit ihnen lieBen sich einige Jahre zuvor bei
der diastereoselektiven Synthese von Methylphosphonat-Dimeren {iber die Phosphoramidit-
Route gute Erfolge zugunsten des Rp-Diastereomers erzielen.?’>?”*! Sie wurden freundlicher-
weise von P. Schell (Universitdt Frankfurt/M.) zu Verfiigung gestellt. Diese chiralen
Aktivatoren hatten allerdings keinen Einfluf auf das Diastereomerenverhiltnis der 3-Methyl-
cycloSal-d4TMP-Verbindung 42¢. Zusdtzlich waren die erhaltenen Ausbeuten wesentlich

geringer als mit den achiralen Aktivatoren. ?%!

4.14.3 Darstellung der cycloSal-d4T-Verbindungen 42a-c (Synthesevariante C)

Die cycloSal-d4TMP-Derivate 42a-c¢ konnten auch mittels Phosphor(V)-Chemie synthetisiert

werden. Dazu wurde das Nucleoside d4T 2 #hnlich der Vorschrift von McGuigan et al."'#!}

n
Acetonitril gelost und mit N-Methylimidazol als Base versetzt. Bei Raumtemperatur wurden
3.0 Aquivalente cyclische Saligenylphosphorchloridat 72 unverdiinnt hinzugegeben und iiber
Nacht bei Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel wurde im Olpumpenvakuum entfernt
und das erhaltene gelbe Ol chromatographisch aufgereinigt. Die erhaltenen Ausbeuten lagen
zwischen 19 und 59 %. Die chromatographische Aufreinigung der nach der Synthese-
variante C hergestellten cycloSal-Pro-Nucleotide erwies sich als schwierig. Das im Uberschu3
(4.0 Aquivalente) eingesetzte N-Methylimidazol (NMI) lieB sich nur schwer von dem ge-

wiinschten Produkt abtrennen, so dal3 mehrere chromatographische Trennungen nétig waren,

um den reinen cycloSal-d4T-Phosphattriester 42 zu erhalten.
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Abbildung 67:  Synthese der cycloSal-d4TMP-Derivate 42a-¢ nach Synthesevariante C

Der Versuch das Produkt nach der Reaktion durch eine wéssrige Aufarbeitung von der Base
zu trennen, fiihrte zu erheblichen Ausbeuteverlusten. Da fiir diese Reaktionsvariante noch
keine intensive Reaktionsoptimierung wie im Fall der Synthesevariante B durchgefiihrt
worden ist, kann das synthetische Potential dieser Variante fiir noch nicht abschlieBend

eingeschitzt werden.

4.15 Eigenschaften der cycloSal-d4TMP-Verbindungen

4.15.1 Verteilungskoeffizienten der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h

Wie zuvor in Kapitel 4.6.1.1 auf Seite 52 beschrieben, wurden fiir die cycloSal-d4TMP-
Triester 42 die Nernst'schen Verteilungskoeffizienten (PC- und logP-Werte) in einem
1-Octanol/Wasser-Gemisch (1:1, v/v) experimentell bestimmt. Als Referenzverbindung fiir
die Abschitzung eines passiven Zellmembrantransportes diente wiederum AZT 1.
Desweiteren wurden die ermittelten Verteilungskoeffizienten mit dem entsprechenden
Ausgangsnucleosid 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2 verglichen. Die Durch-
filhrung erfolgte wiederum wie in Kapitel 4.6.1.1 beschrieben. Die Ergebnisse sind in Tabelle

16 zusammengefalt.

Die cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h weisen sehr hohe PC-Werte von 42 - 87 auf. Diese
Werte sind im Vergleich zu der Ausgangsverbindung d4T um einen Faktor 280 - 580 hoher.
Im Vergleich zu AZT 1 konnte ein Faktor von 38 - 80 erzielt werden. Die beiden Diastereo-
mere von 42e und 42g unterscheiden sich nicht wesentlich in ihrer Lipophilie. Wie schon fiir
die cycloSal-ddAMP- und cycloSal-2'-F-ara-dd AMP-Triester (35, 38) gezeigt werden konnte,
zeichnet sich auch im Fall der cycloSal-d4TMP-Verbindungen eine Abhéngigkeit von der
Grofle der PC-Werte und der verschiedenen Butyl-Reste in 3- bzw. 5-Position im aroma-

tischen Ring ab.
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Verbindung Substituent PC-Wert logP-Wert

42e "fast" 3-tert-Bu 43.8 1.64
42e "slow" 3-tert-Bu 42.0 1.62
42f 3-sek-Bu 72.4 1.86
42g "fast" S-tert-Bu 50.5 1.70
42g "slow" S-tert-Bu 53.4 1.72
42f 5-sek-Bu 87.4 1.94

d4T 2 0.15 0.8

AZT 1 1.09 0.04!1¢!

Tabelle 16 Verteilungskoeftizienten der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h

Ein sek-Butyl Rest im aromatischen Ring ist im Vergleich zu einem tert-Butyl Substituenten
deutlich lipophiler, wobei der 5-sek-Butyl Substituent wiederum lipophiler ist als ein 3-sek-
Butyl-Rest. Die relativ niedrigen PC-Werte (40 - 80) im Vergleich zu den cycloSal-Phosphat-
triestern mit einer Purin-Base (64 - 200) resultieren aus der hoheren Hydrophilie der Pyrimi-

dine.

4.15.2 Hydrolysekinetiken der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h

Die synthetisierten cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h wurden, wie zuvor auch die
cycloSal-ddAMP- und cycloSal-d4AMP-Triester 35a-h und 34a-d, in wissrigen Puffer-
systemen auf ihre Hydrolyseeigenschaften untersucht (siehe Kap. 4.6.2.1, Seite 55). Zuvor
war es moglich, die Diastereomerengemische der 3-fert-Butyl bzw. 5-tert-Butyl-Verbind-
ungen 42e bzw. 42g mittels semipréiparativer RP-HPLC zu trennen und separat zu unter-
suchen. Als Referenz wurden die von M. Lorey synthetisierten Derivate cycloSal-d4TMP
42a, 3-Me-cycloSal-d4TMP (fast) 42¢, 3-Me-cycloSal-d4TMP (slow) 42¢ und 5-Me-

cycloSal-d4TMP 42j hinzugezogen und unter gleichen Bedingungen untersucht.!?71>!

Die Durchfiithrung der Hydrolysekinetiken erfolgte analog derer in Kapitel 4.6.2.1, Seite 55
beschriebenen Hydrolysekinetiken fiir die cycloSal-ddAMP- und cycloSal-d4 AMP-Triester
(35, 34). Wie in Tabelle 17 auf Seite 110 zusammengefalit ist, liegen die gemessenen Halb-
wertszeiten der Phosphattriester 42a,c,e-j in einem 12.5 mM Phosphatpuffer (pH 7.3, 37 °C)
zwischen 9.2 und 155 Stunden. AuBlergewohnlich lange Halbwertszeiten besitzen, wie schon
zuvor bei den cycloSal-ddAMP- und cycloSal-2'-F-ara-dd AMP-Verbindungen 35 und 38
beobachtet werden konnte, die 3-fert-Butyl- und 3-sek-Butyl-cycloSal-d4TMP-Verbindungen
42e und 42f.
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Halbwertszeit (t;2) in
Phosphatpuffer
(12.5 mM) bei 37 °C [h]

Verbindung Substituent (R) pH 7.3
42a H 9.2
42c¢ "fast" 3-Me 15.1
42¢ "slow" 3-Me 42.2
42e "fast" 3-tert-Bu 155
42e "slow" 3-tert-Bu 132
42f 3-sek-Bu 57.5
42g "fast" S-tert-Bu 30.8
42g "slow" S-tert-Bu 14.7
42h 5-sek-Bu 24.2
42j 5-Me 14.6

Tabelle 17: Halbwertszeiten (t12) der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-j und 42a,c

Wie aus Tabelle 17 ersichtlich ist zeigen die Verbindungen mit einem Substituenten in
5-Position (42g-j) dhnliche Halbwertszeiten (14-30 h), wihrend bei den Verbindungen mit
einem Substituenten in 3-Position (42¢,e,f) eine deutliche Abstufung zu beobachten ist (42¢:
15 bzw. 42 h, 42f: 57 h, 42e: 155 bzw. 132 h). Der Grund fiir diese Beobachtung liegt auch
hier in dem unterschiedlichen sterischen EinfluB der Substituenten. Auch hier iiben
Substituenten wie sek-Butyl und fert-Butyl in der 5-Position des aromatischen Rings nur
einen kleinen EinfluB3, Substituenten in der 3-Position allerdings einen groBen Einflufl auf
einen nucleophilen Angriff am Phosphoratom aus. Wie schon bei den cyc/oSal-dd AMP- und
cycloSal-2'-F-ara-ddAMP-Verbindungen 35 und 38 zu beobachten war, ist, bedingt durch den
groBeren sterischen Anspruch einer fert-Butyl Gruppe im Vergleich zu einer sek-Butyl
Gruppe, die Halbwertszeit von 42e um nahezu das 3 fache gréBer als im Fall von 42f.
Interessant ist die unterschiedliche Stabilitit der getrennten Diastereomeren der Verbindungen
42c¢, 42¢ und 42g. Hierbei zeigen sich unterschiedlich starke Differenzen der Halbwertszeiten
im Phosphatpuffer innerhalb derselben Verbindung. Wihrend im Fall des 3-Methyl-substitu-
ierten Phosphattriesters 42¢ die Stabilitdt der beiden Diastereomere "fast" und "slow" um
einen Faktor 3 variieren, findet man bei der Verbindung 42g nur noch einen Faktor 2. Ver-
gleicht man nun die beiden 3-fert-Butyl-cycloSal-Derivate 42e "fast" und 42e " slow " mitein-
ander, so kann man keine deutliche Abweichung der Halbwertszeiten voneinander mehr fest-

stellen. Eine Ursache fiir dieses Phdnomen ist noch nicht bekannt. Weiterhin fillt auf, dal} so-
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wohl im Fall des 3-fert-Butyl-cycloSal-Phosphattriesters 42e als auch bei der 5-tert-Butyl-
Verbindung 42g das "fast"-eluierende Diastereomer immer das stabilere und das "slow"-
eluierende Diastereomer das instabilere ist. Bei der 3-Methyl-substituierten Verbindung 42¢
ist dieses Verhéltnis umgekehrt. Wahrscheinlich haben das R,- bzw. das S,-Diastereomer je
nach Substituent im aromatischen Ring unterschiedliche Elutionseigenschaften. Nur eine

Bestimmung der absoluten Konfiguration am Phosphoratom kann diese Frage klaren.

4.15.3 Anti-HIV-Tests der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h

Die cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Jan Balzarini auf ihre in vitro anti-HIV-Aktivitdt untersucht. Auch in diesem
Fall diente eine Wildtypzellinie humaner T-Lymphozyten (CEM/0) als Testsystem. Auler-
dem wurde eine Thymidin-Kinase-defiziente (CEM/TK") Zellinie verwendet. Dieses Enzym
ist fiir die intrazelluldre Umwandlung von d4T 2 zu d4TMP verantwortlich. Fehlt dieses En-
zym der Zelle, so geht die Aktivitdt von d4T 2 verloren. Im Fall der cycloSal-Verbindungen
sollte das Fehlen der Thymidin-Kinase keine Auswirkungen auf die Aktivitit haben, da das
5'-Monophosphat d4TMP intrazelluér freigesetzt wird. Die beobachtete antivirale-Aktivitit
der Wildtypzellinie CEM/0 sollte in CEM/TK -Zellen erhalten bleiben. Bei bisherigen Unter-
suchungen von cycloSal-d4TMP-Triestern mit den Substituenten H, 5-OMe, 5-Me, 3-Me und
3,5-DiMe konnte beobachtet werden, daB3 die cycloSal-d4TMP-Derivate in den Thymidin-
Kinase-defizienten Zellen (CEM/TK") ihre antivirale Aktivitdt weitgehend beibehalten. In
Tabelle 18 auf Seite 112 sind die antiviralen Daten der tert- und sek-Butyl cycloSal-d4TMP-
Derivate zusammengestellt. Als Vergleich wurde auBlerdem das 3-Methyl substituierte

cycloSal-d4TMP-Derivat 42¢ getestet.

Die cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h weisen in der Wildtypzelllinie (CEM/0) eine
Aktivitdt gegen HIV-1 und HIV-2 auf, die in der gleichen GréBenordnung liegt wie die
Ausgangsverbindung d4T 2. Weiterhin ist zu bemerken, daB in der HIV-2 infizierten Zellinie
die Aktivitdt schlechter ist, als in HIV-1 infizierten Zellen. Entscheidend ist allerdings, daf3 in
den HIV-2 infizierten Thymidin-Kinase-defizienten Zellen (CEM/TK") die antivirale Aktivitat
im Fall der Verbindungen 42e, 42e¢ "fast" und 42f zunimmt bzw. im Fall von 42g "fast" nahe-
zu erhalten bleibt. Bei allen anderen Verbindungen (42e "slow", 42g, 42g "slow" und 42h)
geht die beobachtete Aktivitdt verloren. Dieser Aktivitdtsverlust wurde bisher im Fall der
cycloSal-d4T-Pro-Nucleotide nicht beobachtet und kann auch nicht auf eine Instabilitit der
Verbindungen zuriickgefiihrt werden (siehe Tabelle 17, Seite 110).
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Antivirale Aktivitét Zytotoxizitét
ECso [uM]
Verbindung Substituent CEM/0 CEM/0 CEM/ CEM/0
HIV-1  HIV-2 TK- CCso [uM]

42¢ 3-Me 0.067 0.21 --- 20.0
42e "mix" 3-tert-Bu 0.18 0.65 0.33 344
42e "fast" 3-tert-Bu 0.13 0.44 0.19 25.2
42e "slow" 3-tert-Bu 0.60 3.0 5.0 78.7
42f 3-sek-Bu 0.08 0.33 0.09 18.1
42g "mix" S-tert-Bu 0.14 0.9 1.5 33.8
42g "fast" S-tert-Bu 0.09 0.8 0.9 27.0
42g "slow" S-tert-Bu 0.21 0.65 7.5 33.0
42h 5-sek-Bu 0.19 0.85 1.9 46.4
d4T 2 --- 0.18 0.26 15.0 56.5

Tabelle 18: Antivirale Daten der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h und 42¢

Des weiteren wurden die antiviralen Aktivitdten der getrennten Diastereomere der 3-tert- und
5-tert-Butyl-Verbindungen 42e und 42g getestet. Man erkennt, daf3 das "fast" eluierende Dia-
stereomer aktiver ist, als das "slow" eluierende Diastereomer. Eine Mdoglichkeit fiir die Er-
klarung dieses Effektes liegt in den unterschiedlichen Halbwertszeiten der Verbindungen. Wie
Tabelle 17 auf Seite 110 zeigt, weist das "fast" eluierende Diastereomer in beiden Féllen eine
hohere Halbwertszeit auf als das "slow" eluierende Diastereomer (155 und 132 h bzw. 31 und
15 h). Eine weitere Moglichkeit wére ein unterschiedlicher Zellmembrantransport abhéngig
von der Konfiguration des Phosphoratoms oder ein unterschiedlicher intrazellulédrer, enzyma-

tischer Abbau der beiden Diastereomere.

4.16 Darstellung der cycloSal-3'-d AMP-Verbindungen

4.16.1 Synthesestrategie

Im Fall von 3'-Desoxyadenosin (Cordycepin) 15 muBl man bei der Synthese der cycloSal-
Cordycepin-monophosphate 43 beachten, dafl das Nucleosid neben der priméren 5'-Hydroxyl-
Gruppe und der exocyclischen Aminogruppe eine weitere Hydroxylgruppe besitzt. Diese
sekundédre Hydroxylgruppe an der 2'-Position der Ribose stellt ein weiteres, potentielles
Reaktionszentrum dar. Eine Syntheseméglichkeit besteht nun darin, das Nucleosid zunéchst

an der 2'-Position zu schiitzen (97) und dann erst mit dem cyclischen Saligenylchlorphos-
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phanen 70 zu der 2'-geschiitzten cycloSal-3'-dAMP-Verbindung 98 umzusetzen. Diese muf}
dann in einem abschliefenden Schritt entschiitzt werden (Weg A, Abbildung 68).
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Abbildung 68:  Synthesestrategie der cycloSal-3'-dAMP-Derivate 34 nach Synthesevariante
A, Weg A und Weg B
Desweiteren konnte man Cordycepin 15 auch direkt mit dem cyclischen Saligenylchlorphos-
phan umsetzen und versuchen einen Reaktivitétsunterschied zwischen der primédren und der
sekundédren Hydroxyl-Gruppe auszunutzen (Weg B, Abbildung 68). Auf diesem Weg wiirde
man die cycloSal-3'-dAMP-Derivate 43 in einem Schritt ausgehend vom Nucleosid 15 erhal-
ten. Bei dieser Synthesevariante muf3 allerdings aufgrund der drei moglichen Reaktions-
zentren die Bildung diverser Nebenprodukte und deren anschlieende Trennung von dem ge-

wiinschten cycloSal-Phosphattriester 43 bedacht werden.

Die oben erwdhnte Schutzgruppenstrategie wurde bereits von M. Lorey im Fall der Synthese
der cycloSal-5-fluor-2'-desoxyuridin-5'-monophosphat-Verbindungen angewendet.'™”! Da
allerdings die Verwendung von Schutzgruppen im Fall von 5-Fluor-2'-desoxyuridin (FdU) nur
unzureichend zum Ziel fiihrte, wurde im Fall von Cordycepin 15 zunéchst versucht, iiber den
direkten Syntheseweg ohne Schutzgruppen die gewiinschten cycloSal-3'-dAMP-Verbin-

dungen darzustellen.
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4.16.2 Darstellung der cycloSal-3'-dAMP-Verbindungen 43a-c (Synthesevariante A)

Das Nucleosid 3'-Desoxyadenosin (Cordycepin) 15 wurde in einer Losung von wasserfreiem
Dimethylformamid und wasserfreiem Tetrahydrofuran (2:1) durch leichtes Erwdrmen der Lo-
sungsmittel gelst und mit 2.0 Aquivalenten Diisopropylethylamin (DIPEA) versetzt. Die L&-
sung wurde im Kiltebad auf - 40 °C gekiihlt. Danach wurden 1.5 Aquivalente des jeweiligen
cyclischen Saligenylchlorphosphan 70a-c¢ in 1.0 ml Acetonitril gelost und iiber einen Zeit-
raum von 2 Stunden hinzugetropft. Nach der Zugabe wurde 30 min bei - 40 °C geriihrt und
mittels DC-Kontrolle auf vollstindige Umsetzung des Nucleosids iiberpriift. AnschlieBend
wurde bei - 40 °C mit 4.0 Aquivalenten tert-Butylhydroperoxid oxidiert. Das Reaktionsge-
misch lieB man auf Raumtemperatur auftauen und das Losungsmittel wurde anschlieBend im
Olpumpenvakuum entfernt. Man erhielt ein gelbes Ol welches laut DC-Kontrolle drei
Hauptprodukte enthielt. Nach chromatographischer Aufreinigung erhielt man die ge-
wiinschten cycloSal-Phosphattriester 43a-c als farblose Ole bzw. nach dem Lyophilisieren als

weille Watten in Ausbeuten von 20-50 % (Abbildung 69). Es wurde kein Edukt reisoliert.

NH2 NH,
N AN N
1) 0 T )
7 1.DIPEA N )
N o___¢ / >
HO N NPT DMF/THF (2:1) N P—o N7 N
(0] + RT | —_— R_I | o
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OH OH
15 70a-c 43a (20 %)
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43c (35 %)

Abbildung 69:  Synthese der cycloSal-3'-dAMP-Derivate 43a-¢ mittels Phosphor(III)-
Chemie (Synthesevariante A)

Die Verbindungen wurden durch 'H-NMR-, *C-NMR-, *'P-NMR- und UV-Spektroskopie
sowie massenspektrometrisch nachgewiesen und charakterisiert. Mit Hilfe der cyclischen
Saligenylchlorphosphane 70 konnten somit unter Verwendung der Synthesevariante A
(Abbildung 27, Seite 36) mittels Phosphor(II)-Chemie!**"*" die ¢ycloSal-3'-dAMP-Verbin-
dungen 43a-c erfolgreich dargestellt werden. Man erhielt Diastereomerengemische, die sich
in der Konfiguration am Phosphor unterschieden. Das Diastereomerenverhéltnis fiir das cyclo-
Saligenyl-Pro-Nucleotid 43¢ konnte nach zweimaliger chromatographischer Aufreinigung
anhand der getrennten °'P-NMR-Signale bestimmt werden. Im Fall der Verbindungen 43a

und 43b wurden hierfiir die "H-NMR-Signale herangezogen (Tabelle 19, Seite 115).
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Verbindung Substituent chemische Ver- Diastereomeren-
schiebung [ppm] verhiltnis
43a H - 8.62 1:1
43b 5-OMe -8.43 1:0.90
43¢ 3-Me - 7.99/- 8.03 1:0.62
Tabelle 19: Chemische Verschiebung der *'P-Signale und Diastereomernverhéltnis der

cycloSal-3'-d AMP-Verbindungen 43a-c

4.17 Eigenschaften der cycloSal-3'-dAMP-Verbindungen

4.17.1 Verteilungskoeffizienten der cycloSal-3'-d AMP-Verbindungen 43a-c

Nach der in Kapitel 4.6.1.1 auf Seite 52 beschrieben allgemeinen Methode, wurden ebenfalls
fiir die cycloSal-3'-dAMP-Triester 43a-c¢ die Nernst'schen Verteilungskoeffizienten (PC- und
logP-Werte) in einem 1-Octanol/Wasser-Gemisch (1:1, v/v) bestimmt. Die ermittelten Ver-
teilungskoeffizienten wurden mit Cordycepin 15 verglichen. Die Durchfithrung erfolgte

analog der in Kapitel 4.6.1.1 beschriebenen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 20 zusammen-

gefalit.
Verbindung Substituent PC-Wert logP-Wert

43a H 2.3 0.36

43b 5-OMe 2.8 0.45

43¢ 3-Me 4.9 0.69

Cordycepin 15 --- 0.34 -0.47
AZT1 1.09 0.04!"°]

Tabelle 20: Verteilungskoeftizienten der cycloSal-3'-d AMP-Verbindungen 43a-c¢

Wie aus Tabelle 13 zu erkennen ist, sind alle logP-Werte der synthetisierten cycloSal-3'-
dAMP Verbindungen durchgehend positiv. Im Vergleich zu der Ausgangsverbindung
Cordycepin 15 erkennt man eine deutliche Erhohung der Lipophilie. Wie schon zuvor bei den
cycloSal-ddAMP-, cycloSal-d4AMP- und 2'-F-ddAMP-Triestern erkennt man eine Korre-
lation zwischen dem Substituenten im aromatischen Ring und dem PC-Werte. Die
Verbindungen ohne Substituent bzw. mit einer 5-Methoxygruppe besitzen eine dhnliche grofie
Lipophilie, wihrend der Phosphattriester mit der 3-Methyl-Gruppe einen deutlich hoheren
PC-Wert aufweisen. Im Vergleich zu AZT, welches einen logP-Wert von 0.0411°1 besitzt, und

die Zellmembran ausschlieflich durch passiven Transport passiert, kann auch im Fall der
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cycloSal-3'-d AMP-Triester 43 davon ausgegangen werden, dal die in Tabelle 20 genannten

Verbindungen ebenfalls die Membran durchdringen kénnen.

4.17.2 Hydrolysekinetiken der cycloSal-3'-d AMP-Verbindungen 43a-c

Die cycloSal-3'-dAMP-Verbindungen 43a-¢ wurden in wissrigen Puffersystemen auf ihre

Hydrolyseeigenschaften untersucht (Kapitel 4.6.2.1, Seite 55).

Halbwertszeit (t;2) in
Phosphatpuffer
(12.5 mM) bei 37 °C [h]

Verbindung Substituent (R) pH 7.3
43a H 11.4
43b 5-OMe 16.0
43¢ 3-Me 35.6
Tabelle 21: Halbwertszeiten der cycloSal-Verbindungen 43a-c in 12.5 mM wissrigem

Phosphatpuffer bei 37 °C

Die Durchfithrung der Hydrolysekinetiken erfolgte analog der in Kapitel 4.6.2.1 auf Seite 55
beschriebenen Hydrolysekinetiken fiir die cycloSal-ddA- und cycloSal-d4A-Phosphattriester
(35, 34). Wie in Tabelle 21 zusammengefallt ist, bewegen sich die gemessenen Halbwerts-
zeiten der Phosphattriester 43a-¢ zwischen 11.4 und 35.6 Stunden. Auch hier ist eine Ab-
hiangigkeit der Halbwertszeit von der Donoreigenschaft des Substituenten im aromatischen

Ring zu erkennen. Je stirker der Donor, desto ldnger die Halbwertszeit im Phosphatpuffer.

4.17.3 Anti-HIV Aktivititen der cycloSal-3'-dAMP-Verbindungen 43a-c

Auch die cycloSal-3'-Desoxyadenosin-Phosphattriester 43a-¢ wurden in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jan Balzarini, Rega Institute for Medical Research,
Leuven/Belgien einem in vitro Zelltest in HIV-1 und HIV-2 infizierten CEM/0-Zellen
unterworfen. Durch Vergleich der ECsp-Werte in Tabelle 22 der Phosphattriester mit dem
Nucleosid Cordycepin 15 kann eine Verbesserung der Bioaktivitit festgestellt werden. Die
ermittelten Zytotoxizititen dagegen sind bis auf Verbindung 43¢ gut und kommen dem CCs-
Wert von Cordycepin sehr nahe. Der Grund fiir diese relativ schlechten antiviralen Aktivititen
resultiert offensichtlich aus einer verminderten bzw. ineffektiven Freisetzung des 5'-Cordy-

cepin-Monophosphates.
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Antivirale Aktivitét Zytotoxizitét

ECso [UM]
Verbindung Substituent CEM/0 CEM/0 CEM/0 SI
HIV-1 HIV-2 CCsp [uM] (CEM)
43a H 42.5 27.5 75.5 1.8
43b 5-OMe 22.5 27.5 92.2 4.1
43¢ 3-Me 20.0 17.5 56.4 2.8
Cordycepin 15 --- > 50 > 50 96.4 <1.9
Tabelle 22: Anti-HIV-Aktivitdten der cycloSal-3'-d AMP-Verbindungen 43a-c

Formal konnte hierfiir ein intramolekularer Angriff der freien OH-Gruppe an dem Phos-
phatrest, mit anschlieBender Spaltung der Phosphatesterbindungen des Saligenylrestes verant-
wortlich sein. Das so entstandene, siebengliedrige cyclische Monophosphat besitzt nicht die
erwartete biologische Aktivitdt. Weitere Untersuchungen zur Aufkldrung der Spaltprodukte
unter basischen Bedingungen sind hier unbedingt erforderlich, um den Hydrolysemechanis-

mus der cycloSal-3'-Desoxyadenosin-Monophosphate 43 aufzukléren.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene cycloSal-Nucleotide 25 synthetisiert und in
bezug auf Lipophilie, Hydrolyseeigenschaften, enzymatische Stabilitit und anti-HIV-Aktivitét
untersucht. Ausgangsverbindungen fiir die Synthese dieser Zielverbindungen waren die ent-
sprechenden Salicylalkohole 29 und die entsprechenden Nucleosidanaloga. Als Salicylalko-
hol-Derivate wurden die Donor-substituierten Verbindungen 29a-h sowie das unsubstituierte
Derivat 29a verwendet. Diese waren aus den jeweiligen Salicylsduren 69 bzw. den entsprech-
enden substituierten Phenolen 67 darstellbar (Kapitel 4.4.2, Seite 38). Die Nucleosid-Analoga
konnten aus natiirlichen Nucleosiden bzw. durch anschlieBende enzymatische Desaminierung
in guten Ausbeuten dargestellt werden. (d4A 14: Kapitel 4.1, Seite 28f; ddA 7: Kapitel 4.2,
Seite 31f; ddI 5 und d41 31: 4.3, Seite 34f; 2°-F-ribo-ddA 18: 4.7, Seite 68f; 2°-F-ara-ddl 32
und 2°-F-ribo-ddI 33: 4.8, Seite 72f; d4T 2: 4.13, Seite 101f)

Die Synthese der cycloSal-Nucleotide 34a-d, 35a-h, 36¢, 37¢, 38a-c,e-h, 39a-c, 40c, 41c,
42e-h und 43a-c gelang durch Verwendung der cyclischen Saligenylchlorphosphane 70a-h
(Synthesevariante A, Kapitel 4.4.6.1, Seite 43; Kapitel 4.9.1, Seite 75, Kapitel 4.14.1, Seite
103, Kapitel 4.16.2, Seite 114). AuBerdem wurden zwei weitere Synthesevarianten von
cycloSal-Phosphattriestern untersucht (Kapitel 4.4.6.2, Seite 45; Kapitel 4.4.6.3, Seite 48;
Kapitel 4.14.2, Seite 105 und Kapitel 4.14.3, Seite 107). Hierbei konnte sowohl mit Hilfe
eines Aktivators und des cyclischen Saligenylphosphoramidits 71¢ (Synthesevariante B,
Kapitel 4.4.4, Seite 41, Kapitel 4.4.6.2, Seite 45, Kapitel 4.14.2, Seite 105) als auch unter
Verwendung des cyclischen Saligenylphosphorchloridates 72¢ (Synthesevariante C, Kapitel
4.4.5, Seite 42, Kapitel 4.4.6.3, Seite 48) die cycloSal-Phosphattriester dargestellt werden. Die
Darstellung der cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42¢ gelang {iber alle drei Synthesevarianten
(Kapitel 4.14, Seite 103f). Die erreichten Ausbeuten der drei Methoden schwankten erheblich.
Als exzellent erwies sich die Synthesevariante B nach Optimierung der Versuchsbedingungen
aufgrund der sehr guten Ausbeuten von bis zu 99 % (Kapitel 4.14.2, Seite 105). Im Vergleich
der drei Synthesemoglichkeiten ist die Verwendung von cyclischen Saligenylchlorphos-
phanen 70 (Synthesevariante A) bei Adenin-haltigen Nucleosiden den anderen Methoden, was
den zeitlichen Anspruch aber vor allem die Ausbeuten angeht, tiberlegen (Kapitel 4.4.6, Seite
43).

Im Fall von 3TC ist die Synthesevariante B aufgrund der Regioselektivitdt und der erzielten
Ausbeute den anderen vorzuziehen (Kapitel 4.4.6.2, Seite 45). Berticksichtigt werden muf}

allerdings, dafl die Untersuchungen zu den Synthesevarianten B und C fiir Adenin-haltige
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cycloSal-Phosphattriester nicht optimiert wurde und somit die Ausbeute moglicherweise noch

gesteigert werden konnte.

In allen Synthesewegen wurden cycloSal-Nucleotide 25 als Gemische zweier Diastereomere
erhalten. Eine Trennung der Diastereomerenpaare durch semiprédparative RP-HPLC konnte

nur im Falle der Verbindungen 34b, 39b, 42e, 42¢g erzielt werden.

Als ein Anhaltspunkt fiir die Lipophilie der cycloSal-Nucleotide 25 dienten die Verteilungs-
koeffizienten (logP-Werte) zwischen 1-Octanol und Wasser. Die ermittelten Verteilungs-
koeffizienten der cycloSal-Nucleotide 34a-d, 35a-h, 36¢, 37¢, 38a-c,e-h, 39a-c, 40c, 41c,
42e-h und 43a-c weisen alle eine gr6Bere Lipophilie als AZT 1 auf (Kapitel 4.6.1.1, Seite 52,
Kapitel 4.11.1, Seite 80, Kapitel 4.15.1, Seite 108, Kapitel 4.17.1, Seite 115). Insgesamt sind
die erhaltenen Werte somit ausreichend, um einen passiven Zellmembrantransport zu gewahr-
leisten. Im Fall der tert- und sek-Butyl substituierten Phosphattriester 38e-f war allerdings zu
befiirchten, dafl aufgrund der auergewdhnlich hohen Lipophilie und der damit verbundenen

extrem geringen Wasserloslichkeit keinerlei antivirale Aktivitit beobachtet werden kann.

Das Hydrolyseverhalten der cycloSal-Nucleotide 34a-d, 35a-h, 36¢, 37¢c, 38a-c,e-h, 39a-c,
40c, 41c¢, 42e-h und 43a-c wurde zunichst in 12.5 mM Phosphatpuffer bei pH 7.3 untersucht
(Kapitel 4.6.2.1, Seite 55; Kapitel 4.11.2, Seite 82; Kapitel 4.15.2, Seite 109; Kapitel 4.17.2,
Seite 116). Es konnte anhand der Verbindungen 34a und 38a gezeigt werden, dal3 diese
cycloSal-Phosphattriester unter diesen Bedingungen selektiv zu ddAMP 8 bzw. zu 2°-F-ara-
ddAMP 46 hydrolysieren (Abbildung 41 und Abbildung 42, Seite 58; Abbildung 52, Seite
83). Dabei konnte eine deutliche Korrelation des Substituenten im aromatischen Ring mit der
Hydrolysegeschwindigkeit beobachtet werden. Jedoch hat nicht nur die Donoreigenschatft,
sondern auch der sterische Anspruch des Substituenten in der 3-Position einen EinfluB} auf die
Stabilitdt. Als auBergewohnlich stabil erwiesen sich die 3-terf- und 3-sek-Butyl-Derivate
35e,f, 38e,f und 42e,f. Weitere Untersuchungen der cycloSal-ddAMP- 35a-h, cycloSal-
d4AMP-Derivate 34a-d in einem 12.5 mM Glycin/HCI-Puffer bei einem pH von 3.0 und 1.5
zeigten, dafl die glycosidische Bindung der cycloSal-Pro-Nucleotide im sauren Milieu im
Vergleich zu den Nucleosiden ddA 7 und d4A 14 stabilisiert ist (Kapitel 4.6.2.1, Seite 55).
Die Phosphat-Gruppe mit cycloSal-Rest an der 5'-Position vermindert also die Sdurelabilitét
von ddA 7, bzw. d4A 14. Eine orale Applikation der cycloSal-ddAMP- 35a-h und cycloSal-
d4AMP-Phosphattriester 34a-d sollte somit im Vergleich zu den entsprechenden Nucleosiden
ddA 7, d4A 14 und ddI S beglinstigt sein. Aufgrund der gemessenen Halbwertszeiten sollten

die cycloSal-Pro-Nucleotide als potentielle Nucleotid-Quellen sowohl fiir die in vitro anti-
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HIV-Zelltests als auch fiir weitere in vivo anti-HIV-Untersuchungen interessant sein. Um die
Saurestabilitdt der Phosphatesterbindungen der cycloSal-Pro-Nucleotide zu untersuchen,
wurden ebenfalls exemplarisch an der Verbindung 38¢ Hydrolysestudien bei pH 3.0 und 1.5
durchgefiihrt. Die hierbei ermittelten Halbwertszeiten von 284 h bzw. 19 h schlielen bei den
Saurehydrolysen der cycloSal-ddAMP- 35a-h und cycloSal-d4 AMP-Phosphattriester 34a-d
auBerdem eine Verfdlschung durch gleichzeitige Phosphatester-Hydrolyse aus (Kapitel.
4.6.2.1, Seite 55).

Die in vitro anti-HIV-Zelltests der cycloSal-Nucleotide 34a-d, 35a-h, 36¢, 37¢, 38a-c,e-h,
39a-c, 40c und 41c¢ zeigten sehr gute antivirale Aktivitdten gegen HIV-1 und HIV-2 (Kapitel
4.6.3, Seite 61, Tabelle 5; Kapitel 4.11.3, Seite 85, Tabelle 9; Kapitel 4.15.3, Seite 111,
Tabelle 18). Die ECsp-Werte der cycloSal-d4 AMP-Phosphattriester 34 und cycloSal-ddAMP-
35 waren im Fall von HIV-1 infizierten Lymphozyten alle Zhnlich gut (ECso = 0.05 uM).
Erstaunlich ist, dal man im Fall der cycloSal-Nucleotide 34a-d, 35a-h, 38a-c,e-h, 39a-c und
42e-h keine Abhingigkeit der Aktivitdt von der Hydrolysestabilitdt der Verbindungen findet.
Weiterhin ist auch eine Korrelation zwischen Lipophilie und antiviraler Aktivitit nicht zu
erkennen (Tabelle 3, Seite 53 und Tabelle 5, Seite 62). Die in vitro anti-HIV-Zelltestst der
cycloSal-d4TMP-Verbindungen 42e-h zeigten dhnlich gute antivirale Aktivitdten gegen HIV-
1 und gegen HIV-2 wie das Nucleosid d4T 2 (Kapitel 4.15.3, Seite 111f, Tabelle 18). Unter-
suchungen der cycloSal-d4TMP-Triester 42e-h in Thymidin-Kinase-defizienten HIV-2
infizierten Zellen zeigten in einigen Féllen einen Verlust an Aktivitit (42e "slow", 42g, 42g
"slow", 42h) in Fall der Verbindungen 42e, 42e "fast", 42f und 42g "fast" einen Erhalt bzw.
Gewinn an antiviraler Aktivitdt im Vergleich zu der CEM/0-Zellinie (HIV-2). Der in fritheren
Untersuchungen an cycloSal-d4TMP-Verbindungen beobachtete TK-Bypass kann bei den
sehr lipophilen Verbindungen 42e-h nicht mehr beobachtet werden. Ein Verlust der Aktiviét

aufgrund zu geringer Stabilitdt kann hierbei nicht der Grund sein.

Zusammenfassend 146t sich sagen, dall das cycloSal-Pro-Nucleotid Konzept erfolgreich auf
ddA 7, d4A 14, 2°-F-ara-ddA 16 und 2°-F-ribo-ddA 18 angewendet wurde. Es konnte gezeigt
werden, dall durch die intramolekulare Freisetzung der Nucleotide die biologische Aktivitét
im Vergleich zu den entsprechenden Nucleosiden deutlich erhoht werden konnte. Die vorhan-
dene metabolische Blockade wurde in allen Fillen erfolgreich umgangen (ADA-Bypass).
Durch die Synthese der cycloSal-Phosphattriester 38¢, 39¢, 40c und 41c¢ und den Vergleich
der antiviralen Aktivitdten untereinander, konnte eine limitierte Umwandlung innerhalb des
vierstufigen Umwegs im Metabolismus nachgewiesen werden (Kapitel 4.11.3, Seite 85).

Besonders bemerkenswert ist weiterhin die Umwandlung des inaktiven Nucleosids 2'-F-ribo-
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ddA 18 in einen aktiven Wirkstoff mit Hilfe der cycloSal-Maske. Die synthetisierten cycloSal-
2'-F-ribo-ddAMP-Verbindungen 39a-¢ besallen im Gegensatz zu dem entsprechenden
Nucleosid 18 alle gute anti-HIV-Aktivitdten, was auf eine metabolische Blockade innerhalb
des Metabolismus von 2'-F-ribo-ddAs 18 hingewiesen hat. Die Synthese der entsprechenden
Hypoxanthin-Triester 40c und 41¢ hat die Lokalisierung des "metabolischen Flaschenhalses"
ermoglicht. Durch Vergleich der antiviralen Daten miteinander konnte festgestellt werden,
daB sowohl die Reaminierung von 2'-F-ribo-ddIMP 49 zu 2'-F-ribo-ddAMP 47 als auch die
Umwandlung von 2'-F-ribo-ddl 33 zu 2'-F-ribo-ddIMP 49 nicht effizient ablduft. Das
cycloSal-Pro-Nucleotid-Konzept bewirkt hier nicht nur einen erneuten ADA-Bypass, sondern
steuert in diesem Fall zusitzlich einen wichtigen Beitrag zu der Aufklarung des Metabolismus
des Nucleosides 18 bei. Ein weiterer und dabei besonders effizienter ADA-Bypass ist somit

gelungen.

Um den Abbau der Nucleobase Adenin zum entsprechenden Hypoxanthin-Derivat zu
verhindern, diirfen die cycloSal-Phosphattriester keine Substrate fiir desaminierende Enzyme
sein. Deshalb wurde die enzymatische Stabilitit der cycloSal-Pro-Nucleotide 34¢, 35¢, 38¢
und 39¢ gegeniiber Adenosin-Desaminase (ADA) und Adenosin-Monophosphat-Desaminase
(AMPDA) UV-spektrometrisch in einem Phosphatpuffer bestimmt (Kapitel 4.6.4, Seite 66
Seite 66 und Kapitel 4.11.4, Seite 89). Hierbei konnte kein Abbau zum Hypoxanthin-Phos-
phattriester detektiert werden. Zusétzliche Experimente mit dem natiirlichen Substrat 2'-Des-
oxyadenosin 58 und 2'-Desoxyadenosin-5'-Monophosphat konnten zeigen, daB3 die unter-
suchten cycloSal-Pro-Nucleotide keine Inhibitoren der verwendeten Enzyme darstellten

(Kapitel 4.6.4, Seite 66).

Weiterhin wurden die 5'-Monophosphate der Nucleoside 2'-F-ara-ddA 16, 2'-F-ribo-ddA 18,
2'-F-ara-ddl 32 und 2'-F-ribo-ddl 33 aus den cycloSal-Verbindungen synthetisiert und einer
Konformationsanalyse durch "H-NMR-Spektroskopie unterworfen (Kapitel 4.12.2, Seite 98).
Hierbei konnte anhand der Kopplungskonstanten der Protonen im Ribosering gezeigt werden,
daB im Fall der 2'-Fluor-ara-Nucleoside 16 und 32 bevorzugt eine South und im Fall der 2'-
Fluor-ribo-Nucleoside 18 und 33 eine North Konformation vorliegt. Dieses Ergebnis steht im
Einklang mit den Konformationen der entsprechenden Nucleotide 46-49 (Kapitel 4.12.2, Seite
99, Tabelle 11 und Tabelle 12, Seite 99).

Zusétzlich wurde eine Pseudorotationsanalyse der Monophosphate 2'-F-ara-ddAMP 46, 2'-F-
ribo-ddAMP 47, 2¢-F-ara-ddIMP 48 und 2°-F-ribo-ddIMP 49 in Kooperation mit J.J. Barchi
(NIH, Bethesda, USA) durchgefiihrt und mit den Pseudorotationsparameter der entsprechen-
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den Nucleoside und der 5'-Triphosphate 17 und 19 verglichen (Kapitel 4.12.2, Seite 98f,
Tabelle 13). Hierbei konnte gezeigt werden, dall sowohl die 5'-Monophosphate 46-49 als auch
die entsprechenden Triphosphate 17 und 19 die urspriingliche Konformation der Nucleoside
2°-F-ara-ddA 16 bzw. 2°-F-ara-ddI 32 (South) und 2°-F-ribo-ddA 18 bzw. 2°-F-ribo ddI 33
(North) beibehalten. Die 5'-Phosphatgruppe tibt somit keine Umkehrung der Zucker-Konfor-
mation im Vergleich zum freien Nucleosid aus. Daher kann eine verdnderte Konformation des
5'-Monophosphates nicht die Ursache fiir eine schlechtere Substrateigenschaft im Vergleich

zum Nucleosid sein (Kapitel 4.12.2, Seite 98).

Von dem antiviral und antibakteriell wirksamen Nucleosid 3'-Desoxyadenosin (Cordycepin)
15 wurden die cycloSal-Verbindungen 43a-c¢ iiber die Synthesevariante A synthetisiert und
deren chemische und biologische Eigenschaften untersucht (Kapitel 4.16, Seite 112 und Ka-
pitel 4.17, Seite 115). Die Lipophilie der cycloSal-3'-Desoxyadenosin-Derivate 43a-c ist im
Vergleich zu den bisherigen cycloSal-Pro-Nucleotiden aufgrund der freien OH-Gruppe an der
2'-Position geringer. Trotzdem weisen sie noch einen um einen Faktor 2-4.5 hohere Lipho-
philie als AZT 1 auf (Kapitel 4.17.1, Seite 115). Die Hydrolysestudien in Phosphatpuffer
zeigten die gleiche Abhéngigkeit vom Substituenten des aromatischen Ringes wie im Fall der
Verbindungen 34a-c, 35a-c, 38a-c und 39a-c beobachtet werden konnte (Kapitel 4.17.2, Seite
116). Die in vitro durchgefiihrten antiviralen Zelltests (Kapitel 4.17.3, Seite 116) zeigten eine

geringe Verbesserung der Bioaktivitdt im Vergleich zum Nucleosid Cordycepin.

Eine weiterer vielversprechender Einsatz des cycloSal-Konzepts ist der Anwendung auf 9-(2-
Phosphonylmethoxyethyl)adenin (PMEA). Dieses acyclische Nucleosidphosphonat weist sehr
gute antivirale Aktivitdten gegen HIV-1 und HIV-2 sowie eine Reihe von DNA-Viren
auf.?"*?"! Aufgrund seiner zweifach negativen Ladung des Phosphonat-Restes besitzt PMEA
eine schlechte Bioverfiigbarkeit. Die Synthese des cycl/oSal-Derivates von PMEA konnte eine

Zellpenetration entscheidend verbessern.

Weiterfiihrende Untersuchungen zur Bestimmung der Konfiguration der getrennten Dia-
stereomeren 34b und 39b mittels CD-Spektroskopie und Rontgenstrukturanalyse sind eben-
falls von groflem Interesse, da ein doch ganz erheblicher Unterschied in biologischer Aktivitit
und Hydrolysegeschwindigkeit der verschiedenen Diastereomeren beobachtet wird. In Anbe-
tracht einer deutlich hoheren antiviralen Aktivitdt einer der beiden Diastereomeren ist die

Entwicklung einer diastereoselektiven Synthese von Vorteil.

Im Fall der 2'-Fluor-Nucleoside 16 und 18 kann die bestehende metabolische Blockade durch

zusdtzliche enzymatische Stabilitdtstest mit den Enzymen 5'-Nucleotidase, Adenylosuccinat-
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Lyase (ASL) und Adenylosuccinat-Synthase (ASS) gesichert werden. Die Enzyme 5'-Nucleo-
tidase (EC 3.1.3.5.) und ASL (EC 4.3.2.2.) sind ké&uflich, wéihrend das Enzym ASS aus Wei-
zenkeimen isoliert werden kann."””®! Hierbei kénnten wie schon bei den Untersuchungen mit
Adenosin-Desaminase (ADA) und Adenosinmonophosphat-Desaminase (AMPDA) mit Hilfe
von UV-Spektroskopie die Substrateigenschaften der beiden Nucleoside 2'-F-ara-ddI 32 und
2'-F-ribo-ddl 33 bzw. deren 5'-Monophosphate 48 und 49 im Hinblick auf die Enzyme 5'-
Nucleotidase, ASL und ASS untersucht werden.

Weiterhin hat sich durch Hydrolysestudien in biologischen Medien von radioaktiv markierten
cycloSal-AZTMP- und cycloSal-d4TMP-Pro-Nucleotiden gezeigt, da3 das cycloSal-Konzept
bei AZT aufgrund eines unterschiedlichen Metabolismus nicht zum Erfolg fiihrt.””””*’* Hier
wire ein Pro-Nucleotid Konzept vorteilhafter, welches nicht das 5'-Monophosphat, sondern
das 5'-Diphosphat des Nucleosides freisetzt. Eine Entwicklung eines solchen Konzeptes auf

Basis des cycloSal-Konzeptes konnte AZT 1 ein noch h6heres antivirales Potential geben.

Wie die in vitro Untersuchungen gezeigt haben, konnte aufgrund der erheblichen Steigerung
der antiviralen Aktivitidten durch die cycloSal-Derivatisierung, besonders von ddA 7, 2'-F-
ara-ddA 16 und 2'-F-ribo-ddA 18, in einem néchsten Schritt Hydrolyseuntersuchungen der
Pro-Nucleotide in Zellhydrolysat und Seren verschiedener Sduger sein. Hierbei kdnnte das
therapeutische Potential der cycloSal-Verbindungen in Anwesenheit der im Korper vor-

kommender Enzyme ermittelt werden.
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Summary

The synthesis, hydrolysis, enzymatic stability and antiviral evaluation of novel lipophilic
cycloSal-Nucleotides 70 were reported. The phosphotriesters were synthesized, respectively,
from substituted salicylic alcohols 29 and the unprotected nucleosides. The salicylic alcohols
29 were prepared by reduction of the salicylic acids 69 or by selective formylation of the
corresponding phenols 67. The nucleoside analogues were synthesized by multistep reactions

of the natural occuring nucleosides adenosine, 2°-deoxyadenosin or thymidine.

All cycloSal-Nucleotides 34a-d, 35a-h, 36¢, 37c, 38a-c,e-h, 39a-c, 40c, 41c 42e-h and 43a-c
were synthesized in good yields using the cyclic saligenylchlorophosphanes 70a-h
(method A). Besides, two different methods were used in which the cycloSal-phosphotriesters
could be prepared by the use of a cyclic saligenylphosphoamidite 71¢ (Method B) as well as
by the use of cyclic saligenylphosphochloridates 72 (Method C). The yields of the triesters
which were obtained by the three methods, were extremely different. After optimizing the
reaction conditions, method B could be pointed out as an excellent method for the synthesis of
cycloSal-d4TMP-triesters (yield 99 %). The comparison of method A, B and C showed that
the use of cyclic saligenylchlorophosphanes 70 (method A) is the best one for the synthesis of
adenin-containing nucleosides. On the other hand, method B ist better for the synthesis of
cycloSal-d4TMP- and cycloSal-3TCMP-phosphotriesters according to yield and side pro-
ducts. Considering that the reaction conditions for the synthesis of adenine-containing
cycloSal-triesters via method B and method C were not optimized, the obtained yield could

possibly be increased.

All cycloSal-triesters were isolated as diastereomeric mixtures with respect to the configur-
ation at the phosphorous atom. In some cases (34b, 39b, 42e, 42g) the separations of the

diastereomers were possible by means of semipreparative HPLC.

As a qualitative estimation of the lipophilic properties of the described compounds, their
partition coefficients (logP) in 1-octanol/water were determined. All cycloSal-phospho-
triesters (34a-d, 35a-h, 36¢, 37¢, 38a-c,e-h, 39a-c, 40c, 41c¢ 42e-h, 43a-c) showed positive
logP values which were higher than those of AZT 1. Consequently, the passive diffusion
through a membrane should be easier than for the free nucleosides. Because of the extreme
high lipophilicity and therefore low hydrophilicity of the tert-butyl and sec-butyl substituted

phosphotriesters 38e-f, it must be assumed that no antiviral activity was observed.
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Hydrolysis studies of the cycloSal-nucleotides 34a-d, 35a-h, 36¢, 37¢c, 38a-c,e-h, 39a-c, 40c,
41c, 42e-h and 43a-c were carried out in 12.5 mM phosphate buffer (pH 7.3). Compound 34a
and 38a were taken as model compounds to demonstrate that the cyc/oSal-nucleotides release
the nucleotides selectively by a controlled, chemical induced tandem reaction.The nucleotides
ddAMP 8 and 2°-F-ara-ddAMP 46 as well as the salicylic alcohol 29a were detected by
HPLC analysis as the exclusive products of the hydrolysis. The obtainded half-lifes showed a
clear correlation between hydrolytic stability and the substituents on the aromatic ring. In
phosphate buffer, the half-lifes increased commensurately with the electron-donating ability
of the substiutent. In addition, the steric bulk of the substituent in the 3-position had a strong
influence on the stability. Therefore the 3-fert-butyl and the 3-sec-butyl-derivatives 35e,f,
38e,f and 42e,f were extraordinary stable under basic conditions. To investigate the stability
towards acid-catalyzed cleavage of the glycosidic bond, the cycloSal-d4 AMP- and cycloSal-
ddAMP-triesters (34a-d, 35a-h) as well as the corresponding cycloSal-d4IMP- and cycloSal-
ddIMP-triesters (36¢, 37¢), were incubated in 12.5 mM glycine/HCI buffer (pH 3.0 and 1.5).
Within each series (34a-d and 35a-h) the t;; values remained constant, which suggests that
the proton-induced cleavage of the glycosidic bond is independent of the substitution pattern
in the cycloSal residue. However, as can be concluded from the half-lifes, the introduction of
the cycloSal moiety at the 5°-position of the dideoxyribose residue stabilized the glycosidic
bond considerably with respect to nucleosides 7, 5, 14 and 31. An oral application of the
cycloSal-d4AMP- 34a-d and cycloSal-ddAMP-triesters 35a-h therefore should be possible.
To investigate the acid-stability of the phosphate ester bonds of the cycloSal-phosphotriesters,
hydrolysis studies at pH 3.0 and pH 1.5 were carried out for the 3-methyl-cycloSal-derivative
of 2°-F-ara-ddA 38c, an acid stable analogue of ddA 8 under identical conditions. The half
lifes showed (pH 3.0: 284 h compared to 13 h for 35¢; pH 1.5: 19 h compared to 0.54 h for
35c¢) that the decrease of the triester peak in the HPLC chromatogramm was caused nearly
exclusively by glycosidic bond cleavage and not by proton induced hydrolysis of the

phosphotriesters.

The cycloSal-nucleotides 34a-d, 35a-h, 36¢c, 37c, 38a-c,e-h, 39a-c, 40c and 41c were
evaluated for their ability to inhibit the replication of HIV-1 and HIV-2 in CEM cells. They
exhibited an increase in antiviral potency in comparison to their corresponding nucleosides.
An interesting difference to our previous findings was the virtual independence of the bio-
logical activity of the cycloSal compounds in relation to the substitution pattern of the
aromatic ring of the cycloSal moiety. Additionally, no correlation of the hydrolysis stability

and the lipophilicity of the compounds was observed.
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The in vitro anti-HIV tests of the cycloSal-d4TMP compounds 42e-h exhibited similar
antiviral activities in HIV-1 and HIV-2 infected cells as for the nucleoside d4T 2. In HIV-2
infected and thymidine-kinase deficient cells, some of the cyc/oSal-d4TMP-triesters 42
showed an decrease in antiviral activity (42e ,,slow™, 42g, 42g ,.slow", 42h) and some showed
an increased or remaining in antiviral activity (42e, 42e ,.fast, 42f, 42g ,.fast“). A successful
thymidine kinase bypass could therefore not be observed. The loss of activity because of

lower stability of the cycloSal-compounds 42e-h cannot be the reason for this observation.

It can be concluded that the pro-nucleotide concept was successfully applied to the nucleo-
sides ddA 7, d4A 14, 2°-F-ara-ddA 16 and 2°-F-ribo-ddA 18. The cycloSal-phosphotriesters
are suitable to selectively deliver the nucleotides intracellulary and therefore a marked
improvement in antiviral activity can be observed. The metabolic blockade was successfully
circumvented (ADA-Bypass). Due to the synthesis and the comparison of the antiviral data of
the cycloSal-phosphotriesters 38¢, 39¢, 40c and 41c¢ a second metabolic blockade within the

four-step metabolism was proved.

Particulary remarkable is the conversion of an antivirally inactive nucleoside analogue (2°-F-
ribo-ddA 18) into an active compound by means of the cycloSal concept. In contrast to the
nucleoside 18, the cycloSal-2°-F-ribo-dd AMP-triesters 39a-c¢ showed good antiviral activities,
which indicates that there must be a metabolic ,,bottleneck”. The synthesis of the hypoxan-
thine cycloSal-phosphotriesters 40c¢ and 41c¢ helped to localized the limitating enzymatic step.
By comparison of the antiviral data of 38¢, 39¢, 40¢ and 41¢ it was found that the reamination
of 2°-F-ribo-ddIMP 49 into 2°-F-ribo-ddAMP 47 as well as the conversion of 2°-F-ribo-ddI
33 into 2°-F-ribo-ddIMP 49 does not run efficiently. In summary, the cycloSal-pro-nucleotide
concept helps to bypass the ADA-deamination reaction as well as set light in the metabolism
of the nucleoside 2°-F-ribo-ddA 18. Therefore, an additional and particulary efficient ADA-

bypass was presented in this work.

Since the goal was to bypass the deamination by ADA by 5°-modification it was also neces-
sary to study the stability of the cycloSal-nucleotides 34¢, 35¢, 38c, and 39¢ against adeno-
sine-deaminase (ADA). In addition, we studied the enzymatic stability against adenosine-
monophosphate-deaminase (AMPDA) to exclude the possiblility of the cycloSal-triesters
being deaminated to give the corresponding hypoxanthine cycloSal-triesters 36¢, 37¢, 40¢ and
41c. However, a deamination reaction to the hypoxanthine cycloSal-triesters has not been
detected in all cases. Additional experiments, to exclude an inhibitory effect of the enzymes

ADA and AMPDA by the cycloSal-triesters, were carried out with the natural substrate
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2°-deoxyadenosine 58 and 2°-deoxyadenosine-5‘-monophosphate. These experiments showed

no inhibitory effects due to competetive interactions of the triester and the enzyme.

The 5°-monophosphates of the nucleosides 2°-F-ara-ddA 16, 2°-F-ribo-ddA 18, 2°-F-ara-ddl
32 and 2¢-F-ribo-ddl 33 were synthesized for conformational analysis via 'H-NMR. The
desired nucleotides were synthesized by base induced hydrolysis of the corresponding
cycloSal-triesters on a preparative scale. The coupling constants of the 1H-NMR spectra
showed that the 2°-F-ara nucleosides 16 and 22 preferred a ,,south* conformation and that the
2°-F-ribo nucleosides 18 and 33 preferred a ,,north* conformation. This goes confirm with the

preferred conformations of the correspondent nucleotides 46-49.

In cooperation with J.J. Barchi (NIH, Bethesda, USA) a pseudorotational analysis of the
nucleotides 2°-F-ara-ddAMP 46 and 2°-F-ribo-ddAMP 47, 2°-F-ara-ddIMP 48 and 2°-F-ribo-
ddIMP 49 was carried out to calculate the conformational parameters and to compare them
with those of the corresponding nucleosides and 5°-triphosphates 17 and 19. It was shown that
the original conformation of the nucleosides 2°-F-ara-ddA 16 and 2°-F-ara-ddIl 32 (south) or
2¢-F-ribo-ddA 18 and 2°-F-ribo-ddl 33 (north), respectivly, are maintained by the nucleotides
46-49 as well as the corresponding 5°-triphosphates. The 5°-phosphate group does not affect
the sugar conformation in comparison to the nucleoside and therefore the conformation of the

nucleotide cannot be the reason of a poorer substrate property.

The cycloSal-triesters of the antiviral and antibacterial active nucleoside 3‘-deoxyadenosine
(cordycepine) 15 were synthesized via method A and their chemical and biological properties
were analyzed. The cycloSal-3°-dAMP-triesters 43a-c showed positive logP values and were
higher than those of AZT 1 although there was the free hydroxyl group at the 2°-position of
the aglycon. The hydrolysis studies of the cycloSal-nucleotides 43a-c obtained half-lifes,
which showed a clear correlation between hydrolytic stability and the substituents on the
aromatic ring. The in vitro antiviral tests showed an increase in activity in comparison to the

nucleoside cordycepine 15.
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6. Experimenteller Teil

6.1 Allgemeine experimentelle Bedingungen

6.1.1 Chromatographie

6.1.1.1 Diinnschichtchromatographie (DC)

Es wurden Kieselgel 60 beschichtete Aluminiumfolien mit Fluorenzenzindikator (Merck;
Schichtdicke 0.2 mm) verwendet. Die Platten wurden auf eine Grofle von 3-5 x 10 cm zuge-
schnitten; die Laufstrecke betrug 8-9 cm. Alle R-Werte wurden bei Kammersittigung er-
mittelt. Die Detektion UV-aktiver Verbindungen erfolgte mit einer UV-Lampe bei einer
Wellenldnge von 254 nm. Desoxyribose-Zucker konnten mit Hilfe eines Spriihreagenzes
nachgewiesen werden, das aus 90 ml 75 %igem Ethanol, 10 ml konzentrierter Essigsdure,
5.0 ml Anisaldehyd und 5.0 ml konzentrierter Schwefelsdure bestand. Dazu wurden DC-Kar-
ten mit dem Reagenz bestrichen und anschliefend mit einem Heifluftfon erhitzt. Die Zucker-
verbindungen férbten sich hierdurch braun. Weiterhin wurde ein Cer-Spriithreagenz bei der
Identifizierung von Benzylalkoholen verwendet. Dieses Sprithreagenz setzte sich aus 2 g Mo-
lybdatophosphorsdure, 1 g Cer(IV)sulfat, 90 ml Wasser und 10 ml konzentrierter Schwefel-

sdure zusammen. Benzylalkohole férbten sich dadurch blau.

6.1.1.2 Priparative chromatographische Trennung

Substanzgemische mit Rohausbeuten bis zu 5.0 g wurden an einem Chromatotron der Firma
Harrison Research, Modell 7924 T getrennt. Als Trennmaterial diente hierbei gipshaltiges
Kieselgel 60 PF,s4 (Merck), das in Schichtdicken von 1, 2 und 4 mm auf entsprechende Glas-
platten (& 20 cm) aufgetragen wurde. Die Detektion UV-aktiver Substanzen erfolgte mit

einer UV-Lampe der Firma Konrad Benda bei einer Wellenlédnge von 254 nm.

6.1.1.3 Priiparative Siulenchromatographie (Flash-Chromatographie)
Substanzgemische mit mehr als 5.0 g Rohausbeute wurden {iber eine Sédule mit leichtem
Uberdruck aufgereinigt.*”! Als Trennmaterial wurde Kieselgel mit einer KorngroBe von

63-200 um verwendet.
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6.1.1.4 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie wurde an Merck-Hitachi-Anlagen durch-

gefiihrt.

Software: Chromatographie Data Station Software HPLC Manager
Version 2, HPLC System Manager Version 4.0

Interface: Model D 6000, L-7000

Pumpe: L-6200 Intelligent Pump, L-7100

Automatischer Probenwechsler: ~ AS 2000A, AS L-7200
Detektion: UV, 260 nm, DAD L-7455

Analytische Séulen: LiChroCART 250-3 mit LiChrospher 100 RP-18 (5 um)

Fiillmaterial, FluBgeschwindigkeit = 0.5 ml/min

EcoCART 125-3 mit LiChrospher 100 RP-18 (5 um)

Fiillmaterial, FluBgeschwindigkeit = 0.5 ml/min

Semipréaparative Séule: LiChroCART 250-10 mit LiChrospher 100 RP-18 (10 um)

Fiillmaterial, FluBgeschwindigkeit = 4 ml/min

6.1.2 Fourier-Transform- Infrarotspektroskopie (FT-IR)

Die Infrarotspektren wurden auf einem Perkin-Elmer 1600 Series FT-IR aufgenommen.

6.1.3 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

'"H-NMR

Bruker AMX 400 (400 MHz), Bruker DMX 600 (600 MHz), Bruker DRX 500 (500 MHz).
Die Standardisierung erfolgte gegen CDCls (8 =7.27 ppm), DMSO-ds (6 =2.49 ppm) und
D,0O (6 =4.65ppm) bzw. gegen das Referenzsignal des deuterierten Losungsmittels. Die
Feinstruktur der Protonensignale wurden mit "s" fiir Singulett, "d" fiir Dublett, "t" fiir Triplett,
"q" fir Quartett, "m" fur Multiplett, "dd" fiir Doppeldublett, "ddd" fiir Dublett vom

Doppeldublett, "dddd" Doppeldublett von Doppeldublett, "dq" Dublett von Quartett und "td"
fiir Triplett von Dublett angegeben.

BC-NMR
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Bruker AMX 400 (100.9 MHz), Bruker DMX 600 (150.9 MHz), Bruker DRX 500
(125.8 MHz). Die Standardisierung erfolgte gegen CDCl; (6= 77.0 ppm) und DMSO-d,

(0 =39.7 ppm) bzw. gegen das Referenzsignal des deuterierten Losungsmittels.
J'P-NMR

Bruker AMX 400 (161.9 MHz), Bruker DRX 500 (202 MHz). Die Standardisierung erfolgte
gegen einen externen Standard (85 %ige Phosphorsdure, 6 =0.00 ppm) bzw. gegen das

Referenzsignal des deuterierten Losungsmittels.
“F-NMR

Bruker AMX 400 (376.5 MHz), Bruker AMX 500 (470 MHz). Die Standardisierung erfolgte
gegen einen externen Standard (CFCls, 6 =0.0 ppm) bzw. gegen das Referenzsignal des

deuterierten Losungsmittels.

Die chemischen Verschiebungen (&) wurden in ppm angegeben. Die Kopplungen (J) wurden
in Hertz (Hz) angegeben. Alle Spektren wurden bei Raumtemperatur aufgenommen,

Meffrequenz und Losungsmittel wurden in Klammern angegeben.

6.1.4 Ultraviolettspektroskopie (UV)

Die UV-Spektren wurden an einem UV-Spektralphotometer (Cary 1E) der Firma Varian

aufgenommen.

6.1.5 Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektren wurden auf einem Elektrospray-Gerét der Firma Finnigan MAT, TSQ
7000 gemessen und mit der Software ISIS 8.1 nachbearbeitet.

6.1.6 Geriite
Gefriertrocknung

Waissrige Losungen wurden an einer Amsco/Finn-Aqua Lyovac GT2 Gefriertrocknungs-

anlage und an einer Christ Alpha 2-4 Gefriertrocknungsanlage lyophilisiert.
Thermomixer

Die Hydrolysestudien wurden bei 37 °C in einem Eppendorf Thermomixer Typ 5436
durchgefiihrt.
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6.1.7 Verwendete Puffer und Reagenzien
Ammoniak gesiittigte Methanollosung

In einem 1000 ml Rundkolben wurde Ammoniakgas in ca. 800 ml wasserfreies Methanol bei
—15 °C fiir etwa 30 min eingeleitet. Der gasférmige Ammoniak wurde dabei durch zwei mit
Kaliumhydroxidplédtzchen vorgeschaltete Waschflaschen vorgetrocknet, die Kiihlung der
Methanollosung erfolgte durch eine externe Eis-Kochsalz-Kéltemischung. Die fertige

Ammonial-gesittigte Methanollosung wurde anschlieBend bei —20 °C gelagert

TBAP-Puffer

6.6 ml einer wissrigen Tetrabutyl-ammoniumhydroxid-Losung (Fluka, ~ 40 %ig) wurden
in1000 ml Milli-Q-Wasser gelost (Puffer I) und mit verdiinnter Phosphorsdure auf einen pH
Wert von 3.2 eingestellt. 80 ml dieses Puffers wurden nochmals in 1000 ml Milli-Q-Wasser

verdiinnt (Puffer II) und durch einen Membranfilter filtriert, um feste Partikel zu entfernen.

Losungsmittel fiir die HPLC
Acetonitril gradient grade (fiir die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) der Firma
Merck. Das Wasser wurde mit Hilfe der Reinstwasseranlage EASYpure® UV/UF der Firma

Werner aufgereinigt.

2%ige Benzolsulfonsdure-Losung in Dichlormethan/Methanol (7:3)
In einer Mischung aus 686 ml Dichlormethan und 294 ml Methanol wurden 20.0 g

Benzolsulfonsdure gelost



132 6. Experimenteller Teil

6.2 Synthese von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A) 14

In diesem Kapitel wird die Synthese von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A) 14

ausgehend von Adenosin 50 beschrieben.!'”!

6.2.1 Darstellung von 2',3'-O-Methoxyethylidenadenosin 51
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o HiCO OCHs  BP 0
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50 51

Ci3H47N505
[323,30]

3.00 g (11.23 mmol, 1.0 Aquiv.) Adenosin 50, 6.7 g (7.06 ml, 56.2 mmol, 5.0 Aquiv.) Tri-
methylorthoacetat und 0.64 g (3.37 mmol, 0.3 Aquiv.) para-Toluolsulfonsiure-Monohydrat
wurden zusammen in 9.00 ml Dimethylformamid suspendiert und 18 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Die Reaktion wurde diinnschichtchromatographisch auf vollstindigen Umsatz des
Eduktes kontrolliert. AnschlieBend wurde der pH-Wert der Reaktionslosung mit einer 1 M
methanolischen Natriummethanolat-Losung (NaOCHj3;) auf 8 erhoht. Das Losungsmittel,
Methanol und iiberschiissiges Trimethylorthoacetat wurden am Nj(1)-gekiihlten Rotationsver-
dampfer abdestilliert, wobei die Temperatur des Wasserbades 30 °C nicht iiberstieg. Das er-
haltene Ol wird in Chloroform gelost und vom verbleibenden Feststoff abfiltriert und mehr-
mals mit Chloroform nachgewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber Na-
triumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Das gelbliche
Ol wurde chromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-10 %) aufge-

reinigt. Man erhielt einen farblosen Feststoff.
Ausbeute: 2.8 g (8.8 mmol, 78 %) eines Diastereomerengemisches

'H-NMR: S [ppm] (250 MHz, DMSO-ds) 2 Diastereomere (Verhiltnis 1:1): 8.36 (s,
1H, H8); 8.34 (s, 1H, H8); 8.16 (s, 1H, H2); 8.15 (s, 1H, H2); 7.37 (s, 2H,
NH,); 7.36 (s, 2H, NH,); 6.28 (d, 1H, H1', *Jup = 3.1 Hz); 6.16 (d, 1H, H1',
3D = 2.7 Hz); 5.53 (dd, 1H, H2", *Jin = 2.7 Hz, *Jins = 6.7 Hz); 5.42
(dd, 1H, H2', *Jinr = 3.0 Hz, *Juns = 7.3 Hz); 5.16 (t, 2H, OH, *Jyus = 6.4
Hz); 5.10 (dd, 1H, H3', *Ji = 6.7 Hz, *Juus = 2.7 Hz); 4.97 (dd, 1H, H3',
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3z = 7.3 Hz, *June = 3.2 Hz); 4.29 (m, 1H, H4'); 4.20 (m, 1H, H4"); 3.56-
3.45 (m, 4H, H5', H5"); 3.34 (s, 3H, OCH3); 3.17 (s, 3H, OCHs); 1.63 (s,
3H, CHs); 1.52 (s, 3H, CHs);

BC-NMR: d [ppm] (63 MHz, DMSO-ds) 2 Diastereomere (Verhéltnis 1:1): 156.02
(C6); 152.60 (C8); 148.76, 148.70 (C4); 139.72, 139.54 (C2); 118.95,
118.92 (C5); 89.18 (C1"); 86.55 (C4'); 83.71, 83.47 (C2"); 81.95, 81.00
(C3"); 61.45, 61.27 (C5"); 49.75, 49.11 (OCH3); 23.24, 21.24 (CH3)

MS (EST) m/z 324.7 (M+1)
Schmelzpunkt: 177-178 °C

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.43

6.2.2 Darstellung von 3'-Brom-3'-dexoxy-2',5'-di-O-acetyladenosin 52

NH,

NH»

N X 6
</|)N /N
N 7 8< |)
(ONE N4N2

HO. N
o 0
* J\ CH4CN o & '
—_—
HsC~ Br

o) o) 3 3 2

Moo, N

51 52 ©

C14H16BrNsO5
[414,21]

In einer Inertgasatmosphire unter Feuchtigkeitsausschluf wurden 5.40 g (16.7 mmol,
1.0 Aquiv.) des 2',3'-O-Methoxyethylidenadenosin 51 in absolutem Acetonitril suspendiert
und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wurden 4.11 g (2.5 ml, 33.4 mmol, 2.2 Aquiv.) Acetyl-
bromid in 15.0 ml absolutem Acetonitril verdiinnt und zu der Reaktionsmischung hinzu-
getropft. Nach einiger Zeit wurde die zundchst triilbe Reaktionslosung klar und nach Be-
endigung der Zugabe fiel ein farbloser Feststoff aus. Es wurde im Anschlufl 30 min unter
RiickfluB3 erhitzt wobei sich der Niederschlag wieder 16ste. Nach Abkiihlung der Reaktions-
mischung wurde das Losungsmittel am Nj(1)-gekiihlten Rotationsverdampfer abdestilliert,
wobei die Temperatur des Wasserbades 30 °C nicht tiberstieg. Der erhaltenen Feststoff wurde
in Chloroform aufgenommen und mit 5 %iger Natriumhydrogencarbonat-Losung extrahiert.
Die leicht orangefarbene Losung wurde dabei farblos. Die wiBrige Phase wird nochmals mit
Chloroform ausgeschiittelt. Im Anschlul wurden die vereinigten organischen Phasen iiber

Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Das
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Rohprodukt wurde mittels S#ulenchromatographie mit einem Dichlormethan/Methanol-

Gradienten aufgereinigt. Man erhielt einen farblosen Feststoff.

Ausbeute: 4.2 g (9.4 mmol, 56 %)

'H-NMR: d [ppm] (250 MHz, DMSO-dg) 8.30 (s, 1H, H8); 8.16 (s, 1H, H2); 7.39 (s,
br, 2H, NH,); 6.17 (d, 1H, H1", *Jip> = 3.1 Hz); 5.90 (t, 1H, H2", *Jyy = 2.7
Hz); 4.91 (dd, 1H, H3', *Ji = 2.4 Hz, *Jine = 4.6 Hz); 4.53 (dt, 1H, H4',
3Jiny = 4.6 Hz, *Juy = 5.2 Hz); 4.45-4.30 (m, 2H, H5', H5"); 2.10 (s, 3H, 2'-
CH3); 2.05 (s, 3H, 5'-CHj3)

BC-NMR: 8 [ppm] (63 MHz, CDCl3) 169.93 (C=0); 169.18 (C=0); 155.98 (C6);
152.85 (C8); 149.03 (C4); 138.31 (C2); 118.69 (C5); 86.46 (C1"); 81.27
(C2'); 77.58 (C4"); 64.85 (C5'); 54.80 (C3"); 20.45 (CHz); 20.09 (CHs)

MS (ESI') m/z 414.7

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.47

6.2.3 Darstellung von 5'-0-Acetyl-2',3'-didesoxy-2',3'-didehydroadenosin 60

NH, NH»
6
N X N
N N
I ]
Z Z
o NS os NN
Br Zn/Cu-Paar
0 DMF (@]
(o) —_— o) NN 1
3 2
O\"/
52 o 60
C12H13N503

[275,26]

Darstellung des Zink-Kupfer-Paares: Zu einer heilen Losung von 169 mg (0.85 mmol,
1.0 Aquiv.) Kupfer(I)acetat-monohydrat in 15.0 ml Eisessig wurde 2.71g (41.4 mmol,
50 Aquiv.) Zinkstaub hinzugegeben. Die zunichst tiefblaue Losung entfirbte sich innerhalb
weniger Minuten. Sofort nachdem sich die Losung entférbt hatte, wurde vom Losungsmittel
abdekantiert und das dunkelrot-graue Pulver mit Eisessig und abschlieBend dreimal mit Di-
ethylether nachgewaschen. Das Zink-Kupfer-Paar wurde im Olpumpenvakuum getrocknet

und danach in wasserfreiem DMF suspendiert.

Eine Losung von 3'-Brom-3'-dexoxy-2',5'-di-O-acetyladenosin 52 in absolutem Dimethyl-
formamid wurde bei 0°C zu der Suspension des Zink-Kupfer-Paares hinzugetropft und 18 h

bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslosung wurde griin. AnschlieBend wurde tiber
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Celite® abfiltriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abkondensiert. Die Auf-
reinigung erfolgte chromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten von
0-10 %. Dem Dichlormethan wurde zuvor 0.1 % Triethylamin zugesetzt, um einen Bruch der
glycosidischen Bindung entgegenzuwirken. In einer Ausbeute von 85 % konnte 5'-O-Acetyl-

2',3'-didesoxy-2',3'-didehydroadenosin 60 als farbloser Feststoff erhalten werden.
Ausbeute: 1.95 g (7.18 mmol, 85 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, DMSO-d;) 8.18 (s, 1H, H8); 8.08 (s, 1H, H2); 7.35 (s,
2H, NH2); 6.96 (dt, 1H, H1', *Ju> = 1.5 Hz, *Jiue = 1.5 Hz, “Jiy = 3.1
Hz); 6.49 (ddd, 1H, H3'", *Jiy> = 6.1 Hz, *Junr = 1.5 Hz, *Juue = 1.8 Hz);
6.25 (ddd, 1H, H2', *Junz = 6.1 Hz, *Jur = 1.5 Hz, *June = 2.1 Hz); 5.09
(m, 1H, H4'); 4.23-4.12 (m, 2H, H5', H5"); 1.98 (s, 3H, CH;)

3C-NMR: 8 [ppm] (63 MHz, DMSO-dg) 169.99 (C=0); 155.93 (C2); 152.73 (C6);
149.17 (C4); 138.68 (C8); 133.08 (C2'); 125.88 (C3'); 118.71 (C5); 87.61
(C1"); 84.36 (C4"); 64.58 (C5'); 20.44 (5'-CH;)

MS (EST) m/z 275.5

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.40

6.2.4 Darstellung von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A) 14

NH, NH,
. 6
N | N NN

/7 N /T
<N N) x<N 4| N)2

© NH/CHzOH 5
O —_— 6]
0 ___ ¢ v
g

3

60 14

C10H11N502
[233,23]

Zu 0.40 g (1.45 mmol) 5'-O-Acetyl-2',3'-didesoxy-2",3'-didehydroadenosin 60 wurden 5.00 ml
einer kaltgeséttigten ammoniakalischen Methanollosung hinzugegeben und bei Raum-
temperatur tiber Nacht geriihrt. Es fillt ein farbloser Feststoff aus. Die Reaktionsmischung
wurde vom Losungsmittel am Rotationsverdampfer befreit und chromatographisch mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten (10-30 %) aufgereinigt. Dem Dichlormethan wurde
zuvor 0.1 % Triethylamin zugesetzt, um einen Bruch der glycosidischen Bindung entgegen-
zuwirken. In einer Ausbeute von 82 % konnte 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin 14 als

farbloser Feststoff erhalten werden.
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Ausbeute: 0.27 g (1.19 mmol, 82 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dj) 8.18 (s, 1H, H8); 8.16 (s, 1H, H2); 7.33 (s,
br, 2H, NH2); 6.95 (ddd, 1H, H1', *Junp = 1.5 Hz, *Jiyw = 1.5 Hz, iy =
2.9 Hz); 6.46 (ddd, 1H, H3', *Jip = 6.0 Hz, *Juy = 1.5 Hz, *Jupe = 1.7
Hz); 6.13 (ddd, 1H, H2', *Juuy = 5.9 Hz, *Jumr = 1.5 Hz, “Jinse = 1.8 Hz);
5.08 (t, 1H, OH, *Juy = 4.8 Hz); 4.93-4.82 (m, 1H, H4"); 3.64-3.52 (m, 2H,

H5', H5")

BC-NMR: 5 [ppm] (63 MHz, DMSO-ds) 155.93 (C2); 152.52 (C6); 149.05 (C4);
139.07 (C8); 134.25 (C2'); 125.39 (C3"); 118.68 (C5); 87.92 (C1"); 87.76
(C4"); 62.67 (C5");

MS (ESI") m/z 233.5

UV(CH3CN):  Amax 258.96 nm, 193.95 nm; Amin 226.98 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3403, 3172, 2976, 2938, 2738, 2677, 2604, 2494, 2359, 2343,
1654, 1602, 1475, 1397, 1171, 1071, 1036, 968, 851, 806, 722, 647

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.18

6.3 Synthese von 2',3'- Didesoxyadenosin (ddA)

6.3.1 Darstellung von 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-2'-desoxyadenosin 63

NH2 NH,
6
X N A
N N
1) | L)
= P4
HO N7 Sy | Imidazol Si—0_ NN 2
o 4 Si—al Pyridin | o
| ¢ '
3 2
OH OH
58 63

C15H27N5038i
[365,50]

In einer Inertgasatmosphére und unter FeuchtigkeitsausschluB3 wurden 0.50 g (1.87 mmol, 1.0
Aquiv.) 2'-Desoxyadenosin 58 in 20.0 ml wasserfreiem Pyridin geldst. Zu dieser Losung
wurden 0.28 g (1.88 mmol, 1.0 Aquiv.) fert-Butyldimethylsilylchlorid und 0.28 g (4.10 mmol,
2.2 Aquiv.) Imidazol hinzugegeben und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend
wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abkondensiert und im Olpumpenvakuum
getrocknet. Der Riickstand wurde im 20.0 ml Dichlormethan aufgenommen und dreimal mit

je 20.0 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde tiber Natriumsulfat getrocknet und



6. Experimenteller Teil 137

das Losungsmittel anschlieBend am Rotationsverdampfer abkondensiert. Das so gewonnene
Rohprodukt wurde chromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-
10 %) aufgereinigt. Die Produktfraktionen wurden vom Losungsmittel befreit und man erhielt

einen farblosen Feststoff.

Ausbeute: 0.51 g (1.31 mmol, 70 %)

Schmelzpunkt: 141-142 °C

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, CDCl;) 8.34 (s, 1H, H8); 8.17 (s, 1H, H2); 6.51 (t, 1H,
H1', *Jun = 6.4 Hz); 5.74 (s, br, 2H, NH,); 4.69 (m, 1H, H4"); 4.11 (dd, 1H,
H3', *June = 7.0 Hz); 3.91 (dd, 1H, H5', /iy = 11.0 Hz, *Jipw = 4.0 Hz);
3.86 (dd, 1H, H5', “Jyy = 11.0 Hz, *Juus = 3.7 Hz); 3.49 (s, br, 1H, OH);
2.70 (m, 1H, H2'); 2.55 (m, 1H, H2'); 0.91 (s, 9H, fert-Bu); 0.09 (s, 6H,
Si(CHs)»)

3C-NMR: 8 [ppm] (63 MHz, CDCls) 155.53 (C6); 152.77 (C2); 149.25 (C4); 138.77
(C8); 107.72 (C5); 87.29 (C4'); 84.34 (C1"); 71.75 (C3'); 63.35 (CS"); 41.45
(C2"); 25.87 (CHs-tert-Bu); 18.33 (Cquan-tert-Bu); -5.42 (CH;); -5.54 (CHs)

¥Si-NMR: 8 [ppm] (40 MHz, CDCl3) 22.21
MS (EST)) m/z 366.4 (M+1)
UV(CH;3CN): Amax 258.4 nm, 211.6 nm; Amin 226.5 nm

IR (KBr): 7 [em] 3182, 2929, 1649, 1598, 1571, 1472, 1416, 1361, 1330, 1298,
1255, 1210, 1176, 1101, 1003, 937, 909, 836, 787, 781, 727, 627, 650

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.40; (Essigsdureethylester/Methanol 7:3
v/v) 0.56
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6.3.2 Darstellung von 5'-O-fert-Butyldimethylsilyl-3'-methylthiocarbonyl-2'-desoxy-

adenosin 64

NH
N R 6
</ | N N3 \N
' o i | <AL
s|.|—o N J\ ; gl\H/lFOH Si—o N3 N/z
° LNNTONTY IR | o
N R ’ "
OH 3 2
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63 64 S

C15H2oN504SSi
[439,61]

In einer Inertgasatmosphére und unter FeuchtigkeitsausschluB3 wurden 4.62 g (12.6 mmol, 1.0
Aquiv.) 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-2'-desoxyadenosin 63 und 5.03 g (29.1 mmol,
2.3 Aquiv.) 1,1-Thiocarbonyldiimidazol in 60.0 ml wasserfreiem Dimethylformamid gelst.
Nachdem die Reaktion 3.5 h bei Raumtemperatur geriihrt wurde, wurde das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer abkondensiert. Nach Zugabe von 90.0 ml wasserfreiem Methanol wurde
die Reaktion auf 60 °C erhitzt und 4 h geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel erneut
am Rotationsverdampfer abkondensiert. Man erhielt ein braunes Ol, welches in Dichlorme-
than aufgenommen wurde und dreimal mit je 40.0 ml Wasser gewaschen wurde. Die organi-
sche Phase wurde tiber Natriumsulfat getrocknet das Losungsmittel abkondensiert. Das so er-
haltene Rohprodukt wurde S&dulenchromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-
Gradienten (0-5 %) aufgereinigt. Die Produktfraktionen wurden vom Losungsmittel befreit

und man erhielt einen farblosen Feststoff.
Ausbeute: 2.98 g (6.77 mmol, 54 %)
Schmelzpunkt: 134 °C

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, CDCl3) 8.36 s, 1H, H8); 8.22 (s, 1H, H2); 6.56 (t, 1H,
HT1', 3JHH = 6.4 Hz); 5.83(m, 1H, H3"); 5.74 (s, br, 2H, NH,); 4.39 (m, 1H,
H4'); 4.09 (s, 3H, OCHs); 4.02 (dd, 1H, H5'", “Juy = 11.3 Hz, *Jins = 2.8
Hz); 3.96 (dd, 1H, H5', 2Juy = 11.3 Hz, *Juus = 2.7 Hz); 2.79 (m, 2H, H2',
H2"); 2.55 (m, 1H, H2'); 0.93 (s, 9H, fert-Bu); 0.14 (s, 6H, Si(CHz),)

BC-NMR: & [ppm] (63 MHz, CDCls) 155.39 (C6); 153.09 (C2); 149.70 (C4); 138.47
(C8); 109.70 (C5); 85.28 (C4'); 84.19 (C1); 83.73 (C3"): 63.91 (C5"); 59.79
(OCH3); 39.11 (C2'); 25.92 (tert-Bu); 18.35 (Cquar.-fert-Bu); -5.38 (CHa); -
5.53 (CHj)
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#Si-NMR: 8 [ppm] (40 MHz, CDCl3) 22.93
MS (EST) m/z 440.2 (M+1)
UV(CH3CN):  Amax 257.7 nm, € = 14039; Amin =211.55 nm, ¢ = 21399

IR (KBr): 7 [em™] 3319, 3159, 2953, 2929, 2857, 1647, 1601, 1576, 1507, 1472,
1452, 1420, 1369, 1277, 1239, 1165, 1127, 1101, 1074, 1045, 1002, 943,
876, 836, 813, 729, 688, 650

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.62; (Essigsdureethylester/Methanol 7:3
v/v) 0.71

6.3.3 Darstellung von 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-2',3'-didesoxyadenosin 65

NHz NH,
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C15H27N50,Si
[349,50]

In einer Inertgasatmosphére und unter Feuchtigkeitsausschlul wurden 4.26 g (9.70 mmol,
1.0 Aquiv.) 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-3'-methylthiocarbonyl-2'-desoxyadenosin 64 in
70 ml wasserfreiem Toluol gelést und nacheinander mit 615 mg (3.74 mmol, 0.4 Aquiv.)
Azoisobutyronitril (AIBN) und 7.00 ml (22.0 mmol, 2.3 Aquiv.) tri-n-Butylzinnhydrid hinzu-
gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde mehrere Male entgast und im Anschluf3 unter Argon-
atmosphire gesetzt. Die Losung wurde dadurch zdhfliissig, so daB3 noch weitere 20.0 ml
wasserfreies Toluol hinzugegeben werden muflten. Die Reaktion wurde 5 h auf 75 °C erhitzt,
wobei eine klare Losung entstand. Die Reaktion wurde abgekiihlt und am Rotations-
verdampfer vom Losungsmittel befreit. Der gelbe Riickstand wurde sdulenchromatographisch
mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-10 %) aufgereinigt. Die Produktfraktionen

wurden vom Losungsmittel befreit und man erhielt einen farblosen Feststoff.
Ausbeute: 3.12 g (8.50 mmol, 88 %)
Schmelzpunkt: 141-142 °C

'"H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, CDCl3) 8.36 (s, 1H, H8); 8.22 (s, 1H, H2); 6.56 (t, 1H,
H1', *Jiy = 6.4 Hz); 5.83 (m, 1H, H3'); 5.74 (s, br, 2H, NH); 4.39 (m, 1H,
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BC.NMR:

2Qi-NMR:

UV(CH;CN):

IR (KBr):

R+~Wert:
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H4'); 4.09 (s, 3H, OCH3); 4.02 (dd, 1H, H5', *Juy = 11.3 Hz, *Jyus = 2.8
Hz); 3.96 (dd, 1H, H5', 2Juy = 11.3 Hz, *Jine = 2.7 Hz); 2.79 (m, 2H, H2,
H2"); 0.93 (s, 9H, fert-Bu); 0.14 (s, 6H, Si(CHs),)

8 [ppm] (63 MHz, CDCls) 155.75 (C6); 153.27 (C2); 151.37 (C4); 139.11
(C8); 107.78 (C5); 85.43 (C1"); 82.12 (C4"); 64.19 (C5'); 33.47 (C3'); 25.98
(tert-Bu); 25.10 (C2"); 18.50 (Cquarn-tert-Bu); -5.44 (Si(CHs),)

& [ppm] (40 MHz, CDCl5) 21.71

Amax 191.32 nm, € = 20113, 208.36 nm ¢ = 17613, 258.41 nm € = 12610;
Amin 197.71 nm, € = 17375,227.53 ¢ = 2143

7 [em™] 3307, 3141, 2955, 2927, 2897, 2858, 1671, 1602, 1567, 1470,
1412, 1369, 1327, 1302, 1255, 1212, 1184, 1130, 1079, 1053, 986, 936,
866, 837, 784, 724, 695, 675

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.54; (Essigsdureethylester/Methanol 7:3
v/v) 0.58

6.3.4 Darstellung von 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7

NH, NH,

6

X N X

N N

| I L)
= 2

Si—O. N ;EKF HO. s NT 4N

65 7

C1oH13N502
[235,24]

In einer Inertgasatmosphére und unter FeuchtigkeitsausschluB3 wurden 5.71 g (21.8 mmol, 3.0

Aquiv.) Tetra-butyl-ammoniumfluorid (TBAF) zu einer Losung von 2.68 g (7.28 mmol, 1.0

Aquiv.) 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-2',3"-didesoxyadenosin 65 in 35.0 ml wasserfreiem

Tetrahydrofuran hinzugegeben. Es fiel ein farbloser Feststoff aus. Die Reaktion wurde 1 h bei

Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter reduziertem Druck

entfernt und chromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-10 %)

aufgereinigt. Dem Dichlormethan wurde zuvor 0.1 % Triethylamin zugesetzt, um einen Bruch

der glycosidischen Bindung entgegenzuwirken. In einer Ausbeute von 97 % konnte 2',3'-Di-

desoxyadenosin 7 als farbloser Feststoff erhalten werden.

Ausbeute:

1.66 g (7.05 mmol, 97 %)



6. Experimenteller Teil 141

Schmelzpunkt: 148-150 °C (Zers.)

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, CDCl;) 8.36 (s, 1H, H8): 8.22 (s, 1H, H2); 6.34 (dd, 1H,
H1', *Jun = 3.1 Hz, *Jun = 6.4 Hz); 5.58 (s, br, 2H, NH,); 4.25 (m, 1H, H4");
4.01 (dd, 1H, H5'", 2Jup = 11.3 Hz, *Juns = 3.4 Hz); 3.78 (dd, 1H, H5', 2Jun
=11.3 Hz, *Juns = 3.4 Hz); 2.49 (m, 2H, H2', H2"); 2.13 (m, 2H, H3', H3")

B3C-NMR: 8 [ppm] (63 MHz, CDCls) 156.87 (C6); 153.26 (C2); 149.65 (C4); 139.88
(C8); 119.93 (C5); 85.25 (C1"); 82.54 (C4"); 63.78 (C5"); 32.60 (C3'); 26.55
(C2Y)

UV(CHsCN):  Amax 191.52 nm € = 27374, 209.42 nm & = 23207, 259.48 nm ¢ = 17210;
Amin 196.64 nm £ = 19186, 226.46 nm & = 2450

IR (KBr): 7 [em™] 3212, 3145, 2926, 2362, 2342, 1603, 1474, 1420, 1337, 1240,
1217, 1096, 1065, 1044, 827, 722, 695, 648

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.25; (Essigsdureethylester/Methanol 7:3
v/v) 0.29

6.4 Synthese der Hypoxanthin-Nucleoside 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) 5 und
2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroinosin (d4I) 31 durch enzymatische
Reaktion mit Adenosin-Desaminase (ADA)

Die Hypoxanthin-Nucleoside 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) 5 und 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydro-

inosin (d4I) 31 konnten durch enzymatische Desaminierung mit Adenosin-Desaminase aus

Kélberdarmschleimhaut (EC 3.5.4.4) erfolgreich synthetisiert werden. Bevor auf die Synthese

der einzelnen Verbindungen eingegangen wird, soll zunéchst die allgemeine Methode zur

Darstellung dieser Verbindungen vorgestellt werden.

6.4.1 Allgemeine Methode zur Darstellung von Hypoxanthin-Nucleosiden aus den

entsprechenden Adenin-Verbindungen durch enzymatische Desaminierung mit

ADA
NH, (0]
N X N
HO ) Adenosin-Desaminase HO N)

N N ADA (EC35.44) N
H,O
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Es wurden 1.0 Aquiv. des Nucleosids in Wasser suspendiert und mit 10 U Adenosin-Des-
aminase (EC 3.5.4.4) versetzt. Die Suspension mufte zusétzlich mit 30 pl Triethylamin
(TEA) versetzt werden, um wihrend der Reaktion eine Spaltung der glycosidischen Bindung
zu verhindern. Es wurde 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Enzym
mit kaltem Methanol gefillt und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen geeigneten
Membranfilter (Sartorius, Minisart, 0.45 ) filtriert, um restliches Enzym zu entfernen. Nach
dem Entfernen des Losungsmittels an der Lyophille konnte die Verbindung chromato-
graphisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten von 0-10 % oder durch Kristal-
lisation aus einem Dichlormethan/Methanol-Gemisch rein erhalten werden. Man erhielt einen

farblosen Feststoff in einer Ausbeute von 98-97 %.

6.4.2 Darstellung von 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) 5

NH, 0
6
N N A
.y <Ay
= =2
HO N N ADA (EC 3.5.4.4) HO. N™ 4N
_— > .
:O: H,0, Triethylamin R COD By
3' 2!
7 5
C10H12N403

[236,23]

Die Darstellung von 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) 5 wurde nach der allgemeinen Methode in
Kapitel 6.4.1 durchgefiihrt. Eine Suspension von 100 mg (0.43 mmol, 1.0 Aquiv) 2',3'-Dides-
oxyadenosin (ddA) 7 in 5 ml Wasser wurde mit 30 pl Triethylamin versetzt und 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Man erhélt eine klare, farblose Losung. Anschlieend wurde die Lo-
sung mit 5.00 ml eiskaltem Methanol zum Ausfillen des Enzyms versetzt und bei 13000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen Membranfilter der Firma Sartorius (Minisart,
0.45 ) filtriert. Nach dem Lyophilisieren und chromatographischer Aufreinigung konnte
2'.3'-Didesoxyinosin (ddI) 5 als farbloser Feststoff erhalten werden.

Ausbeute: 99.4 mg (0.42 mmol, 98 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (600 MHz, DMSO-dq) 12.33 (s, 1H, NH); 8.32 (s, 1H, H8); 8.04 (s,
1H, H2); 6.20 (dd, 1H, H1', *Jin = 6.9 Hz, *Juy = 3.3 Hz); 4.96 (t, 1H, OH,
3Jun = 5.5 Hz); 4.11 (m, 1H, H4"); 3.62 (ddd, 1H, H5', “Jiy; = 11.8 Hz, *Jyns
=4.0 Hz, *Juon = 5.4 Hz); 3.51 (dt, 1H, H5', 2Ju = 11.7 Hz, *Jun = 5.0 Hz);
2.47-2-42 (m, 1H, H2'); 2.36-2.31 (m, 1H, H2'); 2.07-1.98 (m, 2H, H3', H3")
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BC-NMR: 8 [ppm] (150 MHz, DMSO-ds) 156.56 (C6); 147.53 (C4); 145.55 (C2);
138.13 (C8); 124.23 (C5); 84.39 (C1'); 81.98 (C4'); 62.56 (C5"); 32.07 (C3";
25.37 (C2)

UV(CH3CN):  Amax250.1 nm, 244.7 nm, 196.4 nm; Amin 248.2 nm, 223.0 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3272, 2899, 1710, 1551, 1505, 1458, 1421, 1341, 1195, 1100,
1062, 984, 812

6.4.3 Darstellung von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroinosin (d4I) 31

NH, 0

N X N5
4 N NH
1) <1
N 2
HO N ADA (EC 3.5.4.4) HO._ , NT N
o} —_— o}
H,0, Triethylamin 4 "
14 31

C10H10N4O3
[234,21]

Die Darstellung von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroinosin (d4I) 31 wurde nach der allge-
meinen Methode in Kapitel 6.4.1 durchgefiihrt. Eine Suspension von 100 mg (0.43 mmol,
1.0 Aquiv) 2'3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A) 14 in 5.0 ml Wasser wurde mit
30 pl Triethylamin versetzt und 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Man erhélt eine klare,
farblose Losung. AnschlieBend wurde die Losung mit 5.0 ml eiskaltem Methanol zum
Ausfillen des Enzyms versetzt und bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch
einen Membranfilter der Firma Sartorius (Minisart, 0.45 p) filtriert. Nach dem Lyophilisieren
und chromatographischer Aufreinigung konnte 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroinosin (d4I) 31

als farbloser Feststoff erhalten werden.
Ausbeute: 98.4 mg (0.42 mmol, 97 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (600 MHz, DMSO-ds) 12.37 (s, 1H, NH); 8.12 (s, 1H, H8); 8.07 (s,
1H, H2); 6.89 (dt, 1H, H1', *Jiyy = 3.1 Hz, *Jun = 1.5 Hz); 6.48 (dt, 1H, H3',
3Jun = 1.6 Hz, *Jip = 5.8 Hz); 6.13 (ddd, 1H, H2', *Jipz = 6.11 Hz, *Jy =
2.1 Hz, *Jun = 1.5 Hz); 4.94 (t, 1H, OH, *Jii = 5.5 Hz); 4.00-4.85 (m, 1H,
H4"); 3.55 (m, 2H, H5', H5")

BC-NMR: 8 [ppm] (150 MHz, DMSO-dg) 156.56 (C6); 147.53 (C4); 145.55 (C2);
138.13 (C8);134.25 (C2"); 125.39 (C3"); 124.23 (C5); 87.92 (C1'); 87.76
(C4'); 62.67 (C5")
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UV(CH3CN): Amax 250.2 nm, 244.1 nm, 197.7 nm; Amin 247.2 nm, 222.0 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3325, 3186, 1736, 1648, 1607, 1473, 1412, 1366, 1236, 1153,
1087, 1040, 974, 829, 796, 722, 648

6.5 Synthese der Salicylalkohole

6.5.1 Allgemeine Methode zur Reduktion von 2-Hydroxybenzoesiduren 69 zu den
jeweiligen Salicylalkoholen 29

3
N OH N OH
R boLAM, — R
4 5 OH
Z > CooH al

Hg  Ha

69 29

In einer Inertgasatmosphire wurde zu einer Suspension von 2.0 Aquiv. Lithiumaluminium-
hydrid in trockenem Tetrahydrofuran unter Kiithlung und Feuchtigkeitsausschluf3 eine Losung
von 1.0 Aquiv. der jeweiligen 2-Hydroxybenzoesiure in trockenem Tetrahydrofuran so
hinzugetropft, daf} die Reaktionsmischung nur schwach siedete. Anschlielend riihrte man 2 h
bei Raumtemperatur und erhitzte 1 h auf 70 °C. Nach Abkiithlung auf Raumtemperatur wurde
die Reaktionsmischung durch Zugabe von Eiswasser hydrolysiert und mit 10 %iger Schwefel-
sdure auf pH 1 angesduert. Die THF-Phase wurde abgetrennt und am Rotationsverdampfer
vom Losungsmittel befreit. Die wissrige Phase extrahierte man mit Essigsdureethylester und
trocknete die vereinigten organischen Phasen iiber Natriumsulfat. Nach Abdestillieren des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer erhielt man Feststoffe oder Ole, die entweder

umkristallisiert oder chromatographisch aufgereinigt wurden.

6.5.1.1 Darstellung von 5-Methoxysalicylalkohol 29b

OH {2_OH
THF 4
- + LiAH, )
o COOH o ~CH

69b 29b

CgH1003
[154,16]

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.5.1 durchgefiihrt. 2-Hydroxy-
5-methoxybenzoesdure 69b wurde zuvor aus Dichlormethan/Petrolether umkristallisiert, um
farbige Verunreinigungen zu entfernen. 12.1 g (71.9 mmol, 1.0 Aquiv.) 2-Hydroxy-5-me-
thoxybenzoesiure 69b wurde mit 5.50 g (145 mmol, 2.0 Aquiv.) Lithiumaluminiumhydrid in

120 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran unter Kiihlung und Feuchtigkeitsausschlul zu 5-
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Methoxysalicylalkohol 29b reduziert. Als Rohprodukt erhielt man einen farblosen Feststoff,

der aus Dichlormethan umkristallisiert wurde.

Ausbeute: 9.70 g (61.2 mmol, 87 %) farbloser kristalliner Feststoff, der aus Dichlor-

methan in Plittchen kristallisiert
Schmelzpunkt: 79 °C

'H-NMR: O [ppm] (250 MHz, CDCls) 8.80 (s, br, 1H, OH-aryl); 6.88 (d, 1H, H6-aryl,
“Jun = = 2.3 Hz); 6.57-6.69 (m, 2H, H3-aryl, H4-aryl); 4.95 (t, 1H, OH-
benzyl, *Jun = 5.5 Hz); 4.45 (d, 2H, CH,-benzyl, *Jiy = 5.5 Hz); 3.65 (s,
3H, OCH;)

PC-NMR: d [ppm] (63 MHz, CDCl3) 152.16(C2-aryl); 147.75 (C5-aryl);129.55 (C1-
aryl); 115.02 (C3-aryl); 112.72 (C4-aryl); 112.08 (Cé6-aryl); 58.24 (CH;-
benzyl); 55.23 (OCHs)

IR (KBr): 7 [em™] 3442, 3183, 1615, 1515, 1480, 1458, 1436, 1384, 1315, 1255,
1229, 1208, 1164, 1040, 1000, 999, 984, 930, 864, 818, 757, 701

Re+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.54

CHN-Anal.: CsH10O3 (154.2) berechnet: C 62.21; H 6.53; gefunden: C 62.44, H 6.68

6.5.1.2 Darstellung von 3-Methylsalicylalkohol 29¢

OH 3\ -OH
THF 4
+ LAH, #—————
5 OH
COOH 1

69¢c 29¢

CgH100;
[138,16]

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.5.1 durchgefiihrt. 20.1 g
(132 mmol, 1.0 Aquiv.) 2-Hydroxy-3-methylbenzoesiure 69¢ wurden mit 10.0 g (262 mmol,
2.0 Aquiv.) Lithiumaluminiumhydrid in 150 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran unter Kiihlung
und Feuchtigkeitsausschlu3 zu 3-Methylsalicylalkohol 29¢ reduziert. Als Rohprodukt erhielt

man ein hellgelbes Ol, welches aus Dichlormethan/Petrolether 60-40 kristallisiert wurde.
Ausbeute: 16.1 g (116.6 mmol, 88 %) farbloser kristalliner Feststoff

Schmelzpunkt: 73 °C
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'H-NMR: o [ppm] (250 MHz, CDCls) 8.38 (s, br, 1H, OH-aryl); 7.05 (d, 1H, H6-aryl,
‘Jan = 7.6 Hz); 6.96 (d, 1H, H4-aryl, *Jy = 7.6 Hz); 6.70 (t, 1H, H3-aryl,
3 =17.6 Hz); 5.27 (s, br 1H, OH-benzyl); 4.55 (s, 2H, CH,-benzyl); 2.14
(s, 3H, CH3)

3C-NMR: d [ppm] (63 MHz, CDCls) 152.72 (C2-aryl); 129.26 (C5-aryl); 128.22 (C4-
aryl); 125.20 (Cé6-aryl); 124.2 (Cl-aryl); 119.27 (C3-aryl); 60.09 (CH,-
benzyl); 16.35 (CHz)

IR (KBr): 7 [em™] 3320, 1595, 1469, 1438, 1343, 1212, 1086, 994, 779, 772, 679
Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.69

CHN-Anal.: CsH100; (138.2) berechnet: C 69.55; H 7.28; gefunden: C 69.64, H 7.37

6.5.2 Darstellung von 2-Hydroxy-3.5-dimethylbenzaldehyd 68d

OH 3.2 OH
o} Cl CH,CI 4
)ﬁj i .
1
cl 5 7

67d 68d

CoH10O2
[150,17]

Die Reaktion wurde unter Feuchtigkeitsauschluf} in einer Intertgasatmosphére durchgefiihrt.
Zu einer Losung von 10.0 g (81.9 mmol, 1.0 Aquiv.) 2,4-Dimethylphenol 67d in 100 ml
wasserfreiem Dichlormethan wurden bei 0 °C langsam 77.6 g (409 mmol, 7.0 Aquiv.) Titan-
tetrachlorid hinzugetropft. Dabei firbte sich die Losung iiber orange nach tiefrot. An-
schlieBend tropfte man bei weiterer Kiihlung 32.0 g (278 mmol, 3.4 Aquiv.) ortho-Dichlor-
methylmethylether hinzu, wobei sich die Reaktionslosung dunkelgriin farbte. Nach Erwérmen
auf Raumtemperatur wurde die Reaktion 3 h geriihrt. Dabei konnte eine Gasentwicklung be-
obachtet werden. Im Anschlufl wurde die Reaktionslésung zu einer Mischung aus Eis und 2 N
Salzsdure gegeben. Die Phasen wurden getrennt und die wéiBrige Phase mehrmals mit Di-
chlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit geséttigter Natrium-
chlorid-Losung gewaschen und tiber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer abdestilliert und das Rohprodukt am Chromatotron mit einem Dichlor-
methan/Methanol-Gradienten aufgereinigt. Das Produkt wurde im Olpumpenvakuum getrok-

knet.

Ausbeute: 7.54 g (50.2 mmol, 61.4 %) eines hellgelben Ols
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'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, DMSO-dg) 10.82 (s, 1H, CHO); 9.91 (s, br, 1H, OH-
aryl); 7.30 (d, 1H, H4-aryl, *Jiyss = 1.0 Hz); 7.22 (s, 1H, H6-aryl, “Jyn = 1.0
Hz); 2.21 (s, 3H, C3-CHs); 2.13 (s, 3H, C5-CHs)

BC-NMR: O [ppm] (63 MHz, DMSO-dg) 196.82 (CHO); 156.73 (C2-aryl); 138.55 (C4-
aryl); 130.36 (C5-aryl); 128.15 (Cé6-aryl); 125.63 (C3-aryl); 120.19 (C1-
aryl); 19.67 (C3-CHs); 14.74 (C5-CHs)

IR (KBr): 7 [em™'] 3394, 2920, 1469, 1486, 1213, 1085, 995, 853, 772, 679, 611

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.69

6.5.3 Darstellung von 3,5-Dimethylsalicylalkohol 29d

3
OH 2-Propanol 4 2 OH
+ NaBH,4

_——
0 . ! OH
6
68d 29d

CgH1202
[152.19]

Zu einer Losung aus 5.86 g (39.0 mmol, 1.0 Aquiv.) 2-Hydroxy-3,5-dimethylbenzaldehyd
68d in 100 ml iso-Propanol gab man portionsweise 740 mg (19.5 mmol, 0.5 Aquiv.) Natrium-
borhydrid hinzu, so dafl die Losung nur miBig siedete. Die Reaktion wurde 2h bei
Raumtemperatur geriihrt und anschlieend 30 min auf 60 °C erhitzt. Nach Erkalten auf Raum-
temperatur wurde mit verdiinnter Salzsdure hydrolysiert. Dann entfernte man das Losungs-
mitte] am Rotationsverdampfer, nahm den Riickstand in Wasser auf und extrahierte mit
Essigsdureethylester. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit geséttigter Natrium-
chlorid-Losung gewaschen, {iber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom
Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt 29d wurde am Chromatotron mit einem Dichlorme-

than/Methanol-Gradienten aufgereinigt.
Ausbeute: 4.13 g (27.2 mmol, 70 %) eines hellgelben Feststoffs
Schmelzpunkt: 52 °C

"H-NMR: d [ppm] (250 MHz, DMSO-dg) 8.15 (s, br, 1H, OH-aryl); 6.84 (s, 1H, H6-
aryl); 6.75 (s, 1H, H4-aryl); 5.23 (s, br, 1H, OH-benzyl); 4.53 (s, 2H, CH;-
benzyl); 2.15 (s, 3H, C3-CH3); 2.10 (s, 3H, C5-CH3)
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BC.NMR: § [ppm] (63 MHz, DMSO-ds) 150.27 (C2-aryl); 129.52 (C4-aryl); 127.74
(C5-aryl); 127.26(C1-aryl); 125.50 (C6-aryl); 123.84 (C3-aryl); 59.93 (CH,-
benzyl); 20.14 (C3-CHs); 16.14 (C5-CHz)

IR (KBr): 7 [em™] 3394, 2920, 1469, 1486, 1213, 1085, 995, 853, 772, 679, 611

Ry-Wert: Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.60

6.5.4 Allgemeine Methode zur ortho-Formylierung von alkylsubstiuierten Phenolen zu

den jeweiligen Salicylaldehyden nach Casiraghimﬂ

2 _OH
OH - . I
. | X + 8nCl, + (CHO), Trioctylamin,Toluol R :
I = /1 /O
6
67 68

Zu einer Losung von 1.0 Aquiv. der jeweiligen Phenole 67 in wasserfreiem Toluol wurde bei
Raumtemperatur 0.1 Aquiv. Zinntetrachlorid hinzugegeben. Die vorerst farblose Losung ver-
firbte sich griin. Nach Zugabe von 0.4 Aquiv. Trioctylamin (TOA) zu dem Reaktionsgemisch
verfarbte sich die Losung von griin nach gelb. AnschlieBend riihrte man 2 h bei Raum-
temperatur und erhitzte nach Zugabe von 2.2 Aquiv. Paraformaldehyd die Suspension 8 h
unter RiickfluB3. Nach einiger Zeit wurde die gelbliche Suspension klar. Nach Abkiithlung auf
Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung in Wasser hydrolysiert und mit 2 N Salzsédure
auf pH 2 angeséduert. Dann extrahierte man mit Diethylether und trocknete die vereinigten or-
ganischen Phasen tiber Natriumsulfat. Nach Abdestillieren des Losungsmittels am Rotations-
verdampfer erhielt man griin-gelbe Ole, die zur vollstindigen Abtrennung der Zinnsalze
mittels Wasserdampfdestillation aufgereinigt wurden. Das Destillat wurde erneut mit Diethyl-
ether extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden im Anschluf tiber Natrium-
sulfat getrocknet. Nach Abdestillieren des Losungsmittels am Rotationsverdampfer erhielt
man gelbe Ole die noch Edukt enthielten. Zwecks Charakterisierung wurde ein kleiner Teil
des Rohprodukts am Chromatotron mit einem Petrolether/Dichlormethan-Gradienten von
0-20 % aufgereinigt. Die Rohprodukte 68 wurden ohne weitere Aufreinigung fiir die an-

schlieBende Reduktion eingesetzt.
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6.5.4.1 Darstellung von 3-zfer-Butyl-salicylaldehyd 68e

OH Trioctylamin, Toluol

S

+ SnCly + (CHO),

67e 68e

C11H1402
[178,23]

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.5.4 durchgefiihrt. 20.0 g

(20.5 ml, 133 mmol, 1.0 Aquiv.) 2-tert-Butylphenol 67e wurde mit 3.5 g (1.6 ml, 13.3 mmol,

0.1 Aquiv.) Zinntetrachlorid und 18.8 g (23.2ml, 53.2 mmol, 0.4 Aquiv.) Trioctylamin
(TOA) und 8.80 g (293 mmol, 2.2 Aquiv.) Paraformaldehyd in 30 ml Toluol bei Raumtemp-

eratur und Feuchtigkeitsauschlull zu 3-zert-Butyl-salicylaldehyd 68e ortho-selektiv formyliert.

Als Rohprodukt erhielt man ein gelbes Ol, welches noch erhebliche Mengen des Edukts ent-

hielt. Das Rohprodukt wurde nicht weiter aufgereinigt.

Ausbeute:

'"H-NMR:

BC-NMR:

UV(CH;CN):

IR (KBr):

R~Wert:

R~Wert:

n.b.

8 [ppm] (500.13 MHz, CDCl3) 11.80 (s, 1H, CHO); 9.89 (s, 1H, OH); 7.55
(dd, 1H, H4-aryl, 37, = 7.9 Hz, 'J, = 1.6 Hz); 7.41 (dd. 1H, H6-aryl, J, =
7.6 Hz, "J,,, = 1.6 Hz); 6.96 (t, 1H, H5-aryl, J,,, = 7.9 Hz); 1.44 (s, 9H,
CH3)

8 [ppm] (125.75 MHz, DMSO-de) 197.51 (CHO); 161.61 (C2-aryl); 138.64

(C3-aryl); 134.48 (Cé-aryl); 132.35 (C4-aryl); 121.05 (Cl-aryl); 119.58
(C5-aryl); 35.23 (quart. C); 29.58 (CH3)

Amax 333.7 nm, 260.5 nm, 215.0 nm; Amin 236.2 nm, 203.9 nm, 283.2 nm

7 [em™] 2960, 2871, 1651, 1613, 1484, 1433, 1387, 1364, 1312, 1266,
1224, 1197, 1143, 1091, 1023, 948, 930, 854, 797, 753, 679

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.87

(Dichlormethan/Methanol 95:5 v/v) 0.76



150 6. Experimenteller Teil

6.5.4.2 Darstellung von 3-sek-Butyl-salicylaldehyd 68f

OH
+ SnCly + (CHO), Trioctylamin, Toluol

67f

C11H1402
[178,23]

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.5.4 durchgefiihrt. 20.0 g
(20.5 ml, 133 mmol, 1.0 Aquiv.) 2-sek-Butylphenol 67f wurde mit 3.5 g (1.6 ml, 13.3 mmol,
0.1 Aquiv.) Zinntetrachlorid und 18.8 g (23.2 ml, 53.2 mmol, 0.4 Aquiv.) Trioctylamin und
8.8 ¢ (293 mmol, 2.2 Aquiv.) Paraformaldehyd in 30 ml Toluol bei Raumtemperatur und
FeuchtigkeitsauschluB3 zu 3-sek-Butyl-salicylaldehyd 68f ortho-selektiv formyliert. Als Roh-
produkt erhielt man ein gelbes Ol, welches noch erhebliche Mengen des Edukts enthielt. Das

Rohprodukt wurde nicht weiter aufgereinigt.
Ausbeute: n.b.

'H-NMR: 8 [ppm] (400.13 MHz, CDCl3) 11.37 (s, 1H, CHO); 9.89 (s, 1H, OH); 7.44
(dd, 1H, H4-aryl, "J,, = 7.6 Hz, "J,, = 1.8 Hz); 7.40 (dd, 1H, H6-aryl, J,, =
7.9 Hz, 'J, = 1.7 Hz); 6.9 (t, 1H, H5-aryl); 3.18 (dq, 1H, CH, J

HCH2

=7.1

Hz, J,., = 7.1 Hz); 1.67 (ddq, 1H, H,-CH,, *J,,, = 13.5 Hz, 'J,., = 7.1 Hz,

H
3

J,

HCH3

s = 7.1 Hz); 1.23 (d, 3H, CH-CH,, J,, = 6.9 Hz); 0.87 (t, 3H, CH,-CH,,

= 7.1 Hz); 1.61 (ddq, 1H, H,-CH,, *J,, = 13.7 Hz, J,

HC

.= 7.1 Hz,

3
*J,, =74 Hz)

3C-NMR: & [ppm] (125.75 MHz, DMSO-dg) 196.84 (CHO); 159.45 (C2-aryl); 135.93
(C3-aryl); 134.36 (C6-aryl); 131.29 (Cd-aryl); 120.19 (Cl-aryl); 119.50
(C5-aryl); 32.92 (CH); 29.39 (CHy); 20.05 (CH-CH3); 11.97 (CH2-CHj)

UV(CH;CN): Amax 333.6 nm, 259.9 nm, 214.4 nm; Amin 283.1 nm, 234.5 nm, 199.8 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3047, 2963, 2932, 2874, 1656, 1615, 1440, 1389, 1313, 1267,
1218, 1171, 1151, 1094, 1004, 963, 944, 858, 821, 753, 694

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.83

R+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 95:5 v/v) 0.76



6. Experimenteller Teil 151

6.5.4.3 Darstellung von S-zfert-Butyl-salicylaldehyd 68g

OH . > OH
L+ snCl, + (CHO), Trioctylamin, Toluol .
1 /O
6

679 68g

C11H140,
[178,23]

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.5.4 durchgefiihrt. 20.0 g
(20.5 ml, 133 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-tert-Butylphenol 67g wurde mit 3.5 g (1.6 ml, 13.3 mmol,
0.1 Aquiv.) Zinntetrachlorid und 18.8 g (23.2 ml, 53.2 mmol, 0.4 Aquiv.) Trioctylamin und
8.8 g (293 mmol, 2.2 Aquiv.) Paraformaldehyd in 30 ml Toluol bei Raumtemperatur und
FeuchtigkeitsauschluB zu 5-fert-Butyl-salicylaldehyd 68g ortho-selektiv formyliert. Als
Rohprodukt erhielt man ein gelbes Ol, welches noch erhebliche Mengen des Edukts enthielt.

Das Rohprodukt wurde nicht weiter aufgereinigt.
Ausbeute: n.b.

'H-NMR: d [ppm] (500.13 MHz, CDCls) 10.8 (s, 1H, CHO); 9.82 (s, 1H, OH); 7.51
(dd, 1H, H4-aryl, *Jiy = 8.7 Hz, “Jun = 2.5 Hz); 7.44 (d, 1H, H6-aryl, ‘i =
2.0 Hz); 6.87 (d, 1H, H3-aryl, 3 = 8.7 Hz); 1.26 (s, 9H, tert-Bu)

BC-NMR: d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg) 196.82 (CHO); 159.48 (C2-aryl); 142.74 (C-
aryl); 134.70 (C-aryl); 129.75 (C-aryl); 117.22 (C-aryl); 114.71 (C-aryl);
31.51 (quart. C); 31.24 (tert-Bu)

UV(CH3;CN): Amax 333 nm, 259 nm, 214 nm; Amin 283 nm, 234 nm, 199 nm

IR (KBr): 7 [em™] 30478, 2965, 2932, 2874, 1657, 1615, 1440, 1390, 1313, 1267,
1219, 1169, 1149, 1094, 1004, 965, 944, 858, 827, 753, 694

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.85

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 95:5 v/v) 0.77

6.5.4.4 Darstellung von S-sek-Butyl-salicylaldehyd 68h

Trioctylamin, 3

OH 2 4-Lutidin 4 2 OH
+ SnCly + (CHO), _Toluol s
1 /O
6

67h 68h

C11H1402
[178,23]
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Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.5.4 durchgefiihrt. 25.0 g
(166 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-sek-Butylphenol 67h wurde mit 427 g (1.95ml, 16.2 mmol,
0.1 Aquiv.) Zinntetrachlorid, 11.6 g (14.3 ml, 32.8 mmol, 0.25 Aquiv.) Trioctylamin und
15ml (20.0 mmol, 0.15 Aquiv.) 2.4-Lutidin und 11.0g (366 mmol, 2.2 Aquiv.)
Paraformaldehyd in 30 ml Toluol bei Raumtemperatur und Feuchtigkeitsauschlufl zu 5-sek-
Butyl-salicylaldehyd 68h ortho-selektiv formyliert. Als Rohprodukt erhielt man ein gelbes Ol,
welches noch erhebliche Mengen des Edukts enthielt. Das Rohprodukt wurde nicht weiter

aufgereinigt.

Ausbeute: n.b.

'H-NMR: 8 [ppm] (400.13 MHz, CDCl3) 10.87 (s, 1H, CHO); 9.88 (s, 1H; OH); 7.37
(dd, 1H, H4-aryl, *Jiy = 2.3 Hz, *Juy = 8.6 Hz); 7.34 (d, 1H, H5-aryl, *Jy =
2.0 Hz); 6.94 (d, 1H, H3-aryl, *Jun = 8.7 Hz); 2.61 (dq, 1H, CH, *Juciz =
7.1 Hz, *Jucin = 7.1 Hz); 1.65-1.51 (m, CHay-benzyl); 1.24 (d, 3H, CH-CHs,
3Jin =7.1 Hz); 0.83 (t, 3H, CH,-CHs, *Ji = 7.3 Hz)

BC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-ds) 197.08 (CHO); 160.23 (C2-aryl); 139.48

(Cl-aryl); 136.48 (Cd-aryl); 131.98 (C6-aryl); 120.78 (C5-aryl); 117.83
(C3-aryl); 41.01 (CH); 31.50 (CHa); 22.17 (CH-CHs); 12.50 (CH,-CHj)

UV(CH3CN): Amax 334.6 nm, 260.0 nm, 215.4 nm; Anyin 283.1 nm, 235. nm, 199.8 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3045, 2963, 2931, 2870, 1656, 1615, 1440, 1389, 1313, 1267,
1216, 1170, 1151, 1094, 1004, 963, 944, 859, 821, 753, 694

R+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.86

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 95:5 v/v) 0.76

6.5.5 Allgemeine Methode zur Reduktion von alkylsubstituierten Salicylaldehyden 68

zu den jeweiligen Salicylalkoholen 29

3
OH N2 OH
X
R : + NaBH, Ethanol R :
A0 5 /] OH
6

Hg  Ha

68 29

Zu einer Losung aus 4.0 Aquiv. Natriumborhydrid in Ethanol wird bei Raumtemperatur eine
Losung von 1.0 Aquiv. des jeweiligen Salicylaldehyds 68 in Ethanol langsam hinzugetropft.

Dabei konnte eine Gasentwicklung beobachtet werden. Die Reaktion wird diinnschicht-
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chromatographisch verfolgt. Als kein Edukt mehr detektiert werden konnte, wurde mit
Wasser vorsichtig hydrolysiert und mit 2 N Salzsdure angesduert. Dabei konnte man eine
heftige Schaumbildung beobachten! Es entstanden zwei klare Phasen, die im Scheidetrichter
voneinander getrennt wurden. Die wéssrige Phase wurde mit Diethylether extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und am Rotations-
verdampfer von Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde im Olpumpenvakuum ge-
trocknet und mittels Sdulenchromatographie mit einem Petrolether/Dichlormethan-Gradienten

(50-100 %) aufgereinigt.

6.5.5.1 Darstellung von 3-zfert-Butyl-salicylalkohol 29e

OH Ethanol . 3 2 OH
+  NeBH, __Fthanol
A0 s :
68e 29e

Cy1H1602
[180,24]

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.5.5 durchgefiihrt. 20.0 g des
Rohproduktes 68e wurde mit 16.9 g (449 mmol) Natriumborhydrid in 70 ml Ethanol bei
Raumtemperatur zu 3-tert-Butyl-salicylalkohol 29e reduziert. Als Rohprodukt erhielt man ein
gelbliches Ol, welches siulenchromatographisch mit einem Petrolether/Dichlormethan-Gradi-

enten (50-100 %) aufgereinigt wurde.

Ausbeute: 10.4 g (ausgehend vom 2-fert-Butylphenol 67e, 58.2 mmol, 44 %)

'H-NMR: d [ppm] (400.13 MHz, DMSO-dj) 8.69 (s, br, 1H, OH); 7.08 (dd, 1H, H4-
aryl, 3Jgg = 7.9 Hz, 4Jgyg = 1.5 Hz); 6.99 (dd, 1H, Hé-aryl, 3Jyy = 7.4 Hz,
4Jyg = 1.5 Hz); 6.72 (t, 1H, H5-aryl, 3Jyg = 7.4 Hz); 5.87 (s, br, 1H,
benzyl-OH); 4.63 (s, 2H, CHy); 1.35 (s, 9H, CH3)

BC-NMR: O [ppm] (125.75 MHz, DMSO-dg) 154.60 (C2-aryl); 136.56 (C3-aryl);
127.73 (Cl-aryl); 125.75 (Cé6-aryl); 125.49 (C4-aryl); 119.21 (C5-aryl);
62.00 (CHp); 34.67 (quart. C); 29.94 (CH3)

UV(CH;3CN): Amax 276.4 nm, 208.9 nm; Amin 248.2 nm

IR (KBr): 7 [em™'] 3270, 2960, 1591, 1441, 1391, 1279, 1228, 1141, 1089, 986, 845,
785, 753
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(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.75

6.5.5.2 Darstellung von 3-sek-Butyl-salicylalkohol 29f

OH

+ NaBH, Ethanol

68f 29f

Cy1H1602
[180,24]

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.5.5 durchgefiihrt. 12.0 g des

Rohproduktes 68f wurde mit 7.6 g (202 mmol) Natriumborhydrid in 70 ml Ethanol bei Raum-

temperatur zu 3-sek-Butyl-salicylalkohol 29f reduziert. Als Rohprodukt erhielt man ein gelb-

liches Ol, welches siulenchromatographisch mit einem Petrolether/Dichlormethan-Gradienten

(50-100 %) aufgereinigt wurde.

Ausbeute:

"H-NMR:

BC-NMR:

UV(CH;CN):

R~Wert:

10.5 g (ausgehend von 2-sek-Butylphenol 67f, 58.2 mmol, 44 %)

§ [ppm] (400.13 MHz, DMSO-dg) 8.37 (s, br, 1H, OH); 7.00 (d, 1H, H6-
aryl, 3Jpp = 8.1 Hz); 6.98 (d, 1H, Hé-aryl, 3Jy = 8.7 Hz); 6.76 (t, 1H, H5-
aryl, 3Jyn = 7.5 Hz); 4.58 (s, 2H, CHy-OH); 3.05 (dq, 1H, CH, 3Jcmm, = 7.0
Hz, 3Jncms = 7.0 Hz); 1.62-1.44 (m, 2H, CHy); 1.11 (d, 3H, CH-CHa, 3J5y
=7.1 Hz); 0.77 (t, 3H, CHy-CHs, 3Jp = 7.4 Hz)

& [ppm] (125.75 MHz, DMSO-dg) 152.49 (C2-aryl); 134.00 (C3-aryl);
128.07 (Cl-aryl); 125.37 (C4-aryl); 125.02 (C6-aryl); 119.62 (C5-aryl);
60.94 (CHp-benzyl); 33.00 (CH); 29.69 (CHp); 21.05 (CH-CHj3); 12.45
(CHy-CH3)

Amax 276.0 nm, 202.2 nm; Amin 248.0 nm

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.74

6.5.5.3 Darstellung von Darstellung von 5-ter-Butyl-salicylalkohol 29g

OH . 2 _OH
Ethanol
+ NaBH - = 5
>‘)©l/o 4 1 OH
6

68g 299

Cy1H1602
[180,24]
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Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.5.5 durchgefiihrt. 8.90 g des
Rohproduktes 68g wurde mit 7.6 g (202 mmol) Natriumborhydrid in 70 ml Ethanol bei
Raumtemperatur zu 5-tert-Butyl-salicylalkohol 29g reduziert. Als Rohprodukt erhielt man ein
gelbliches Ol, welches siulenchromatographisch mit einem Petrolether/Dichlormethan-

Gradienten (50-100 %) aufgereinigt wurde.
Ausbeute: 8.56 g (ausgehend vom 4-tert-Butylphenol 67g, 39.9 mmol, 30 %)

'H-NMR: & [ppm] (400.13 MHz, DMSO-ds) 9.05 (s, 1H, OH); 7.29 (d, 1H, H6-aryl,
“Jun = 2.5 Hz); 7.02 (dd, 1H, H4-aryl, *Jiy = 8.1 Hz, *Jun = 2.5 Hz); 6.65
(d, 1H, H3-aryl, *Jun = 8.6 Hz); 4.91 (t, 1H, OH-benzyl, *Juy = 5.6 Hz);
4.45 (d, 2H, CH;-benzyl, 3JHH = 5.6 Hz); 1.22 (s, 9H, tert-Bu)

BC-NMR: o [ppm] (100 MHz, DMSO-dg) 152.01 (C2-aryl); 140.85 (Cl-aryl); 127.71
(Cé-aryl); 124.28 (C6-aryl); 124.02 (C4-aryl); 114.25 (C3-aryl); 58.71
(CHz-benzyl); 33.91 (quart. C); 31.71 (fert-Bu)

UV(CH3CN):  Amax 276.9 nm, 202.0 nm; Amin 248.6 nm

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.75

6.5.5.4 Darstellung von S-sek-Butyl-salicylalkohol 29h

OH . 2 _OH
Ethanol
+ NaBHy ——M— » .
/ﬁDi/O ) OH
6

68h 29h

C14H1602
[180,24]

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.5.5 durchgefiihrt. 3.88 g des
Rohproduktes 68h wurde mit 2.42 g (64.3 mmol) Natriumborhydrid in 10 ml Ethanol bei
Raumtemperatur zu 5-sek-Butyl-salicylalkohol 29h reduziert. Als Rohprodukt erhielt man ein
gelbliches Ol, welches siulenchromatographisch mit einem Petrolether/Dichlormethan-

Gradienten (50-100 %) aufgereinigt wurde.
Ausbeute: 3.77 g (ausgehend von 4-sek-Butyl-phenol 67h, 18.2 mmol, 11 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (400.13 MHz, DMSO-ds) 9.02 (s, 1H, OH); 7.08 (d, 1H, H6-aryl,
“Jun = 2.5 Hz); 6.83 (dd, 1H, H4-aryl, *Jiun = 8.1 Hz, *Ju = 2.6 Hz); 6.66
(d, H3-aryl, 1H, 3 = 8.1 Hz); 4.89 (s, br, 1H, OH-benzyl); 4.44 (s, 2H,
CH,-benzyl); 2.46-2.41 (m, 1H, CH); 1.53-1.42 (m, 2H, CH,); 1.22 (d, 3H,
CH-CHs, *Jun = 7.1 Hz); 0.74 (t, 3H, CH,-CHs, *Jiy = 7.3 Hz)
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BC.NMR: & [ppm] (125.75 MHz, DMSO-dg) 152.48 (C-aryl); 137.36 (C-aryl); 128.39
(C-aryl); 125.99 (C-aryl); 125.80 (C-aryl); 114.68 (C-aryl); 58.77 (CH,-
OH); 40.68 (CH); 31.21 (CHa); 22.52 (CH-CHy); 12.54 (CH,-CHj)

UV(CH3CN):  Amax 276.5 nm, 202.2 nm; Amin 249.1 nm

R+~Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.77

6.6 Synthese der cyclischen Saligenylchlorphosphane 70

6.6.1 Allgemeine Methode zur Darstellung von cyclischen Saligenylchlorphosphanen
(4H-1.3.2-Benzodioxaphosphinin-2-chlorid) 70

o __Cl
N M Pyridin, Et,0 L
rR—L_ +  PCly; —— R— <
1
! P OH 5 = o}
6
He  Ha

29

Die Reaktion wurde in einer Inertgasatmosphire unter Feuchtigkeitsausschlu3 durchgefiihrt.
Zu einer Losung von 1.0 Aquiv. des jeweiligen Salicylalkohols 29 in wasserfreiem Diethyl-
ether wurden vorsichtig 1.1 Aquiv. Phosphortrichlorid hinzugegeben. Nach Abkiihlung auf
-10 °C tropfte man iiber einen Zeitraum von 2 h eine Losung von 2.2 Aquiv. Pyridin in
trockenem Diethylether hinzu. Dabei fiel ein farbloser volumindsuer Niederschlag, Pyridin-
hydrochlorid, aus. Nach Beendigung der Zugabe wurde die Reaktionsmischung zur voll-
standigen Umsetzung auf Raumtemperatur erwiarmt und 1 h geriihrt bevor man sie fiir 18 h
bei - 20 °C lagerte. Dies diente zur vollstindigen Ausfillung des entstandenen Pyridinhydro-
chlorids. Im Anschlul wurde der Niederschlag unter Inertgas abfiltriert und das Losungs-
mittel sowie {iberschiissiges Phosphortrichlorid und Pyridin im Olpumpenvakuum abdestil-
liert. Man erhielt gelbe Ole, die zum Teil durch Kugelrohrdestillation im Vakuum aufge-

reinigt wurden, oder aber als Rohprodukte zur weiteren Umsetzung eingesetzt wurden.

6.6.1.1 Darstellung von Saligenylchlorphosphan 70a

2
OH Pyridin, Et,O 4 ~p
+ PCly ————— = & <
OH 5 ) O

29a
70a

C7HsCIO,P
[188,55]
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Die Darstellung von Saligenylchlorphosphan 70a wurde nach der Methode in Kapitel 6.6.1
durchgefiihrt. Man verwendete eine Losung von 6.00 g (48.0 mmol, 1.0 Aquiv.) Salicyl-
alkohol 29a in 120 ml absolutem Diethylether, 7.77 g (4.90 ml, 56 mmol, 1.2 Aquiv.) Phos-
phortrichlorid sowie 9.00 g (9.20 ml, 112 mmol, 2.3 Aquiv.) Pyridin in 10.0 ml absolutem Di-
ethylether gelost. Nach oben beschriebener Aufarbeitung wurde das erhaltene Rohprodukt

70a mittels Kugelrohrdestillation aufgereinigt.

Ausbeute: 5.16 g (27.4 mmol, 57 %) eines farblosen Ols, welches bei - 20 °C als Fest-
stoff vorlag

Siedepunkt: 160-170 °C (2.5 mbar)

'H-NMR: 8 [ppm] (400.13 MHz, CDCl3) 7.16 (dd, 1H, H4-aryl, *Juy = 8.3 Hz, *Jyn =
0.9 Hz); 7.00 (dd, 1H, H6-aryl, *Juy = 7.6 Hz, *Jiy = 1.2 Hz); 6.88 (d, 1H,
H3-aryl, *Jun = 8.3 Hz); 5.40 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2Juy = 14.4 Hz, *Jip = 2.3
Hz); 4.98 (dd, 1H, Hg-benzyl, *Jiy = 14.4 Hz, *Jup = 9.6 Hz)

PC-NMR: 8 [ppm] (63 MHz, CDCl3) 144.68 (C2-aryl); 130.34 (Cl-aryl); 129.31 (C5-
aryl); 125.67 (C6-aryl); 122.79 (C4-aryl); 120.98 (C3-aryl); 65.95 (CH,-
benzyl)

3'P-NMR: 8 [ppm] (162 MHz, CDCls) 140.65

6.6.1.2 Darstellung von 5-Methoxysaligenylchlorphosphan 70b

OH Pyridin, Et,O 4 2O ¢
+  PCl ) I
~ OH o SO
O 6
Hg  Ha
29b 70b
CgHgCIOsP
[218,57]

Die Darstellung von 5-Methoxysaligenylchlorphosphan 70b wurde nach der Methode in
Kapitel 6.6.1 durchgefiihrt. Man verwendete eine Losung von 6.00 g (38.9 mmol, 1.0 Aquiv.)
5-Methoxysalicylalkohol 29b in 120 ml absolutem Diethylether, 5.87 g (3.70 ml, 42.8 mmol,
1.1 Aquiv.) Phosphortrichlorid sowie 6.77 g (6.90 ml, 85.6 mmol, 2.2 Aquiv.) Pyridin in
10.0 ml absolutem Diethylether gelost. Nach oben beschriebener Aufarbeitung wurde das er-

haltene Rohprodukt 70b mittels Kugelrohrdestillation aufgereinigt.

Ausbeute: 3.50 g (17.3 mmol, 61 %) eines farblosen Ols, welches bei - 20 °C als Fest-
stoff vorlag
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Siedepunkt: 160-170 °C (2.5 mbar)

'H-NMR: 8 [ppm] (400.13 MHz, CDCls) 6.92 (d, 1H, H3-aryl, *Ju = 8.8 Hz); 6.81
(dd, 1H, H4-aryl, *Jiuy = 9.1 Hz, *Jin = 2.9 Hz); 6.49 (d, 1H, H6-aryl, *Jyy =
2.9 Hz); 5.42 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2Jun = 14.4 Hz, *Jup = 2.4 Hz); 5.00 (dd,
1H, Hg-benzyl, *Jin = 14.4 Hz, *Jip = 9.7 Hz); 3.78 (s, 3H, OCH3)

3C-NMR: 8 [ppm] (125.75 MHz, CDCl5) 155.80 (C2-aryl); 122.10 (Cl-aryl); 120.37
(C5-aryl); 114.80 (C6-aryl); 110.50 (C4-aryl); 107.85 (C3-aryl); 61.17
(CH,-benzyl); 55.67 (OCHs)

3IP_NMR: 8 [ppm] (162 MHz, CDCls) 139.0

6.6.1.3 Darstellung von 3-Methylsaligenylchlorphosphan 70c

3
OH Pyridin, Et,O : 20N €
+  PCly ———————
OH s 1

29¢ 70c

Oow

CgHsCIOP
[202,57]

Die Darstellung von 3-Methylsaligenylchlorphosphan 70¢ wurde nach der Methode in Kapitel
6.6.1 durchgefiihrt. Man verwendete eine Losung von 6.20 g (44.9 mmol, 1.0 Aquiv.)
3-Methylsalicylalkohol 29¢ in 120 ml absolutem Diethylether, 6.82 g (4.3 ml, 42.8 mmol,
1.1 Aquiv.) Phosphortrichlorid sowie 7.75g (7.9 ml, 98.7 mmol, 2.2 Aquiv.) Pyridin in
10.0 ml absolutem Diethylether geldst. Nach oben beschriebener Aufarbeitung wurde das
erhaltene Rohprodukt 70¢ mittels Kugelrohrdestillation aufgereinigt.

Ausbeute: 3.62 g (17.8 mmol, 29 %) eines farblosen Ols, welches bei - 20 °C als Fest-
stoff vorlag

Siedepunkt: 165-175 °C (2.5 mbar)

'H-NMR: 8 [ppm] (400.13 MHz, CDCls) 7.14 (dd, 1H, H6-aryl, *Juyy = 7.6 Hz, *Jyy =
0.6 Hz); 7.01 (t, 1H, H5-aryl, *Jun = 7.6 Hz); 6.82 (dd, 1H, H4-aryl, *Jiy =
7.6 Hz, *Jin = 0.6 Hz); 5.54 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2/iy = 14.1 Hz, *Jip = 2.6
Hz); 5.02 (dd, 1H, , Hg-benzyl, “Jiy = 14.1 Hz, *Jip = 9.4 Hz); 2.26 (s, 3H,
CH3)
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BC-NMR: o [ppm] (125.75 MHz, CDCls) 130.48 (C2-aryl); 123.35 (C5-aryl); 123.19
(Cl-aryl); 123.20 (C4-aryl); 120.99 (Cé6-aryl); 119.06 (C3-aryl); 61.26
(CHz-benzyl); 15.50 (CH3)

3'P-NMR: 8 [ppm] (162 MHz, CDCls) 141.0

6.6.1.4 Darstellung von 3,5-Dimethylsaligenylchlorphosphan 70d

OH Pyridin, Et,O
+ POl —
OH

CgH1oCIO,P
[216,60]

Die Darstellung von 3,5-Dimethylsaligenylchlorphosphan 70d wurde nach der Methode in
Kapitel 6.6.1 durchgefiihrt. Man verwendete eine Losung von 2.75 g (18.1 mmol, 1.0 Aquiv.)
3,5-Dimethylsalicylalkohol 29d in 70.0 ml absolutem Diethylether, 2.74 g (19.9 mmol,
1.1 Aquiv.) Phosphortrichlorid sowie 3.15 g (39.8 mmol, 2.2 Aquiv.) Pyridin in 5.00 ml ab-
solutem Diethylether gelost. Nach oben beschriebener Aufarbeitung wurde das erhaltene Roh-

produkt 70d nicht weiter aufgereinigt.

Ausbeute: 2.62 g (12.1 mmol, 67 %) eines gelben Ols

'H-NMR: o [ppm] (400.13 MHz, CDCls) 6.93 (s, 1H, H4-aryl); 6.60 (s, 1H, H6-aryl);
5.37 (s, br, 1H, Ha-benzyl); 4.97 (s, br, 1H, Hg-benzyl); 2.26 (s, 3H, CHj3);
2.20 (s, 3H, CH3)

PC-NMR: d [ppm] (125.75 MHz, CDCl3) 142.34 (C2-aryl); 132.92 (C5-aryl); 132.81

(Cl-aryl); 131.18 (C3-aryl); 129.42 (C4-aryl); 123.39 (Cé6-aryl); 61.28
(CHz-benzyl); 20.61 (CHs); 15.34 (CHa)

3'P-NMR: 8 [ppm] (162 MHz, CDCls) 141.58

6.6.1.5 Darstellung von 3-zer-Butylsaligenylchlorphosphan 70e

OH Pyridin, Et,0

+  PCly
OH

29e 70e

C11H14CIOoP
[244,65]
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Die Darstellung von 3-tert-Butylsaligenylchlorphosphan 70e wurde nach der Methode in
Kapitel 6.6.1 durchgefiihrt. Man verwendete eine Losung von 4.00 g (22.2 mmol, 1.0 Aquiv.)
3-tert-Butylsalicylalkohol 29e in 80.0 ml absolutem Diethylether, 3.35 g (2.13 ml, 24.4 mmol,
1.1 Aquiv.) Phosphortrichlorid sowie 3.86 g (3.90 ml, 48.8 mmol, 2.2 Aquiv.) Pyridin in
8.00 ml absolutem Diethylether gelost. Nach oben beschriebener Aufarbeitung wurde das er-

haltene Rohprodukt 70e nicht weiter aufgereinigt.
Ausbeute: 4.66 g (19.0 mmol, 86 %) eines gelben Ols

'H-NMR: 8 [ppm] (500.13 MHz, CDCl3) 7.29 (d, 1H, H6-aryl, *Jiy = 7.6 Hz); 7.05 (t,
1H, H5 aryl, *Jun = 7.6 Hz); 6.84 (d, 1H, H3-aryl, *Jiy = 7.0 Hz); 5.43-5.38
(m, 1H, CHj-benzyl); 5.06-5.01 (m, 1H, CH,-benzyl); 1.41 (s, 9H, tert-Bu)

BC-NMR: O [ppm] (100 MHz, CDCls) 145.81 (d, C-aryl, J = 7.12 Hz); 140.45 (d, C-
aryl, J=2.0 Hz); 127.05 (C-aryl); 124.20 (d, C-aryl, J= 2.0 Hz); 123.94 (C-
aryl); 122.52 (C-aryl); 61.95 (d, CHy-benzyl, “Jiip = 2.6 Hz); 35.14 (CH);
30.21 (tert-Bu)

3'P-NMR: 8 [ppm] (202.5 MHz, CDCl;) 140.14

6.6.1.6 Darstellung von 3-sek-Butylsaligenylchlorphosphan 70f

OH Pyridin, Et,0
+  PCl; —————
OH

29f 70f

C11H14CIOoP
[244,65]

Die Darstellung von 3-sek-Butylsaligenylchlorphosphan 70f wurde nach der Methode in
Kapitel 6.6.1 durchgefithrt. Man verwendete eine Losung von 4.00 g (22.2 mmol, 1.0 Aquiv.)
3-sek-Butylsalicylalkohol 29f in 80.0 ml absolutem Diethylether, 3.35 g (2.13 ml, 24.4 mmol,
1.1 Aquiv.) Phosphortrichlorid sowie 3.86 g (3.90 ml, 48.8 mmol, 2.2 Aquiv.) Pyridin in
8.00 ml absolutem Diethylether gelost. Nach oben beschriebener Aufarbeitung wurde das
erhaltene Rohprodukt 70f nicht weiter aufgereinigt.

Ausbeute: 5.1 g (20.8 mmol, 94 %) eines gelblichen Ols
"H-NMR: 8 [ppm] (500.13 MHz, CDCl3) 7.16 (d, 1H, H6-aryl, *Jui = 6.9 Hz); 7.06 (t,

1H, H5-aryl, =176 Hz); 6.81 (d, 1H, H3-aryl, =176 Hz); 5.44-5.40
(m, 1H, CHj-benzyl); 5.06-5.01 (m, 1H, CHj-benzyl); 3.10-3.02 (m, 2H,
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CH,-benzyl); 1.65-1.57 (m, 1H, CH); 1.21 (d, 3H, CH-CH3, *Juy = 6.9 Hz);
0.86 (t, 3H, CH,-CH3, *Jiyn = 6.9 Hz)

C-NMR: d [ppm] (100.62 MHz, CDCls) 141.67 (C-aryl); 138.06 (C-aryl); 127.27 (C-
aryl); 124.12 (C-aryl); 123.43 (C-aryl); 121.80 (C-aryl); 61.82 (CHa,-
benzyl); 35.04, 33.72 (CH); 30.43, 29.85 (CH,); 21.00, 20.66 (CH-CHj3);
12.48, 12.42 (CH,-CHa)

3'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, CDCls) 141.57, 141.36

6.6.1.7 Darstellung von S-tert-Butylsaligenylchlorphosphan 70g

OH Pyridin, Et,O 4 2 OsC
+  PCly . R
OH O
¢ Heg  Ha
299 709
C11H14CIO.P

[244,65]

Die Darstellung von S-fert-Butylsaligenylchlorphosphan 70g wurde nach der Methode in
Kapitel 6.6.1 durchgefiihrt. Man verwendete eine Lsung von 3.02 g (20.0 mmol, 1.0 Aquiv.)
S-tert-Butylsalicylalkohol 29g in 70.0 ml absolutem Diethylether, 3.35g (1.92 ml,
22.0 mmol, 1.1 Aquiv.) Phosphortrichlorid sowie 3.50 g (3.54 ml, 44.1 mmol, 2.2 Aquiv.)
Pyridin in 7.00 ml absolutem Diethylether gelost. Nach oben beschriebener Aufarbeitung

wurde das erhaltene Rohprodukt 70g nicht weiter aufgereinigt.
Ausbeute: 4.07 g (16.6 mmol, 83 %) eines gelblichen Ols
'H-NMR: d [ppm] (500.13 MHz, CDCl3) 7.21 (s, 1H, H6-aryl); 6.83 (d, 1H, H4-aryl,

3 = 8.1 Hz); 6.78 (d, 1H, H3-aryl, 3 = 8.6 Hz); 5.35-5.30 (m, br, 1H,
CH»-benzyl); 4.97-4.91 (m, br, 1H, CH»-benzyl); 1.24 (s, 9H, tert-Bu)

PC-NMR: d [ppm] (125.75 MHz, CDCl3) 146.97 (C-aryl); 143.79 (C-aryl); 126.26 (C-
aryl); 122.40 (C-aryl); 120.46 (C-aryl); 118.82 (C-aryl); 61.78 (d, CH,-
benzyl, “Jcp = 1.9 Hz); 31.32 (fert-Bu)

3'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, CDCls) 141.44
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Darstellung von 5-sek-Butylsaligenylchlorphosphan 70h

3

OH Pyridin, Et,0 2 O Cl
+ PCl3 . <
OH ’ ~ O
6
Hg  Ha
29h 70h
C11H14CIO,P

[244,65]

Die Darstellung von 5-sek-Butylsaligenylchlorphosphan 70h wurde nach der Methode in

Kapitel 6.6.1 durchgefithrt. Man verwendete eine Losung von 3.77 g (20.9 mmol, 1.0 Aquiv.)
5-sek-Butylsalicylalkohol 29h in 70.0 ml absolutem Diethylether, 3.15 g (2.00 ml, 23.0 mmol,
1.1 Aquiv.) Phosphortrichlorid sowie 3.66 g (3.70 ml, 46.0 mmol, 2.2 Aquiv.) Pyridin in

7.00 ml absolutem Diethylether geldst. Nach oben beschriebener Aufarbeitung wurde das er-

haltene Rohprodukt 70h nicht weiter aufgereinigt.

Ausbeute: 4.09 (16.7 mmol, 80 %)

'H-NMR: & [ppm] (400.13 MHz, CDCl3) 6.95 (d, 1H, H6-aryl, *Jyy = 2.5 Hz); 6.80 (d,

1H, H4-aryl, *Jun = 8.1 Hz); 6.68 (d, H3-aryl, 1H, *Ji; = 8.1 Hz); 5.41-5.26
(m, br, 1H, CHy-benzyl); 4.96-4.82 (m, br, 1H, CH»-benzyl); 2.56-2.51 (m,
1H, CH); 1.53-1.42 (m, 2H, CH>); 1.22 (d, 3H, CH-CHs, *Juy = 7.1 Hz);
0.74 (t, 3H, CH,-CH3, *Jiy = 7.3 Hz)

BC.NMR: & [ppm] (125.75 MHz, CDCl3) 143.88 (C-aryl); 128.22 (C-aryl); 128.14 (C-

aryl); 124.38 (C-aryl); 121.40 (C-aryl); 119.50 (C-aryl); 61.69 (d, CHa-
benzyl, *Jep = 3.0 Hz); 41.43 (CH); 31.56 (CH,); 22.20 (CH-CHs); 12.57
(CH,-CHs)

3'P-NMR: § [ppm] (202 MHz, CDCl;) 141.48
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6.7 Darstellung von cyclischen Saligenylphosphoramiditen 71

6.7.1 Darstellung von 1.3.2-(3'-Methyl)benzodioxa-2-N,N'-diisopropylaminophos-
phorinan) 71¢

N Y Diethylether ’ 2 -OL N
S N —_—
0] H 5 !
6

Hg  Ha

owT

70 71c

C14H2oNOP
[267.30]

Unter FeuchtigkeitsausschluB  wurde in einer Inertgasatmosphire 0.71 g (2.65 mmol,
1.0 Aquiv.) des cyclischen Saligenylchlorphosphans 70¢ in 3.00 ml Diethylether gelst. An-
schlieBend wurde eine Losung aus 0.54 g (0.75 ml, 5.3 mmol, 2.0 Aquiv.) Diisopropylamin
(DIPA) in 1.00 ml Diethylether langsam bei Raumtemperatur hinzugetropft. Die Reaktions-
mischung wurde 18 h geriihrt. Im Anschlu3 wurde der Niederschlag, Diisopropylammonium-
chlorid, unter Inertgas abfiltriert und das Losungsmittel im Olpumpenvakuum abdestilliert.
Man erhielt ein gelbes Ol, die ohne weitere Aufreinigung fiir die weiteren Umsetzungen

eingesetzt wurden.
Ausbeute: 0.67 g (2.52 mmol, 95 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, CDCl3) 7.03 (m, 2H, H4-aryl, H6-aryl); 6.80 (t, 1H, H5-
aryl); 5.10 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2Jyy = 14.1 Hz, *Jip = 2.9 Hz); 4.82 (dd, 1H,
Hg-benzyl, “Jun = 14.1 Hz, *Jup = 8.9 Hz); 3.61 (m, 2H, CH-iso-Pr); 2.21 (s,
3H, CHs); 1.22 (dd, 12H, 4xCHj-iso-Pr)

BC-NMR: o [ppm] (67 MHz, CDCls) 151.39 (C2-aryl); 129.63 (Cl-aryl); 127.74 (C3-
aryl); 123.85 (Cé6-aryl); 122.67 (C4-aryl); 120.44 (C5-aryl); 64.22 (CH,-
benzyl); 44.14 (CH-iso-Pr); 24.59 (CH3-iso-Pr); 15.50 (CHs)

3'P_.NMR: 8 [ppm] (162 MHz, CDCls) 135.83
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6.8 Darstellung von cyclischen Saligenylphosphorchloridaten 72

6.8.1 Allgemeine Methode zur Oxidation von cyclischen Saligenylchlorphosphanen zu

den jeweiligen cyclischen Saligenylphosphorchloridaten 72

0
o) Cl 3 ol _cl
N e Toluol N TR
R_I { + Og _— R | 1 {
= o} 5 = ]
6

Hg  Ha

70 72

Die Reaktion wurde unter Feuchtigkeitsausschlul durchgefiihrt. In eine Losung des
cyclischen Saligenylchlorphosphans 70 in absolutem Toluol wurde mit Hilfe einer ausge-
zogenen Pasteutpipette ein {iber Phosphorpentoxid vorgetrockneter Sauerstoff-Gasstrom bei
Raumtemperatur tiber einen Zeitraum von 48-72 h eingeleitet. Das Losungsmittel wurde im
Olpumpenvakuum abdestilliert. Das zuriickgebliebene gelbliche Ol wurde nicht weiter

aufgereinigt.

6.8.1.1 Darstellung von 2-Chlor-1.3.2-(5'-methoxybenzo)-dioxaphosphinin-2-chlor-2-

oxid) 72b
o___Cl 120 (Il) cl
~p Toluol -
e DY
~g ~o ~,
Hg Ha
70b 72b
CgHsCIOLP

[234,57]

Die Darstellung von 2-Chlor-1.3.2-(5'-methoxybenzo)-dioxaphosphinin-2-chlor-2-oxid) 72b
wurde nach der Methode in Kapitel 6.8.1 durchgefiihrt. Man verwendete eine Losung von
2.62 g (12.0 mmol) des cyclischen Saligenylchlorphosphans 70b in 8.00 ml absolutem Toluol.
Der iiber Phosphorpentoxid vorgetrocknete Sauerstoffstrom wurde iiber einen Zeitraum von

72 h in die Losung eingeleitet.

Ausbeute: 2.79 g (11.9 mmol, > 99 %)

'H-NMR: § [ppm] (250 MHz, CDCls) 7.05 (d, 1H, H3-aryl, *Jii; = 9.2 Hz); 6.89 (dd,
1H, H4-aryl, *Jin = 9.2 Hz, “Jyn = 3.1 Hz); 6.61 (d, 1H, H6-aryl, “J = 3.1
Hz); 5.46 (s, 1H, Ha-benzyl); 5.42 (d, 1H, Hg-benzyl, 3Jap = 8.2 Hz); 3.81
(s, 3H, OCH3)
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BC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, CDCl3)156.8 (C2-aryl); 142.3 (Cl-aryl); 120.1 (C5-
aryl); 119.8 (Cé6-aryl); 115.5 (C4-aryl); 109.7 (C3-aryl); 70.2 (CH;-benzyl);
55.7 (OCHs)

3'P-NMR: 8 [ppm] (162 MHz, CDCls) -5.76

6.8.1.2 Darstellung von 2-Chlor-1.3.2-(3'-methylbenzo)-dioxaphosphinin-2-chlor-2-

oxid) T2¢
o) cl 3 o} (IID cl
N~ 2 L
P 4 P
% N 0, Toluol
o) s ]

6
Hg  Ha

oOw

70c 72c

CgHsCIOsP
[218,57]

Die Darstellung von 2-Chlor-1.3.2-(3'-methylbenzo)-dioxaphosphinin-2-chlor-2-oxid) 72¢
wurde nach der Methode in Kapitel 6.8.1 durchgefiithrt. Man verwendete eine Losung von
2.58 g (12.7 mmol) des cyclischen Saligenylchlorphosphans 70¢ in 6.00 ml absolutem Toluol.
Der tiber Phosphorpentoxid vorgetrocknete Sauerstoffstrom wurde iiber einen Zeitraum von

48 h in die Losung eingeleitet.
Ausbeute: 2.78 g (12.7 mmol, > 99 %)
'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, CDCls) 7.24 (d, 1H, H4-aryl, *Juy = 7.6 Hz); 7.12 (t,

1H, H3-aryl, 3 = 7.6 Hz); 6.96 (d, 1H, H6-aryl, 3 = 7.6 Hz); 5.52 (s,
1H, Ha-benzyl); 5.46 (d, 1H, Hg-benzyl, 3ap = 4.3 Hz); 2.31 (s, 3H, OCH3)

PC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, CDCl3) 143.7 (C2-aryl) 132.1 (C5-aryl); 129.1 (Cl-
aryl); 125.5 (C4-aryl); 123.1 (Cé6-aryl); 119.7 (C3-aryl); 70.6 (CH,-benzyl);
15.8 (CHs)

3'P-NMR: 8 [ppm] (162 MHz, CDCls) -4.93

6.9 Synthese der cycloSaligenyl-2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin-5'-
monophosphate (cycloSal-d4AMP) 34

Die cycloSaligenyl-2',3'-didesoxy-2',3'-didehydroadenosin-5'-monophosphate  (cycloSal-
d4AMPs) 34 wurden in allen Fillen mittels Phosphor(IIl)-Chemie dargestellt.
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6.9.1 Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxy-
2',3'-didehydroadenosinyl)phosphaten (cycloSal-d4AMP) 34a-d mittels Phos-
phor(III)-Chemie (Synthesevariante A)

NH; NH,
N X
I
DIPEA
N N/ _Cl

0 P
HO. i AN \.z DMF/THF (2:1) A O\E/O 5 NN 2
i ovmnreh -,
COD + L~ 0 £BUOOH R—— < :O:
— 5 o ¥

14 70 34

In einer Inertgasatmosphire unter FeuchtigkeitsausschluB wurde 1.0 Aquiv. 2',3'-Didesoxy-
2'.3'-didehydroadenosin 14 in einem Gemisch aus Dimethylformamid und Tetrahydrofuran
(2:1) geldst, mit 2.5 Aquiv. N,N-Diisopropylethylamin versetzt und auf -40 °C gekiihlt. 1.5-
2.0 Aquiv. des entsprechenden cyclischen Chlorphosphans wurden in 1.00 ml Acetonitril ver-
dinnt und langsam zu der Losung getropft. Die Reaktions wurde diinnschichtchromato-
graphisch kontrolliert und eventuell cyclisches Saligenylchlorphosphan 70 erneut hinzuge-
tropft. Es wurde auf vollstindigen Umsatz des Nucleosides 14 geachtet. Im Anschlufl wurden
1.1 Aquiv. (bezogen auf die Menge an eingesetztem cyclischen Saligenylchlorphosphan 70)
einer 5-6 M Losung von fert-Butylhydroperoxid in #-Decan bei - 40 °C hinzugegeben und auf
Raumtemperatur erwirmt. Die Reaktion wurde weitere 30 min geriihrt bevor im Olpumpen-
vakuum das Losungsmittel abkondensiert wurde. Man erhielt ein gelbes Ol, welches
chromatographisch Aufgereinigt wurde. Dazu wurde das Rohprodukt in wenig Dichlormethan
aufgenommen und zuerst mit einem Essigsdureethylester/Methanol-Gradienten (5-20 %) von
vorhanden Salzen befreit. In einer zweiten Trennung wurde mit einem Dichlor-
methan/Methanol-Gradienten (0-10 %) aufgereinigt. Nach Abkondensieren des Ldsungs-
mittels am Rotationsverdampfer und anschlieBendem lyophilisieren erhielt man einen farb-

losen Feststoff.

6.9.2 Darstellung von cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydroadenosinyl)-
phosphat (cycloSal-d4AMP) 34a

NH, NH,
6
N 3"X
/N AN x</ | N
| ) o _ci DIPEA . o )2
0 N 0 +BUOOH ¢ 0
s ; e} 4 r
6 3 2
14 70a 34a
Ci7H1eN505P

[401,31]
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Die Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3"-didehydroadenosinyl)phosphat
(cycloSal-d4AMP) 34a wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.9.1 durchgefiihrt.
Es wurden 70.0 mg (0.30 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A) 14
in 2.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gelost
und mit 77.6 mg (0.10 ml, 0.60 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 0.11 g
(0.60 mmol, 2.0 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70a umgesetzt. Das intermediir
gebildete Phosphit wurde mit 0.12 ml (0.6 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Losung von tert-
Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 65.0 mg (0.16 mmol, 54 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (600 MHz, DMSO-dg) 8.141 (s, 1H, H2); 8.143 (s, 1H, H2); 7.92
(s, 1H, HS8); 7.93 (s, 1H, H8); 7.29 (s, 2H, NH»); 7.28 (s, 2H, NH>); 7.35 (t,
1H, H4-aryl, *Juy = 7 Hz); 7.27 (t, 1H, H4-aryl, *Ju = 7 Hz); 7.23 (dd, 1H,
H6-aryl, *Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.4 Hz); 7.19 (dd, 1H, H6-aryl, *Jiy = 7.6
Hz, “Jun = 1.6 Hz); 7.16 (dt, 1H, H5-aryl, *Juy = 7.5 Hz, “Jyn = 1.1 Hz);
7.15 (dt, 1H, H5-aryl, *Juy = 7.5 Hz, “Jun = 1.1 Hz); 7.11 (dd, 1H, H3-aryl,
3Jin = 8.2 Hz, “Jun = 0.9 Hz); 6.97 (dd, 1H, H3-aryl, *Juy = 8.3 Hz, “Jyn =
0.9 Hz); 6.94 (ddd, 1H, H1'.>Junz = 3.0 Hz, *Jiny = 1.6 Hz, *Jine = 1.6 Hz);
6.92 (ddd, 1H, H1', i = 3.0 Hz, “Jips = 1.6 Hz, *Jime = 1.6 Hz); 6.48
(ddd, 1H, H3", *Ji = 6.0 Hz, *Junr = 1.8 Hz, e = 1.8 Hz) 6.43 (ddd,
1H, H3', *Juny = 6.0 Hz, *Junr = 1.8 Hz, “June = 1.8 Hz); 6.25 (ddd, 1H,
H2', *Juny = 6.0 Hz, *Junr = 2.4 Hz, *Juue = 1.4 Hz); 6.22 (ddd, 1H, H2',
*Jiny = 6.0 Hz, *Junr = 2.4 Hz, *Jine = 1.4 Hz); 5.46 (dd, 1H, H,-benzyl,
*Jun = 14.4 Hz, *Jup = 17.2 Hz); 5.38 (dd, 1H, H,-benzyl, *Juyy = 14.5 Hz,
Jup = 17.5 Hz); 5.35 (dd, 1H, H,-benzyl, *Juy = 14.1 Hz, *Jup = 9.9 Hz);
5.32 (dd, 1H, H,-benzyl, *Jir = 14.5 Hz, *Jip = 9.2 Hz); 5.09-5.06 (m, 2H,
H4"); 4.36-4.26 (m, 4H, H5")

3C-NMR: 8 [ppm] (150.9 MHz, DMSO-dj) 155.96 (C6); 152.64, 152.61 (C2); 149.28,
149.23 (d, C2-aryl, 2Jep = 7.2 Hz); 149.13, 149.12 (C4); 138.51, 138.44
(C8); 132.16, 132.09 (C3'); 129.67, 129.58 (C6-aryl), 126.64 (C2'); 125.93
(Cd-aryl); 124.34, 124.28 (C5-aryl); 120.99, 120.81 (d, Cl-aryl, *Jep = 9.4
Hz); 118.76 (C5); 118.08, 118.03 (d, C3-aryl, *Jep = 7.9 Hz); 87.79, 87.77
(C1'); 84.85, 84.83 (d, C4', *Jep = 7.3 Hz); 68.39, 68.22 (d, C5', 2Jep = 7.3
Hz); 68.29, 68.27 (d, CHy-benzyl, 2Jcp = 8.7 Hz)
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3'P_NMR: 8 [ppm] (162 MHz, DMSO-dg) -9.65; -9.84
MS (EST): m/z 401.9, 423.9 (M+Na")

UV(CH3CN): A, 259.1 nm, 194.0 nm; A, 228.1 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3333, 3182, 1650, 1598, 1488, 1418, 1371, 1293, 1242, 1193,
1093, 1021, 949, 846, 828, 761, 720, 650, 578

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.35

analyt. HPLC:  tg: 15.72 min (98.6 %, Gradient I); 9.43 min, 9.87 min (98.5 %, Gradient
I1); 18.03 min (98.6 %, Gradient III)

6.9.3 Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
adenosinyl)phosphat (5-OMe-cycloSal-d4AMP) 34b

NH, NH2

N X

CI1 ) [
_ o. _c DIPEA 0

HO N N * ~p” DMF/THF (2:1) 2 O\g/O 4°N
< —_—
COD ~o 0 £BUOOH & k ﬁ
14 70b
C1gH18N506P
[431,34]

Die Darstellung von  cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-0O-(2',3'-didesoxy-2",3'-didehydro-
adenosinyl)phosphat (5-OMe-cycloSal-d4AMP) 34b wurde nach der allgemeinen Methode in
Kapitel 6.9.1 durchgefiihrt. Es wurden 70.0 mg (0.30 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-2',3'-
didehydroadenosin (d4A) 14 in 2.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml
wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst und mit 77.6 mg (0.10 ml, 0.60 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-
Diisopropylethylamin und 0.13 g (0.60 mmol, 2.0 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphos-
phan 70b umgesetzt. Das intermedidr gelbildete Phosphit wurde mit 0.12 ml (0.6 mmol, 2.0

Aquiv.) einer 5-6 M Losung von fert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.
Ausbeute: 64.7 mg (0.15 mmol, 50 %)

'H-NMR: O [ppm] (600 MHz, DMSO-dg, slow Diastereoisomer) 8.16 (s, 1H, H2);
7.99 (s,1H, H8); 7.31 (s, 2H, NHy); 7.07 (d, 1H, H3-aryl, *Jin = 9.0 Hz);
6.96 (ddd, 1H, H1', *Junz = 1.7 Hz, *Junp = 3.0 Hz, *Juns = 1.4 Hz); 6.92
(dd, 1H, H4-aryl, *Jiy = 8.9 Hz, *Jun = 2.7 Hz); 6.79 (d, 1H, H6-aryl, *Jy =
3.0 Hz); 6.50 (dt, 1H, H3', *Juyu> = 6.0 Hz, *Jun = 1.7 Hz, *Jie = 1.7 Hz);
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'"H-NMR:

BC-NMR:

S'P.NMR
SIP-NMR
MS (EST)
UV(CH;CN):

IR (KBr):

R~Wert:

analyt. HPLC:

6.26 (ddd, 1H, H2', *Jimz = 6.0 Hz, *Jipnr = 2.0 Hz, *Jine = 1.6 Hz); 5.35
(ddd, 1H, Ha-benzyl, 2y = 14.6 Hz, *Jip = 17.0 Hz); 5.28 (ddd, 1H, Hp-
benzyl, 2 = 14.4 Hz, *Jiyp = 9.1 Hz); 5.08 (m, 1H, H4"); 430 (m, 2H,
H5"); 3.74 (s, 3H, OCHs)

d [ppm] (600 MHz, DMSO-dg, fast Diastereoisomer) 8.16 (s, 1H, H2); 7.97
(s, 1H, H8); 7.30 (s, 2H, NHy); 6.94 (ddd, 1H, H1', *Juuz = 1.7 Hz, *Jp =
3.1 Hz, *Jung = 1.4 Hz); 6.91(dd, 1H, H4-aryl, *Juy = 7.2 Hz, *Jun = 2.3
Hz); 6.82-6.81 (m, 2H, H3-aryl., H6-aryl); 6.45 (dt, 1H, H3', *Jiu» = 6.0 Hz,
3 = 1.7 Hz, *Jung = 1.7 Hz); 6.24 (ddd, 1H, H2', *Jinz = 6.0 Hz, *Jiy =
2.1 Hz, *June = 1.5 Hz); 5.43 (dd, 1H, Hx -benzyl, 2Juy = 14.5 Hz, *Jip =
16.9 Hz); 5.31 (dd, 1H, Hg -benzyl, 2/ = 14.4 Hz, *Jup = 9.7 Hz); 5.08 (m,
1H, H4"); 4.33 (ddd, 1H, Hg5', “Jyn = 11.1 Hz, *Jip = 6.5 Hz, *Jipe = 2.8
Hz); 4.29 (ddd, 1H, HA5', “Jun = 11.5 Hz, *Jip = 7.6 Hz, *Juus = 5.5 Hz);
3.73 (s, 3H, OCH3)

8 [ppm] (150.9 MHz, DMSO-ds) 155.97 (C6); 155.50, 155.43 (C5-aryl);
152.69, 152.66 (C2); 149.15, 149.13 (C4); 142.85, 142.83 (d, C2-aryl, 2Jcp
= 7.3 Hz); 138.52, 138.48 (C8); 132.17, 132.10 (C3"); 126.64 (C2'); 121.68,
121.56 (d, Cl-aryl, *Jep = 9.5 Hz); 118.95, 118.89 (C3-aryl); 118.74 (C5);
115.08, 114.85 (C6-aryl); 110.57, 110.42 (C4-aryl); 87.77, 87.75 (C1");
84.88, 84.83 (C4"); 68.36, 68.23 (d, C5', “Jep = 7.2 Hz); 68.29, 68.19 (d,
CHa-benzyl., %Jep = 5.8 Hz); 55.50, 55.47 (OCHz)

0 [ppm] (162 MHz, DMSO-ds, slow Diastereoisomer) -9.65
O [ppm] (162 MHz, DMSO-dj, fast Diastereoisomer) -9.44
m/z 431.9, 453.9 (M+Na")

Amax 259.0 nm, 195.9 nm; Amin 236.2 nm

7 [em™] 3336, 3185, 2946, 1647, 1598, 1576, 1497, 1473, 1420, 1293,
1241, 1200, 1125, 1094, 1026, 994, 951, 911, 827, 799, 760, 721, 649

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.35

tr: 16.25min, 16.39 min (98.7 %, Gradient I); 11.88 min, 12.12 min (98.7
%, Gradient II); 18.44 min (98.7 %, Gradient III)
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6.9.4 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
adenosinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-d4AMP) 34c

NH,
(NfN J
DIPEA )
N | O~ DMFTHF _DMFTHF 1) i 7~
HO. N 3
:O: + o]

P
t BuOOH 5
0

14 70c

C1gH1gN505P
[415,34]

Die  Darstellung  von  cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
adenosinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-d4AMP) 34¢ wurde nach der allgemeinen Methode in
Kapitel 6.9.1 durchgefiihrt. Es wurden 70.0 mg (0.30 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-2',3'-
didehydroadenosin (d4A) 14 in 2.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasser-
freiem Tetrahydrofuran gelost und mit 77.6 mg (0.10 ml, 0.60 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-Diiso-
propylethylamin und 0.12 g (0.60 mmol, 2.0 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70b
umgesetzt. Das intermediér gelbildete Phosphit wurde mit 0.12 ml (0.6 mmol, 2.0 Aquiv.)

einer 5-6 M Losung von tert-Butylhydroperoxid in #-Decan oxidiert.

Ausbeute: 70.6 mg (0.17 mmol, 56 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (600 MHz, DMSO-ds) 8.133 (s, 1H, H2); 8.130 (s, 1H, H2); 7.96
(s, 1H, H8); 7.95 (s, 1H, H8); 7.26 (s, 2H, NH,); 7.25 (s, 2H, NHa); 7.22-
7.01 (m, 6H, aryl. H); 6.94 (m, 2H, H1"); 6.48 (dt, 1H, H2', >z = 6.0 Hz,
3 = 1.75 Hz, *Jung = 1.75 Hz); 6.43 (dt, 1H, H2', *Jiz = 6.0 Hz, *Jur-
= 1.75 Hz, *Jung = 1.75 Hz); 6.24 (ddd, 1H, H3'", *Juny = 6.1 Hz, *Jine = 2.4
Hz, “Junr = 1.4 Hz); 5.42 (dd, 1H, Ha-benzyl, “Jun = 14.5 Hz, *Jip = 16.6
Hz); 5.34 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2y = 14.5 Hz, *Jip = 16.6 Hz); 5.33 (dd,
1H, Hp-benzyl, 2 = 14.5 Hz, *Jyp = 10.0 Hz); 5.28 (dd, 1H, Hp-benzyl,
2Jun = 14.5 Hz, *Jup = 10.4 Hz); 5.08 (m, 2H, H4"); 4.31-4.26 (m, 4H, H5");
2.19 (s, 3H, CHs); 2.10 (s, 3H, CH3)

BC-NMR: & [ppm] (150.9 MHz, DMSO-ds) 155.96 (C6); 152.65 (C2); 149.13 (C4);
147.83, 147.73 (d, C2-aryl, 2Jep = 8.0 Hz); 138.48, 138.39 (C8); 132.14,
132.07 (C3'); 130.78 (C4-aryl); 126.82 (C3-aryl); 126.64 (C2"); 123.82 (C5-
aryl); 123.43, 123.37 (C6-aryl); 120.92, 120.71 (d, Cl-aryl, *Jep = 9.4 Hz);
118.77, 118.74 (C5); 87.80, 87.77 (C1'); 84.91, 84.84 (d, C4', *Jep = 7.3
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Hz); 68.44, 68.30 (d, C5', Jcp = 7.2 Hz); 68.24, 68.19 (d, CH,-benz., *Jcp =
8.4 Hz); 14.83, 14.65 (C3-aryl CH3)

3'PNMR 8 [ppm] (162 MHz, DMSO-dj) -9.44; -9.65
MS (EST)) m/z 415.9, 437.9 (M+Na")
UV(CH;CN): Amax 259.0 nm, 194.4 nm; Amin 228.1 nm

IR (KBr): 7 [em™'] 3328, 3182, 2944, 2886, 1649, 1597, 1574, 1472, 1418, 1368,
1328, 1293, 1238, 1203, 1190, 1126, 1090, 1023, 993, 945, 880, 828, 775,
720, 648, 614, 583, 505

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.35

analyt. HPLC:  tg: 16.21 min, 16.32 min (97.1 %, Gradient I); 11.99 min, 12.35 min (97.2
%, Gradient II); 19.03 min (97.0 %, Gradient III)

6.9.5 Darstellung von cyclo(3,5-Dimethylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-dide-
hydroadenosinyl)phosphat (3,5-Di-Me-cycloSal-d4AMP) 34d

NH, NH,

J DIPEA o] | )z
DMF/THF(21) . P O\ﬂ,/o 5 N7 4N
: : T Buwoon s S 4,k ° }1,
: o]
6 3 2

34d

C1gHzoN505P
[429,37]

Die Darstellung von cyclo(3,5-Dimethylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2",3'-didehydro-
adenosinyl)phosphat (3,5-Di-Me-cycloSal-d4AMP) 34d wurde nach der allgemeinen
Methode in Kapitel 6.9.1 durchgefiihrt. Es wurden 70.0 mg (0.30 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'"-
Didesoxy-2',3'-didehydroadenosin (d4A) 14 in 2.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und
1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gelost und mit 77.6 mg (0.10 ml, 0.60 mmol,
2.0 Aquiv.) Diisopropylethylamin und 0.13 g (0.60 mmol, 2.0 Aquiv.) cyclischem Saligenyl-
chlorphosphan 70b umgesetzt. Das intermediér gelbildete Phosphit wurde mit 0.12 ml (0.6

mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Losung von fert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.
Ausbeute: 65.7 mg (15.3 mmol, 51 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (600 MHz, DMSO-dg) 8.13 (s, 2H, H2): 7.96 (s, 1H, H2); 7.95 (s,
1H, H8); 7.27 (s, 2H, NH,); 7.25 (s, 2H, NH,); 7.00 (s, 1H, H4-aryl); 6.97
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BC-NMR:

3IP_NMR
MS (ESI')
UV(CH;CN):

IR (KBr):

R~Wert:

analyt. HPLC:
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(s, 1H, H4-aryl); 6.92 (m, 2H, H1"); 6.82 (s, 1H, H6-aryl); 6.77 (s, 1H, H6-
aryl); 6.47 (ddd, 1H, H2', *Jinz = 6.0 Hz, *Juue = 1.8 Hz, *Junr = 1.8 Hz);
6.43 (ddd, 1H, H2', *Junr = 6.0 Hz, *Jung = 1.8 Hz, *Junr = 1.8 Hz); 6.24
(ddd, 1H, H3', *Jimz = 6.0 Hz, *Jins = 2.3 Hz, *Junr = 1.4 Hz); 6.22 (ddd,
1H, H3', *Jui> = 6.0 Hz, *Jipw = 2.3 Hz, “Jinre = 1.4 Hz); 5.38 (dd, 1H, Ha-
benzyl, 2Jun = 14.3 Hz, *Jyp = 16.6 Hz), 5.28 (dd, 1H, H-benzyl, /iy =
14.3 Hz, *Jiup = 16.5 Hz); 5.27 (dd, 2H, Hg-benzyl, “Juy = 13.5 Hz, *Jip =
10.1 Hz), 5.22 (dd, 2H, Hp-benzyl, “Jiy = 14.3 Hz, *Jip = 10.2 Hz); 5.06
(m, 2H, H4"); 4.31 (ddd, 1H, H5', 2Ju = 11.3 Hz, *Jip = 6.6 Hz, *Jime = 2.9
Hz); 4.28 (ddd, 1H, H5'", *Jun = 11.3 Hz, *Jip = 6.6 Hz, *Juus = 2.9 Hz);
425 (ddd, 1H, H5", 2Ju = 10.6 Hz, *Jup = 7.2 Hz, *Juns = 5.7 Hz); 4.22
(ddd, 1H, H5", “Ji = 10.6 Hz, *Jup = 7.2 Hz, *Jinse = 5.7 Hz); 2.20 (s, 3H,
CH;-C5-aryl); 2.19 (s, 3H, CH;-C5-aryl); 2.14 (s, 3H, CH;-C3-aryl); 2.05
(s, 3H, CH;-C3-aryl)

& [ppm] (150.9 MHz, DMSO-ds) 155.95 (C6); 152.63 (C2); 149.11, 149.09
(C4); 145.63, 145.58 (d, C2-aryl, 2Jcp = 8.0 Hz); 138.47, 138.38 (C8):
132.94, 132.90 (C3"); 132.16, 132.05 (CS-aryl); 131.22 (C6-aryl); 126.62,
126.60 (C2'); 126.38, 126.35 (C4-aryl); 123.46, 123.40 (C3-aryl); 120.48,
12030 (d, Cl-aryl, *Jep = 10.2 Hz); 118.75, 118.73 (C5); 87.76 (C1";
84.91, 84.82 (d, C4' *Jep = 7.2 Hz); 68.30, 68.25 (d, C5', 2Jep = 7.3 Hz);
68.35, 68.10 (d, CHy-benzyl, >Jcp = 8.7 Hz); 20.05, 20.01 (CHs-C5-aryl);
14.75, 14.59 (CH;-C3-aryl)

O [ppm] (162 MHz, DMSO-dg) -8.96; -9.17
m/z 430.2 (M+1)
Amax 259.0 nm, 197.3 nm; Amin 231.0 nm

7 [em™] 3334, 3177, 2917, 1642, 1597, 1573, 1483, 1417, 1364, 1328,
1287, 1238, 1202, 1150, 1125, 1094, 1028, 993, 970, 951, 932, 850, 828,
798, 721, 665, 583, 495

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.35

tr: 17.48 min (98.0 %, Gradient I); 14.51 min (98.0 %, Gradient II); 20.03
min (98.1 %, Gradient III)
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6.10 Synthese der cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphate
(cycloSal-ddAMP) 35

Die cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphate (cycloSal-ddAMP) 35 wurden tiber
die Synthesevariante A, B und C dargestellt. Bevor auf die Synthese der einzelnen Ver-
bindungen eingegangen wird, soll zunéchst die allgemeine Methode zur Darstellung dieser

Verbindungen vorgestellt werden.

6.10.1 Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-
didesoxyadenyl)phosphaten (cycloSal-ddAMP) 35a-h mittels Phosphor(III)-
Chemie (Synthesevariante A)

NH, NH,
N X N—_5 g
N X
</ | ) DIPEA </ | |
~ o___cl )
HO NT N NN _DMFITHF (21) o0 ? o s DN 2
o) R s \F’/
+ _ 6 tBuoon §
0 4'
7 70

In einer Inertgasatmosphire unter FeuchtigkeitsausschluB wurden 1.0 Aquiv. 2'3'™-
Didesoxyadenosin (ddA) 7 in einem Gemisch aus Dimethylformamid und Tetrahydrofuran
(2:1) gelsst, mit 2.5 Aquiv. Diisopropylethylamin versetzt und auf -40 °C gekiihlt. 1.5 Aquiv.
des entsprechenden cyclischen Chlorphosphans wurden in 1.00 ml Acetonitril verdiinnt und
langsam zu der Losung getropft. Die Reaktions wurde diinnschichtchromatographisch
kontrolliert und eventuell cyclisches Saligenylchlorphosphan 70 erneut hinzugetropft. Es
wurde auf vollstindigen Umsatz des Nucleosides 7 geachtet. Im AnschluB wurden 1.1 Aquiv.
(bezogen auf die Menge an eingesetztem cyclischen Saligenylchlorphosphan 70) einer 5-6 M
Losung von fert-Butylhydroperoxid in n-Decan bei -40 °C hinzugegeben und auf Raumtemp-
eratur erwirmt. Die Reaktion wurde weitere 30 min geriihrt bevor im Olpumpenvakuum das
Losungsmittel abkondensiert wurde. Man erhielt ein gelbes Ol, welches chromatographisch
aufgereinigt wurde. Dazu wurde das Rohprodukt in wenig Dichlormethan aufgenommen und
zuerst mit einem Essigsdureethylester/Methanol-Gradienten (5-20 %) von vorhandenen Sal-
zen befreit. In einer zweiten Trennung wurde mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten
(0-10 %) aufgereinigt. Nach Abkondensieren des Losungsmittels am Rotationsverdampfer

und anschlieBendem lyophilisieren erhielt man einen farblosen Feststoff.
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6.10.2 Allgemeine Methode zur Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-
didesoxyadenyl)phosphat (3-Me-cycloSal-ddAMP) 35c¢ mittels Phosphor(IlI)-
Chemie (Synthesevariante B)

NH,
< a
J Aktivator o < | )2

DMF/THF(21) o O N
RS S AR s et
$
Q@o o

7 35

2'.3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 und der Aktivator wurden zunichst mit wasserfreiem Toluol

coevaporiert, um restliche Spuren von Wasser zu entfernen.

In einer Inertgasatmosphire unter FeuchtigkeitsausschluB wurden 1.0 Aquiv. 2',3'-Didesoxy-
adenosin (ddA) 7 in wasserfreiem Tetrahydrofuran (THF) und Dimethylformamid (DMF) ge-
16st, auf 0 °C gekiihlt und der Aktivator hinzugegeben. Eine Losung von 2.6 Aquiv. des cyc-
lischen Saligenylphosphoramidts in wasserfreiem Acetonitril wurde hinzugegeben. Die Reak-
tion wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach vollstdndiger Umsetzung des Nuc-
leosids wurde bei 0 °C mit 1.1 Aquiv. (ausgehend vom cyclischen Saligenylphosphoramidit
71) einer 5.0-6.0 M tert-Butylhydroperoxid-Losung in #-Decan oxidiert. Nach Erwédrmen auf
Raumtemperatur wurde weitere 30 min geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Olpumpenva-
kuum abestilliert und das erhaltene Rohprodukt am Chromatotron aufgereinigt. Dazu wurde
das Rohprodukt in wenig Dichlormethan aufgenommen und zuerst mit einem Essigsdure-
ethylester/Methanol-Gradienten (10-30 %) von vorhanden Salzen befreit. In einer zweiten

Trennung wurde mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-15 %) aufgereinigt.

6.10.3 Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-
didesoxyadenyl)phosphaten (cycloSal-ddAMP) 35 mittels Phosphor(V)-Chemie

(Synthesevariante C)
NH, NH2
N AN
e
0 -
P> o_ Il _ci N-Methylimidazol <
HO N N) NN T R DMFITHF (2:1) 3, o os N N)
o R S = Y %7
+ P 0 R 3 o
5 A O 4 I
6 3 2'
7 72 35

In einer Inertgasatmosphire unter FeuchtigkeitsausschluB wurden 1.0 Aquiv. 2',3'-Didesoxy-

adenosin (ddA) 7 in wasserfreiem Dimethylformamid und wasserfreiem Tetrahydrofuran im
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Verhiltnis 2:1 (v/v) geldst und mit 6.0 Aquiv. N-Methylimidazol (NMI) hinzugegeben.
AnschlieBend wurden innerhalb von 15 min 3.0 Aquiv. des cyclischen Saligenylphosphor-
chloridates 72 unverdiinnt hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 18 h lang bei Raum-
temperatur gerithrt und die Reaktion danach mit einigen Tropfen Methanol abgebrochen,
bevor das Losungsmittel im Olpumpenvakuum abkondensiert wurde. Das erhaltene gelbliche
Ol wurde am Chromatotron aufgereinigt. Dazu wurde das Rohprodukt in wenig Dichlor-
methan aufgenommen und zuerst mit einem Essigsdureethylester/Methanol-Gradienten (10-
30 %) von vorhanden Salzen befreit. In einer zweiten Trennung wurde mit einem Dichlor-

methan/Methanol-Gradienten (0-15 %) aufgereinigt.

6.10.4 Darstellung von cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat (cycloSal-
ddAMP) 35a

NHz NH,
6
N 5
</N | ) DIPEA "</ | )
o __Cl o} )
HO N N \E/ DMF/THF (2:1) ) 3, O\,l_-l,/o . NN
:o: . o +-BUOOH R COD
5 o « r
1

7 70a 36a

C47H1gN505P
[431,33]

Die Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat (cycloSal-ddAMP)
35a wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.10.1 durchgefiihrt. Es wurden 100 mg
(0.43 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 in 4.00 ml wasserfreiem Dimethyl-
formamid und 2.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gelost und mit 0.11 g (146 ul,
0.85 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 122.5 mg (0.65 mmol, 1.5 Aquiv.)
cyclischem Saligenylchlorphosphan 70a umgesetzt. Das intermedidr gelbildete Phosphit
wurde mit 0.17 ml (0.86 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Lsung von tert-Butylhydroperoxid

in n-Decan oxidiert.
Ausbeute: 81.5 mg (0.20 mmol, 47 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-de) 8.31 (s, 1H, H8); 8.27 (s, 1H, H8); 8.19 (s,
1H, H2); 8.18 (s, 1H, H2); 7.41 (t, 1H, H4-aryl, >y = 7.6 Hz); 7.37 (t, 1H,
H4-aryl, *Jun = 7.6 Hz); 7.31 (s, 2H, NH,); 7.30 (s, 2H, NH,); 7.27 (d, 1H,
H5-aryl, *Jun = 8.2 Hz); 7.26 (d, 1H, H5-aryl, *Jun = 8.5 Hz); 7.23 (d, 2H,
H6-aryl, *Jun = 7.3 Hz); 7.16 (d, 1H, H6-aryl, *Juy = 7.9 Hz); 7.08 (d, 1H,
H6-aryl, *Jiuy = 8.2 Hz); 6.29 (dd, 1H, H1', *Jiy = 4.4 Hz, 3Jyy = 6.8 Hz);
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BC-NMR:

3S'P_NMR:

MS (ESI")

UV(CH;CN):

IR (KBr):

R~Wert:

Anal. HPLC
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6.28 (dd, 1H, H1'", *Juy = 4.7 Hz, *Jun = 6.7 Hz); 5.51 (dd, 1H, Ha-benzyl,
3Jup = 17.6 Hz, “Jun = 14.4 Hz); 5.45 (dd, 1H, Ha-benzyl, *Jup = 17.3 Hz,
2Jun = 14.4 Hz); 5.43 (dd, 1H, Hg-benzyl, *Jip = 9.1 Hz, “Jun = 14.7 Hz);
5.39 (dd, 1H, Hp-benzyl, *Jip = 9.1 Hz, “Jiy = 14.4 Hz); 4.44-4.27 (m, 6H,
H4', H5'); 2.61-2.45 (m, 2H, H2'); 2.22-2.10 (m, 2H, H3")

& [ppm] (63 MHz, DMSO-ds) 156.03 (C6); 152.53 (C2); 149.34, 149.29 (d,
C2-aryl, 2Jcp = 7.3 Hz); 148.93 (C4); 138.98, 138.92 (C8); 129.68 (C6-aryl):;
125.97 (C4-aryl); 124.34 (C5-aryl); 121.02, 120.86 (d, Cl-aryl, *Jep = 9.3
Hz); 119.08 (C5); 118.18, 118.04 (C3-aryl); 84.35, 84.28 (C1"); 78.50, 78.46
(C4'); 69.15, 69.05 (C5"); 68.40, 68.30 (t, CHy-benzyl, *Jep = 6.9 Hz); 30.65
(C3'); 25.80 (C2")

O [ppm] (162 MHz, DMSO-dg) -9.77; -9.83
m/z 404.1 (M+1)
Amax 259.6 nm, 210.1 nm; Amin 230.2 nm, 203.1 nm

7 [em™] 3325, 3175, 2954, 1651, 1598, 1574, 1488, 1459, 1415, 1370,
1296, 1245, 1222, 1192, 1093, 1043, 1019, 991, 938, 881, 842, 799, 760,
724, 696, 652, 579, 533

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.35

tr: 17.11 min (99.6 %, Gradient I); 13.51 min (99.6 %, Gradient II); 19.49
min (99.5 %, Gradient III)

6.10.5 Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat
(5-OMe-cycloSal-ddAMP) 35b

O._-Cl DIPEA 3 O
HO N + JCK/E DMF/THF (2:1) 4 2 OO N™aoN
:o: —_— :o:
o © t-BuOOH 5 & 0

7

NH, NH,
6

X N A
Y ey
= Z

70b 35b

C1gHaoN5OP
[433,36]

Die Darstellung von  cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat
(5-OMe-cycloSal-ddAMP) 35b wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.10.1
durchgefiihrt. Es wurden 100 mg (0.43 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 in
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4.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 2.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gelst

und mit 0.11 g (146 ul, 0.85 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 141 mg

(0.65 mmol, 1.5 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70b umgesetzt. Das intermediir

gelbildete Phosphit wurde mit 0.17 ml (0.86 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Losung von tert-

Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute:

"H-NMR:

BC-NMR:

3 P_NMR:

MS (EST)

UV(CH;CN):

IR (KBr):

R~Wert:

Anal. HPLC

124.85 mg (0.29 mmol, 67 %)

8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dq) 8.33 (s, 1H, H8):, 8.30 (s, 1H, H8); 8.23 (s,
1H, H2); 8.21 (s, 1H, H2); 7.34 (s, 2H, NH,); 7.33 (s, 2H, NH,); 7.12 (d,
1H, H3-aryl, *Jiys = 9.1 Hz); 7.04 (d, 1H, H3-aryl, *Jun = 9.1 Hz); 6.98 (dd,
1H, H4-aryl, *Juy = 8.8 Hz, *Jyn = 2.3 Hz); 6.93 (dd, 1H, H4-aryl, *Jyyy =
8.8 Hz, “Jyn = 2.3 Hz); 6.89 (d, 1H, H6-aryl, “Juy = 2.9 Hz); 6.87 (d, 1H,
H6-aryl, *Jiuy = 2.9 Hz); 6.32 (m, 2H, H1"), 5.50 (dd, Ha-benzyl, “Jiy = 14.7
Hz, *Jyp = 17.4 Hz); 5.43 (dd, Ha-benzyl, 2Jun = 14.4 Hz, *Jyp = 17.2 Hz);
5.41 (dd, Hg-benzyl, 2Juy = 14.7 Hz, *Jip = 8.8 Hz); 5.37 (dd, Hg-benzyl,
2Jun = 14.4 Hz, *Jip = 9.1 Hz); 4.44-4.27 (m, 6H, H4', H5"); 3.81 (s, 3H,
OCHs); 3.41 (s, 3H, OCH3); 2.61-2.49 (m, 4H, H2'); 2.27-2.11 (m, 4H, H2')

8 [ppm] (63 MHz, DMSO-ds) 156.02 (C6); 155.51 (C5-aryl); 152.55 (C2);
148.93 (C4); 142.92, 142.85 (d, C2-aryl, 2Jep = 7.3 Hz); 138.94 (C8);
121.75, 121.71 (d, Cl-aryl, *Jep = 9.4 Hz); 119.07 (C3-aryl); 118.98 (C5):
115.09, 115.00 (C6-aryl); 110.54, 110.46 (Cd-aryl); 84.28 (C1'); 78.62,
78.52 (C4); 69.13 (C5"), 68.37, 68.25 (d, CHa-benzyl, 2Jcp = 7.2 Hz); 55.55
(OCH;), 30.73 (C3"); 25.80 (C2')

5 [ppm] (162 MHz, DMSO-dg) -9.57; -9.63
m/z 434.1 (M+1)
kmax 259.4 nm, 195.0 nm; 7\4[]]in 236.2 nm

7 [em™] 3331, 3177, 2954, 2837, 1647, 1598, 1575, 1497, 1472, 1431,
1364, 1297, 1244.1, 1198, 1159, 1094, 1024, 948, 914, 866, 798, 759, 726,
695, 650, 568, 524, 480

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.36

tr: 16.53 min, 16.75 min (98.6 %, Gradient I); 12.33 min, 12.79 min (98.6
%, Gradient II); 19.01 min, 19.21 min (98.6 %, Gradient III)
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6.10.6 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat
(3-Me-cycloSal-ddAMP) 35c¢ (Synthesevariante A)

HO.

NH,
1) ¢
< DIPEA
) 0 Cl o] )
N N \E/ DMF/THF(21 ) O\lpl/o 5 N N 2
:O: + 0 tBuOOH é

70c

C1gH20N505P
[417,36]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat (3-Me-
cycloSal-ddAMP) 35¢ wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.10.1 durchgefiihrt.
Es wurden 100 mg (0.43 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 in 4.00 ml

wasserfreiem Dimethylformamid und 2.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst und mit

0.11 g (146 ul, 0.85 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 132 mg (0.65 mmol,

1.5 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70¢ umgesetzt. Das intermediir gelbildete

Phosphit wurde mit 0.17 ml (0.86 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M L&sung von fert-

Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute:

"H-NMR:

BC.NMR:

3S'P_NMR:

104 mg (0.25 mmol, 58 %)

8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg) 8.24 (s, 1H, H8); 8.21 (s, 1H, H8); 8.14 (s,
1H, H2); 8.13 (s, 1H, H2); 7.27 (s, 2H, NHa); 7.26 (s, 2H, NH,); 7.21-7.16
(m, 2H, H-aryl); 7.07-7.00 (m, 4H, H-aryl); 6.26-6.21 (m, 2H, H1"); 5.43
(dd, 1H, Ha-benzyl., 2Juy = 14.4 Hz, *Jyp = 17.0 Hz); 5.36 (dd, 1H, Ha-
benzyl., *Jun = 14.4 Hz, *Jyp = 17.0 Hz); 5.33 (dd, 1H, Hg-benzyl., *Juy =
14.4 Hz, *Jup = 10.6 Hz); 5.30 (dd, 1H, Hp-benzyl., *Juy = 14.4 Hz, Jypp =
10.6 Hz); 4.39-4.19 (m, 6H, H4', H5'); 2.50-2.42 (m, 4H, H2'); 2.18 (s, 3H,
CHs); 2.12 (s, 3H, CHs), 2.20-2.06 (m, 4H, H3")

& [ppm] (63 MHz, DMSO-ds) 155.98 (C6); 152.46 (C2); 148.86 (C4);
147.87, 147.77 (d, C2-aryl, 2Jp = 7.2 Hz); 138.91, 138.82 (C8); 130.75
(C4-aryl); 126.84, 126.72 (C3-aryl); 123.81 (C5-aryl); 123.40 (C6-aryl);
120.90, 120.84 (d, Cl-aryl, *Jep = 9.4 Hz); 119.07 (C5); 84.31, 84.21 (C1";
78.60, 78.49 (C4"); 69.23, 69.14 (C5"); 68.38, 68.27 (d, CHa-benzyl, 2Jcp =
7.2 Hz); 30.71, 30.63 (C3'); 25.81, 25.73 (C2'); 14.81, 14.72 (CH3-C3-aryl)

O [ppm] (162 MHz, DMSO-d) 6 [ppm] -9.11; -9.21
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MS (EST) m/z 418.1 (M+1)
UV(CH3CN):  Amax 259.9 nm, 196.0 nm; Amin 230.6 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3332, 3179, 2955, 1647, 1598, 1575, 1473, 1415, 1367, 1296,
1190, 1090, 1017, 939, 883, 823, 774, 723, 696, 651, 532

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.38

Anal. HPLC tg: 16.15 min, 16.29 min (99.4 %, Gradient I); 12.09 min, 12.48 min
(99.4 %, Gradient II); 18.59 min, 18.77 min (99.4 %, Gradient III)

6.10.7 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat
(3-Me-cycloSal-ddAMP) 35¢ (Synthesevariante B)

NH, NH,
6
N "X
X
/ N L 4]
| ) Pyridinium- )
7 hydrochlorid 3, o ll_o_s NT >\ 2

o}
N I ;
HO. N O\p/N DMF/THF (2:1) 4 P
O + Z B ¢ O
0 t-BuOOH 5 ) o] 4 1

7 71c 35¢

C1gH20N505P
[417,36]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat (3-Me-
cycloSal-ddAMP) 35¢ wurde nach der Methode in Kapitel 6.10.2 durchgefiihrt. Es wurden
eine Losung von 20.0 mg (0.08 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 in 1.00 ml
wasserfreiem Tetrahydrofuran und 2.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid mit 0.13 g (0.72
mmol, 4.0 Aquiv.) Pyridinium-hydrochlorid versetzt und 56 mg (0.21 mmol, 2.6 Aquiv.)
cyclischen Saligenylphosphoramidit 71¢ versetzt und 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Im
AnschluB  wurde mit 52.0ul (0.23 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf das cyclische
Saligenylphosphoramidit 71¢) oxidiert.

Ausbeute: 3.6 mg (0.009 mmol, 12 %)

Die erhaltenen spektroskopischen Daten entsprachen denen in Kapitel 6.10.6 beschriebenen
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6.10.8 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat
(3-Me-cycloSal-ddAMP) 35c¢ (Synthesevariante C)

NH, NH,
6
5
</N | Y o SN
) O ll_CI' N-Methylimidazol 0 ) N
HO N7 SN b DVFITHF 1)~ 2 O\lﬂ/o 5 N
:O: 4 (o) é

7 72c

C1gH2oN505P
[417,36]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat (3-Me-
cycloSal-ddAMP) 35¢ wurde nach der Methode in Kapitel 6.10.3 durchgefiihrt. Es wurden
eine Losung von 36.0 mg (0.15 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 in 0.70 ml
wasserfreiem Tetrahydrofuran und 1.4 ml Dimethylformamid mit 73.0 ul (0.92 mmol, 6.0
Aquiv.) N-Methylimidazol (NMI) und 0.10 g (0.46 mmol, 3.0 Aquiv.) cyclischen
Saligenylphosphorchloridates 72¢ umgesetzt.

Ausbeute: 13 mg (0.03 mmol, 20 %)

Die erhaltenen spektroskopischen Daten entsprachen denen in Kapitel 6.10.6 beschriebenen

6.10.9 Darstellung von cyclo(3,5-Dimethylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxyadenyl)phos-
phat (3,5-Di-Me-cycloSal-ddAMP) 35d

NH, NH2
N x
4 f)
— DIPEA o )
HO. N N, O\p/c DMF/THF(21) ) o\ll/o
1 < P
© o] tBuOOH 4
o)
7 70d
C19H20N505P

[431,39]

Die Darstellung von cyclo(3,5-Dimethylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxyadenyl)phosphat (3,5-
Di-Me-cycloSal-ddAMP) 35d wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.10.1
durchgefiihrt. Es wurden 70 mg (0.3 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 in
2.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst
und mit 77.6 mg (0.10 ml, 0.6 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 96.0 mg
(0.45 mmol, 1.5 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70d umgesetzt. Das intermediir
gelbildete Phosphit wurde mit 0.17 ml (0.86 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Losung von tert-

Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.
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Ausbeute:

"H-NMR:

BC-NMR:

3SIP_.NMR:

MS (EST)

UV(CH;CN):

IR (KBr):

R+~Wert:

Anal. HPLC:

64.7 mg (0.15 mmol, 50 %)

8 [ppm] (600 MHz, DMSO-dy) 8.22 (s, 1H, H2); 8.19 (s, 1H, H2); 8.11 (s,
1H, H8); 8.10 (s, 1H, H8); 7.24 (s, 2H, NH>); 7.22 (s, 1H, NH»); 7.00 (s,
1H, H4-aryl); 6.96 (s, 1H, H4-aryl); 6.81 (s, 1H, H6-aryl); 6.78 (s, 1H, H6-
aryl); 6.22 (dd, 1H, H1', *Jiy = 4.2 Hz, *Jin = 6.9 Hz); 6.20 (dd, 1H, H1',
3Jin = 4.2 Hz, *Jun = 6.9 Hz); 5.36 (dd, 1H, Ha-benzyl, “Jiun = 14.2 Hz, *Jip
=17.2 Hz); 5.29 (dd, 1H, Ha-benzyl, *Juy = 14.3 Hz, *Jip = 17.2 Hz); 5.28
(dd, 1H, Hp-benzyl, *Juy = 14.1 Hz, *Jup = 9.7 Hz); 5.23 (dd, 1H, Hp-
benzyl, 2Jin = 14.2 Hz, *Jun = 9.8 Hz); 4.34-4.15 (m, 6H, H4', H5"); 2.48-
2.43 (m, 2H, H2'); 2.20 (s, 6H, CH3-C5-aryl); 2.12 (s, 6H, CH3-C3-aryl);
2.13-2.08 (m, 4H, H3)

8 [ppm] (150.9 MHz, DMSO-dg) 155.92 (C6); 152.41, 152.39 (C2); 148.82,
148.78 (C4); 145.67, 145.63 (d, C2-aryl, 2Jep = 7.3 Hz); 138.86, 138.78
(C8); 132.89, 132.85 (C5-aryl); 131.17, 131.15 (C6-aryl); 126.39, 126.34
(Cd-aryl); 123.41, 123.39 (C3-aryl); 120.37, 120.32 (d, Cl-aryl, *Jep = 10.3
Hz); 119.00, 118.96 (C5); 84.22, 84.13 (C1"); 78.51, 78.46 (d, C4', *Jep =
7.3); 69.04, 69.01 (C5'); 68.32, 68.20 (d, CHy-benzyl, *Jep = 7.3 Hz)

8 [ppm] (162 MHz, DMSO-ds) -9.076; -9.18
m/z 432.4 (M+1); 453.9 (M+Na")
Amax 259.2 nm, 198.0 nm; Amin 231.0 nm

7 [em™] 3329, 3185, 2927, 1647, 1600, 1573, 1483, 1415, 1363, 1331,
1299, 1245, 1202, 1150, 1096, 1045, 993, 931, 858, 799, 698, 665, 582, 487

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.39

tg: 117.95 min, 18.09 min (98.8 %, Gradient I); 15.16 min, 15.40 min
(98.8 %, Gradient II); 20.53 min, 20.69 min (98.9 %, Gradient III)
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6.10.10 Darstellung von cyclo(3-tert-Butylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxyadenosyl)phos-
phat (3-tert-Bu-cycloSal-ddAMP) 35e

HO.

NH;
6
<f b
DIPEA

) e o )

N N \lz/ DMF/THF (2:1) s O\Fl/o N N
o . 6  tsuwon R
o 4‘

NH»

70e

C21HaeN505P
[459.44]

Die Darstellung von cyclo(3-tert-Butylsaligenyl)-5'-0O-(2',3'-didesoxyadenosyl)phosphat (3-
tert-Bu-cycloSal-ddAMP) 35e wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.10.1 durch-
gefiihrt. Es wurden 70 mg (0.30 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3"-Didesoxyadenosin (ddA) 7 in 2.00 ml

wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst und mit

97.0 mg (130 pl, 0.75 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 130 mg (0.54 mmol,

1.8 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70e umgesetzt. Das intermediir gelbildete

Phosphit wurde mit 0.11 ml (0.56 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Lsung von fert-Butyl-

hydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute:

'H-NMR:

BC.NMR:

3'P.NMR (HH):

3'P-NMR (Wii):

MS (MALDI):

63 mg (0.14 mmol, 41 %)

& [ppm] (500.13 MHz, DMSO-dg) 8.22 (s, 1H, H8); 8.20 (s, 1H, H8); 8.10
(s, 1H, H2); 8.09 (s, 1H, H2); 7.31-7.28 (m, 2H, H4-aryl); 7.21 (s, br, 4H,
NIL); 7.12-7.09 (m, 4H, H6-aryl, H5-aryl); 6.23 (d, 1H, H1*, *Jiyy = 4.4
Hz): 6.21 (d, 1H, HI*, *Jigy = 4.4 Hz); 5.39-5.29 (m, 4H, H-benzyl); 4.39-
421 (m, 6H, H4*, H5*, H5*); 2.50-2.40 (m, 4H, H2¢, H2°); 2.20-2.06 (m,
4H, H3%, H3°); 1.30, 1.26 (2x s, 18 H, tert-Bu)

& [ppm] (125.75 MHz, DMSO-ds) 156.19 (C6); 152.68 (C2); 149.07 (C4);
148.82, 148.75 (C2-aryl); 139.13, 139.07 (C8); 138.52, 138.45 (C3-aryl);
127.26 (Cd-aryl); 124.54, 124.49 (C6-aryl); 124.20 (C5-aryl); 122.76,
122.67 (Cl-aryl); 119.28 (C5); 84.54, 84.48 (C1%); 78.86, 78.79 (C4°);
69.77, 69.73, 69.67 (C5°); 68.42, 68.35 (CHa-benzyl); 34.49, 34.45 (CH);
30.98, 30.88 (C3°); 29.69, 29.66 (tert-Bu); 26.04, 25.99 (C29)

& [ppm] (202 MHz, DMSO-dy) -7.60, -7.97
8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dy) - 8.72.- 9.09

m/z 460.4 (M+H"), 482.3 (M+Na"), 498.2 (M+K")
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UV(CH3CN):  Amax 258.4 nm, 208.4 nm, 196.9 nm; Amin 229.0 nm

IR (KBr): 7 [em™'] 3439, 2957, 1700, 1646, 1600, 1477, 1440, 1364, 1331, 1299,
1217, 1181, 1093, 1019, 997, 942, 880, 835, 799, 743, 663, 536, 467, 419

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.36

6.10.11 Darstellung von cyclo(3-sek-Butylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxyadenosyl)phos-
phat (3-sek-Bu-cycloSal-ddAMP) 35f

NH, NH2
6
5
4 SN a | SN
< | ) DIPEA ¥ )
Ho N N O\P/CI DMF/THF (2:1) P N7 >N\ 2
_
:o: . S £BUOOH o
4 r
3 2
7 70f 35f

C21HaeN505P
[459,44]

Die Darstellung von cyclo(3-sek-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxyadenosyl)phosphat (3-
sek-Bu-cycloSal-ddAMP) 35f wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.10.1 durch-
gefiihrt. Es wurden 70.0 mg (0.30 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'.3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 in
2.0 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst
und mit 97.0 mg (130 pl, 0.75 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 130 mg
(0.54 mmol, 1.8 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70f umgesetzt. Das intermediér
gelbildete Phosphit wurde mit 0.11 ml (0.56 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Losung von tert-
Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 60 mg (0.13 mmol, 39 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (500.13 MHz, DMSO-ds) 8.22 (s, 2H, H8); 8.19 (s, 2H, H8); 8.10
(s, 2H, H2); 8.09 (s, 2H, H2); 7.22-7.21 (m, 12H, aryl-H, NH,); 7.14-7.10
(m, 4H, aryl-H); 7.05 (m, 2H, H5-aryl); 7.02 (m, 2H, aryl-H); 6.23-6.20 (m,
4H, H1¢); 5.4-5.26 (m, 8H, benzyl-H); 4.37-4.18 (m, 12H, H4‘, H5°, H5*°);
2.89-2.86 (m, 4H, CH); 2.50-2.40 (m, 8H, H2¢, H2¢*); 2.13-2.05 (m, 8H,
H3¢, H3“); 1.57-1.44 (m, 8H, CH,); 1.13 (d, 3H, CH-CHs3, *Ji = 6.9 Hz);
1.11 (d, 3H, CH-CHs, *Jun = 5.1 Hz); 1.09 (d, 3H, CH-CHs, *Ji = 7.6 Hz);
1.04 (d, 3H, CH-CHa, *Jui = 6.9 Hz); 0.75-0.66 (m, 12 H, CH,-CH3)

3C-NMR: 8 [ppm] (125.75 MHz, DMSO-ds) 156.19 (C6); 152.67 (C2); 149.06 (C4);
147.47, 147.40 (C2-aryl); 139.12, 139.05 (C8); 136.05, 136.02, 136.00,
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135.95 (4xd, C3-aryl, “Jep = 2 Hz); 127.45 (C4-aryl); 124.39 (C6-aryl);
123.69, 123.64 (C5-aryl); 121.51, 121.47, 121.38, 121.34 (d, Cl-aryl, *Jep =
9.2 Hz); 119.28, 119.24 (C5); 84.58, 84.56, 84.49 (C1°); 78.81, 78.74 (C4°);
69.52, 69.47 (C5°); 68.52, 68.46 (CHj-benzyl); 33.25, 33.22, 33.12, 33.05
(CH); 31.01, 30.97, 30.86 (C3%); 29.27, 29.11, 29.03 (CH,); 26.05, 25.98
(C2%); 20.62, 20.59, 20.37, 20.31 (CH-CHj3); 12.07, 12.03, 11.98 (CH,-CHs)

3'P-NMR (HH): & [ppm] (202 MHz, DMSO-ds) -7.48, -7.50, -7.75
3P-NMR (Wii): & [ppm] (202 MHz, DMSO-ds) - 8.60,- 8.62,- 8.87
MS (MALDI): m/z 460.4 (M+H"), 482.3 (M+Na"), 4498.3 (M+K")
UV(CH3CN):  Amax 258.1 nm, 196.0 nm; Amin 230.67

IR (KBr): 7 [em™] 3451, 2961, 2926, 1645, 1600, 1464, 1417, 1373, 1298, 1185,
1094, 1022, 943, 883, 799, 653, 587, 492, 411

R+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.36

6.10.12 Darstellung von cyclo(5-tert-Butylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxyadenosyl)phos-
phat (5-tert-Bu-cycloSal-ddAMP) 35g

NH2 NH2
\N N 5 \N

0

HO fo) ci DIPEA
7T DMFTHF 1) 2 O\,Q/O 5

¢

" teuoon )

C21HaeN505P
[459,44]

Die Darstellung von cyclo(5-tert-Butylsaligenyl)-5'-0O-(2',3'-didesoxyadenosyl)phosphat (5-
tert-Bu-cycloSal-ddAMP) 35g wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.10.1 durch-
gefiihrt. Es wurden 70 mg (0.30 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3"-Didesoxyadenosin (ddA) 7 in 2.00 ml
wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gelost und mit
97.0 mg (130 pl, 0.75 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 130 mg (0.54 mmol,
1.8 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70g umgesetzt. Das intermediir gelbildete
Phosphit wurde mit 0.11 ml (0.56 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Losung von fert-

Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 75 mg (0.16 mmol, 49 %)
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"H-NMR:

BC-NMR:

3'P.NMR (HH):

3P-NMR (Wii):

MS (MALDI):
UV(CH;CN):

IR (KBr):

R~Wert:

o [ppm] (400.13 MHz, DMSO-ds) 8.25 (s, 1H, HS); 8.22 (s, 1H, H8); 8.11
(s, 1H, H2); 8.10 (s, 1H, H2); 7.36-7.17 (m, 8H, NH,, H4-aryl, H6-aryl);
7.00 (d, 1H, H3-aryl, *Ju = 8.6 Hz); 6.91 (d, 1H, H3-aryl, *Jiy = 8.6 Hz);
6.23-6.19 (m, 2H, H2%); 5.48-5.27 (m, 4H, benzyl. H); 4.35-4.18 (m, 6H,
H4°, H5%, H5%%); 2.13-2.02 (m, 4H, H3°, H3*%); 1.23, 1.22 (2x s, 18 H, tert-
Bu)

8 [ppm] (125.75 MHz, DMSO-dg) 156.19 (C6); 152.69 (C2); 149.09, 149.07
(C4); 147.38, 147.36 (d, C2-aryl, Jcp = 7.2 Hz); 147.05, 146.98 (CS-aryl);
139.14, 139.11 (C8); 126.70, 126.63 (Cd-aryl); 122.77, 122.73 (C6-aryl);
120.33, 120.25 (d, Cl-aryl, *Jop = 9.7 Hz); 119.26, 119.23 (C5); 117.82,
117.79, 117.77, 117.73, 117.71, 117.67 (C3-aryl); 84.56, 84.47 (C1°); 78.74,
78.71 (C4%); 69.44, 6938, 69.35, 69.32, 69.30 (C5°); 68.92, 68.75 (d, CH,-
benzyl, 2Jep = 7.3 Hz); 34.32 (CH); 31.24, 31.19 (tert-Bu); 30.88, 30.80
(C3%); 26.01, 26.99 (C2°)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-d) -8.40, -8.45
8 [ppm] (202 MHz, DMSO-d) - 9.52,- 9.57

m/z 460.4 (M+H"), 482.3 (M+Na"), 498.2 (M+K")
Amax 258.4 nm, 196.0 nm; Amin 231.4 nm

7 [em™] 3435, 2959, 1645, 1600, 1502, 1475, 1416, 1369, 1300, 1246,
1223, 1191, 1126, 1100, 1034, 948, 906, 878, 827, 799, 726, 698, 650, 593,
550, 504, 419

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.36

6.10.13 Darstellung von cyclo(5-sek-Butylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxyadenosyl)phos-
phat (S-sek-Bu-cycloSal-ddAMP) 35h

NH; NH,
6
X N N 5 AV
DIPEA 0 ) R

SN /CI DMF/THF(21 2 o\ll/o N
P
tBUOOH /\\)@i/<
o]

C21HzsN505P
[459,44]
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Die Darstellung von cyclo(5-sek-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxyadenosyl)phosphat (5-
sek-Bu-cycloSal-ddAMP) 35h wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.10.1 durch-
gefiihrt. Es wurden 70 mg (0.30 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA) 7 in 2.00 ml
wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst und mit
97.0 mg (130 pl, 0.75 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 130 mg (0.54 mmol,
1.8 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70h umgesetzt. Das intermedidr gelbildete
Phosphit wurde mit 0.11 ml (0.56 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M L&sung von fert-

Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.
Ausbeute: 69 mg (0.15 mmol, 50 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (500.13 MHz, DMSO-ds) 8.24 (s, 2H, H8); 8.21 (s, 2H, H8); 8.11
(s, 2H, H2); 8.10 (s, 2H, H2); 7.24 (s, br, 4H, NH,); 7.23 (s, br, 4H, NH,);
7.15 (d, 2H, H3-aryl, *Juy = 8.5 Hz); 7.10 (d, 2H, H3-aryl, *Jiy = 7.9 Hz);
7.03 (s, 2H, H6-aryl); 7.00 (s, 2H, H6-aryl); 7.01-6.99 (m, 2H, H4-aryl),
6.92 (dd, 2H, H4-aryl, *Jun = 8.4 Hz, “Jiy = 2.2 Hz); 6.23-6.19 (m, 4H,
H1¢); 5.45-5.27 (m, 8H, benzyl. H); 4.34-4.19 (m, 12H, H4¢, H5¢, H5°);
2.55-2.50 (m, 4H, CH); 2.47-2.38 (m, 8H, H2¢, H2¢); 2.15-2.00 (m, 8H,
H3¢, H3); 1.53-1.42 (m, 8H, CH,); 1.12 (d, 12H, CH-CHj3, *Jii; = 6.8 Hz);
0.73-0.69 (m, 12H, CH,-CH3)

3C-NMR: 8 [ppm] (125.75 MHz, DMSO-ds) 156.18 (C6); 152.68, 152.65 (C2);
149.09, 149.07 (C4); 147.68, 147.61 (C2-aryl); 143.51, 143.45 (C5-aryl);
139.16, 139.09 (C8); 128.30, 128.25, 128.18 (C4-aryl); 124.28, 124.19 (C6-
aryl); 120.89, 120.82, 120.72 (d, Cl-aryl, “Jop = 10.2 Hz); 119.24 (C5);
118.07, 118.05 (d, C3-aryl, *Jep = 9.2 Hz); 84.53, 84.51, 84.45 (C1°); 78.76,
78.70 (C4%); 69.36, 69.34 (C5°); 68.82, 68.74 (CHa-benzyl); 30.92, 30.81
(C3) 30.65, 30.59 (CH,); 26.01, 25.96 (C2°); 21.83, 21.81, 21.77 (CH-
CHs); 12.16 (CH,-CHs)

3IP.NMR (HH): & [ppm] (202 MHz, DMSO-dj) -8.42, -8.46, -8.48
3'P-NMR (Wii): & [ppm] (202 MHz, DMSO-d) - 9.54,- 9.58.- 9.60
UV(CH;CN):  Amax 258.53 nm, 196.1 nm; humin 232.5 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3445, 2961, 1645, 1600, 1498, 1471, 1417, 1373, 1300, 1251,
1208, 1167, 1096, 1037, 948, 909, 880, 800, 700, 651, 596, 529, 492, 475,
418
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Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.36

6.11 Synthese der cycloSaligenyl-Phosphattriester mit der Nucleobase
Hypoxanthin

6.11.1 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
inosinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-d4IMP) 36¢

0 [0}
N
¢ ﬁ )
o}
- DIPEA N 4
N
HO N Osp-C DMF/THF(21) 2 O\IFI/O s
o + < ¢ ,,
_ o} TFBuOOH 5
70c 36c
C1gH19N4O6P
[418,34]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydroinosinyl)-
phosphat (3-Me-cycloSal-d4IMP) 36¢ wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.10.1
durchgefiihrt. Es wurden 50 mg (0.21 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroinosin
(d41) 31 in 2.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydro-
furan geldst und mit 68.5 mg (91 ul, 0.53 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und
58.6 mg (0.32 mmol, 1.5 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70¢ umgesetzt. Das
intermediir gelbildete Phosphit wurde mit 0.08 ml (0.42 mmol, 2.00 Aquiv.) einer 5-6 M

Losung von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.
Ausbeute: 30.8 mg (0.074 mmol, 35 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (600 MHz, DMSO-ds) 12.36 (s, 2H, NH); 8.05 (s, 1H, H2); 8.04 (s,
1H, H2); 7.87 (s, 1H, H8); 7.86 (s, 1H, H8); 7.23-7.12 (m, 2H, H-aryl);
7.07-7.02 (m, 4H, H-aryl); 6.91-6.88 (m, 2H, H1"); 6.50 (ddd, 1H, H3',
i = 6.0 Hz, *Jiyne = 1.8 Hz, “Jii = 1.6 Hz); 6.45 (ddd, 1H, H3', *Ji =
6.0 Hz, *Jing = 1.8 Hz, *Jinr = 1.6 Hz); 6.24-6.21 (m, 2H, H2"); 5.45 (dd,
1H, Ha-benzyl, 2Jun = 14.0 Hz, *Jip = 16.7 Hz); 5.41 (dd, 1H, Ha-benzyl,
2Jun = 14.7 Hz, *Jup = 17.4 Hz); 5.29 (dd, 1H, Hg-benzyl, 2Juy = 13.7 Hz,
3Jup = 10.0 Hz); 5.28 (dd, 1H, Hg-benzyl, /i = 14.0 Hz, *Jup = 9.9 Hz);
4.33-4.22 (m, 4H, H5")

BC-NMR: 8 [ppm] (150.1 MHz, DMSO-dg) 156.46, 156.44 (C6); 147.88 (C4); 147.71,
147.68 (d, C2-aryl, 2Jep = 6.9 Hz); 145.86 (C2); 137.80, 137.74 (C8);
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132.41, 132.36 (C3"): 130.76, 130.75 (C4-aryl); 126.79, 126.72 (d, C3-aryl,
3Jep = 8.0 Hz); 126.37, 126.35 (C2'); 124.13, 124.11 (C5); 123.80 (C6-aryl);
123.41, 123.36 (C5-aryl); 120.78, 120.58 (d, Cl-aryl, 2Jop = 7.2 Hz); 88.07,
88.06 (C1'); 85.14, 85.06 (d, C4', *Jep = 7.5 Hz); 68.29. 68.22 (C5"); 68.18,
68.03 (d, CH,-benzyl, Jep = 6.3 Hz); 14.79, 14.64 (CH3-C3-aryl)

3'P_NMR: 8 [ppm] (162 MHz, DMSO-ds) -9.01; -9.23

MS (ESI") m/z 417.1

UV(CH3CN):  Amax 250.0 nm, 245.0 nm; 203.0 nm; Amin 248.6 nm; 226.8 nm

IR (KBr): 7 [cm™] 3447, 1686, 1588, 1544, 1474, 1289, 1207, 1189, 1090, 1025,
998, 954, 827, 784, 649

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.33

analyt. HPLC:  tg: 16.20 min, 16.07 min (95.7 %, Gradient I); 10.80 min, 11.29 min (95.7

%, Gradient II); 18.47 min, 18.57 min (95.8 %, Gradient III)

6.11.2 Darstellung 0-(2',3'-didesoxyinosinyl)phosphat

(3-Me-cycloSal-ddIMP) 37¢

von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-

o 0
N NH
<N | ) O. __CI DIPEA 2 O ?l) o N 4 )
HO. N ~p” DMF/THF (2 1) \p/
o) + < S
o) tBwOOH o)
5 70c 37¢c
C1gH1gN4OgP
[418,34]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxyinosinyl)phosphat (3-Me-
cycloSal-ddIMP) 37¢ wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.10.1 durchgefiihrt. Es
wurden 50 mg (0.21 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxyinosin (ddI) 5 in 2.00 ml wasserfreiem
Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gel6st und mit 68.5 mg (91 ul,
0.53 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 58.6 mg (0.32 mmol, 1.5 Aquiv.) cyc-
lischem Saligenylchlorphosphan 70¢ umgesetzt. Das intermedidr gelbildete Phosphit wurde
mit 0.08 ml (0.42 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Lésung von fert-Butylhydroperoxid in #-

Decan oxidiert.

Ausbeute: 30.9 mg (0.074 mmol, 35 %)
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"H-NMR:

BC-NMR:

3SIP.NMR:

MS (EST)

UV(CH;CN):

IR (KBr):

R+~Wert:

Anal. HPLC

8 [ppm] (600 MHz, DMSO-dg) 12.33 (s, 2H, NH); 8.17 (s, 1H, H2); 8.14 (s,
1H, H2); 8.01 (s, 1H, H8); 8.00 (s, 1H, H8); 7.20 (t, 1H, H4-aryl, *Jyu = 7.3
Hz); 7.18 (m, 1H, H4-aryl); 7.06-7.02 (m, 4H, H5-aryl, H6-aryl); 6.20 (dd,
1H, H1', *Jun = 3.7 Hz, *Jun = 7.2 Hz); 6.19 (dd, 1H, H1', *Jiuy = 3.7 Hz,
3 = 7.2 Hz); 5.43 (dd, 1H, Hy-benzyl, *Jip = 17.5 Hz, 2Jin = 14.2 Hz);
5.38 (dd, 1H, Ha-benzyl, *Jup = 17.6 Hz, *Ju = 14.2 Hz); 5.33 (dd, 1H, Hp-
benzyl, *Jup = 9.8 Hz, “Jun = 16.3 Hz); 5.31 (dd, 1H, Hg-benzyl, *Jip = 9.7
Hz, 2Jun = 14.6 Hz); 4.35-4.17 (m, 6H, H5', H4"); 2.48-2.37 (m 4H, H2');
2.18 (s, 3H, CHs); 2.16 (s, 3H, CH3); 2.12-2.01 (m, 4H, H3")

8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-ds 156.48 (C6); 147.82, 147.78 (C2-aryl);
147.62 (C4); 145.55 (C2); 138.01, 137.96 (C8); 130.74 (C4d-aryl); 126.81,
126.73 (C3-aryl); 12441, 124.37 (C5), 123.79 (C5-aryl); 123.40 (C6-aryl);
120.81, 120.74 (d, Cl-aryl, 2Jcp = 7.6 Hz); 84.47, 84.38 (C1'); 78.87, 78.79
(C4'); 69.06, 69.00 (C5'): 68.31, 68.22 (d, CHy-benzyl, 2Jcp = 7.6 Hz);
31.10, 31.07 (C3'); 25.59, 25.56 (C2'); 14.78, 14.70 (CH;-C3-aryl)

8 [ppm] (162 MHz, DMSO-ds) -9.14; -9.20
m/z 419.3 (M+1); 441.1 (M+Na")
Amax 250.5 nm, 196.0 nm; Amin 226.0 nm

7 [em™] 3437, 3055, 2955, 1697, 1622, 1586, 1545, 1511, 1471, 1412,
1370, 1346, 1295, 1213, 1190, 1125, 1090, 1025, 1028, 990, 939, 881, 818,
789, 719, 688, 651, 606, 528

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.29

tr: 16.35 min (96.7 %, Gradient I); 12.21 min (96.7 %, Gradient II);
18.92 min (96.7 %, Gradient III)
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6.12 Synthese von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxycytidinyl)-
phosphat (3-Me-cycloSal-ddCMP) 44¢ und cyclo(3-Methylsaligenyl)-5¢-
O-(3‘-thiacytidinyl)phosphate (3-Me-cycloSal-3TCMP) 45¢

6.12.1 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxycytidinyl)phosphat
(3-Me-cycloSal-ddCMP) 44¢ (Synthesevariante A)

/l\ DIPEA 3 g N o
HO N Osp-C Acefonitril 4 2 O[O
O + Z —_— ¢ 0]
o) £BUOOH s Lo ¢ .

C17H20N306P
[393,33]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxycytidinyl)phosphat (3-Me-
cycloSal-ddCMP) 44¢ wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.1 durchgefiihrt. In einer Intert-
gasatmospidre unter FeuchtigkeitsausschluB wurde eine Losung von 40 mg (0.20 mmol,
1.0 Aquiv.) 2¢,3*-Didesoxycytidin (ddC) 3 in 2.00 ml wasserfreiem Acetonitril vorgelegt und
mit 51.6 mg (68.4 pl, 0.40 mmol, 2.0 Aquiv.) Diisopropylethylamin (DIPEA) versetzt. Nach
Abkiihlen auf 0 °C tropfte man eine Losung von 72 mg (0.40 mmol, 2.0 Aquiv.) cyclischem
Chlorphosphan 70¢ in 1.00 ml wasserfreiem Acetonitril hinzu. Im AnschluB3 wurde mit 104 pl
(0.56 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf das cyclischen Saligenylchlorphosphan 70¢) einer 5.0-
6.0 M tert-Butylhydroperoxid-Losung in n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 30 mg (0.076 mmol, 76 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-de) 7.53 (2 x d, *June = 7.3 Hz, 1H, H5); 7.25
(m, 2H, NH und H5-aryl); 7.14 (s, 1H, NH); 7.09 (m, 2H, H4-aryl, H6-aryl);
5.95 (2 x d, 1H, *Jup = 6.8 Hz, H1°); 5.60 (2 x d, *Juy = 7.3 Hz, 1H, H6);
5.43 (m, 2H, CH,-benzyl); 4.30 (m, 2H, H5°); 4.18 (m, 1H, H4); 2.16-2.32
2 x s +m, 4H, CH3, C3-aryl, H3**); 1.91-2-02 (m, 1H, H3¢); 1.64-1.85 (2 x
m, 2H, H2¢, H2¢)

BC-NMR: O [ppm] (150.1 MHz, DMSO-ds) 165.14 (C2); 154.53 (C4); 147.85 (C2-
aryl); 140.53 (C6); 130.86 (C4-arom); 126.86 (C3-arom); 123.95 (C5-
arom); 123.52 (C6-arom); 120.91 (Cl-arom); 93.60 (C5); 85.86 (C4°);
78.02 (C5%); 68.40 (CHa-benzyl); 31.35 (C3°); 25.00 (C2°); 14.85 (CHs)
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3'P-NMR: 8 [ppm] (162 MHz, DMSO-ds) -8.91; -9.08
UV(CH;CN): Amax 195 nm, 274 nm; Amin 252 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3190, 3070, 2950, 2820, 1694, 1470, 1400, 1366, 1291, 1247,
1189, 1112, 1088, 1016, 945, 881, 846, 778, 694, 653, 578

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.35
(Dichlormethan/Methanol 8:2 v/v) 0.63

6.12.2 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxycytidinyl)phosphat
(3-Me-cycloSal-ddCMP) 44¢ (Synthesevariante B)

NH, NH2
B
N/KO \I/ PyrH*BF, ?:I) O
0] N Yy 4 O. O
HO ~p7 Acetomtnl 2 \P/
o} + < $
0 tBuOOH o)
3 71c 44c¢c

C17H20N306P
[393,33]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxycytidinyl)phosphat (3-Me-
cycloSal-ddCMP) 44¢ wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.2 durchgefiihrt. Es wurde eine
Losung von 40 mg (0.20 mmol, 1.0 Aquiv.) 2°,3‘-Didesoxycytidin (ddC) 3 in 2.00 ml
wasserfreiem Acetonitril und 134 mg (0.80 mmol, 4.0 Aquiv) Pyridinium-tetrafluoroborat
und 133.6 mg (0.5 mmol, 2.5 Aquiv.) cyclischen Saligenylphosphoramidit 71¢ umgesetzt.
Nach 40 min Reaktionszeit wurde mit 104 ul (0.56 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf das
cyclischen Saligenylphosphoramidit 71¢) einer 5.0-6.0 M Losung von tert-Butylhydroperoxid

in n-Decan oxidiert.
Ausbeute: 35.8 mg (0.09 mmol, 91 %)

Die weiteren spektroskopischen Daten ('H-NMR, ""C-NMR etc.) entsprachen denen in
Kapitel 6.12.1 beschriebenen.
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6.12.3 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(3'-thiacytidinyl)phosphat (3-Me-
cycloSal-3TCMP) 45¢ (Synthesevariante A)

O
N OH RN p~ cl Acetonitril
¢} + < — >
fe) t-BuOOH

NH,

o]

DIPEA [l

/\0/\264
5

1
6

o

)N\)j
N 5 O
s
I 4
S
2 3

70c 45¢

C16H18N306PS
[411,37]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxycytidinyl)phosphat (3-Me-
cycloSal-ddCMP) 44¢ wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.1 durchgefiihrt. Es wurde eine

Losung von 40 mg (0.17 mmol, 1.0 Aquiv.) B-L-(-)-3‘-Thiacytidin (3TC) 3

in 2.00 ml

wasserfreiem Acetonitril vorgelegt und mit 44 mg (60 pl, 0.34 mmol, 2.0 Aquiv.) Diisopro-

pylethylamin (DIPEA) versetzt. Nach Abkiihlen auf 0 °C tropfte man eine Losung von 61 mg

(0.34 mmol, 2.0 Aquiv.) cyclischem Chlorphosphan 70¢ in 0.5 ml wasserfreiem Acetonitril

hinzu. Im Anschlu wurde mit 70 ul (0.37 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf das cyclischen

Saligenylchlorphosphan 70¢) einer 5.0-6.0 M tert-Butylhydroperoxid-Losung in n-Decan

oxidiert.
Ausbeute:

'H-NMR:

BC.NMR:

3S'P_NMR:

UV(CH;CN):

16.5 mg (0.04 mmol, 23 %)

8 [ppm] (400 MHz, DMSO-d;) 7.61 (2 x d, *June =7.3 Hz, 1H, H5); 7.35 (s,
1H, NH); 7.24 (m, 2H, NH und HS5-aryl); 7.08 (m, 2H, H4-aryl, H6-aryl);
6.21 (2 x d, 1H, *Jumz = 6.0 Hz, H1°); 5.66 (2 x d, *Juy = 7.3 Hz, 1H, H6);
5.44 (m, 2H, CH,-benzyl); 5.36 (m, 1H, H4); 4.41 (m, 2H, H5); 3.37 m,
1H, H2** iiberlagert von Wasser); 3.30 (2 x dd, *Ji-= 6.3 Hz, 2/ = 11.6
Hz, 1H, H2); 2.02 (2 x s, 3H, CH3)

S [ppm] (150.1 MHz, DMSO-ds) 165.23 (C2); 153.15 (C4); 147.99 (C2-
aryl); 140.88 (C6); 131.15 (C4-arom); 127.20 (C3-arom); 124.25 (C5-
arom); 123.76 (C6-arom); 120.99 (Cl-arom); 94.57 (C5); 87.19 (C4°);
81.21 (C5%); 68.64 (CHj-benzyl); 34.53 (C2%); 25.00 (C3°); 15.11 (CHs)

& [ppm] (162 MHz, DMSO-dy) —9.34; -9.36

7\4max 195 nm, 256 nm; 7\4min 232 nm
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IR (KBr): 7 [em™] 3419, 3200, 2926, 1717, 1652, 1611, 1525, 1488, 1286, 1191,
1094, 1010, 947, 820, 780, 653

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 8:2 v/v) 0.63

6.12.4 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(3'-thiacytidinyl)phosphat (3-Me-

cycloSal-3TCMP) 45¢ (Synthesevariante B)

1
6

NH; NH>
Pyridin-hydro-

)\ N N chlorid 0] N e
© OH Os p~ Acetonitril e
o + < — > 0
o) t+-BuOOH r 4
1S S
b 3

4 71c 45¢

=0

ovT1

[411,37]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxycytidinyl)phosphat (3-Me-
cycloSal-ddCMP) 45¢ wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.2 durchgefiihrt. Es wurde eine
Losung von 40 mg (0.17 mmol, 1.0 Aquiv.) B-L-(-)-3‘-Thiacytidin (3TC) 3 in 2.00 ml
wasserfreiem Acetonitril und 78.3 mg (0.68 mmol, 4.0 Aquiv) Pyridin-hydrochlorid und 47.6
mg (0.43 mmol, 2.5 Aquiv.) cyclischen Saligenylphosphoramidit 71¢ umgesetzt. Nach 40 min
Reaktionszeit wurde mit 90 pl (0.47 mmol, 1.1 Aquiv. bezogen auf das cyclischen Saligenyl-

phosphoramidit 71¢) einer 5.0-6.0 M Losung von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.
Ausbeute: 56 mg (0.14 mmol, 80 %)

Die weiteren spektroskopischen Daten ('H-NMR, "“C-NMR etc.) entsprachen denen in
Kapitel 6.12.3 beschriebenen.

6.13 Synthese von 2',3'-Didesoxyadenosin-S'-Monophosphat-Dinatriumsalz
(ddAMP+2Na")

Das 5'-Monophosphat des Nucleosids ddA 7 konnten durch baseninduzierte Hydrolyse aus
den zuvor synthetisierten cycloSal-Verbindungen erhalten werden. Bevor auf die Synthese der
einzelnen Verbindungen eingegangen wird, soll zundchst die allgemeine Methode zur

Darstellung dieser Verbindungen vorgestellt werden.
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6.13.1 Allgemeine Methode zur Darstellung von S'-Nucleosidmonophosphaten o aus

cycloSal-Phosphattriestern 25

O
P

H(EHSNO
25 B a
Zu einer Losung des cycloSal-Phosphattriesters 25 in einem Acetonitril/ Wasser-Gemisch
wurden einige Tropfen Triethylamin hinzugegeben. Der pH-Wert der Losung lag bei 10. Die
Reaktionsmischung wird solange bei Raumtemperatur geriihrt, bis keinerlei Edukt mehr de-
tektiert werden kann. Wihrend der Reaktion ist auf einen konstant basischen pH-Wert zu
achten. Die Reaktionslosung wird lyophilisiert, in wenig Wasser gel6st und sédulenchromato-
graphisch (RP-18, 5um) mit einem Wasser/Acetonitril-Gradienten von 0-5 % aufgereinigt.
Die Produktfraktionen, welche das Bis(triethylammoniumsalz) der 5'-Nucleosidmonophos-
phate 3 enthielten, wurden vereinigt und lyophilisiert. Man erhielt farblose, wattige Feststoffe.
Um die Dinatriumsalze zu erhalten wurde das Bis(triethylammoniumsalz) in wenig Wasser
gelost und mit Hilfe einer kleinen, mit Natriumionen beladenen Dowex Siule, die Triethyl-
ammonium-Kationen gegen Natriumionen ausgetauscht. Die vereinigten Produktfraktionen
wurden wiederum lyophilisiert. Man erhielt farblose, wattige Feststoffe bzw. farblose, glasige

Feststoffe.

6.13.1.1 Darstellung von  2',3'-Didesoxyadenosin-S'-Monophosphat-Dinatriumsalz
(ddAMP+2Na") 8a.

NH, NH,
N 3
s/
< ) 9 (AL,

\
NaO \ —l o
4 iy

3 2

@]

: /O
OWT=
\
O

Dowex H* 8a
35a CHsCN
HZ]Q C10H12N5N8205P
E [359,19]
; </
y)
S \\
O
©

@
+2 (Et)sNH
8p

Zu einer Losung von 70 mg (0.17 mmol, 1.0 Aquiv.) cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-
adenosinyl)phosphat (cycloSal-ddAMP) 35a in 4.0 ml Acetonitril und 10 ml Wasser wurden
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drei Tropfen Triethylamin hinzupipettiert und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach einer
Reaktionszeit von drei Tagen konnte mittels Diinnschichtchromatographie kein Edukt mehr
detektiert werden. Nach dem Lyophilisieren wurde chromatographisch mit einer RP-18-Séule
aufgereinigt, wiederum lyophilisiert. Im Anschlul daran wurde mit Hilfe einer Dowex-
Tonentauschersdule 2'.3'-Didesoxyadenosin-5'-Monophosphat-Dinatriumsalz (ddAMP+2Na")

8a als farbloser, glasiger Feststoff erhalten.
Ausbeute: 25.1 mg (0.07 mmol, 40 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, D,0) 8.27 (s, br, 1H, H8); 7.89 (s, 1H, H2); 6.15-6.00
(m, 1H, H1'); 4.40-4.30 (m, 1H, H4'); 4.00-3.90 (m, 1H, H5'4); 3.90-3.81
(m, 1H, H5'g); 2.59-1.87 (m, 4H, H2', H2", H3', H3")

3'PNMR 8 [ppm] (162 MHz, D,0) 3.13

MS (EST) m/z 316.08 (M-2Na'+3); 336.19 (M-Na'+2)

6.14 Synthese von 2'-Fluor-ribo-2',3'- didesoxyadenosin (2'-F-ribo-ddA) 18

N ,05'-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-9-(3-desoxy-B-D-threo-pentofuranosyl)adenin 85
konnte aus Adenosin 50 nach der Methode von M. Kawana et al. synthetisiert werden.”*"! Die
Substitution der 2'-OH-Gruppe von 80 durch Fluor erfolgte nach einer Methode von T.J
Tewson.®"! AuBerdem wurde versucht die relativ labile und teure Schutzgruppe 4.4'-
Dimethoxytriphenylmethylchlorid (DMTr-Cl) durch Triphenylmethylchlorid (Tr-Cl) zu

ersetzen.

6.14.1 Darstellung von N° ,05'-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)adenosin 78

NH, o
X
T
=
HO. N N Pyridin/DMF
7 C— (111.5)
o + \ / Cl > 5
.
HO  OH h 4
HO  OH
o
/
50 78

Cs2H49N50g
[871,97]
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In einer Inertgasatmosphdre unter FeuchtigkeitsausschluB  wurde 1.00 g (3.80 mmol,
1.0 Aquiv.) Adenosin 50 in einem L&sungsmittelgemisch aus 7.4 ml Pyridin und 11.2 ml
Dimethylformamid (DMF) suspendiert und auf 80 °C solange erhitzt, bis sich eine klare
Losung gebildet hat. Die Losung lieB man auf Raumtemperatur abkiihlen und gab im
AnschluB 1.55 g (4.46 mmol, 2.5 Aquiv.) 4,4'-Dimethoxytriphenylmethylchlorid hinzu und
riihrte 18 h bei Raumtemperatur. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von 6 ml einer
50 %igen wissrigen Pyridin-Losung abgebrochen und mit Diethylether extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden nacheinander mit Wasser, geséttigter Natriumhydrogen-
carbonat-Losung und wiederum Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen {iber Magnesium-
sulfat wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert. Reste an Pyridin
wurden durch Coevaporieren mit Toluol am Rotationsverdampfer aus dem Rohprodukt ent-
fernt. Die Aufreinigung des Rohproduktes erfolgte am Chromatotron mit einem Dichlor-

methan/Methanol-Gradienten (0-5 %). Man erhielt einen gelblichen Schaum.
Ausbeute: 2.25 g (2.50 mmol, 68 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, CDCls) 8.07 (s, 1H, H8); 8.02 (s, 1H, H2); 7.37-7.13
(m, 18 H, DMTr); 7.04 (s, br, 1H, NH); 6.83-6.74 (m, 8H, DMTr); 6.74-
6.60 (s, br, OH); 5.91 (d, 1H, H1", *Ji = 6.1 Hz); 4.74 (dd, 1H, H2', *Jimye
= 5.8 Hz, *Juny = 5.2 Hz); 4.43-4.42 (m, 1H, H4"); 4.35 (dd, 1H, H3', * i
= 5.2 Hz, *Juna = 1.2 Hz); 3.78 (s, 6H, 2xOCHs); 3.77 (s, 6H, 2xOCH;);
3.46 (dd, 1H, H5', 2Jii = 10.4 Hz, *Jips = 3.7 Hz); 3.45-3.32 (s, br, OH);
3.22 (dd, 1H, H5', 2Jun = 10.4 Hz, *Juns = 3.4 Hz)

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.78
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6.14.2 Darstellung von N°,O’ '-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-Z',3'-di-0-mesyl-

adenosin 79

HN O
O Nf\N o~

(L

O o
] + —\l‘Sl.—CI
J -

Pyridin

78 79

Cs4Hs3N5012S;
[1028,16]

In einer Inertgasatmosphire unter Feuchtigkeitsausschlul wurden 2.25 g (2.58 mmol,
1.0 Aquiv.) N%,0-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)adenosin 78 in 15.0 ml wasserfreiem
Pyridin gelost und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Losung wurden 0.89 g (0.60 ml, 7.74 mmol,
3.0 Aquiv.) Mesylchlorid hinzugegeben. Die Reaktionslosung wird bei Raumtemperatur 18 h
geriihrt. Die rot-braune und klare Losung wird durch Zugabe von 5.00 ml einer 50 %igen
wissrigen Pyridin-Losung abgebrochen und mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden nacheinander mit Wasser, geséttigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung und wiederum Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen {iber Magnesiumsulfat wurde
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert. Reste an Pyridin wurden durch Co-
evaporieren mit Toluol am Rotationsverdampfer aus dem Rohprodukt entfernt. Die Aufreini-
gung des Rohproduktes erfolgte am Chromatotron mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradi-

enten (0-3 %). Man erhielt einen gelblichen Schaum.
Ausbeute: 2.38 g (2.32 mmol, 90 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, CDCl3) 7.96 (s, 1H, H8); 7.89 (s, 1H, H2); 7.36-7.18
(m, 18H, DMTr); 6.93 (s, br, 1H, NH); 6.82-6.76 (m, 8H, DMTr); 6.21 (d,
1H, H1'", *Jun = 4.9 Hz); 6.13 (t, 1H, H2', *Jiy = 4.9 Hz); 5.74 (t, 1H, H3',
3Jun = 4.9 Hz); 4.46-4.42 (m, 1H, H4'); 3.77, 3.76 (2xs, 12H, 4xOCH;);
3.61 (dd, 1H, H5', 2Jyi = 11.0 Hz, *Jiy = 3.1 Hz); 3.35 (dd, 1H, H5'", 2Juyy =
11.0 Hz, *Jun = 3.4 Hz); 3.07 (s, 3H, CH3); 3.05 (s, 3H, CH3)

Re+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 95:5 v/v) 0.82
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6.14.3 Darstellung von N° ,05'-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-9-(3-desoxy-B-D-

threo-pentofuranosyl)adenin 80

\

OQ

o
N AN ]
Py
=
O :
O (0]
Ond O

79 80

KOH, NaBH4
_—

CH3OH/PhH
(3:1)

Cs2H4gNs07
[855.97]

In einer Inertgasatmosphire unter Feuchtigkeitsausschluf wurden 2.23 g (2.17 mmol,
1.0 Aquiv.) N° ,05'-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-2',3'-di-O-mesyladenosin 79 in einem
Gemisch aus 6.30 ml Benzol und 19.0 ml Methanol geldst. 1.20 g (21.7 mmol, 10 Aquiv.)
Kaliumhydroxid wurden in 10 ml Methanol gelost und zu der Losung des Nucleosids hinzu-
gegeben. Die Losung wurde triib. AnschlieBend wurden 0.41 g (10.8 mmol, 5.0 Aquiv.) Natri-
umborhydrid hinzugegeben, wobei ein schleimiger Niederschlag entstand. Die Reaktion
wurde 18 h bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend unter Eiskiihlung mit Aceton abge-
brochen und mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal
mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen iiber Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer abdestilliert und im Olpumpenvakuum getrocknet. Als Rohprodukt
erhielt man einen farblosen Schaum. Die Aufreinigung des Rohproduktes erfolgte am Chro-
matotron mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-10 %). Man erhielt einen farb-

losen Schaum.
Ausbeute: 1.58 g (1.84 mmol, 85 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, CDCl3) 8.24 (s, 1H, H8); 8.03 (s, 1H, H2); 7.35-7.19
(m, 18H, DMTr); 6.95 (s, br, NH); 6.85-6.76 (m, 8H, DMTr); 6.06 (d, 1H,
H1', *Jun = 2.8 Hz); 4.45-4.57 (m, 2H, OH, H2'); 4.38-4.30 (m, 1H, H4");
3.78 (s, 12H, 4xOCHs); 3.56 (dd, 1H, H5', Ji = 10.7 Hz, *Jiyn = 2.8 Hz);
3.20 (dd, 1H, H5', *Juy = 10.4 Hz, *Jyy = 3.5 Hz); 2.52-2.40 (m, 1H, H3");
2.18-2.09 (m, 1H, H3')

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 95:5 v/v) 0.70
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6.14.4 Darstellung von N O’ '-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-Z'-ﬂuor-ribo-Z',3'-di-

desoxyadenosin 81

80 81

Cs2H45FNsOg
[857,97]

In einer Inertgasatmosphire unter FeuchtigkeitsausschluB wurden 62.1 mg (51 pl, 0.385
mmol, 1.1 Aquiv.) Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST) in 1.00 ml Dichlormethan und
80 ul Pyridin geldst und auf 0 °C gekiihlt. Eine Losung von 0.30 g (0.35 mmol, 1.0 Aquiv.)
N° ,05'-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-9-(3-desoxy-B-D-threo-pentofuranosyl)adenin 80
in 0.50 ml Dichlormethan wird langsam hinzugetropft. Die Reaktion wird auf Raumtemp-
eratur erwdarmt und eine Stunde geriihrt. Nach Abkondensieren des Losungsmittels wird das
Rohprodukt chromatographisch zunéchst isokratisch mit Dichlormethan/Petrolether (1:1)
dann mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-2 %) aufgereinigt. Man erhielt einen

farblosen Schaum.
Ausbeute: 0.2 g (0.23 mmol, 67 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, DMSO-ds) 8.31 (s, 1H, H8); 7.90 (s, 1H, H2); 7.28-7.15
(m, 19H, DMTr, NH); 6.87-6.78 (m, 8H, DMTr); 6.37 (d, 1H, H1', *Jir =
20.1 Hz); 5.79 (dd, 1H, H2', *Jir = 51.9 Hz, *Jiz = 4.6 Hz); 4.57-4.46 (m,
1H, H4"); 3.70 (s, 6H, 2xOCH3); 3.69 (s, 6H, 2xOCHj3); 3.23-3.15 (m, 2H,
H5', H5"); 2.80-2.50 (ddd, 1H, H3', *Jur = 43.3 Hz, “Jin = 14.7 Hz, *Jip =
4.5 Hz); 2.40-2.19 (ddd, 1H, H3', *Jir = 20.9 Hz, *Jiuy = 14.4 Hz, *Jipp =
5.3 Hz)

BC-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-dg) 158.21 (C4-O° -DMTr); 157.87 (C4-N°-
DMTr); 153.77 (C6); 151.58 (C2); 148.01 (C4); 145.46 (C1'-N°-DMTr);
144.91 (C1'-O° -DMTr); 140.12 (C8); 135.73 (C1-O°-DMTTr); 135.50 (C1-
N®-DMTr); 129.90 (C2-O°-DMTr); 129.78(C2-N°-DMTr); 128.53 (C3'-O°-
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DMTr); 127.89 (C3'-N®-DMTr); 127.83 (C2'-O°-DMTr); 127.79 (C2'-N°-
DMTr); 126.77 (C4-O°-DMTr); 126.62 (C4'-N°-DMTr); 120.99 (C5);
113.31 (C3-0°-DMTr); 113.15 (C3-N°-DMTr); 96.64 (d, C2', 'Jer = 176.4
Hz); 89.15 (d, C1', 2Jcr = 37.2 Hz); 85.62 (quart. C-O°-DMTT); 79.82 (C4");
69.82 (quart. C-N°-DMTTr); 64.53 (C5'); 55.19 (OCH3); 33.30 (d, C3', *Jer =

19.1 Hz)
"YF-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, DMSO-dj) -178.09
YF-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, DMSO-dg) 'H-gekoppelt -178.07 (dddd, “Jpy = 53.4 Hz,

3 e = 22.8 Hz, *Jiny = 43.0 Hz, *Jepy = 19.1 Hz

R+~Wert: (Dichlormethan/Methanol 95:5 v/v) 0.54

6.14.5 Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin 18
\
1L
O NH,
/ e
N

2 %ige Benzolsulfonséure
oder: 10 %igeTrifluor-
essigsaure

18

C1oH12FNsO2
[253,23]

Zu einer Loung von 0.44 g (0.51 mmol) N%,0’-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-2'-fluor-
ribo-2',3'-didesoxyadenosin 81 in wenig Dichlormethan wurden 5.00 ml einer 2 %igen
Losung von Benzolsulfonsdure in Dichlormethan/Methanol (7:3) hinzugegeben und bei
Raumtemperatur 1 h lang geriihrt. Die Losung verfirbte sich orange. Die vollstdndige Ab-
spaltung beider Schutzgruppen wurde diinschichtchromatographisch kontrolliert. Nach Ab-
kondensieren des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wurde das orangefarbene Rohpro-
dukt chromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten von 0-10 % aufge-
reinigt. Man erhielt einen farblosen Schaum der allerdings noch mit Benzolsulfonsdure verun-
reinigt war. Diese kann man mit chromatographischen Methoden nur sehr schlecht abtrennen.

Eine weitere Moglichkeit ist die Abspaltung der Schutzgruppen mit einer 10 %igen Trifluor-
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essigsdure. Die Reaktion dauerte in diesem Fall 7 Tage, man erhélt nach einmaliger chromato-

graphischer Aufarbeitung 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin 18 ohne Verunreinigung.

Ausbeute:

'"H-NMR:

BC-NMR:

YF_.NMR:

YF_.NMR:

R+~Wert:

116 mg (0.46 mmol, 90 %) eines farblosen, kristallinen Feststoffs

8 [ppm] (400 MHz, DMSO-ds) 8.34 (s, 1H. H2); 8.14 (s, 1H, H8); 7.29 (s,
br, NH2); 6.23 (d, 1H, H1', *Jyr = 18.2 Hz); 5.60 (dd, 1H, H2', *Jir = 51.9
Hz; *Juns = 4.2 Hz); 5.13 (t, 1H, OH, *Jyy = 4.4 Hz); 4.42-4.35 (m, 1H,
HA4"); 3.74 (dt, 1H, H5', *Jin = 12.0 Hz, *Jun = 3.7 Hz); 3.56 (ddd, 1H, H5',
2Jun = 11.4 Hz, *Jion = 4.3 Hz, *Junge = 3.6 Hz); 2.47 (dddd, 1H, H3', *Jiyp =
42.3 Hz, *Jun = 15.0 Hz; *Junp = 4.4 Hz, *Jupe = 10.5 Hz); 2.24 (ddd, 1H,
H3', *Jyr = 20.8 Hz, “Jyn = 14.9 Hz; *Jip = 5.3 Hz)

8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-ds) 155.95 (C6); 152.55 (C2); 148.55 (C4);
138.60 (C8); 118.87 (C5); 96.67 (d, C2, 'Jer = 177 Hz); 88.35 (d, C1', “Jcr
=36.2 Hz); 81.27 (C4'); 61.47 (C5"); 31.95 (d, C3', 2Jcr = 20.6 Hz)

o [ppm] (250 MHz, DMSO-d) - 178.76

8 [ppm] (250 MHz, DMSO-ds) 'H-gekoppelt - 178.76 (dddd, *Jm = 51.9
Hz, *Jenr = 18.3 Hz, *Jyny = 42.7 Hz, *Jipy = 21.4 Hz

(Dichlormethan/Methanol 95:5 v/v) 0.08; (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v)
0.22

6.14.6 Darstellung von N°,O’ '-Bis(triphenylmethyl)adenosin 83

) O
N) Pyridin/DMF
(1:1.5)
+ Cl o
DMAP

83

CagHa1Ns04
[751,87]

In einer Inertgasatmosphédre unter Feuchtigkeitsausschlul wurde 1.50g (5.61 mmol,

1.0 Aquiv.) Adenosin 50 in einem Losungsmittelgemisch aus 11.0 ml Pyridin und 15.0 ml

Dimethylformamid (DMF) suspendiert und auf 80 °C solange erhitzt, bis sich eine klare
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Losung gebildet hat. Die Losung lieB man auf Raumtemperatur abkiihlen und gab im
AnschluB 10.2 g (35.9 mmol, 6.4 Aquiv.) Triphenylmethylchlorid hinzu und riihrte 18 h bei
40 °C. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 ml einer 50 %igen wissrigen Pyridin-
Losung abgebrochen und mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden nacheinander mit Wasser, gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung und
wiederum Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen iiber Magnesiumsulfat wurde das Lo-
sungsmitte] am Rotationsverdampfer abdestilliert. Reste an Pyridin wurden durch Coevapo-
rieren mit Toluol am Rotationsverdampfer aus dem Rohprodukt entfernt. Die Aufreinigung
des Rohproduktes erfolgte am Chromatotron mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten

(0-5 %). Man erhielt einen gelblichen Schaum.
Ausbeute: 3.30 g (4.38 mmol, 78 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dq) 8.37 (s, 1H, H8); 7.84 (s, 1H, H2); 7.50 (s,
1H, NH); 7.36-7.19 (m, 30H, Trityl); 5.91 (d, 1H, H1*, *Jun- = 4.8 Hz);
5.53 (d, 1H, 2°OH, “Jyn = 5.6 Hz); 5.21 (d, 1H, 3°OH, *Juy = 5.6 Hz); 4.73
(q. 1H, H2¢, *J= 5.3 Hz); 4.29 (q, 1H, H3*,*J = 5.3 Hz); 4.06 (q, 1H, H4*,*J
=4.6 Hz); 3.21 (m, 2H, H5¢, H5**)

3C-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-ds) 153.98 (C2); 151.59 (C6); 149.97 (C4),
14527 (y-5¢O-Trityl); 143.98 (C1-N6-Trityl); 141.01 (C8); 128.98 (C3-
5¢0-Trityl); 128.61 (C3-N6-Trityl); 128.20 (C2-5¢O-Trityl); 128.07 (C2-
N6-Trityl); 127.38 (C4-5°O-Trityl); 126.98 (C4-N6-Trityl); 121.40 (C5);
88.68 (C1°); 86.40 (quart.-5°O-Trityl); 83.46 (C4); 73.14 (C2%); 70.75
(C3%); 64.26 (C5)

MS (MALDI) m/z752.3 (M+H"), 774.3 (M+Na"), 790.2 (M+K")

UV(CH;CN): Amax 271.5 nm, 205.0 nm; Amin 245.2 nm

R+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 95:5 v/v) 0.34
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6.14.7 Darstellung von N°,O’ '-Bis(triphenylmethyl)-Z',3'-di-0-mesyladenosin 84

83 84

Cs0Ha5N508S2
[908,05]

In einer Inertgasatmosphédre unter FeuchtigkeitsausschluB wurden 6.50 g (8.64 mmol,
1.0 Aquiv.) N°,0°-Bis(triphenylmethyl)adenosin 83 in 40.0 ml wasserfreiem Pyridin gelost
und auf 0 °C gekiihlt. Die Losung verférbte sich gelb. Zu der Losung wurden 3.00 g (2.02 ml,
25.9 mmol, 3.0 Aquiv.) Mesylchlorid hinzugegeben. Die Reaktionslosung wird bei Raum-
temperatur 18 h geriihrt. Die rot-braune und klare Losung wird durch Zugabe von 5.00 ml
einer 50 %igen wissrigen Pyridin-Losung abgebrochen und mit Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden nacheinander mit Wasser, geséttigter Natriumhydro-
gencarbonat-Losung und wiederum Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen iiber Mag-
nesiumsulfat wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert. Reste an Pyridin
wurden durch Coevaporieren mit Toluol am Rotationsverdampfer aus dem Rohprodukt ent-
fernt. Die Aufreinigung des Rohproduktes erfolgte am Chromatotron mit einem Dichlor-

methan/Methanol-Gradienten (0-3 %). Man erhielt einen gelblichen Schaum.
Ausbeute: 7.00 g (7.69 mmol, 89 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-de) 8.43 (s, 1H, H2); 7.77 (s, 1H, H8); 7.63 (s,
1H, NH); 7.34-7.19 (m, 30 H, Trityl); 6.39 (d, 1H, H1*, *Ji- = 4.6 Hz);
6.19 (t, 1H, H2¢, *Jun = 5.1 Hz); 5.80 (t, 1H, H3*, *Jyn = 5.2 Hz); 4.43-4.39
(m, 1H, H4%); 3.41 (dd, 1H, H5¢, 2Juy = 10.7 Hz, *Jung- = 3.1 Hz); 3.35-3.31
(m, 1H, H5°“); 3.30 (s, 3H, CHs); 3.27 (s, 3H, CHs)

3C-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-ds) 154.09 (C2); 151.70 (C6); 148.55 (C4);
145.19 (C1-5°0-Trityl); 143.62 (C1-N6-Trityl); 141.39 (C8); 128.99 (C3-
5°0-Trityl); 128.59 (C3-N6-Trityl); 128.19 (C2-5°O-Trityl); 128.06 (C2-
N6-Trityl); 127.47 (C4-5°0-Trityl); 126.99 (C4-N6-Trityl); 121.43 (C5);
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86.75 (C1°); 86.26 (quart.-5°O-Trityl); 81 14 (C2°); 76.61 (C4°); 75.48
(C3); 70.81 (quart.-N6-Trityl); 62.37 (C5°); 38.32 (CH3); 38.29 (CH3)

MS (MALDI) m/z908.5 (M+H"), 930.5 (M+Na"), 946.47 (M+K")

UV(CH;CN): Amax 270.47 nm, 204.4 nm; Amin 245.2 nm

R+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 95:5 v/v) 0.78

6.14.8 Darstellung von N°,O’ '-Bis(triphenylmethyl)-9-(3-desoxy-B-D-threo-pentofurano-
syl)adenin 85

N X
> .y
>
O,
(@] KOH, NaBH,4
e
O CHZOH/PhH v
@10 3 ,
o] (0] 2
N \ O
/o o7\
84 85
C4gHa1N503

[735,87]

In einer Inertgasatmosphidre unter Feuchtigkeitsausschlul wurden 6.70 g (7.39 mmol,
1.0 Aquiv.) NS ,05'-Bis(triphenylmethyl)-2',3'-di-O-mesyladenosin 84 in einem Gemisch aus
19.0 ml Benzol und 30.0 ml Methanol gelost. 4.14 g (73.9 mmol, 10 Aquiv.) Kaliumhydroxid
wurden in 30.0 ml Methanol gelost und zu der Losung des Nucleosids hinzugegeben. Die
Losung wurde triib. AnschlieBend wurden 1.40 g (37.0 mmol, 5.0 Aquiv.) Natriumborhydrid
hinzugegeben, wobei ein schleimiger, gelblicher Niederschlag entstand. Die Reaktion wurde
18 h bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend unter Eiskiihlung vorsichtig mit Aceton
abgebrochen und mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
dreimal mit Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen tiber Magnesiumsulfat wurde das Lo-
sungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert und im Olpumpenvakuum getrocknet. Als
Rohprodukt erhielt man einen farblosen Schaum. Die Aufreinigung des Rohproduktes
erfolgte am Chromatotron mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-10 %). Man er-

hielt einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 4.46 g (6.06 mmol, 82 %)
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"H-NMR:

BC-NMR:

MS (MALDI)
UV(CH;CN):

R~Wert:

8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg) 8.16 (s, 1H, H8); 7.88 (s, 1H, H2); 7.42-7.18
(m, 31H, Trityl-H, NH); 6.19 (d, 1H, H1', *Ji» = 5.1 Hz); 5.46 (d, 1H, OH,
3 = 4.6 Hz); 4.48 (ddd, 1H, H2', *Jiny = 6.6 Hz, *Juur = 5.1 Hz, *Juon =
4.6 Hz); 4.29-423 (m, 1H, H4'); 3.40-3.35 (m, 1H, H5's); 3.08 (dd, 1H,
H5's, 2 = 10.7 Hz, *Juna = 3.1 Hz); 2.34 (ddd, 1H, H3'A, “Ji = 13.2 Hz,
i = 6.6 Hz, *June = 6.6 Hz); 1.98 (ddd, 1H, H3'B, 2Jin = 13.2 Hz, *Jiw
=7.3 Hz, *Jun = 7.3 Hz)

o [ppm] (100.6 MHz, DMSO-ds) 153.77 (C2); 151.44 (C6); 149.15 (C4);
145.35 (C1-5°0O-Trityl); 144.05 (C1-N6-Trityl); 141.01 (C8); 128.99 (C3-
5°O-Trityl); 128.63 (C3-N6-Trityl); 128.22 (C2-5°0O-Trityl); 128.06 (C2-
N6-Trityl); 127.40 (C4-5°0-Trityl); 126.96 (C4-No6-Trityl); 120.38 (C5);
86.28 (quart.-5°O-Trityl); 84.90 (C1°); 76.48 (C4°); 70.70 (C2%); 70.08
(quart.-N6-Trityl); 66.37 (C5°); 35.12 (C3°)

m/z 736.3 (M+H"), 758.4 (M+Na"), 774.3 (M+K")
Amax 271.4 nm, 203.9 nm; Amin 245.2 nm

(Dichlormethan/Methanol 95:5 v/v) 0.64

6.14.9 Darstellung von N°,O’ '-Bis(triphenylmethyl)-Z'-fluor-ribo-2',3'-dides0xyaden0sin

86

() : i
\N + N—S—

1 —

P F

O Pyridin

O B

B

85 86

CagHaoFN502
[737,86]

In einer Inertgasatmosphire unter Feuchtigkeitsausschlu3 wurden 1.01 g (830 pl, 6.29 mmol,
1.1 Aquiv.) Diethylaminoschwefeltrifluorid (DAST) in 12.0 ml Dichlormethan und 1.40 ml
Pyridin geldst und auf 0 °C gekiihlt. Eine Losung von 4.00 g (5.70 mmol, 1.0 Aquiv.) N°.0°-

Bis(triphenylmethyl)-9-(3-desoxy-p-D-threo-pentofuranosyl)adenin 85 in 4.00 ml Dichlor-
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methan wird langsam hinzugetropft. Die Reaktion wird auf Raumtemperatur erwérmt und

eine Stunde geriihrt. Nach Abkondensieren des Losungsmittels wird das Rohprodukt chroma-

tographisch zunichst isokratisch mit Dichlormethan/Petrolether (1:1) dann mit einem Dichlor-

methan/Methanol-Gradienten (0-2 %) aufgereinigt. Man erhielt einen farblosen Schaum.

Ausbeute:

"H-NMR:

BC.NMR:

MS (MALDI)
UV(CH;CN):

R~Wert:

6.14.10

N X
o f)
=
Ie) 2 %ige Benzolsulfonsaure
oder: 10 %igeTrifluor-
essigsaure
F

3.32 g (4.50 mmol, 79 %)

8 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg) 8.31 (s, 1H, H2); 7.86 (s, 1H, H8); 7.48 (s,
1H, NH); 7.32-7.17 (m, 30 H, Trityl); 6.30 (d, 1H, HI¢, *Jur = 20.2 Hz);
5.80 (d, 1H, H2¢, “Jyr = 51.7 Hz, *Jun = 4.4 Hz); 4.54-4.48 (m, 1H, H4);
3.22 (dd, 1H, H5%, *Jun = 10.7 Hz, *Jims = 5.5 Hz); 3.18 (H5¢, 1H, H5°,
2Jan = 10.5 Hz, *Jims = 3.2 Hz); 2.69 (dddd, 1H, H3¢, *Jun = 15.1 Hz, *Jir
= 43.5 Hz, *Jins- = 11.0 Hz, *Jimp- = 4.2 Hz); 2.29 (ddd, 1H, H3*, 2y =
14.5, > Jyr = 20.5 Hz, *Jii- = 5.6 Hz)

8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-ds) 153.94 (C2); 151.65 (C6); 148.26 (C4);
14523 (C1-5°O-Trityl); 143.86 (C1-N6-Trityl); 140.44 (C5); 128.96 (C3-
5¢0-Trityl); 128.55 (C3-N6-Trityl); 128.17 (C2-5¢O-Trityl); 128.04 (C2-
N6-Trityl); 127.36 (C4-5°O-Trityl); 126.96 (C4-N6-Trityl); 121.25 (C5);
89.62 (C2°); 89.25 (quart.-5°O-Trityl); 86.33 (CI); 79.91 (C4%); 70.70
(quart.-N6-Trityl); 64.83 (C5); 33.59, 33.37 (C3¢)

m/z 738.5 (M+H"), 760.5 (M+Na"), 776.5 (M+K")

Amax 271.5 nm, 204.0 nm; Amin 245.4 nm

(Dichlormethan/Methanol 95:5 v/v) 0.81

Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin 18

86 18

C1gH12FN502
[253,23]
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Zu einer Loung von 1.00g (1.36 mmol) N®,0’-Bis(triphenylmethyl)-2'-fluor-ribo-2',3'-
didesoxyadenosin 86 in wenig Dichlormethan wurden 3.00 ml einer 2 %igen Losung von
Benzolsulfonsdure in Dichlormethan/Methanol (7:3) hinzugegeben und bei Raumtemperatur
1 h lang geriihrt. Die vollstdndige Abspaltung beider Schutzgruppen wurde diinschichtchro-
matographisch kontrolliert. Nach Abkondensieren des Ldsungsmittels am Rotations-
verdampfer wurde das Rohprodukt chromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-
Gradienten von 0-10 % aufgereinigt. Man erhielt einen farblosen Schaum der allerdings noch
mit Benzolsulfonsdure verunreinigt war. Diese kann man mit chromatographischen Methoden
nur sehr schlecht abtrennen. Eine weitere Moglichkeit ist die Abspaltung der Schutzgruppen
mit einer 10 %igen Trifluoressigsdure. Die Reaktion dauerte in diesem Fall 7 Tage, man
erhdlt nach einmaliger chromatographischer Aufarbeitung 2'-Fluor-ribo-2'3'-didesoxy-

adenosin 18 ohne Verunreinigung.
Ausbeute: 310 mg (1.22 mmol, 90 %)

Die hierbei erhaltenen spektroskopischen Daten ('"H-NMR, *C-NMR, ""F-NMR) entsprachen

denen der in Kapitel 6.14.5 auf Seite 200 zusammengefaliten Daten.

6.15 Synthese der Hypoxanthin-Nucleoside 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyino-
sin (2'-F-ara-ddl) 32 und 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadensonin (2'-F-
ribo-ddI) 33 durch enzymatische Reaktion mit Adenosin-Desaminase

Die Hypoxanthin-Nucleoside 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ara-ddl) 32 und 2'-
Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadensonin (2'-F-ribo-ddI) 33 konnten durch enzymatische Desamin-
ierung mit Adenosin-Desaminase aus Kélberdarmschleimhaut (EC 3.5.4.4) erfolgreich syn-
thetisiert werden. Bevor auf die Synthese der einzelnen Verbindungen eingegangen wird, soll

zunéchst die allgemeine Methode zur Darstellung dieser Verbindungen vorgestellt werden.

6.15.1 Allgemeine Methode zur Darstellung von Hypoxanthin-Nucleosiden aus den
entsprechenden Adenin-Verbindungen durch enzymatische Desaminierung mit

ADA

NH, o]

N X N
</ | )N </ fLNH
Adenosin-Desaminase )
HO N S\ ADA (EC 3.5.4.4) HO NN
H,O
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Es wurden 1.0 Aquiv. des Nucleosids in Wasser suspendiert und mit 10 U Adenosin-Des-
aminase (EC 3.5.4.4) versetzt. Es wurde 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend
wurde das Enzym mit kaltem Methanol gefillt und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
durch einen geeigneten Membranfilter (Sartorius, Minisart, 0.45 ) filtriert, um restliches
Enzym zu entfernen. Nach dem Entfernen des Losungsmittels an der Lyophille konnte die
Verbindung chromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten von 0-10 %
oder durch Kristallisation aus einem Dichlormethan/Methanol-Gemisch rein erhalten werden.

Man erhielt einen farblosen Feststoff in einer Ausbeute von 97-98 %.

6.15.2 Darstellung von 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ara-ddI) 32

NH, o
6
N AN N3
N NH
1) < ﬁ
Z
HO. NN\ ADA(EC354.4) HOL . N
F —_—_— - F
o< Ho0 L,
16 32
C10H11FN4O3

[254,22]

Die Darstellung von 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ara-ddl) 32 wurde nach der
allgemeinen Methode in Kapitel 6.15.1 durchgefiihrt. Eine Suspension von 100 mg
(0.39 mmol, 1.0 Aquiv) 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin (2'-F-ara-ddA) 16 in 5.00 ml
Wasser wurde 18 h mit 10 U Adenosin-Desaminase (ADA, EC 3.5.4.4) bei Raumtemperatur
geriihrt. Man erhélt eine klare, farblose Losung. AnschlieBend wurde die Losung mit 5 ml
eiskaltem Methanol zum Ausfillen des Enzyms versetzt und bei 13000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde durch einen Membranfilter der Firma Sartorius (Minisart, 0.45 p) filtriert.
Nach dem Lyophilisieren wurde der Feststoff in einem Lodsungsmittelgemisch aus
Dichlormethan und Methanol geldst. Durch langsames Verdampfen lassen des Losungsmittels

und gleichzeitiger Kithlung im Eisbad fillt 2'-F-ara-ddI 32 als farblose Kristalle aus.
Ausbeute: 96.6 mg (0.38 mmol, 97 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, DMSO-d) 12.4 (s, br, 1H, NH); 8.24 (d, 1H, H8, *Jir =
1.8 Hz); 8.07 (s, 1H, H2); 6.27 (dd, 1H, H1', *Jiyr = 15.0 Hz, *Jipr = 4.0
Hz); 5.42 (ddt, 1H, H2', 2Jiyr = 54.3 Hz, *Jur = 4.0 Hz, *Juz = 4.0 Hz,
3Jans = 5.8 Hz); 5.06 (t, 1H, OH, *Jiyy = 5.9 Hz); 4.15 (m, 1H, H4"); 3.64-
3.55 (m, 2H, H5', H5"); 2.52 (dddd, 1H, H3', *Jur = 27.5 Hz, *Jin = 13.7
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Hz, *Jin = 6.4 Hz, *Jung = 7.3 Hz); 2.23 (dddd, 1H, H3', *Jir = 26.6 Hz,
2Jun = 13.9 Hz, *Ju> = 4.0 Hz, *Jung = 6.4 Hz);

'3C-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-ds) 156.7 (C6); 148.1 (C4); 146.3 (C6);
139.06 (C8); 123.83 (C5); 91.55 (d, C2', 'Jer = 187.6 Hz); 84.02 (d, C1,
2Jcr = 15.9 Hz); 78.22 (d, C4', *Jor = 2.6 Hz); 62.95 (C5"); 32.34 (d, C3',
2Jor = 19.7 Hz);

PE-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-d;) - 188.16

F-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-ds, 'H-gekoppelt) -188.19 (dddd, 2Jm = 54.5
HZ, 3JFH1‘ =15.3 HZ, 3JFH3' =28.3 HZ, 3JFH3‘ =26.2 HZ)

MS (EST) m/z 255.0 (M+1)

UV(CH3CN):  Amax 248.9 nm, 243.0 nm, 196.9 nm; Amin 246.9 nm, 220.9 nm

6.15.3 Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ribo-ddI) 33

NH, o]

N Nes
N s
N NH
1 L
= =
HO N N ADA (EC 3.5.4.4) HO_ . NT N2
P ——— . B
o O
Hzo n I
3 2!
F F
18 33
C10H11FN4O5

[254,22]

Die Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ribo-ddl) 33 wurde nach der
allgemeinen Methode in Kapitel 6.15.1 durchgefiihrt. Eine Suspension von 100 mg
(0.39 mmol, 1.0 Aquiv) 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin (2'-F-ribo-ddA) 18 in 5.00 ml
Wasser wurde 18 h mit 10 U Adenosin-Desaminase (ADA, EC 3.5.4.4) bei Raumtemperatur
geriihrt. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen enzymatischen Desaminierungen erhilt
man im diesem Fall auch durch Erhéhen der ADA-Menge auf 30 U keine klare Losung.
AnschlieBend wurde die Losung mit 5 ml eiskaltem Methanol zum Ausfillen des Enzyms
versetzt und bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch einen Membranfilter der
Firma Sartorius (Minisart, 0.45 p) filtriert. Nach dem Lyophilisieren und chromatographi-
scher Aufreinigung konnte 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin (2'-F-ribo-ddI) 33 als farbloser

Feststoff erhalten werden.

Ausbeute: 96.7 mg (0.38 mmol, 98 %)
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'H-NMR: 8 [ppm] (400.14 MHz, DMSO-d) 12.36 (s, br, 1H, NH); 8.31 (s, 1H, H2);
8.07 (s, 1H, H8); 6.21 (d, 1H, H1', *Jir = 17.9 Hz); 5.56 (dd, 1H, H2', “Jyyr =
51.7, *Jur = 4.2 Hz); 6.60 (dddd, 1H, H4', *Jiz = 10.4 Hz, *Jupz = 5.4 Hz,
3Jans = 3.6 Hz, *Juns = 3.4 Hz); 3.76 (dd, 1H, H5', *Juy = 12.2 Hz, *Jigpe =
3.1 Hz); 3.57 (dd, 1H, H5", 2Jis = 12.2 Hz, *Jinw = 3.9 Hz); 2.41 (dddd, 1H,
H3', *Jur = 43.0 Hz, “Juns = 14.9 Hz, *Jung = 10.5 Hz, *Junp = 4.4 Hz); 2.24
(ddd, 1H, H3', *Jur = 21.0 Hz, “Jinz = 14.8 Hz, *Jing = 5.6 Hz)

BC-NMR: & [ppm] (150.9 MHz, DMSO-dq) 156.88 (C6); 147.42 (C4); 146.26 (C2);
137.70 (C8); 124.35 (C5); 96.98 (d, C2', 'Jer = 177.6 Hz); 88.46 (d, C1.,
2Jer = 35.8 Hz); 81.52 (C4"); 61.26 (C5"); 31.54 (d, C3', 2Jcr = 20.4 Hz)

YF-NMR: 8 [ppm] (376.43 MHz, DMSO-d;) -178.79

YF-NMR: 8 [ppm] (376.43 MHz, DMSO-ds, 'H-gekoppelt) -178.76 (dddd, 2Jp; = 51.9
Hz, *Jenr = 18.3 Hz, *Jpnz = 42.7 Hz, *Jrpz = 21.4 Hz)

MS (ESI") m/z 255.0 (M+1)

UV(CH;CN): Amax 250.0 nm, 224.1 nm, 197.0 nm; Anin 220.9 nm

IR (KBr): 7 [em™'] 3421 2923, 1656, 1597, 1446, 1370, 1185, 1117, 1024, 818, 752,
698
R+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.19

analyt. HPLC:  tg: 9.49 min (97.4 %, Gradient I); 5.02 min (97.4 %, Gradient II); 11.65 min
(97.5 %, Gradient III)

6.16 Synthese der cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyl-
adenyl)phosphate (cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38a-c,e-h und cycloSali-
genyl-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosyladenyl)phosphate  (cycloSal-
2'-F-ribo-ddAMP) 39a-c

Die cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyladenyl)phosphate (cycloSal-2'-F-
ara-ddAMP) 38a-c,e-h und cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosyladenyl)phos-
phate (cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP) 39a-c wurden mittles Phosphor(III)-Chemie tiber die Syn-
thesevariante A dargestellt. Bevor auf die Synthese der einzelnen Verbindungen eingegangen
wird, soll zunichst die allgemeine Methode zur Darstellung dieser Verbindungen vorgestellt

werden.
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6.16.1 Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-5'-0O-(2',3'-didesoxy-2'-
fluorarabinosyladenyl)phosphaten (cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38a-c,e-h und
cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosyladenyl)phosphaten (cycloSal-
2'-F-ribo-ddAMP) 39a-c mittels Phosphor(II1I)-Chemie (Synthesevariante A)

N N
A1)
- DIPEA )
HO N N 7N OspC _DMFTHF @:1) o o
o R § \P/
+ = ] t-BuOOH $
o

16,18 70 38,39

In einer Inertgasatmosphire unter FeuchtigkeitsausschluB wurden 1.0 Aquiv. des Nucleosids
16 bzw. 18 in einem Gemisch aus Dimethylformamid und Tetrahydrofuran (2:1) geldst, mit
2.5 Aquiv. Diisopropylethylamin versetzt und auf - 40 °C gekiihlt. 1.5 Aquiv. des entsprech-
enden cyclischen Chlorphosphans wurden in 1 ml Acetonitril verdiinnt und langsam zu der
Losung getropft. Die Reaktions wurde diinnschichtchromatographisch kontrolliert und
eventuell cyclisches Saligenylchlorphosphan 70 erneut hinzugetropft. Es wurde auf
vollstindigen Umsatz des Nucleosides geachtet. Im AnschluB wurden 1.1 Aquiv. (bezogen
auf die Menge an eingesetztem cyclischen Saligenylchlorphosphan 70) einer 5-6 M Ldsung
von fert-Butylhydroperoxid in n-Decan bei - 40 °C hinzugegeben und auf Raumtemperatur
erwiarmt. Die Reaktion wurde weitere 30 min gerithrt bevor im Olpumpenvakuum das
Losungsmittel abkondensiert wurde. Mam erhielt ein gelbes Ol, welches chromatographisch
Aufgereinigt wurde. Dazu wurde das Rohprodukt in wenig Dichlormethan aufgenommen und
zuerst mit einem Essigsdureethylester/Methanol-Gradienten (5-20 %) von vorhanden Salzen
befreit. In einer zweiten Trennung wurde mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-
10 %) aufgereinigt. Nach Abkondensieren des Losungsmittels am Rotationsverdampfer und

anschlieBendem lyophilisieren erhielt man einen farblosen Feststoff.
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6.16.2 Darstellung von cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosyladenyl)phos-
phat (cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP) 39a

NH, NH,
NS (\'N
) DIPEA "</ |
O /CI s o A
Ho _DFTHE @) Lol o, N" N
T fBuooH ¢ L—©
5 0 4 It
6 ! 3 r
F F
18 70a 3%a

[421,32]

Die Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosyladenyl)phosphat
(cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP) 39a wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.16.1
durchgefiihrt. Es wurden 50 mg (0.2 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'-F-ribo-ddA 18 in 2.00 ml wasser-
freiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gel6st und mit 63.3 mg
(85.0 ul, 0.49 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 55.8 mg (0.30 mmol,
1.5 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70a umgesetzt. Da nach 1h diinnschicht-
chromatographisch noch Edukt detektiert werden konnte, wurden weitere 40 mg (0.2 mmol,
1.0 Aquiv.) des cyclischen Saligenylchlorphosphan 70a hinzugetropft. Das intermediér gebil-
dete Phosphit wurde mit 0.11 ml (0.55 mmol, 2.75 Aquiv.) einer 5-6 M Lésung von tert-
Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 47.2 mg (0.11 mmol, 56 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (600 MHz, DMSO-ds) 8.19 (s, 1H, H2); 8.17 (s, 1H, H2); 8.12 (s,
1H, H8); 8.11 (s, 1H, H8); 7.34 (t, 1H, H4-aryl, *Juy = 7.6 Hz); 7.32 (s, 2H,
NH,); 7.31 (s, 2H, NH,); 7.30 (t, 1H, H4-aryl, *Juy = 8.8 Hz); 7.21 (dd, 1H,
H6-aryl, *Jun = 7.6 Hz); 7.20 (dd, 1H, H6-aryl, >y = 7.5 Hz); 7.16 (dt, 1H,
H5-aryl, *Jun = 7.4 Hz, *Jiy = 0.9 Hz); 7.15 (dt, 1H, H5-aryl, *Jiuy = 7.5 Hz,
Y = 1.0 Hz); 7.08 (dd, 1H, H3-aryl, *Jiy = 8.2 Hz, *Jii = 0.9 Hz); 7.01
(dd, 1H, H3-aryl, *Jiy = 8.2 Hz, “Jun = 0.9 Hz); 6.26 (d, 1H, H1', *Jyr =
19.9 Hz); 6.25 (d, 1H, H1', *Jur = 19.9 Hz); 5.74 (dd, 1H, H2', “Jiyr = 52.6
Hz, *Juny = 5.8 Hz); 5.72 (dd, 1H, H2', “Jur = 51.9 Hz, *Juuy = 5.6 Hz);
5.44 (dd, 1H, Ha-benzyl, *Juyp = 18.4 Hz, *Ju = 14.4 Hz); 5.42 (dd, 1H, Ha-
benzyl, *Jip = 18.4 Hz, “Jyn = 14.4 Hz); 5.37 (dd, 1H, Hp-benzyl, *Jyp = 8.3
Hz, “Jun = 13.8 Hz); 5.34 (dd, 1H, Hg-benzyl, *Jip = 8.6 Hz, “Jun = 14.3
Hz); 4.58-4.54 (m, 2H, H4'); 4.45 (ddd, 1H, Hg5', 2Jun = 11.6 Hz, *Jip = 6.5
Hz, *Jung = 2.7 Hz); 4.40 (ddd, 1H, Hg5', 2y = 11.4 Hz, *Jip = 6.9 Hz,
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BC-NMR:

S'P.NMR
F_NMR:

F_NMR:

MS (EST)

UV(CH;CN):

IR (KBr):

R~Wert:

Anal. HPLC

3Jame = 2.7 Hz); 4.33 (ddd, 1H, HaS', *Jin = 11.7 Hz, *Jip = 7.8 Hz, *Jips =
6.3 Hz); 4.29 (ddd, 1H, HAS', 2Jun = 11.5 Hz, *Jip = 7.9 Hz, *Juuse = 6.1
Hz); 2.65-2.62 (m, 4H, H2"); 2.41-2.99 (m, 4H, H3")

8 [ppm] (100.61 MHz, DMSO-d) 155.97 (C6); 155.55 (C2); 149.17, 147.11
(d, C2-aryl, “Jep = 6.1 Hz); 148.54 (C4); 138.86 (C8); 129.52 (C4-aryl);
125.83 (C5-aryl); 124.22 (C6-aryl); 120.69 (Cl-aryl); 118.95 (C5); 117.94,
117.89 (C3-aryl); 96.14 (d, C2', "Jer = 177.2 Hz); 88.66 (d, C1', “Jcr = 36.4
Hz); 78.39, 78.33 (d, C4', *Jep = 5.9 Hz); 68.30 (C5'); 68.15, 68.08 (CH,-
benzyl); 32.46 (d, C3', “Jcr = 20.8 Hz)

(162 MHz, DMSO-dg) & [ppm] -9.832; -9.845
8 [ppm] (376.5 MHz, DMSO-ds) -178.08; -178.16

8 [ppm] (376.5 MHz, DMSO-d,, 'H gekoppelt) -178.08 (dddd, *Jp = 53.4
Hz, *Jiuy = 42.0 Hz, *Jry = 22.9 Hz, *Jagr = 19.1 Hz); -178.16 (dddd,
ZJFHZ' =534 HZ, 3JFH3‘ =42.0 HZ, 3JFH3‘ =229 HZ, 3JFH1' =19.1 HZ)

m/z 422.4 (M+1); 443.9 (M+Na)
Amax 259.0 nm, 209.0 nm, 193.0 nm; Amin 227.4 nm, 203.2 nm

7 [em™] 3331, 3189, 1645, 1600, 1488, 1460, 1417, 1371, 1298, 1244,
1192, 1106, 1021, 949, 842, 798, 758, 720, 651, 581, 532

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.40

tr 18.31 min (94.0 %, Gradient I); 16.45 min (94.0 %, Gradient II); 19.52
min (94.2 %, Gradient III)
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6.16.3 Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosyl-
adenyl)phosphat (5-OMe-cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP) 39b

NH, NH,
6
N X N—_5
N X
1 1)
A . DIPEA o )z
HO . N N oo DMF/THF (2:1) ) 32 o\g/o . Ny
—_—
O N
\O [e] 7 1 3 2
F F
18 70b 39%

C1gH1gFN5O6P
[451,35]

Die Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosyladenyl)-
phosphat (5-OMe-cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP) 39b wurde nach der allgemeinen Methode in
Kapitel 6.16.1 durchgefiihrt. Es wurden 50 mg (0.2 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'-F-ribo-ddA 18 in
2.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst
und mit 64.6 mg (85 ul, 0.49 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 55.8 mg
(0.30 mmol, 1.5 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70b umgesetzt. Das intermedir
gebildete Phosphit wurde mit 0.08 ml (0.40 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Lésung von fert-
Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 53.5 mg (0.12 mmol, 59 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (600 MHz, DMSO-ds) 8.19 (s, 1H, H2); 8.17 (s, 1H, H2); 8.13 (s,
1H; H8); 8.11 (s, 1H, H8); 7.32 (s, 2H, NH,); 7.31 (s, 2H, NH,); 7.01 (d,
1H, H3-aryl, *Jun = 8.95 Hz); 6.94 (d, 1H, H3-aryl, *Juyy = 8.95 Hz); 6.88
(dd, 1H, H4-aryl, *Juu = 8.9 Hz, *Jun = 2.5); 6.83 (dd, 1H, H4-aryl, *Juy =
8.9 Hz, “Jun = 2.4); 6.79 (d, 1H, H6-aryl, *Juu = 2.2 Hz); 6.78 (d, 1H, H6-
aryl, “Jun = 2.2 Hz); 6.27 (d, 1H, H1', *Jiur = 19.8 Hz); 6.25 (d, 1H, H1", *Jiyr
=19.8 Hz); 5.73 (dd, 1H, H2'", *Jir = 51.7 Hz, *Juuy = 4.5 Hz); 5.72 (dd,
1H, H2", 2Jur = 51.5 Hz, *Junz = 4.6 Hz); 5.39 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2y =
14.7 Hz, *Jip = 18.0 Hz); 5.37 (dd, 1H, Ha-benzyl, Juy = 14.3 Hz, *Jip =
17.9 Hz); 5.31 (dd, 1H, Hg-benzyl, 2Ji; = 14.1 Hz, *Jipp = 8.6 Hz); 5.32 (dd,
1H, Hg-benzyl, *Jun = 14.3 Hz, *Jip = 8.6 Hz); 4.57-4.53 (m, 2H, H4'); 4.42
(ddd, 1H, Hp5', 2Jin = 11.6 Hz, *Jip = 6.6 Hz, *Jins = 2.8 Hz); 4.37 (ddd,
1H, Hg5', “Jun = 11.8 Hz, *Jip = 6.8 Hz, *Juns = 2.8 Hz); 4.31 (ddd, 1H,
Ha5', 2Jin = 11.6 Hz, *Jip = 8.0 Hz, *Jing = 6.2 Hz); 4.26 (ddd, 1H, Ha5',
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BC-NMR:

3 P_NMR:
F_NMR:

F_NMR:

"H-NMR:

BC-NMR:

3S'P.NMR:

2Jan = 11.6 Hz, *Jip = 8.1 Hz, *Jyng = 6.2 Hz); 3.72 (s, 3H, OCHs); 3.71 (s,
3H, OCHs); 2.62-2.53 (m, 2H, H3'"); 2.39-2.30 (m, 2H, H3")

8 [ppm] (100.61 MHz, DMSO-ds) 156.01 (C6); 155.46 (C5-aryl); 152.60
(C2); 148.59 (C4); 142.87 (C2-aryl); 138.89 (C8); 121.59, 121.50 (Cl-aryl);
118.97, 118.87 (C3-aryl); 115.03, 114.94 (C6-aryl); 110.48 (C4-aryl); 96.19
(d, C2', 'Jer = 178.1 Hz); 88.70 (d, C1', “Jcr = 36.5 Hz); 78.41 (C4"); 68.35,
68.28 (d, C5', 2Jep = 7.6 Hz); 67.99 (CHy-benzyl); 55.59, 55.50 (OCH;);
32.90 (d, C3', %Jor = 20.9 Hz)

(162 MHz, DMSO-dy) -9.63; -9.65
8 [ppm] (376.5 MHz, DMSO-d¢) -178.05; -178.19

8 [ppm] (376.5 MHz, DMSO-d,, 'H gekoppelt) -178.05 (dddd, *Jr = 53.4
Hz, *Jiuy = 40.7 Hz, *Jruy = 22.9 Hz, *Jagr = 20.4 Hz); -178.19 (dddd,
ZJFHZ' =534 HZ, 3JFH3‘ =40.7 HZ, 3JFH3‘ =229 HZ, 3JFH1' =20.4 HZ)

o [ppm] (500 MHz, DMSO-d, slow Diastereomer) 8.18 (s, 1H, H2); 8.12
(s, 1H; H8); 7.31 (s, 2H, NH»); 7.00 (d, 1H, H3-aryl, 3T = 8.8 Hz); 6.87
(dd, 1H, H4-aryl, *Jun = 9.1 Hz, “Jin = 2.5); 6.77 (d, 1H, H6-aryl, *Juy =
2.8 Hz); 6.26 (d, 1H, H1', *Jiyr = 19.5 Hz); 5.72 (dd, 1H, H2', “Jyyr = 51.7
Hz, *Junz = 4.5 Hz); 5.36 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2Jiy = 14.5 Hz, *Jip = 17.8
Hz); 5.29 (dd, 1H, Hg-benzyl, *Jiy = 14.5 Hz, *Jiyp = 8.6 Hz); 4.56-4.51 (m,
1H, H4"); 4.37 (ddd, 1H, Hg5', “Jun = 11.4 Hz, *Jup = 6.9 Hz, *Jungy = 2.5
Hz); 4.29 (ddd, 1H, HAS', “Jun = 11.4 Hz, *Jip = 7.3 Hz, *Juus = 6.6 Hz);
3.71 (s, 3H, OCHs); 2.56 (dddd, 1H, Ha3', *Jur = 41.9 Hz, *Jiuy = 14.8 Hz,
3 = 10.4 Hz; *Jin- = 4.4 Hz); 2.36 (ddd, 1H, Hp3', *Jur = 21.2 Hz, 2
= 14.5 Hz, *Juns = 5.4 Hz)

o [ppm] (100.61 MHz, DMSO-dg, slow Diastereomer) 156.47 (C6); 155.91
(C5-aryl); 153.08 (C2); 149.01 (C4); 143.33 (d, C2-aryl, “Jep = 7.1 Hz);
139.35 (C8); 121.96 (d, Cl-aryl, *Jep = 9.16 Hz); 119.39 (d, C3-aryl, *Jep =
8.14 Hz); 119.41 (C5); 115.46 (C6-aryl); 110.88 (C4-aryl); 96.67 (d, C2°,
'Jcr = 178.0 Hz); 89.15 (d, C1¢, 2Jcr = 36.6 Hz); 78.91 (d, C4¢, *Jor = 7.1);
68.73 (d, C5°, 2Jep = 5.1 Hz); 68.61 (d, CH,-benzyl, 2Jep = 6.1 Hz); 55.94
(OCH3); 32.96 (d, C3%; 2Jer = 20.3 Hz)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-dj, slow Diastereomer) -8.50
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YF_.NMR:

F.NMR:

"H-NMR:

BC.NMR:

SIP_NMR:
F.NMR:

F.NMR:

MS (ESI')

UV(CH;CN):

IR (KBr):

6. Experimenteller Teil

O [ppm] (470.5 MHz, DMSO-ds, slow Diastereomer) -178.72

d [ppm] (470.5 MHz, DMSO-d, slow Diastereomer, 'H gekoppelt) -178.72
(dddd, ZJFHZ' =51.9 HZ, 3JFHA3' =40.2 HZ, 3JFHB3' =214 HZ, 3JFH1‘ =19.8
Hz)

o [ppm] (500 MHz, DMSO-d, fast Diastereomer) 8.16 (s, 1H, H2); 8.10 (s,
1H; H8); 7.30 (s, 2H, NHa); 6.93 (d, 1H, H3-aryl, *Jui = 8.8 Hz); 6.82 (dd,
1H, H4-aryl, *Juy = 8.8 Hz, “Juyn = 2.5); 6.77 (d, 1H, H6-aryl, *Jyu = 3.2
Hz); 6.24 (d, 1H, H1', *Jur = 20.2 Hz); 5.71 (dd, 1H, H2', 2Jyr = 51.7 Hz,
3Jany = 4.5 Hz); 5.38 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2Jiy = 14.5 Hz, *Jip = 17.6 Hz);
5.30 (dd, 1H, Hg-benzyl, 2/ = 14.5 Hz, *Jup = 8.8 Hz); 4.57-4.52 (m, 1H,
HA4'); 4.42 (ddd, 1H, Hg5', 2Jun = 11.4 Hz, *Jup = 6.3 Hz, *Juus = 2.5 Hz);
426 (ddd, 1H, Ha5'", 2Jyn = 11.4 Hz, *Jyp = 7.6 Hz, *Jupa = 5.7 Hz); 3.70 (s,
3H, OCHs); 2.54 (dddd, 1H, Hx3', *Jur = 41.6 Hz, *Jun = 14.5 Hz, *Jiue =
10.7 Hz; *Jip- = 4.4 Hz); 2.32 (ddd, 1H, Hg3', *Jir = 20.8 Hz, 2y = 14.5
Hz, *Juns: = 5.7 Hz)

S [ppm] (100.61 MHz, DMSO-d;, fast Diastereomer) 156.48 (C6); 155.88
(C5-aryl); 153.06 (C2); 149.01 (C4); 143.26 (d, C2-aryl, “Jep = 7.1 Hz);
139.35 (C8); 121.98 (d, Cl-aryl, *Jep = 10.2 Hz); 119.39 (d, C3-aryl, *Jcp =
3.1 Hz); 119.28 (C5); 115.38 (C6-aryl); 110.90 (C4-aryl); 96.69 (d, C2°,
Jer = 177.0 Hz); 89.12 (d, C1¢, *Jor = 36.6 Hz); 78.85 (d, C4¢, *Jer = 7.11);
68.82 (d, C5°, 3Jcp = 7.1 Hz); 68.45 (d, CH,-benzyl, 2Jcp = 6.1 Hz); 55.92
(OCH3); 32.91 (d, C3¢; %Jor = 21.4 Hz)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-d, fast Diastereomer) -8.52
d [ppm] (470.5 MHz, DMSO-d, fast Diastereomer) -178.57

8 [ppm] (470.5 MHz, DMSO-d, fast Diastereomer, 'H gekoppelt) -178.57
(dddd, “Jery = 51.9 Hz, *Jinay = 41.2 Hz, *Jpupy = 21.4 Hz, *Jpgp = 19.8
Hz)

m/z 452.2 (M'+1); 474.4 (M+Na)
Amax 259.0 nm, 195.5 nm; Amin 236.0 nm

7 [em™] 3448 3190, 2938, 1647, 1600, 1498, 1477, 1433, 1364, 1329,
1297, 1241, 1199, 1104, 1025, 952, 916, 868, 820, 759, 726, 646, 528
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Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.40

analyt. HPLC: tg 18.41 min, 18.51 min (96.0 %, Gradient I); 16.32 min, 16.48 min (96.1
%, Gradient II); 20.08 min, 20.23 min (96.0 %, Gradient III)

6.16.4 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosyl-
adenyl)phosphat (3-Me-cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP) 39¢

NH,
6
{Njﬁj\l DIPEA | o
— O. o} )z
HO N N \g/ DMF/THF(21) 5 O\IQ’/O ] N AN
:o: n o) tBuOOH é "

18 70c 39¢c

C1sH1gFNsO5P
[435,35]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosyladenyl)-
phosphat (3-Me-cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP) 39¢ wurde nach der allgemeinen Methode in
Kapitel 6.16.1 durchgefiihrt. Es wurden 50 mg (0.2 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'-F-ribo-ddA 18 in
2.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gelost
und mit 64.6 mg (85 pl, 0.49 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 55.8 mg
(0.30 mmol, 1.5 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70¢ umgesetzt. Das intermediér
gebildete Phosphit wurde mit 0.08 ml (0.40 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Lésung von fert-
Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 56.6 mg (0.13 mmol, 65 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (600 MHz, DMSO-dj) 8.18 (s, 1H, H2); 8.17 (s, 1H, H2); 8.103 (s,
1H, H8); 8.100 (s, 1H, H8); 7.31 (s, 4H, NH,); 7.20-7.17 (m, 2H, aryl H);
7.05-7.01 (m, 4H, aryl H); 6.26 (d, 1H, H1', *Jur = 19.8 Hz); 6.25 (d, 1H,
H1', *Jyr = 19.9 Hz); 5.72 (dd, 1H, H2"; “Jyr = 51.7 Hz, *Jinz = 4.0 Hz);
5.71 (dd, 1H, H2'; 2Jur = 51.7 Hz, *Jupz = 4.0 Hz); 5.41 (dd, 1H, Hp-benzyl,
2Jun = 14.3 Hz, *Jip = 17.5 Hz); 5.39 (dd, 1H, Hp-benzyl, /iy = 14.3 Hz,
3Jup = 17.4 Hz); 5.33 (dd, 1H, Ha-benzyl, “Jun = 14.2 Hz, *Jip = 8.3 Hz);
5.32 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2/ = 14.3 Hz, *Jip = 8.2 Hz); 4.58-4.53 (m, 2H,
H4'); 4.44 (ddd, 1H, Hp5'", 2y = 11.4 Hz, *Jip = 6.8 Hz, *Jips = 2.7 Hz);
438 (ddd, 1H, Hp5'", 2Jun = 11.4 Hz, *Jip = 6.6 Hz, *Junge = 2.6 Hz); 4.31
(ddd, 1H, Ha5'", *Jun = 11.6 Hz, *Jip = 7.6 Hz, *Juna = 6.5 Hz); 4.27 (ddd,



218

BC.NMR:

3S')P_NMR
F.NMR:

YF_.NMR:

MS (ESI')
UV(CH;CN):

IR (KBr):

R+~Wert:

analyt. HPLC
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1H, Ha5'", “Jin = 11.8 Hz, *Jup = 7.7 Hz, *Jine = 6.3 Hz); 2.62-2.53 (m, 2H,
H3"); 2.39-2.30 (m, 2H, H3'"); 2.15 (s, 3H, CHs); 2.11 (s, 3H, CH3)

& [ppm] (100.61 MHz, DMSO-ds) 156.02 (C6); 152.57 (C2); 148.59 (C4);
147.78, 147.72 (d, C2-aryl, 2Jcp = 6.1 Hz); 138.91 (C8); 130.71 (Cd-aryl);
126.76, 126.69 (C3-aryl); 123.78 (C5-aryl); 123.35 (C6-aryl); 120.79,
120.70 (Cl-aryl); 119.01 (C5); 96.34 (d, C2', 'Jor = 177.0 Hz); 88.72 (d,
Cl', 2Jor = 38.1 Hz); 78.48, 78.44 (C4"); 68.31 (C5"): 68.22 (CH,-benzyl):;
32.64, 32.43 (d, C3', 2cr = 20.6 Hz) 14.72, 14.63 (CH3-C3-aryl)

& [ppm] (162 MHz, DMSO-ds) -9.23; -9.24
& [ppm] (376.43 MHz, DMSO-dj) -178.06; -178.08

8 [ppm] (376.5 MHz, DMSO-ds, 'H gekoppelt) -178.05 (dddd, 2y = 52.1
Hz, *Jiny = 40.7 Hz, *Jeny = 21.6 Hz, *Jiy = 20.4 Hz); -178.16 (dddd,
2Jemp = 53.1 Hz, *Jry = 40.7 Hz, *Jry = 21.6 Hz, *Jr = 20.4 Hz)

m/z 435.9 (M+1); 457.9 (M+Na)
Amax 259.0 nm, 209.5 nm, 195.9 nm, Amin 229.1 nm, 206.0 nm

7 [em™] 3331, 3186, 1646, 1598, 1473, 1418, 1369, 1330, 1296, 1190,
1091, 1015, 942, 822, 775, 649, 532

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.40

tr: 18.89 min (96.1 %, Gradient I); 16.99 min (96.2 %, Gradient II); 20.63
min (96.1 %, Gradient III)

6.16.5 Darstellung von cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyladenyl)-
phosphat (cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38a

N\
</ | )N o _ci DIPEA “</

(0] ) 2
. 3 p
N N .2 DMF/THF (2:1) ) s o\ﬂ/o s FN PN
. 0  tBuOOH § o O,

70a 38a

[421,32]

Die Darstellung von cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyladenyl)phosphat
(cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38a wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.16.1
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durchgefiihrt. Es wurden 222 mg (0.88 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'-F-ara-ddA 16 in 6.00 ml wasser-

freiem Dimethylformamid und 3.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gelost und mit 284 mg

(0.38ml, 2.2mmol, 2.5Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 0.30g (1.58 mmol,

1.8 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70a umgesetzt. Das intermediir gebildete

Phosphit wurde mit 0.35 ml (1.76 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M L&sung von fert-Butyl-

hydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute:

'"H-NMR:

BC-NMR:

3 pP_NMR
F_NMR:

F_NMR:

MS (EST)

UV(CH;CN):

IR (KBr):

197 mg (0.47 mmol, 53 %)

8 [ppm] (400.1 MHz, DMSO-dq) 8.15 (s, 2H, H2); 8.13 (d, 1H, H8 *Jir =
2.9 Hz); 8.11 (d, 1H, H8, *Jir = 2.9 Hz); 7.37-7.30 (m, 6H, NH,, H4-aryl);
7.26 (t, 1H, H6-aryl); 7.24 (t, 1H, H6-aryl); 7.18 (dt, 1H, H5-aryl, 3 =17.3
Hz, *Jim = 1.0 Hz); 7.17 (dt, 1H, H5-aryl, *Jyn = 7.3 Hz, “Jip = 1.1 Hz);
7.13 (dd, 1H, H3-aryl, *Jiy = 8.2 Hz, “Jiy = 0.6 Hz); 7.07 (dd, 1H, H3-aryl,
3Jan = 7.3 Hz, *Jun = 1.0 Hz); 6.36 (dd, 1H, H1', *Juu = 5.3 Hz, *Jur =
19.4 Hz); 6.35 (dd, 1H, H1', *Jir = 5.3 Hz, *Jir = 19.1 Hz); 5.55-5.40 (m,
5H, H2', CHy-benzyl); 4.45-4.27 (m, SH, H4', H5', H5**); 2.77-2.60 (m, 2H,
H3"); 2.31-2.17 (m, 2H, H3")

8 [ppm] (67.9 MHz, DMSO-dq) 155.98 (C6); 152.80 (C2); 149.49 (C2-aryl);
149.10 (C4); 139.29 (d, C8, Jer = 4.5 Hz); 129.70 (C6-aryl); 126.00 (C4-
aryl); 124.36 (C5-aryl); 121.00 (Cl-aryl); 118.19 (C5); 118.07 (C3-aryl);
90.92 (d, C2', 'Jor = 186.5 Hz); 84.16 (d, C1', *Jor = 15.8 Hz); 75.07 (d, C4',
3Jcr = 6.5 Hz); 69.37 (C5'); 68.51 (CHy-benzyl); 32.56 (d, C3', 2Jer = 19.9
Hz)

8 [ppm] (162 MHz, DMSO-dg) -9.55, -9.66
8 [ppm] (376.5 MHz, DMSO-ds) -187.08; -187.21

8 [ppm] (376.5 MHz, DMSO-d,, 'H gekoppelt) -187.11 (dddd, *Jrm = 53.6
Hz, *Jrar = 19.5 Hz, *Jry = 46.4 Hz, *Jrgz = 26.1 Hz); -187.21 (dddd,
2Jemp = 54.1 Hz, *Jry = 19.7 Hz, *Jryz = 46.7 Hz, *Jry = 26.9 Hz)

m/z 422.0 (M+1)
Amax 257.4 nm, 209.0 nm, 193.0 nm; Amin 226.2 nm, 202.1 nm

7 [em™] 3330, 3184, 1648, 1599, 1489, 1296, 1247, 1192, 1052, 947, 759,
651, 579
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R+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.42

analyt. HPLC  tg: 18.03 min (95.0 %, Gradient I); 16.13 min (95.1 %, Gradient II); 20.24
min (95.0 %, Gradient III)

6.16.6 Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabino-
syladenyl)phosphat (5-OMe-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38b

NH; NH,
N A N-_3 §
N X
1 1]
. DIPEA o) )z
HO. N N DMF/THF (2:1) GNP NT >N
O.__Cl . N [PeNg®
oF P —_— P orF
ke +BuOOH 5 (ﬁ) & i
o) ~
\O O : 1 3 P
16 70b 38b

C1gH1gFN5O5P
[451,35]

Die Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyl-
adenyl)phosphat (5-OMe-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38b wurde nach der allgemeinen
Methode in Kapitel 6.16.1 durchgefiihrt. Es wurden 100 mg (0.40 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'-F-
ara-ddA 16 in 4.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 2.00 ml wasserfreiem Tetra-
hydrofuran gelost und mit 103 mg (0.14 ml, 0.79 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethyl-
amin und 0.17 g (0.79 mmol, 2.0 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70b umgesetzt.
Das intermediir gebildete Phosphit wurde mit 0.16 ml (0.80 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M

Losung von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.
Ausbeute: 108.3 mg (0.24 mmol, 60 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dq) 8.14 (s, 2H, H2); 8.12 (d, 1H, H8, *Jyr = 2.6
Hz); 8.10 (d, 1H, H8, *Jur = 2.6 Hz); 7.30 (s, 4H, NH,); 7.05 (d, 1H, H3-
aryl, *Jun = 9.1 Hz); 6.98 (d, 1H, H3-aryl, *Ji = 8.8 Hz); 6.89 (dd, 1H, H4-
aryl, *Jun = 8.8 Hz, *Jun = 2.4 Hz); 6.84 (dd, 1H, H4-aryl, *Juy = 7.9 Hz,
“Jun = 2.4 Hz); 6.83 (d, 1H, H6-aryl, *Jiy; = 2.9 Hz); 6.82 (d, 1H, H6-aryl,
Y = 2.9 Hz); 6.35 (dd, 1H, H1"; *Jigr = 19.4 Hz, *Jimp = 6.3 Hz); 6.34 (dd,
1H, H1"; *Jiyr = 19.1 Hz, *Jio = 6.0 Hz); 5.44 (dd, 1H, Ha-benzyl, *Jip =
17.0 Hz, *Jun = 14.4 Hz); 5.40 (dd, 1H, Ha-benzyl, *Jip = 17.4 Hz, 2y =
14.4 Hz); 5.37 (dd, 1H, Hp-benzyl, *Jip = 10.6 Hz, *Jyy = 14.4 Hz); 5.34
(dd, 1H, Hg-benzyl, *Jip = 10.3 Hz, 2y = 14.4 Hz); 5.40-5.28 (m, 2H,
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BC-NMR:

3SIP.NMR
F_NMR:

YF_.NMR:

MS (EST))
UV(CH;CN):
IR (KBr):

R~Wert:

analyt. HPLC:

H2'); 4.43-4.24 (m, 6H, H4', H5', H5°); 3.70 (s, 3H, OCHz); 3.69 (s, 3H,
OCH3); 2.76-2.58 (m, 2H, H3'); 2.32-2.15 (m, 2H, H3")

8 [ppm] (150.9 MHz, DMSO-dg) 156.00 (C6); 155.59 (C5-aryl); 152.83
(C2); 149.13 (C4); 143.12 (C2-aryl); 139.33 (d, C8, *Jor = 4.7 Hz); 121.77
(Cl-aryl); 119.14 (C3-aryl); 118.12 (C5); 116.14 (C6-aryl); 110.61 (C4-
aryl); 90.96 (d, C2', 'Jcr = 187.4 Hz); 84.15 (d, C1', “Jor = 15.8 Hz); 75.08
(d, C4', *Jor = 6.5 Hz); 69.25 (C5'); 68.47 (CHa-benzyl); 55.57 (OCH;);
32.59 (d, C3', %Jor = 19.7 Hz)

8 [ppm] (162 MHz, DMSO-ds) -9.38; -9.48
8 [ppm] (376.5 MHz, DMSO-dy) -187.07; -187.19

8 [ppm] (376.5 MHz, DMSO-d,, 'H gekoppelt) -187.09 (dddd, “Jip = 52.7
Hz, *Jinr = 19.9 Hz, *Jiny = 26.6 Hz, *Jeny = 46.3 Hz); -187.19 (dddd,
2Jemp = 54.1 Hz, *Jep = 19.0 Hz, *Jryz = 47.0 Hz, *Jry = 27.1 Hz)

m/z 452.4 (M+1)

Amax 257.1 nm, 195.9 nm; Amin 235.6 nm

7 [em™] 3393, 1621, 1551, 1456, 1396, 1328, 1182, 970, 849, 744
(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.42

tr: 18.44 min (99.0 %, Gradient I); 16.21 min (99.0 %, Gradient II); 20.16
min (99.0 %, Gradient III)

6.16.7 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabino-
syladenyl)phosphat (3-Me-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38¢

HO.

16

NH,
N N
</fj
o DIPEA o )
N N E/ DMF/THF(21) , o\ll/o . N
:O\F + 0

P
t BuOOH $
0]

70c 38¢c

[435,35]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyladenyl)-
phosphat (3-Me-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38¢ wurde nach der allgemeinen Methode in
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Kapitel 6.16.1 durchgefiihrt. Es wurden 600 mg (2.37 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'-F-ara-ddA 16 in

18.0 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 9.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gelost

und mit 766 mg (1.02ml, 5.93 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 0.85 g

(4.20 mmol, 1.8 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70¢ umgesetzt. Das intermedir

gebildete Phosphit wurde mit 0.95 ml (4.74 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Lésung von fert-

Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute:

'H-NMR:

BC.NMR:

3S')P_NMR
F.NMR:

YF_.NMR:

MS (ESI")

UV(CH;CN):

598 mg (1.37 mmol, 58 %)

8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dq) 8.14 (s, 2H, H2); 8.11 (d, 1H, H8, *Jir = 2.6
Hz); 8.10 (d, 1H, H8, *Jir = 2.6 Hz); 7.31 (s, 4H, NH,); 7.24-7.20 (m, 2H,
H5-aryl); 7.08-7.03 (m, 4H, H4-aryl, H6-aryl); 6.35 (dd, 1H, HI1', 3y =
3.2 Hz, *Jur = 19.1 Hz); 6.34 (dd, 1H, H1', *Ji = 3.2 Hz, *Jur = 18.8 Hz);
5.46 (dd, 1H, Ha-benzyl, *Jup = 17.0 Hz, 2Juy = 14.4 Hz); 5.44 (dd, 1H, Ha-
benzyl, *Jip = 17.2 Hz, “Jun = 14.4 Hz); 5.40 (dd, 1H, Hp-benzyl, *Jip =
10.5 Hz, “Jiiy = 14.4 Hz); 5.34 (dd, 1H, Hp-benzyl, *Jup = 10.4 Hz, “Jyy =
14.6 Hz); 5.44-5.36 (m, 2H, H2'); 4.42-4.27 (m, 6H, H4', H5', H5**); 2.77-
2.60 (m, 2H, H3"); 2.31-2.19 (m, 2H, H3"); 2.20 (s, 3H, CH3); 2.12 (s, 3H,
CH3)

d [ppm] (150.9 MHz, DMSO-dg) 155.98 (C6); 152.80 (C2); 149.11 (C4);
147.8 (C2-aryl); 139.38 (d, C8, *Jor = 4.7 Hz); 130.84 (C4-aryl); 126.94
(C3-aryl); 123.91 (CS-aryl); 123.51 (Cé6-aryl); 120.96 (Cl-aryl); 118.12
(C5); 90.96 (d, C2', 'Jor = 186.0 Hz); 84.17 (d, C1', “Jcr = 15.9 Hz); 75.07
(C4"); 69.79 (C5"); 68.44 (CHa-benzyl); 32.52 (d, C3', *Jer = 19.9 Hz) 14.90
(CHs)

& [ppm] (162 MHz, DMSO-ds) -8.92; -8.96
8 [ppm] (376.5 MHz, DMSO-ds) -187.08; -187.28

8 [ppm] (376.5 MHz, DMSO-ds, IH gekoppelt) -187.18 (dddd, 2> = 54.5
Hz, *Jer = 19.2 Hz, *Jpy = 47.8 Hz, *Jryy = 26.5 Hz); -187.27 (dddd,
ez = 53.2 Hz, *Jry = 19.3 Hz, *Jryy = 45.5 Hz, *Jpyy = 27.1 Hz)

m/z 436.1(M+1)

Amax 257.7 nm, 209.8 nm, 195.0 nm; Amin 228.1 nm, 205.1 nm
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IR (KBr): 7 [em™] 3331, 3213, 2954, 1644, 1602, 1474, 1292, 1191, 1089, 943, 819,
651
Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.42

analyt. HPLC:  tg: 18.59 min (96.8 %, Gradient I); 16.89 min (96.8 %, Gradient II); 21.72
min (96.8 %, Gradient III)

6.16.8 Darstellung von cyclo(3-tert-Butylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabino-
syladenyl)phosphat (3-fert-Bu-cycloSal-2'-F-ara-dd AMP) 38e

NH2 NH,
5 6
{Nf\j‘ DIPEA | N
P~ O. (o] ) 2
HO. N N \E/ DMF/THF (2 1 2 OL g/o PN
orF n o “tBuwOOH é
16 70e 38e

C1Ha5FN5O5P
[477,43]

Die Darstellung von cyclo(3-tert-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyl-
adenyl)phosphat (3-fert-Bu-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38e wurde nach der allgemeinen
Methode in Kapitel 6.16.1 durchgefiihrt. Es wurden 70 mg (0.28 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'-F-ara-
ddA 16 in 2.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydro-
furan geldst und mit 90.5 mg (120 ul, 0.69 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und
122 mg (0.50 mmol, 1.8 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70e umgesetzt. Das in-
termedidr gebildete Phosphit wurde mit 0.11 ml (0.56 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Losung

von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.
Ausbeute: 81.2 mg (0.17 mmol, 60 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (500.13 MHz, DMSO-ds) 8.15 (s, 1H, H2); 8.14 (s, 1H, H8); 8.31
(d, 1H, H2, *Jur = 2.8 Hz); 8.12 (d, 1H, H2, *Jur = 2.8 Hz); 7.33-7.30 (m,
6H, NH,, H4-aryl); 7.18-7.09 (m, 4H, H6-aryl, H5-aryl); 6.39-6-32 (m, 2H,
HI¢); 5.45-5.30 (m, 6H, benzyl. H, H2°); 4.46-4.31 (m, 6H, H4¢, H5*, H5*°);
2.77-2.63 (m, 2H, H3%); 2.31-2.21 (m, 2H, H3%); 1.35, 1.27 (2xs, 18H, tert-
Bu)

C-NMR: 8 [ppm] (100.61 MHz, DMSO-ds) 156.18 (C6); 152.99 (C2); 149.31, 149.28

(C4); 148.88, 148.81 (C2-aryl); 139.54, 139.48 (C8): 138.58, 138.51 (C3-
aryl); 127.29 (C4-aryl); 124.57 (C6-aryl); 124.24, 124.18 (C5-aryl); 122.86,
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122.77 (Cl-aryl); 118.26 (C5); 91.17, 91.14 (d, C2°, 2Jcr = ); 84.36, 84.20
(d, C19); 75.29, 75.24 (d, C4°); 69.80, 69.76 (d, C5°); 68.45, 68.38 (d, CHo-
benzyl); 34.54, 34.46 (quart. C); 32.82, 32.61 (C3°); 29.73, 29.64 (tert-Bu)

3'P-NMR (HH): & [ppm] (202 MHz, DMSO-ds) - 7.34, - 7.62
3'P-NMR (Wii): & [ppm] (202 MHz, DMSO-d;) - 8.46,- 8.74
"YF-NMR: 8 [ppm] (470 MHz, DMSO-d;) -187.57, -187.78

YF-NMR: 8 [ppm] (470 MHz, DMSO-ds, 'H-gekoppelt) -187.61 (ddddd, “Jp- = 54.0
Hz, *Jrus: = 34.5 Hz, *Jpus- = 26.2 Hz, *Jpni- = 19.4 Hz, “Jan = 2.8 Hz); -
187.82 (ddddd, *Jpp- = 54.0 Hz, *Jpnae = 34.5 Hz, *Jpna- = 26.2 Hz, Ty =
19.4 Hz, *Jpp = 2.8 Hz)

MS (MALDI): m/z 478.4 (M+H"), 500.3 (M+Na"), 516.3 (M+K")
UV(CH3;CN):  Amax 256.5 nm, 196.2 nm; Amin 230.3 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3449, 2956, 1648, 1603, 1478, 1440, 1300, 1218, 1180, 1095,
1056, 1028, 946, 809, 669

R+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.33

6.16.9 Darstellung von cyclo(3-sek-Butylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabino-
syladenyl)phosphat (3-sek-Bu-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38f

NH,
.l lk)
DIPEA o
oL o DMFTHEGD ;
P TrBuooH 0
o
16 70f 38f

Co1Ha5FN5OsP
[477,43]

Die Darstellung von cyclo(3-sek-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyl-
adenyl)phosphat (3-sek-Bu-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38f wurde nach der allgemeinen
Methode in Kapitel 6.16.1 durchgefiihrt. Es wurden 70.0 mg (0.28 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'-F-
ara-ddA 16 in 2.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetra-
hydrofuran gelost und mit 90.5 mg (120 ul, 0.69 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethyl-
amin und 122 mg (0.50 mmol, 1.8 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70f umge-
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setzt. Das intermedidr gebildete Phosphit wurde mit 0.11 ml (0.56 mmol, 2.0 Aquiv.) einer

5-6 M Losung von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute:

'"H-NMR:

BC-NMR:

3'P.NMR (HH):
SP-NMR (Wii):
MS (MALDI):
UV(CH;CN):

IR (KBr):

R~Wert:

70 mg (0.15 mmol, 54 %)

8 [ppm] (500.13 MHz, DMSO-dj) 8.15 (s, 1H, H2); 8.14 (s, 1H, H2); 8.13-
8.10 (m, 4H, H8); 7.31 (s, br, 8H, NH,); 7.27-7.22 (m, 4H, H4-aryl); 7.15-
7.07 (m, 8H, H6-aryl, H5-aryl); 6.37 (dd, 2H, H1¢, *Juy = 3.2 Hz, *Jir =
19.6 Hz); 5.50-5.30 (m, 12 H, benzyl. H, H2¢); 4.45-4.28 (m, 12H, H4°,
H5¢, H5%); 3.01-2.82 (m, 4H, H3¢); 2.73 (ddd, 2H, H3*, 2Juu = 14.5 Hz,
3Jin = 8.2 Hz, *Jun = 5.7 Hz); 2.66 (ddd, 2H, H3¢, 2Jyy = 14.5 Hz, *Jyn =
8.2 Hz, *Jun = 5.7 Hz); 2.30-2.19 (m, 4H, CH); 1.59-1.37 (m, 8H, CH,);
1.16 (d, 1H, CH-CHs, *Juy = 6.9 Hz); 1.13 (d, 1H, CH-CHs, *Ji = 6.9 Hz);
1.05 (d, 1H, CH-CH3, *Jun = 6.9 Hz); 1.03 (d, 1H, CH-CHs, *Jin = 6.3 Hz);
0.77 (t, 1H, CHy-CHs, *Jun = 7.6 Hz); 0.74 (t, 1H, CH,-CHs, *Jin = 7.6 Hz);
0.66 (t, 1H, CH,-CHa, *Jin = 7.6 Hz); 0.65 (t, 1H, CH,-CHs, *Ji = 7.6 Hz)

8 [ppm] (125.75 MHz, DMSO-ds) 156.16 (C6); 152.97 (C2); 149.31, 149.27
(C4); 147.51, 147.48 (d, C2-aryl, “Jep = 8.5 Hz); 139.55, 139.52, 139.47,
139.42 (C8); 136.11, 136.09, 136.06, 136.01 (C3-aryl); 127.49, 127.43 (C4-
aryl); 124.42, 124.36 (C6-aryl); 123.69, 123.65, 123.62 (C5-aryl); 121.54,
121.52, 121.50 121.45, 121.43 (Cl-aryl); 118.28, 118.26 (C5); 91.92, 91.10
(d, C2¢, 'Jor = 186.5 Hz); 84.43, 84.30, 84.20 (d, C1°, *Jor = 15.7 Hz);
75.30, 75.24, 75.20, 75.18 (C4*) 69.61, 69.58 (C5°); 68.59, 68.57, 68.53,
68.49 (CH,-benzyl); 33.28, 33.19, 33.11, 32.92 (CH); 32.82, 32.80, 32.66,
32.63 (C3%); 29.25, 29.21, 29.13, 28.98 (CH,); 20.57, 20.51, 20.39, 20.33
(CH-CHs); 12.03, 11.92, 11.87 (CH,-CHs)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-d) -7.22, -7.26, -7.46, -7.48
8 [ppm] (202 MHz, DMSO-d) - 8.34,- 8.38.- 8.58,- 8.60
m/z 478.4 (M+H"), 500.3 (M+Na"), 516.3 (M+K")

Amax 256.5 nm, 199.0 nm; Amin 229.1 nm

7 [em™] 3420, 2962, 1645, 1603, 1464, 1424, 1372, 1337, 1298, 1254,
1184, 1095, 1056, 1023, 946, 902, 816, 681, 668, 650, 595, 534, 495, 482

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.34
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6.16.10 Darstellung von cyclo(5-tert-Butylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabino-
syladenyl)phosphat (5-fert-Bu-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38¢g
NH,
N
s N
DIPEA ) <Njf’\; )
J O\F

NH,
N A
Vi N
< f\) o.__Cl
N i P DMF/THF (2:1) 3
HO N % .
o F o) +-BuOOH . . :
g 1 \ f

6 3

O
O'U/O
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\
o)

16 709 38g

C21HasFNsO5P
[477 43]

Die Darstellung von cyclo(5-tert-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyl-
adenyl)phosphat (5-tert-Bu-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38g wurde nach der allgemeinen
Methode in Kapitel 6.16.1 durchgefiihrt. Es wurden 70.0 mg (0.28 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'-F-
ara-ddA 16 in 2.0 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydro-
furan geldst und mit 72.4 mg (95.8 ul, 0.56 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und
137 mg (0.56 mmol, 2.0 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70g umgesetzt. Das in-
termediir gelbildete Phosphit wurde mit 0.11 ml (0.56 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M Losung

von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.
Ausbeute: 25.6 mg (0.053 mmol, 19 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (500.13 MHz, DMSO-ds) 8.18 (s, 1H, H2); 8.17 (s, 1H, H2); 8.16
(d, 1H, H8, *Jyr = 2.5 Hz); 8.15 (d, 1H, H8, *Jur = 2.5 Hz); 7.31 (d, 1H, H4-
aryl, >Jun = 8.9 Hz); 7.34 (s, 4H, NH,); 7.30 (d, 1H, H4-aryl, *Ji;; = 8.9
Hz); 7.26 (d, 1H, H6-aryl, *Juu = 2.5 Hz); 7.25 (d, 1H, H6-aryl, *Jiyy = 2.5
Hz); 7.04 (d, 1H, H3-aryl, *Juy = 8.7 Hz); 6.96 (d, 1H, H3-aryl, *Jiy = 8.6
Hz); 6.36 (dd, 1H, H1*, *Jiyr = 19.3 Hz, *Jiy = 3.3 Hz); 6.39 (dd, 1H, HI",
3Jur = 19.1 Hz, *Jun = 3.3 Hz); 5.53-5.39 (m, 5H, benzyl. H, H2¢); 5.30-
5.29 (m, 1H, H2°); 4.44-4.26 (m, 6H, H4‘, H5‘, H5°°); 2.77-2.60 (m, 2H,
H3¢); 2.32-2.19 (m, 2H, H3); 1.23 (s, 3H, fert-Bu); 1.22 (s, 3H, tert-Bu)

BC-NMR: & [ppm] (125.75 MHz, DMSO-d) 156.18 (C6); 152.98 (C2); 149.29 (C4);
147.42, 147.38 (d, C2-aryl, 2Jep = 7.3 Hz); 147.09, 147.04 (C5-aryl); 139.53
(C8); 126.72, 126.66 (C4-aryl); 122.86, 122.84 (C6-aryl); 120.35, 120.27
(Cl-aryl); 118.28, 118.26 (C5); 117.80, 117.73 (C3-aryl); 91.12 (d, C2°,
Jer = 186.5 Hz); 84.27, 84.24 (C1°); 75.31, 75.26, 75.20, 75.15 (C4°);
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69.61, 69.48 (d, C5°, Jcp = 4.8 Hz); 68.97, 68.87 (d, CH,-benzyl, *Jep = 7.3
Hz); 34.35 (quart. C); 32.76 (d, C3°, %Jcr = 20.6 Hz); 31.20 (tert-Bu)

3'P.NMR (HH): & [ppm] (202 MHz, DMSO-d) - 8.18, - 8.29

3P-NMR (Wii): & [ppm] (202 MHz, DMSO-dq) - 9.30,- 9.41

MS (MALDI): m/z 478.4 (M+H"), 500.2 (M+Na"), 416.1 (M+K")

UV(CH;CN): Amax 255.5 nm, 195.0 nm; Apin 233.6 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3430, 2965, 1649, 1603, 1501, 1424, 1369, 1301, 1126, 1035, 950,
903, 825, 727, 651, 553,417

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.36

6.16.11 Darstellung von cyclo(5-sek-Butylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabino-
syladenyl)phosphat (5-sek-Bu-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38h

NH,
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[477,43]

Die Darstellung von cyclo(5-sek-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyl-
adenyl)phosphat (5-sek-Bu-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP) 38h wurde nach der allgemeinen
Methode in Kapitel 6.16.1 durchgefiihrt. Es wurden 70.0 mg (0.28 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'-F-
ara-ddA 16 in 2.0 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.0 ml wasserfreiem Tetrahydro-
furan geldst und mit 90.5 mg (120 pl, 0.69 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und
122 mg (0.50 mmol, 1.8 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70h umgesetzt. Das
intermedizr gelbildete Phosphit wurde mit 0.11 ml (0.56 mmol, 2.0 Aquiv.) einer 5-6 M L&-

sung von fert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 50 mg (0.10 mmol, 37 %)

'H-NMR: d [ppm] (500.13 MHz, DMSO-d;) 8.17 (s, 1H, H2); 8.16 (s, 1H, H2); 8.15-
8.14 (m, 2H, H8); 7.32 (s, 8H, NH,); 7.16 (d, 2H, H4-aryl, *Jiy = 8.2 Hz);
7.12 (d, 2H, H4-aryl, *Jiy = 8.2 Hz); 7.07-7.06 (m, 4H, H6-aryl); 7.03 (d,
2H, H3-aryl, *Ji = 8.2 Hz); 6.97 (d, 2H, H3-aryl, *Jiy = 8.2 Hz); 6.36 (dd,
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BC-NMR:

3'P_NMR (HH):
3'P-NMR (Wii):
MS (MALDI):
UV(CH;CN):

IR (KBr):

R+~Wert:
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2H, H1¢, *Jyr = 19.6 Hz, *Jiuy = 3.2 Hz); 6.34 (dd, 2H, H1¢, *Jir = 19.0 Hz,
3Jin = 3.2 Hz);5.50-5.39 (m, 6H, benzyl. H, H2%); 5.31-5.30 (m, 2H, H2°);
4.44-427 (m, 12H, H4°, H5¢, H5°); 2.75-2.61 (m, 4H, H3*); 2.56-2.50 (m,
4H, H3); 2.30-2.17 (m, 4H, CH); 1.53-1.43 (m, 8H, CH,); 1.13 (d, 6H, *Jin
=2.5Hz); 1.12 (d, 6H, *Jiy = 2.5 Hz); 0.73-0.69 (m, 12H, CH,-CHj)

8 [ppm] (125.75 MHz, DMSO-dg) 156.38 (C6); 153.18 (C2); 149.47 (C4);
147.93, 147.89, 147.86, 147.82 (d, C2-aryl, 2Jep = 7.1 Hz); 143.73, 143.69
(C5-aryl); 139.74, 139.69 (C8); 128.52, 128.46, 128.39 (C4-aryl); 124.54,
124.51, 124.47 (Cé6-aryl); 120.97, 120.87 (d, Cl-aryl, *Jep = 9.8 Hz);
118.47, 118.45 (C5); 118.26, 118.24 (d, C3-aryl, *Jep = 9.2); 91.31 (d, C2°,
'Jor = 186.2 Hz); 84.51, 84.35 (d, C1¢, *Jcr = 15 Hz); 74.50, 75.44, 75.38,
75.32 (C4%); 69.83, 69.78, 69.67, 69.61 (C5°); 69.05, 68.99, 68.94, 68.87
(CHa-benzyl); 33.06, 32.84 (C3°); 30.82, 30.78 (CHa); 22.01, 21.96 (CH-
CHs); 12.33 (CH,-CHs)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-ds) -8.20, -8.31

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-ds) - 9.32,- 9.43

m/z 478.38 (M+H"), 500.3 (M+Na"), 516.2 (M+K")
Amax 256.1 nm, 198.3 nm; Amin 231.1 nm

7 [em™] 3446, 2926, 1651, 1603, 1498, 1301, 1208, 1168, 1033, 949, 908,
819, 723, 649, 593, 499, 442, 415

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.35
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6.17 Synthese der 2'-Fluor-cycloSaligenyl-Phosphattriester mit der Base
Hypoxanthin

6.17.1 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabino-
sylinosyl)phosphat (cycloSal-2'-F-ara-ddIMP) 40c

1% o}
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/ J
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oF \g/ DMF/THF (2 1 \p/
+ $
o) tBuOOH (o)
32 70c 40c

C1gH18FN4O6P
[436,33]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorarabinosyl-
inosinyl)phosphat (cycloSal-2'-F-ara-ddIMP) 40c¢ wurde nach der allgemeinen Methode in
Kapitel 6.16.1 durchgefiihrt. Es wurden 50 mg (0.2 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'-F-ara-ddI 32 in
2.00 ml wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst
und mit 64.6 mg (85 pl, 0.49 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 55.8 mg
(0.30 mmol, 1.5 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70¢ umgesetzt. Das intermediér
gelbildete Phosphit wurde mit 0.08 ml (0.4 mmol, 2.00 Aquiv.) einer 5-6 M Losung von tert-
Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 56.7 mg (0.13 mmol, 67 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (600 MHz, DMSO-ds) 12.44 (s, 2H, NH); 8.09 (s, 1H, H2); 8.08 (s,
1H, H2); 8.06 (d, 1H, HS, *Jur = 2.7 Hz); 8.05 (d, 1H, HS, *Jur = 2.7 Hz);
7.25-7.22 (m, 2H, H5-aryl); 7.10-7.06 (m, 4H, H4-aryl, H6-aryl); 6.37 (dd,
1H, H1', *Jur = 19.0 Hz, *Jio = 3.3 Hz); 6.38 (dd, 1H, H1, *Jir = 19.0 Hz,
3 = 3.3 Hz); 5.49 (dd, 1H, Ha-benzyl, “Jun = 14.5 Hz, *Jip = 17.5 Hz);
5.44 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2Juy = 14.1 Hz, *Jip = 17.8 Hz); 5.41 (dd, 1H,
Hp-benzyl, “Jin = 14.2 Hz, *Jup = 9.9 Hz); 5.40 (dd, 1H, Hp-benzyl, 2y =
14.5 Hz, *Jup = 10.0 Hz); 5.43 (m, 1H, H2'); 5.32 (m, 1H, H2'); 4.43-4.31
(m, 6H, H4', H5"); 3.34 (s, 3H, CH3); 3.31 (s, 3H, CH3); 2.74-2.66 (m, 2H,
H3"); 2.27-2.19 (m, 2H, H3")

BC-NMR: 8 [ppm] (150.9 MHz, DMSO-dg) 155.47 (C6); 147.93 (C2-aryl); 147.88,
147.85 (C4); 146.22 (C2); 138.80, 138.76 (d, C8, *Jor = 5.1 Hz); 130.87,
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130.85 (C4-aryl); 126.90, 126.85 (C3-aryl); 123.95 (C5-aryl); 123.59 (C5),
123.55, 123.53 (C6-aryl); 120.90 (Cl-aryl); 90.93 (d, C2", "Jcr = 187.0 Hz);
84.39, 84.28 (d, C1', %Jer = 16.1 Hz); 75.38, 75.31 (d, C4', *Jer = 6.3 Hz);
69.28, 69.24 (C5'); 68.44, 68.39 (CHy-benzyl); 32.50 (d, C3', %Jer = 19.9
Hz); 14.93, 14.77 (CH3-C3-aryl)

3'P_NMR: 8 [ppm] (162 MHz, DMSO-ds) -8.93; -8.96
YF-NMR: & [ppm] (376.5 MHz, DMSO-d;) -187.41; -187.51
MS (ESI') m/z 437.4 (M+1)

UV(CH3CN):  Amax 249.0 nm, 243.2 nm, 197.0 nm; Amin 246.8 nm, 225.3 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3466, 3120, 2956, 2904, 1702, 1587, 1548, 1512, 1472, 1377,
1293, 1191, 1124, 1025, 942, 817, 650, 602, 528

R+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.33

analyt. HPLC:  tg: 17.88 min (99.3 %, Gradient I); 16.44 min (99.3 %, Gradient II); 19.87
min (99.3 %, Gradient III)

6.17.2 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosylino-
syl)phosphat (cycloSal-2'-F-ribo-ddIMP) 41c¢
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Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2'-fluorribosylinosinyl)-
phosphat (cycloSal-2'-F-ribo-ddIMP) 41¢ wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel
6.16.1 durchgefiihrt. Es wurden 50 mg (0.2 mmol, 1.0 Aquiv.) 2'-F-ribo-ddI 33 in 2.00 ml
wasserfreiem Dimethylformamid und 1.00 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst und mit
64.6 mg (85 pl, 0.49 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin und 55.8 mg (0.30 mmol,
1.5 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70¢ umgesetzt. Das intermedidr gelbildete
Phosphit wurde mit 0.08 ml (0.4 mmol, 2.00 Aquiv.) einer 5-6 M Lsung von tert-Butyl-

hydroperoxid in n-Decan oxidiert.
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Ausbeute:

"H-NMR:

BC-NMR:

3SIP.NMR

YF_.NMR:

YF_.NMR:

MS (EST)
UV(CH;CN):
IR (KBr):

R+~Wert:

analyt. HPLC:

52.4 mg (0.12 mmol, 58 %)

8 [ppm] (600 MHz, DMSO-ds) 12.37 (s, 2H, NH); 8.10 (s, 1H, H2); 8.09 (s,
1H, H2); 8.01 (d, 1H, H8, *Jur = 1.6 Hz); 8.00 (d, 1H, H8, *Jir = 1.6 Hz);
7.20-7.18 (m, 2H, H5-aryl); 7.05 (dd, 2H, H6-aryl, >y = 7.7 Hz, *Ji = 2.1
Hz); 7.02 (dd, 2H, H6-aryl, *Jiy = 8.4 Hz, “Jun = 2.8 Hz); 6.24 (d, 1H, H1',
3Jur=19.4 Hz); 6.23 (d, 1H, H1'", *Jiyr = 19.6 Hz); 5.67 (dd, 2H, H2', Jiy =
51.8 Hz, *Juuy = 4.3 Hz); 5.43 (dd, 2H, Ha-benzyl, “Juy = 14.3 Hz, *Jip =
17.6 Hz); 5.35 (dd, 1H, Hg-benzyl, *Jiy = 13.8 Hz, *Jip = 9.9 Hz); 5.34 (dd,
1H, Hg-benzyl, 2Jun = 14.3 Hz, *Jup = 10.4 Hz); 4.58-4.53 (m, 2H, H4");
4.44 (ddd, 1H, Hp5'", 2Juy = 11.4 Hz, *Jip = 7.0 Hz, *Jins = 2.8 Hz); 4.39
(ddd, 1H, Hgp5'", 2y = 11.5 Hz, *Jip = 6.4 Hz, *Jyus = 2.7 Hz); 4.31 (ddd,
1H, HAS5', 2Jun = 11.5 Hz, *Jip = 7.3 Hz, *Junse = 6.1 Hz); 427 (ddd, 1H,
HaS5'", 2Jan = 11.7 Hz, *Jip = 7.5 Hz, *Jing = 6.2 Hz); 2.47-2.30 (m, 4H, H3")

8 [ppm] (150.9 MHz, DMSO-ds) 156.39, 156.37 (C6); 147.79 (C2-aryl);
147.37 (C4); 145.88 (C2); 138.06, 138.01 (C8); 130.72 (C4d-aryl); 126.87
(C3-aryl); 124.48 (C5); 123.80 (C5-aryl); 123.36, 123.35 (C6-aryl); 120.90
(Cl-aryl); 96.36 (d, C2', "Jer = 177.6 Hz); 88.73 (d, C1', Jcr = 32.0 Hz);
78.70, 78.66 (d, C4', *Jer = 6.3 Hz); 68.31 (C5'); 68.26 (CHa-benzyl); 32.29,
32.15 (d, C3", 2Jcr = 20.8 Hz) 14.74, 14.68 (CHs)

(162 MHz, DMSO-dg) -9.16; -9.20

§ [ppm] (376.5 MHz, DMSO-d¢) -178.03; -178.16

o [ppm] (376.5 MHz, DMSO-dg, 'H gekoppelt) -178.04 (dddd, 2

FH2'

Hz, *Jenr = 22.2 Hz, *Jensy = 40.9 Hz, *Jeps = 20.1 Hz); -187. (dddd, 2Jp
=50.6 Hz, *Jynr = 22.2 Hz, *Jinz = 40.9 Hz, *Jiny = 20.0 Hz)

=520

m/z 437.4 (M+1)
7\4max 250.6 nim, 249.2 nm; Amin 249.2 nm, 226.5 nm
7 [em™] 3418, 1692, 1584, 1446, 1290, 1190, 1090, 1024, 949, 814, 643

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.39

tr: 18.04 min (97.4 %, Gradient I); 15.39 min (97.4 %, Gradient II); 19.37
min (97.5 %, Gradient III)
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6.18 Synthese der 2'-Fluor-5'-Nucleosidmonophosphate (Dinatriumsalze)

Die 5'-Monophosphate der Nucleoside 2'-F-ara-ddA 16, 2'-F-ribo-ddA 18, 2'-F-ara-ddl 32
und 2'-F-ribo-ddI 33 konnten durch baseninduzierte Hydrolyse aus den zuvor synthetisierten
cycloSal-Verbindungen erhalten werden. Bevor auf die Synthese der einzelnen Verbindungen
eingegangen wird, soll zunichst die allgemeine Methode zur Darstellung dieser Verbindungen

vorgestellt werden.

6.18.1 Allgemeine Methode zur Darstellung von 2'-Fluor-5'-Nucleosidmonophosphaten

aus cycloSal-2'-Fluor-Phosphattriestern

O o]
0 ERen . . I
o7/ 3 - P
o T o o Nukoaa] 22w - [eond]
Na NaO
0]
38a, 39a, 40a, 41a 46, 478, 483,498 460, 470, 480, 490

Zu einer Losung des cycloSal-Phosphattriesters in einem Acetonitril/Wasser-Gemisch wurden
einige Tropfen Triethylamin hinzugegeben. Der pH-Wert der Losung lag bei 10. Die
Reaktionsmischung wird solange bei Raumtemperatur geriihrt, bis keinerlei Edukt mehr de-
tektiert werden kann. Wéhrend der Reaktion ist auf einen konstant basischen pH-Wert zu
achten. Die Reaktionslosung wird lyophilisiert, in wenig Wasser gelost und sédulen-
chromatographisch (RP-18, 5um) mit einem Wasser/Acetonitril-Gradienten von 0-5 % aufge-
reinigt. Die Produktfraktionen, welche das Bis(triethylammoniumsalz) der 5'-Nucleosidmono-
phosphate enthielten, wurden vereinigt und lyophilisiert. Man erhielt farblose, wattige Fest-
stoffe. Um die Dinatriumsalze zu erhalten wurde das Bis(triethylammoniumsalz) in wenig
Wasser gelost und mit Hilfe einer kleinen, mit Natriumionen beladenen Dowex Saule, die Tri-
ethylammonium-Kationen gegen Natriumionen ausgetauscht. Die vereinigten Produkt-
fraktionen wurden wiederum lyophilisiert. Man erhielt farblose, wattige Feststoffe bzw.

farblose, glasige Feststoffe in einer Ausbeute von 21-46 %
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6.18.1.1 Darstellung von 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin-5'-monophosphat-Dinatri-

umsalz (2'-F-ara-ddAMP+2Na") 460.
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Zu einer Lésung von 71 mg (0.17 mmol, 1.0 Aquiv.) cycloSaligenyl-5'-O-(2'-fluor-ara-2',3'-
didesoxyadenosinyl)phosphat (cycloSal-2'-F-ara-dd AMP) 38a in 6.0 ml Acetonitril und 12 ml
Wasser wurden vier Tropfen Triethylamin hinzupipettiert und bei Raumtemperatur geriihrt.
Die Losung verfarbte sich braun und es fiel ein braunlich gelber Feststoff aus. Nach einer
Reaktionszeit von vier Tagen konnte mittels Diinnschichtchromatographie kein Edukt mehr
detektiert werden. Nach dem Lyophilisieren wurde chromatographisch mit einer RP-18-Séule
aufgereinigt, wiederum lyophilisiert. Im Anschlul daran wurde mit Hilfe einer Dowex-
Ionentauschersdule das 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin-5'-monophosphat-Dinatriumsalz

(2'-F-ara-ddAMP+2Na") 46a. als farbloser, glasiger Feststoff erhalten.
Ausbeute: 24.5 mg (0.065 mmol, 38 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (500 MHz, D>0) 8.37 (d, 1H, H8, *Jur = 2.2 Hz); 8.12 (s, 1H, H2);
6.29 (dd, 1H, H1¢, *Jup = 17.8 Hz, *Jumy = 3.2 Hz); 5.41 (dddd, 1H, H2",
2Jur = 53.4 Hz, *Jums- = 5.6 Hz, *Jimy- = 5.6 Hz, *Jus- = 2.8 Hz); 4.51 (m,
1H, H4¢), 4.02 (m, 2H, H5°, H5¢“); 2.70 (dddd, 1H, H3¢, *Jir = 33.7 Hz,
%Jun = 14.8 Hz, *Jing- = 8.4 Hz, *Jimp- = 5.5 Hz); 2.36 (dddd, 1H, H3**, *Jur
=26.6 Hz, “Jun = 15.0 Hz, *Jiu- = 5.3 Hz, *Juip- = 2.5 Hz)

'3C-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, D,0) 158.31 (C6); 155.53 (C2); 151.42 (C4); 144.21
(d, C8, >Jer = 6.6 Hz); 120.87 (C5); 94.19 (d, C2¢, 'Jor = 187.2 Hz); 87.61
(d, C1¢, *Jor = 16.3 Hz); 79.96 (d, C4¢, *Jcr = 8.1 Hz); 69.37 (d, C5¢, YJep =
4.6 Hz); 35.33 (d, C3°, *Jor = 20.4 Hz)

SIP-NMR 8 [ppm] (202.5 MHz, D,0) 2.36
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MS (ESI) m/z 334.11 (M-2Na'+3); 356.10 (M-Na'+2)

UV(H,0): Amax 257.2 nm; Amin 234.0 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3435, 2927, 1651, 1487, 1426, 1337, 1305, 1251, 1093, 923, 812,
726, 536

ReWert: (i-PrOH/H,0/25%ige NH3 14:7:1 v/v) 0.39

analyt. HPLC:  tg: 17.99 min (95.9 %, Gradient IV)

6.18.1.2 Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin-5'-monophosphat-Dinatri-
umsalz (2'-F-ribo-ddAMP+2Na") 470

NH,
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Zu einer Losung von 44 mg (0.104 mmol, 1.0 Aquiv.) cycloSaligenyl-5'-O-(2'-fluor-ribo-2',3'-
didesoxyadenosinyl)phosphat (cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP) 39a in 4.00 ml Acetonitril und
5.00 ml Wasser wurden drei Tropfen Triethylamin hinzupipettiert und bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach einer Reaktionszeit von drei Tagen konnte mittels Diinnschichtchromatographie
kein Edukt mehr detektiert werden. Die Losung verfarbte sich braun und es fiel ein gelber
Feststoff aus. Nach dem Lyophilisieren wurde chromatographisch mit einer RP-18-Séule auf-
gereinigt, wiederum lyophilisiert. Im Anschlufl daran wurde mit Hilfe einer Dowex-lonen-
tauschersédule das 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyadenosin-5'-monophosphat-Dinatriumsalz (2'-F-

ribo-ddAMP+2Na") 470 als farbloser, wattiger Feststoff erhalten.
Ausbeute: 18 mg (0.048 mmol, 46 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (500 MHz, D,0O) 8.36 (s, 1H, H8); 8.15 (s, 1H, H2); 6.32 (d, 1H,
HI¢, *Jiyr = 16.4 Hz); 5.50 (dd, 1H, H2¢, 2Jur = 52.5 Hz, *Jis- = 2.5 Hz);
422 (ddd, 1H, H5¢, “Jun = 12.0 Hz, *Jip = 4.5 Hz, *Jups = 2.4 Hz); 4.00
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(ddd, 1H, H5¢, 2Jyn = 11.5 Hz, *Jip = 4.3 Hz, *Juns = 5.6 Hz); 2.40 (m, 2H,
H3¢, H3)

'3C-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, D,0) 155.81 (C6); 152.87 (C2); 139.98 (C8); 119.15
(C5); 97.03 (d, C2¢, "Jer = 179.0 Hz); 89.24 (d, C1°, *Jor = 36.6 Hz); 81.09
(d, C4, *Jor = 9.2 Hz); 64.88 (d, C5°, *Jep = 4.6 Hz); 31.52 (d, C3¢, “Jer =

20.9 Hz)

SIP-NMR 8 [ppm] (202.5 MHz, D,0) 2.50

MS (ESIY) m/z 334.11 (M-2Na'+3); 356.10 (M-Na'+2)

UV(H,0): Amax 258.7 nm; Amin 232.6 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3435, 2927, 1651, 1487, 1426, 1337, 1305, 1251, 1093, 923, 812,
726, 536

Re-Wert: (i-PrOH/H>0/25%ige NH3 14:7:1 v/v) 0.40

analyt. HPLC:  tg: 18.9 min (92.7 %, Gradient IV)

6.18.1.3 Darstellung von 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin-5'-monophosphat-Dinatrium-
salz (2'-F-ara-ddIMP+2Na") 48a.
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Zu einer Losung von 110 mg (0.25 mmol, 1.0 Aquiv.) cycloSaligenyl-5'-O-(2'-fluor-ara-2',3'-
didesoxyinosinyl)phosphat (cycloSal-2'-F-ara-ddIMP) 40a in 7.0 ml Acetonitril und 7.0 ml
Wasser wurden sechs Tropfen Triethylamin hinzupipettiert und bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach einer Reaktionszeit von drei Tagen konnte mittels Diinnschichtchromatographie kein
Edukt mehr detektiert werden. Die Losung verfirbte sich nach hellbraun und es fiel ein

braunlicher Feststoff aus. Nach dem Lyophilisieren wurde chromatographisch mit einer RP-
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18-Sdule aufgereinigt, wiederum lyophilisiert. Im Anschlufl daran wurde mit Hilfe einer
Dowex-lonentauschersdule das 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyinosin-5'-monophosphat-Dinatri-

umsalz (2'-F-ara-ddIMP+2Na") 48a. als farbloser, wattiger Feststoff erhalten.
Ausbeute: 22 mg (57.5 pmol, 23 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (500 MHz, D,0) 8.40 (d, 1H, H8, *Jiur = 2.2 Hz); 8.15 (s, 1H, H2);
6.37 (dd, 1H, HI*, *Jur = 17.5 Hz, *Jum = 3.4 Hz); 5.44 (dddd, 1H, H2",
2Jur = 53.4 Hz, *Jins- = 5.8 Hz, *Juin- = 5.8 Hz, *Jiuns- = 2.8 Hz); 4.51 (m,
1H, H4%), 4.04 (dd, 1H, H5, “Jii = 12.3 Hz, *Jip = 6.5 Hz); 4.00 (dd, 1H,
H5¢, 2 = 11.7 Hz, *Jip = 6.2 Hz) 2.69 (dddd, 1H, H3¢, *Juyr = 33.1 Hz,
2Jun = 14.6 Hz, *Jiya = 8.3 Hz, *Jimp- = 5.6 Hz); 2.37 (dddd, 1H, H3**, *Jir
=26.6 Hz, “Jyun = 15.1 Hz, *Juns = 5.4 Hz, *Jump- = 2.7 Hz)

3C-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, D,0) 158.94 (C6); 148.84 (C4); 146.54 (C2); 123.48
(C5); 141.72 (d, C8, *Jer = 4.9 Hz); 91.63 (d, C2°, 'Jer = 187.2 Hz); 85.27
(d, C1¢, *Jcr = 16.3 Hz); 77.64 (d, C4¢, *Jor = 8.1 Hz); 66.72 (d, C5°, *Jep =
6.1 Hz); 32.74 (d, C3¢, “Jcr = 20.34 Hz)

3IP_NMR & [ppm] (202.5 MHz, D,0) 2.56

MS (ESI') m/z 335.13 (M-2Na'+3)

UV(H,0): Amax 247.9 nm, 197.0 nm; Amin 222.0 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3430, 1689, 1588, 1551, 1513, 1459, 1421, 1376, 1344, 1315,

1216, 1121, 1097, 1061, 1002, 935, 844, 806, 715, 647, 606, 532

ReWert: (i-PrOH/H,0/25%ige NH3 14:7:1 v/v) 0.28

analyt. HPLC:  tg: 17.01 min (95.9 %, Gradient I'V)
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6.18.1.4 Darstellung von 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin-5'-monophosphat-Dinatri-
umsalz (2'-F-ribo-ddIMP+2Na") 490,
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Zu einer Lésung von 90 mg (0.20 mmol, 1.0 Aquiv.) cycloSaligenyl-5'-O-(2'-fluor-ribo-2',3'-
didesoxyinosinyl)phosphat (cycloSal-2'-F-ribo-ddIMP) 41a in 6.0 ml Acetonitril und 6.0 ml
Wasser wurden fiinf Tropfen Triethylamin (TEA) hinzupipettiert und bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach einer Reaktionszeit von drei Tagen konnte mittels Diinnschichtchromatographie
kein Edukt mehr detektiert werden. Die Losung verfarbte sich nach hellbraun und es fiel ein
braunlicher Feststoff aus. Nach dem Lyophilisieren wurde chromatographisch mit einer RP-
18-Sdule aufgereinigt, wiederum lyophilisiert. Im Anschlul daran wurde mit Hilfe einer
Dowex-lonentauschersdule das 2'-Fluor-ribo-2',3'-didesoxyinosin-5'-monophosphat-Dinatri-

umsalz (2'-F-ribo-ddIMP+2Na") 49, als farbloser, glasiger Feststoff erhalten.
Ausbeute: 21 mg (42 pmol, 21 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (500 MHz, D,0) 8.36 (s, 1H, H8); 8.15 (s, 1H, H2); 6.37 (d, 1H,
H1¢, *Jur = 16.7 Hz); 5.55 (dd, 1H, H2, *Jir = 52.6 Hz, *Juus- = 3.8 Hz);
4.19 (ddd, 1H, H5¢, “Jin = 11.8 Hz, *Jip = 4.6 Hz, *Jips- = 2.5 Hz); 3.98
(ddd, 1H, H5°, 2Jyy = 11.5 Hz, *Jip = 4.4 Hz, *Jips = 5.7 Hz); 2.46 (m, 2H,
H3¢, H3)

'3C-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, D,0) 158.98 (C6); 148.30 (C4); 146.38 (C2); 139.97
(C8); 124.28 (C5); 97.21 (d, C2¢, 'Jer = 179.0 Hz); 89.57 (d, C1¢, 2Jer =
36.62 Hz); 81.35 (d, C4°, *Jor = 9.2 Hz); 64.91 (d, C5¢, *Jop = 5.1 Hz);
31.69 (d, C3¢, 2Jcr =21.4 Hz)

SIP-NMR 8 [ppm] (202.5 MHz, D,0) 2.76
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MS (ESI") m/z 335.13 (M-2Na'+3); 357.10 (M-Na'+2)
UV(H,0): Amax 248.2 nm; Amin 227.3.0 nm
IR (KBr): 7 [em™] 3430, 1689, 1588, 1551, 1513, 1459, 1421, 1376, 1344, 1315,

1216, 1121, 1097, 1061, 1002, 935, 844, 806, 715, 647, 606, 532

Re-Wert: (i-PrOH/H0/25%ige NH3 14:7:1 v/v) 0.31

analyt. HPLC:  tg: 17.77 min (97.7 %, Gradient IV)

6.19 Synthese von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T)

In diesem Kapitel wird die Synthese von 2'.3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2

ausgehend von Thymidin 93 beschrieben.?!

6.19.1 Darstellung von 3',5'-Di-O-mesylthymidin 96
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In einer Inertgasatmosphidre unter Feuchtigkeitsausschlul wurden 15.0g (61.9 mmol,
1.0 Aquiv.) Thymidin 93 in 50.0 ml wasserfreiem Pyridin suspendiert und auf 0 °C gekiihlt.
Zu dieser Losung tropfte man langsam 18.6 g (12.6 ml, 162 mmol, 2.5 Aquiv.) Mesylchlorid
hinzu, wobei sich die Losung tiber gelb nach braun verfirbte. Die Reaktion wurde 1 h bei
0 °C geriihrt. Die klare Losung wurde auf 200 ml Eiswasser gegeben. Es fiel dabei ein
farbloser Niederschlag aus, den man nach 30 min abfiltrierte. Nach dreimaligem Waschen mit
Eiswasser wurde der farblose Feststoff zunichst im Olpumpenvakuum und dann im Exsik-
kator iiber Phosphorpentoxid getrocknet. Das Rohprodukt wurde aus Aceton umkristallisiert.

Man erhielt farblose Kristalle.
Ausbeute: 24.2 ¢ (60.7 mmol, 98 %) eines farblosen, kristallinen Feststoffs

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, DMSO-dg) 11.39 (s, 1H, NH); 7.49 (d, 1H, H6, *Jin =
1.0 Hz); 6.20 (t, 1H, H1', *Jyy = 7.0 Hz); 5.29 (dd, 1H, H3', *Jyy = 7.3 Hz);
4.45 (m, 2H, H5', H5"); 4.36 (dt, 1H, H4", *Juy = 7.3 Hz, *Juy = 7.0 Hz);
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3.31 (s, 3H, CH3-Mesyl); 3.24 (s, 3H, CH3-Mesyl); 2.48 (m, 2H, H2', H2");
1.77 (d, 3H, CH3-Thymin, *Jii = 1.0 Hz)

3C-NMR: 8 [ppm] (63 MHz, DMSO-ds) 163.87 (C4); 150.63 (C2); 136.04 (C6);
110.34 (C5); 84.29 (C1'); 80.79 (C4'); 79.62 (C3'); 68.72 (C5"); 37.92 (CH;-
Mesyl); 37.06 (CH3-Mesyl); 36.26 (C2'); 12.26 (CH;-Thymin)

Schmelzpunkt: 171 °C

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.45

6.19.2 Darstellung von 3',5'-Anhydrothymidin 95
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[224,21]

Zu einer Losung von 7.24 g (181 mmol, 3.0 Aquiv.) Natriumhydroxid in 160 ml Wasser gab
man portionsweise 24.0 g (60.2 mmol, 1.0 Aquiv.) 3',5'-Di-O-mesylthymidin 96 hinzu. Die
Losung farbte sich dabei tiber gelb nach orange. AnschlieBend erhitzte man die Reaktion
45 min unter RickfluB. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde mit konzentrierter Salz-
sdure neutralisiert. AnschlieBend wurden ca. 100 ml Wasser am Rotationsverdampfer ab-
destilliert. Dabei fiel ein weiler Feststoff aus. Die Kristallisation wurde im Eisbad vervoll-
standigt, der ausgefallene Feststoff abfiltriert und mit wenig Eiswasser gewaschen. Die braune
Mutterlauge wurde zusitzlich mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden uber Natriumsulfat getrocknet und vom Losungsmittel am Rotations-
verdampfer befreit. Der erhaltene farblose Feststoff wurde zusammen mit dem durch Fil-
tration gewonnenen Feststoff vereinigt und aus Ethanol umkristallisiert. Man erhielt farblose

Kristalle.
Ausbeute: 11.4 g (50 8 mmol, 84 %) eines farblosen, kristallinen Feststoffs

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, DMSO-ds) 9.90 (s, 1H, NH); 8.01 (d, 1H, H6, *Juu =
1.2 Hz); 6.70 (t, 1H, H1', *Jun = 5.5 Hz); 5.53 (dt, 1H, H3", *Juy = 6.5 Hz,
3Jun = 3.5 Hz); 4.94 (dd, 1H, HAS', *Jin = 8.0 Hz, *Jun = 3.9 Hz); 4.80 (dd,
1H, Hg5'", *Jun = 8.0 Hz, *Jun = 3.9 Hz); 4.16 (dd, 1H, H4', *Juy = 8.0 Hz,
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Y = 1.5 Hz); 2.49 (dd, 2H, H2', *Jyy =5.5 Hz, *Jun = 3.5 Hz); 1.91 (d, 3H,
CH;-Thymin, *Jiy; = 1.2 Hz)

BC-NMR: 8 [ppm] (63 MHz, DMSO-ds) 163.96 (C4); 151.51 (C2); 136.26 (C6);
111.62 (C5); 88.58 (C1'); 87.14 (C4"); 80.39 (C3'); 75.82 (C5'); 37.94 (C2";
12.51 (CH;-Thymin)

Schmelzpunkt: 190 °C

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.55

6.19.3 Darstellung von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2
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g 1
3 2
X X
C10H12N204

[224,21]

Die Reaktion wurde in einer Inertgasatmosphire unter Feuchtigkeitsausschlu3 durchgefiihrt.
Zu einer Losung von 11.2 g (50.0 mmol, 1.0 Aquiv.) 3',5'-Anhydrothymidin 95 in 45.0 ml
wasserfreiem Dimethylsulfoxid (DMSO) gab man bei 15°C portionsweise 10.3 g
(80.0 mmol, 1.6 Aquiv.) Kalium-tert-butylat hinzu, welches sich nur langsam 15ste. Die
Temperatur iiberstieg dabei 20 °C nicht. Die Losung wurde zdhfliissig und verfirbte sich ins
orange-griine. Nach 15h Riithren bei Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung in
300 ml 4 °C kaltes Toluol gegeben, wobei ein gelblicher Niederschlag entstand. Die
Mischung wurde 20 min geriihrt, anschlieBend abfiltriert und einmal mit kaltem Toluol
gewaschen. Der Riickstand wurde in Wasser gelost, in einen Scheidetrichter iiberfiihrt und die
organische Phase (restliches Toluol) abgetrennt. Die wissrige Phase wurde in ein Becherglas
tiberfithrt und auf 4 °C gekiihlt. Mit verdiinnter Salzsdure wurde die Losung neutralisiert und
mit Essigsdureethylester extrahiert. Die Extraktion wurde mittels DC-Kontrolle verfolgt und
war extrem langwierig (gidhn !). Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Natrium-
sulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Das erhaltene Roh-
produkt wurde chromatographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten aufge-

reinigt. Man erhielt einen farblosen Feststoff.

Ausbeute: 9.87 g (44.0 mmol, 88 %) eines farblosen, kristallinen Feststoffs
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'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, DMSO-dy) 11.28 (s, 1H, NH); 7.63 (d, 1H, H6, *Jiy =
1.2 Hz); 6.81 (ddd, 1H, H1', *Jiy = 3.4 Hz, “Juyu = 1.9 Hz, “Jyn = 1.6 Hz);
6.38 (ddd, 1H, H3', *Jyn = 5.8 Hz, *Jin = 3.4 Hz, *Jun = 1.6 Hz); 5.90 (ddd,
1H, H2', *Jun = 5.8 Hz, *Jun = 3.4 Hz, *Jun = 1.6 Hz); 5.00 (t, 1H, OH, *Jun
= 5.2 Hz); 4.76 (m, 1H, H4'); 3.58 (dd, 2H, H5', H5", *Jun = 5.2 Hz, *Jun =
3.4 Hz); 1.71 (d, 3H, CH;-Thymin, *Jiy = 1.2 Hz)

3C-NMR: 8 [ppm] (63 MHz, DMSO-dg) 164.09 (C4); 151.02 (C2); 136.99 (C6);
135.16 (C3'); 126.18 (C2'); 109.21 (C5); 89.09 (C1'); 87.52 (C4"); 62.47
(C5'); 12.39 (CH3-Thymin)

Schmelzpunkt: 172 °C

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.38

6.20 Synthese der cycloSaligenyl-2',3'-didesoxy-2',3'-didehydrothymidin-5'-
monophosphate (cycloSal-d4TMP) 42

Die cycloSaligenyl-2',3'-didesoxy-2',3'-didehydrothymidin-5'-monophosphate ~ (cycloSal-

d4TMPs) 42 wurden mittels Phosphor(III)-Chemie sowie iiber Phosphor(V)-Chemie darge-

stellt. Bevor auf die Synthese der einzelnen Verbindungen eingegangen wird, werden zu-

nichst die drei moglichen Synthesevarianten vorgestellt.

6.20.1 Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-2',3'-didesoxy-2',3'-di-
dehydrothymidin-5'-monophosphat (cycloSal-d4TMP) 42 mittels Phosphor(I1I)-
Chemie (Synthesevariante A)

O o)
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| NH | INH
/K o __¢Cl (0] /K
HO N~ o 7N P DIPEA Acetonitril ~-O o ©
+ R—— $ P ’
:o: L~ 6  eBuwooH Oi/é ,

2 70 42

In einer Intertgasatmospire unter FeuchtigkeitsausschluB wurden 1.0 Aquiv. 2',3'-Didesoxy-
2'.3'-didehydrothymidin (d4T) 2 in wasserfreiem Acetonitril vorgelegt und mit 2.0 Aquiv.
Diisopropylethylamin (DIPEA) versetzt. Nach Abkiihlen auf 0 °C tropfte man eine Losung
von 2.0 Aquiv. cyclischem Chlorphosphan 70 in wasserfreiem Acetonitril hinzu und riihrte
weitere 30 min bei 0 °C. Nach vollstindiger Umsetzung des Nucleosids wurde bei 0 °C mit

2.1 Aquiv. einer 5.0-6.0 M tert-Butylhydroperoxid-Losung in n-Decan oxidiert. Nach Er-



242 6. Experimenteller Teil

wirmen auf Raumtemperatur wurde weitere 30 min geriihrt. Das Losungsmittel wurde im
Olpumpenvakuum abestilliert und das erhaltene Rohprodukt am Chromatotron aufgereinigt.
Dazu wurde das Rohprodukt in wenig Dichlormethan aufgenommen und zuerst mit einem
Essigsdureethylester/Methanol-Gradienten (5-20 %) von vorhanden Salzen befreit. In einer
zweiten Trennung wurde mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-10 %) aufge-

reinigt.

6.20.2 Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-2',3'-didesoxy-2',3'-di-
dehydrothymidin-5'-monophosphat (cycloSal-d4TMP) 42 mittels Phosphor(III)-
Chemie (Synthesevariante B)
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2'.3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2 und der Aktivator wurden zunichst mit

wasserfreiem Toluol coevaporiert, um restliche Spuren von Wasser zu entfernen.

In einer Inertgasatmosphire unter FeuchtigkeitsausschluB wurden 1.0 Aquiv. 2',3'-Didesoxy-
2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2 in wasserfreiem Acetonitril gelost auf 0 °C gekiihlt und der
Aktivator hinzugegeben. Eine Losung von 2.6 Aquiv. des cyclischen Saligenylphosphorami-
dits in wasserfreiem Acetonitril wurde hinzugegeben. Die Reaktion wurde diinnschicht-
chromatographisch verfolgt. Nach vollstdndiger Umsetzung des Nucleosids wurde bei 0 °C
mit 1.1 Aquiv. (ausgehend vom cyclischen Saligenylphosphoramidit 71) einer 5.0-6.0 M tert-
Butylhydroperoxid-Losung in n-Decan oxidiert. Nach Erwédrmen auf Raumtemperatur wurde
weitere 30 min geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Olpumpenvakuum abestilliert und das
erhaltene Rohprodukt am Chromatotron aufgereinigt. Dazu wurde das Rohprodukt in wenig
Dichlormethan aufgenommen und zuerst mit einem Essigsdureethylester/Methanol-
Gradienten (10-30 %) von vorhanden Salzen befreit. In einer zweiten Trennung wurde mit

einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-15 %) aufgereinigt.
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6.20.3 Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-2',3'-didesoxy-2',3"-di-
dehydrothymidin-5'-monophosphat (cycloSal-d4TMP) 42 mittels Phosphor(V)-
Chemie (Synthesevariante C)
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In einer Inertgasatmosphire unter FeuchtigkeitsausschluB wurden 1.0 Aquiv. 2',3'-Didesoxy-
2'.3'-didehydrothymidin (d4T) 2 in wasserfreiem Acetonitril geldst und mit 6.0 Aquiv.
N-Methylimidazol (NMI) versetzt. AnschlieBend wurden innerhalb von 15 min 3.0 Aquiv. des
cyclischen Saligenylphosphorchloridates 72 unverdiinnt hinzugegeben. Das Reaktionsge-
misch wurde 18 h lang bei Raumtemperatur geriihrt, bevor das Lsungsmittel im Olpumpen-
vakuum abkondensiert wurde. Das erhaltene gelbliche Ol wurde am Chromatotron auf-
gereinigt. Dazu wurde das Rohprodukt in wenig Dichlormethan aufgenommen und zuerst mit
einem Essigsdureethylester/Methanol-Gradienten (10-30 %) von vorhanden Salzen befreit. In
einer zweiten Trennung wurde mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-15 %)

aufgereinigt.

6.20.4 Darstellung von cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydrothymidinyl)-
phosphat (cycloSal-d4TMP) 42a (Synthesevariante A)
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[392,30]

Die Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydrothymidinyl)phosphat
(cycloSal-d4TMP) Xa wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.1 durchgefiihrt. Es wurden
eine Losung von 120 mg (0.54 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin
(d4T) 2 in 6.00 ml wasserfreiem Acetonitril mit 142 mg (0.19 pl, 1.1 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-
Diisopropylethylamin (DIPEA) und 0.20 g (1.1 mmol, 2.0 Aquiv.) cyclischen Saligenylchlor-
phosphan 70a umgesetzt.
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Ausbeute: 118 mg (0.30 mmol, 56 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg) 11.23 (s, 1H, NH); 7.36 (m, 1H, H4-aryl);
7.27 (d, 1H, H6, *Jucis = 1.6 Hz); 7.18 (m, 2H, H5-aryl, H6-aryl); 7.10 (m,
1H, H3-aryl); 6.78 (ddd, 1H, H1', *Juny = 3.5 Hz, *Juuz = 1.9 Hz, “Jipe =
1.6 Hz); 6.37 (ddd, 1H, H3", *Jip = 5.9 Hz, *Jis = 3.5 Hz, Y = 1.9
Hz); 6.00 (ddd, 1H, H2', *Juuy = 5.9 Hz, *Jumr = 3.5 Hz, “Jinse = 1.6 Hz);
5.43 (ddd, 1H, Ha-benzyl, 2Juy = 14.5 Hz, *Jip = 16.8 Hz); 5.41 (ddd, 1H,
Hg-benzyl, 2Jun = 14.5 Hz, *Jip = 5.5 Hz); 4.94 (m, 1H, H4"); 4.29 (ddd, 1H,
H5's, 2Jun = 11.6 Hz, *Jup = 7.0 Hz, *Junw = 2.7 Hz); 4.25 (ddd, 1H, H5's,
2Jun = 11.6 Hz, *Jyp = 6.7 Hz, *Jums = 2.7 Hz); 1.64 (d, 3H, CH;-Thymin,
Y Jime = 1.6 Hz)

BC.NMR: & [ppm] (63 MHz, DMSO-ds) 163.74 (C4); 150.74 (C2); 149.54 (C2-aryl):;
135.71 (C6); 132.82 (C3'); 129.91 (C6-aryl); 127.34 (C4-aryl); 126.20 (C2');
124.49 (C5-aryl); 121.32 (Cl-aryl); 118.12 (C3-aryl); 109.68 (C5); 89.20
(C1'); 84.12 (C4"); 68.39 (C5"); 68.28 (CH,-benzyl); 11.94 (CH;-Thymin)

3'P-NMR: 8 [ppm] (162 MHz, DMSO-dj) - 9.23, -9.25

UV(CH;CN): Amax 265 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3448, 3191, 3067, 1690, 1490, 1459, 1293, 1246, 1109, 1019
R+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.52

6.20.5 Darstellung von cycloSaligenyl-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydrothymidinyl)-

phosphat (cycloSal-d4TMP) 42a (Synthesevariante C)

0] o}

5 4
N/KO o //O 3 O| 6 N/ZK
2
HO @1;'”\0 NMI, Acetonitril 4 O f -0 5
O + { —_— O
{ ) v
. 0 . ] L —
3 2
72a

6
42a

e}

OWTO=

2

Ci7H17N.07P
[392,30]

Die Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydrothymidinyl)phosphat
(cycloSal-d4TMP) 42a wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.3 durchgefiihrt. Es wurden
eine Losung von 36.0 mg (0.16 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin
(d4T) 2 in 2.00 ml wasserfreiem Acetonitril mit 77.0 pl (0.97 mmol, 6.0 Aquiv.) N-



6. Experimenteller Teil 245

Methylimidazol (NMI) und 0.10 g (0.48 mmol, 3.0 Aquiv.) cyclischen Saligenylphosphor-

chloridates 72a umgesetzt.
Ausbeute: 12 mg (0.03 mmol, 19 %)

Die spektroskopischen Daten entsprachen denen in Kapitel 6.20.4 beschriebenen

6.20.6 Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
thymidinyl)phosphat (5-OMe-cycloSal-d4TMP) 42b (Synthesevariante C)
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Die Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2",3'-didehydrothymidin-
yl)phosphat (5-OMe-cycloSal-d4TMP) 42b wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.3 durch-
gefiihrt. Es wurden eine Losung von 40.0 mg (0.18 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-2',3"-di-
dehydrothymidin (d4T) 2 in 2.00 ml wasserfreiem Acetonitril mit 85.0 pl (1.1 mmol,
6.0 Aquiv.) N-Methylimidazol und 0.13 g (0.54 mmol, 3.0 Aquiv.) cyclischen Saligenyl-
phosphorchloridates 72b umgesetzt.

Ausbeute: 33 mg (0.08 mmol, 44 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg) 11.27 (s, 1H, NH); 7.11 (d, 1H, H6, *Jicns =
1.6 Hz); 6.97 (d, 1H, H3-aryl, *Jun = 9.3 Hz); 6.84 (dd, 1H, H4-aryl, *Jiy =
9.3 Hz, “Jun = 2.7 Hz); 6.80 (d, 1H, H6-aryl, “Ji = 2.7 Hz); 6.72 (ddd, 1H,
H1', *Jie = 3.5 Hz, “Jinz = 1.9 Hz, “Jue = 1.6 Hz); 6.30 (ddd, 1H, H3',
i = 5.9 Hz, *Juyne = 3.5 Hz, *Junr = 1.9 Hz); 5.94 (ddd, 1H, H2', *Jiy =
5.9 Hz, *Junr = 3.5 Hz, “June = 1.6 Hz); 5.32 (ddd, 1H, Ha-benzyl, *Jiy =
14.5 Hz, *Jup = 16.8 Hz); 5.30 (ddd, 1H, Hg-benzyl, 2Juy = 14.5 Hz, *Jypp =
5.5 Hz); 4.87 (m, 1H, H4"); 4.20 (ddd, 1H, H5's, *Jun = 11.6 Hz, *Jyp = 7.0
Hz, *Juna = 2.7 Hz); 4.15 (ddd, 1H, H5's, “Jiyn = 11.6 Hz, *Jipp = 6.7 Hz,
3Jina = 2.7 Hz); 3.66 (s, 3H, OCHs); 1.59 (d, 3H, CH3-Thymin, *Jie = 1.6
Hz)
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BC-NMR: d [ppm] (63 MHz, DMSO-ds) 163.75 (C4); 155.63 (C5-aryl); 150.73 (C2);
143.03 (C2-aryl); 135.71 (C6); 132.89 (C3"); 127.30 (C2'); 122.08 (Cl-aryl);
119.07 (C3-aryl); 115.20 (Cé6-aryl); 110.81 (C4-aryl); 109.68 (C5-aryl);
89.18 (C1"); 84.13 (C4"); 68.29 (C5"); 68.27 (CHj-benzyl); 55.59 (OCHs);
11.94 (CH3-Thymin)

3'P_NMR: O [ppm] (162 MHz, DMSO-ds) - 9.06 (die chemische Verschiebung der
beiden Diastereomeren ist identisch. Das Vorhandensein eines Diastereo-

merengemisches geht aus dem 1H-NMR-Spektrum hervor!)
MS (ESI") m/z 421.5
UV(CH3CN):  Amax 266 nm
IR (KBr): 7 [em™'] 3448, 3164, 3036, 1685, 1498, 1458, 1288, 1198, 1115, 1027

R+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.51

6.20.7 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
thymidinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-d4TMP) 42¢ (Synthesevariante B)
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[408,33]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydrothymidin-
yl)phosphat (3-Me-cycloSal-d4TMP) 42¢ wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.2
durchgefiihrt. Es wurden eine Lésung von 40.0 mg (0.18 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-
2'.3'-didehydrothymidin (d4T) 2 in 2.00 ml wasserfreiem Acetonitril und 0.13 g (0.72 mmol,
4.0 Aquiv.) Immidazolium-triflat und 0.12 g (0.45 mmol, 2.5 Aquiv.) cyclischen Saligenyl-
phosphoramidit 71¢ umgesetzt. Im AnschluB wurde mit 112 pl (0.5 mmol, 1.1 Aquiv.
bezogen auf das cyclische Saligenylphosphoramidit 71¢) einer 5.0-6.0 M Losung von fert-

Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 72.3 mg (0.178 mmol, 99 %)
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"H-NMR:

BC-NMR:

3SIP.NMR:
UV(CH;CN):

IR (KBr):

R+~Wert:

8 [ppm] (250 MHz, DMSO-ds) 11.33 (s, 1H, NH); 7.25 (m, 1H, H4-aryl);
7.18 (d, 1H, H6, 4JHCH3 = 1.2 Hz); 7.16 (m, 2H, H5-aryl, H6-aryl); 6.78
(ddd, 1H, H1', *Jim> = 3.5 Hz, “Jins = 1.8 Hz, *Jiie = 1.6 Hz); 6.37 (ddd,
1H, H3', *Juny = 5.9 Hz, *Jung = 3.5 Hz, “Juur = 1.8 Hz); 6.01 (ddd, 1H,
H2', *Juns = 5.9 Hz, *Jinr = 3.5 Hz, “Jinge = 1.6 Hz); 5.40 (ddd, 1H, Ha-
benzyl, “Jiy = 14.4 Hz, *Jip = 17.5 Hz); 5.30 (ddd, 1H, Hg-benzyl, *Jiy =
14.4 Hz, *Jup = 5.9 Hz); 4.94 (m, 1H, H4"); 4.28 (ddd, 1H, H5's, *in = 11.6
Hz, *Jup = 7.4 Hz, *Juna = 2.7 Hz); 420 (ddd, 1H, H5's, /iy = 11.6 Hz,
3Jup = 6.7 Hz, *Juna = 2.7 Hz); 2.25 (s, 3H, CH3-C5-aryl); 1.64 (d, 3H, CH;-
Thymin, *Jime = 1.3 Hz)

8 [ppm] (63 MHz, DMSO-ds) 163.96 (C4); 150.93 (C2); 148.17 (C2-aryl);
135.91 (C6); 133.01 (C3'); 131.22 (C5-aryl); 127.52 (C6-aryl); 127.06 (C2);
124.22 (C4-aryl); 121.58 (Cl-aryl); 117.83 (C3-aryl); 109.67 (C5); 89.18
(C1'); 84.28 (C4"); 68.72 (C5"); 68.41 (CHs-benzyl); 20.14 (CHs-C3-aryl);
12.00 (CHs-Thymin)

d [ppm] (162 MHz, DMSO-dj) -8.46, -8.66
Amax 194.5 nm, 263.7 nm; Amin 233.9 nm

7 [em™'] 3448, 3187, 3049, 2969, 2754, 1722, 1653, 1605, 1531, 1474,
1373, 1287, 1189, 1054, 943, 877, 779, 654

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.51

6.20.8 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
thymidinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-d4TMP) 42¢ (Synthesevariante C)
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Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2",3'-didehydrothymidin-
yl)phosphat (3-Me-cycloSal-d4TMP) 42¢ wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.3

durchgefiihrt. Es wurden eine Losung von 35.0 mg (0.16 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-
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2'.3'-didehydrothymidin (d4T) 2 in 2.00 ml wasserfreiem Acetonitril mit 74.0 ul (0.94 mmol,
6.0 Aquiv.) N-Methylimidazol (NMI) und 0.10 g (0.47 mmol, 3.0 Aquiv.) cyclischen
Saligenylphosphorchloridates 72¢ umgesetzt.

Ausbeute: 37 mg (0.09 mmol, 59 %)

Die spektroskopischen Daten entsprachen denen in Kapitel 6.20.7 beschriebenen

6.20.9 Darstellung von cyclo(3-tert-Butylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
thymidinyl)phosphat (3-tert-Bu-cycloSal-d4TMP) 42e (Synthesevariante A)

5 4
| NH | NH
/lx e . é }K

HO N~ o P DIPEA, Acetonitril L O s N0
+ k4 —_— )
:o: 0 +BuOCH O,
3 2
2 70e 42

Ca1HasN,O7P
[44841]

Die Darstellung von cyclo(3-tert-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydrothymi-
dinyl)phosphat (3-tert-Bu-cycloSal-d4TMP) 42e wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.1
durchgefiihrt. Es wurden eine Lésung von 50.0 mg (0.23 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-
2'.3'-didehydrothymidin (d4T) 2 in 2.5 ml wasserfreiem Acetonitril mit 60.0 mg (78.7 ul, 0.46
mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) und 0.11 g (0.46 mmol, 2.0 Aquiv.)
cyclischen Saligenylchlorphosphan 70e umgesetzt. Es wurde mit 0.20 ml (0.48 mmol, 2.1
Aquiv.) einer 5.0-6.0 M Lésung von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 92.0 mg (0.21 mmol, 91 %)

'H-NMR: O [ppm] (500.13 MHz, DMSO-d;, fast-Diastereomer) 11.33 (s, 1H, NH);
7.33 (d, 1H, H4-aryl-H, *Juu = 7.7 Hz); 7.22 (d, 1H, H6-Thymin, *Juy = 1.1
Hz); 7.17 (dd, 1H, Hé6-aryl, *Ji = 7.4 Hz, “Jun = 1.6 Hz); 7.13 (t, 1H, H5-
aryl, *Jun = 7.6 Hz); 6.81 (dt, 1H, H1¢, *Jun = 3.6 Hz, J = 1.6 Hz); 6.40 (dt,
1H, H3¢, *Jun = 6.0 Hz, J = 1.7 Hz); 6.01 (ddd, 1H, H2¢, *Jiy = 6.0 Hz, J =
2.2 Hz, J = 1.3 Hz); 5.41 (dd, 2H, Ha-benzyl, 2Juy = 14.2 Hz, *Jup = 17.2
Hz); 5.37 (t, 1H, 2y = 13.5 Hz, *Jip = 13.5 Hz); 4.98-4.94 (m, 4H, H4°);
4.33-4-27 (m, 1H, H5°, H5°); 1.58 (d, 3H, CH3-Thymin, “Jiz = 1.1 Hz);
1.30 (s, 9H, fert-Bu)
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"H-NMR:

BC-NMR:

BC-NMR:

BC-NMR:

3 P_NMR:

o [ppm] (500.13 MHz, DMSO-dg, slow-Diastereomer) 11.31 (s, 1H, NH);
7.33 (d, 1H, H4-aryl, *Jyy = 7.6 Hz); 7.19 (d, 1H, H6-Thymin, *Jiy = 1.3
Hz); 7.18 (dd, 1H, H6-aryl, *Juy = 7.6 Hz, “Jun = 1.6 Hz); 7.12 (t, 1H, H5-
aryl, *Jun = 7.6 Hz); 6.79 (dt, 1H, H1¢, *Jun = 3.3 Hz, J = 1.6 Hz); 6.40 (dt,
1H, H3, *Jyn = 6.0 Hz, ] = 1.7 Hz); 6.02 (ddd, 1H, H2¢, *Jiyy = 6.0 Hz, J =
2.2 Hz, ] = 1.4 Hz); 5.41 (dd, 2H, Ha-benzyl, 2Jin = 14.0 Hz, *Jup = 17.0
Hz); 5.36 (t, 1H, Hg-benzyl, “Juy = 13.5 Hz, *Jip = 13.5 Hz); 4.96-4.91 (m,
4H, H4%); 4.33 (ddd, 1H, H5¢, Juny = 11.5 Hz, *Jip = 7.3 Hz, *Jimee = 4.3
Hz); 4.30 (ddd, 1H, H5°, *Juy = 11.6 Hz, *Jup = 7.1 Hz, *Juns = 3.0 Hz);
1.57 (d, 3H, CH3-Thymin, *Ji = 1.1 Hz); 1.33 (s, 9H, fert-Bu)

o [ppm] (125.75 MHz, DMSO-d;, Diastereomerengemisch) 163.94, 163.90
(C4); 150.92, 150.89 (C2); 148.90, 148.87 (d, C2-aryl, *Jep = 8.1 Hz);
138.56, 138.49 (C3-aryl); 135.94, 135.88 (C6); 133.08, 133.00 (C3%);
127.50, 127.47 (C4-aryl); 124.72 (Cé6-aryl); 124.34 (CS5-aryl); 123.26,
123.20 (Cl-aryl); 109.89, 109.83 (C5); 89.39, 89.25 (C1°); 84.37, 84.33
(C4%); 69.06, 69.00 (d, C5¢, “Jep = 5.5 Hz); 68.40, 68.34 (d, CHy-benzyl,
2Jep = 6.5 Hz); 34.51, 34.45 (quart. C); 29.74,29.70 (fert-Bu); 11.98, 11.96
(CH3-Thymin)

d [ppm] (125.75 MHz, DMSO-d;, fast-Diastereomer) & [ppm] 163.92 (C4);
150.90 (C2); 148.89 (d, C2-aryl, 2Jcp = 7.3 Hz); 138.52 (d, C3-aryl, ‘Jep =
7.3 Hz); 135.92 (C6); 133.06 (C3); 127.50 (C4-aryl); 127.47 (C2°); 124.70
(C6-aryl); 124.33 (C5-aryl); 123.23 (d, Cl-aryl, *Jcp = 8.8 Hz); 109.87 (C5);
89.26, 89.23 (C1°); 84.35, 84.29 (C4°); 69.05 (d, C5¢, “Jcp = 3.6 Hz); 68.35
(d, CHa-benzyl, “Jcp = 7.3 Hz); 34.44 (quart.C); 29.69 (tert-Bu); 11.95,
11.98 (CH3-Thymin)

o [ppm] (125.75 MHz, DMSO-ds, slow-Diastereomer) 163.87 (C4); 150.87
(C2); 148.85 (d, C2-aryl, “Jcp = 8.5 Hz); 138.52 (d, C3-aryl, *Jep = 7.3 Hz);
135.79 (C6); 133.06, 132.92 (C3°); 127.52 (d, C4-aryl, *Jep = 8.5 Hz);
127.69 (C2¢); 124.49 (C6-aryl); 124.31 (C5-aryl); 123.17 (d, Cl-aryl, 2Jep
= 8.5 Hz); 109.80 (C5); 89.42, 89.31 (C1°); 84.35 (d, C4¢, *Jep = 8.5 Hz);
69.00 (d, C5°, *Jop = 3.6 Hz); 68.38 (d, CH,-benzyl, *Jcp = 4.8 Hz); 34.49
(quart.C); 29.72 (tert-Bu); 11.98, 11.92 (CH3-Thymin)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dj) -7.24, -7.48
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3'P_NMR: O [ppm] (202 MHz, DMSO-dj, fast-Diastereomer) -7.48
3'P-NMR: S [ppm] (202 MHz, DMSO-d, slow-Diastereomer) -7.24
MS (MALDI): m/z 471.4 (M+Na"), 487.3 (M+K")

UV(CH3CN):  Amax 263.5 nm, 198.0 nm; Amin 237.00

IR (KBr): 7 [em™] 3426, 2963, 1686, 1465, 1289, 1089, 1019, 949, 786, 539, 446,
421
Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.36

6.20.10 Darstellung von cyclo(3-sek-Butylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
thymidinyl)phosphat (3-sek-Bu-cycloSal-d4TMP) 42f (Synthesevariante A)

5 4
| NH | NH
/l\ o___Cl . 6 /ZK

HO. N~ o P DIPEA, Acetonitril , O s N0
+ < —_—
:0: o] ¢-BUOOH . o—J,
3 2
2 70f 42f

C21HasN,07P
[44841]

Die Darstellung von cyclo(3-sek-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3"-didesoxy-2',3'-didehydrothymi-
dinyl)phosphat (3-sek-Bu-cycloSal-d4TMP) 42f wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.1
durchgefiihrt. Es wurden eine Lésung von 100 mg (0.46 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-
2'.3'-didehydrothymidin (d4T) 2 in 5.0 ml wasserfreiem Acetonitril mit 116 mg (154 ul,
0.92 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) und 0.22 g (0.92 mmol, 2.0
Aquiv.) cyclischen Saligenylchlorphosphan 70f umgesetzt. Es wurde mit 0.40 ml (0.96 mmol,
2.1 Aquiv.) einer 5.0-6.0 M Lsung von tert-Butylhydroperoxid in #n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 117 mg (0.26 mmol, 56 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (500.13 MHz, DMSO-ds) 11.34 (s, 2H, NH); 11.31 (s, 2H, NH);
7.27 (d, 4H, H4-aryl, *Juy = 7.6 Hz); 7.22 (d, 2H, H6-Thymin, *Jiy = 0.7
Hz); 7.18 (d, 2H, H6-Thymin, Y = 0.7 Hz); 7.17-7.09 (m, 8H, Hé6-aryl,
H5-aryl); 6.82-6.77 (m, 4H, HI¢); 6.41-6.36 (m, 4H, H3¢); 6.03-6.00 (m,
4H, H2°); 5.48-5.32 (m, 8H, benzyl. H); 4.96-4.91 (m, 4H, H4°); 4.35-4.21
(m, 8H, H5°, H5); 3.00-2.88 (m, 4H, CH); 1.61, 1.60 (d, 12 H, CHs-
Thymin, *Ji = 0.7 Hz); 1.58-1.50 (m, 8H, CH,); 1.15 (d, 6H, CH-CHs,
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3Jun = 7.1 Hz); 1.12 (d, 6H, CH-CHs, *Jiy = 6.9 Hz); 0.77-0.71 (m, 12 H,
CH,-CHs)

BCNMR: 5 [ppm] (100.61 MHz, DMSO-ds) 163.94, 163.90 (C4): 150.92, 150.88
(C2); 147.79, 147.77 (C2-aryl); 136.00, 135.91, 135.87 (C3-aryl); 133.06,
133.03, 132.99 (C3%); 127.72, 127.64 (C-aryl); 127.55. 127.52 (C2°):
124.52 (Cé-aryl): 123.90 (CS-aryl); 122.05, 121.97, 121.88 (Cl-aryl):
109.93, 109.80 (C5); 89.37, 89.24 (C1°); 84.39, 84.34, 84.32, 84.26 (C4°);
68.95, 68.92, 68.87, 68.86, 68.73, 68.67, 68.63 (C5°); 68.46, 68.42, 68.40,
68.38 (CHy-benzyl); 3.43, 33.31, 33.15, 33.12 (CH); 29.40, 29.37, 29.06,
28.89 (CHy): 20.70.20.62, 20.31 (CH-CH): 12.09, 12.05 (CHy-CHs): 11.98
(CHs)

3IP-NMR: § [ppm] (202 MHz, DMSO-ds) -6.80, -6.89, -7.21, -7.24
MS (MALDI): m/z471.4 (M+Na"), 487.3 (M+K")

UV(CH3CN):  Amax 263.5 nm, 198.0 nm; Amin 237.00

IR (KBr): 7 [em™] 3435, 2963, 1692, 1465, 1293, 1271, 1184, 1091, 1019, 947, 849,
785, 577, 491
Re+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.36

6.20.11 Darstellung von cyclo(5-tert-Butylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
thymidinyl)phosphat (5-fert-Bu-cycloSal-d4TMP) 42g (Synthesevariante A)

o} Cl 6 /K
HO N o] ~ '2/ DIPEA, Acetonitril L AL O g P N~ o
_— >
:O: o} £-BUOOH . R 0 ‘
R J 0 4 1
6 1 3 2

2 709 429

C21HasN,07P
[448,41]

Die Darstellung von cyclo(5-tert-Butylsaligenyl)-5'-0O-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydrothymi-
dinyl)phosphat (5-tert-Bu-cycloSal-d4TMP) 42g wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.1
durchgefiihrt. Es wurden eine Lésung von 70.0 mg (0.32 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-
2',3'-didehydrothymidin (d4T) 2 in 5.00 ml wasserfreiem Acetonitril mit 103 mg (137 ul,
0.80 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) und 0.19g (0.80 mmol,
2.5 Aquiv.) cyclischen Saligenylchlorphosphan 70g umgesetzt. Es wurde mit 0.31 ml



252

6. Experimenteller Teil

(0.80 mmol, 2.5 Aquiv.) einer 5.0-6.0 M Losung von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan

oxidiert.
Ausbeute:

'H-NMR:

'H-NMR:

'H-NMR:

49.3 mg (0.11 mmol, 34 %)

d [ppm] (500.13 MHz, DMSO-ds, Diastereomerengemisch) 11.31 (s, 2H,
NH); 7.38 (d, 1H, H4-aryl, >Jiy; = 8.8 Hz); 7.35 (d, 1H, H4-aryl, >Jiy; = 8.8
Hz); 7.29 (s, 2H, H6-aryl); 7.18 (d, 1H, H6, *Ju = 1.0 Hz); 7.15 (d, 1H, H6-
Thymin, *Jun = 1.0 Hz); 7.04 (d, 1H, H3-aryl, *Jin = 8.5 Hz); 7.01 (d, 1H,
H3-aryl, *Jun = 8.5 Hz); 6.80 (ddd, 1H, HI1¢, J = 3.5 Hz, *Ji-= 1.9 Hz, J =
1.6 Hz); 6.78 (ddd, 1H, H1¢, J = 3.5 Hz, *Jumi- = 1.9 Hz, J = 1.6 Hz); 6.40
(ddd, 1H, H3¢, > = 6.0 Hz, *Jis = 1.6 Hz, “Jin-= 1.9 Hz); 6.34 (ddd,
1H, H3%, *Jinp- = 6.0 Hz, *Jins = 1.6 Hz, “Jn- = 1.9 Hz); 6.01 (ddd, 1H,
H2¢, *Jims = 6.0 Hz, *Jimi- = 1.9 Hz; “Jimee = 1.3 Hz); 5.99 01 (ddd, 1H,
H2¢, *Juzs = 6.0 Hz, *Ju- = 1.9 Hz; *Jungs = 1.3 Hz); 5.47 (dd, 1H, Ha-
benzyl, “Jun = 14.2 Hz, *Jip = 17.0 Hz); 5.46 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2y =
14.5 Hz, *Jip = 17.0 Hz); 5.37 (dd, 1H, Hg-benzyl, 2Jiy = 14.2 Hz, *Jip =
10.5 Hz); 4.97-4.93 (m, 2H, H4¢); 4.32 (ddd, 1H, H5*, 2Juu = 11.4 Hz, *Jipp
= 6.6 Hz, *Juns = 2.5 Hz); 4.29 (ddd, 1H, H5°, *Jun = 11.4 Hz, *Jup = 6.6
Hz, *Jins = 2.5 Hz); 4.28 (ddd, 1H, H5°, *Jyn = 11.4 Hz, *Jip = 6.9 Hz,
s = 4.1 Hz); 4.26 (ddd, 1H, H5°“, Jiy = 11.4 Hz, *Jipp = 6.9 Hz, *Jiae
= 4.1 Hz); 1.65 (d, 3H, CH3, “Jun = 1.0 Hz); 1.58 (d, 3H, CH3, “Jun = 1.0
Hz); 1.25 (s, 9H, tert-Bu); 1.24 (s, 9H, fert-Bu)

O [ppm] (500.13 MHz, DMSO-d;, fast-Diastereomer) 11.33 (s, 1H, NH);
7.38 (d, 1H, H4-aryl, *Juy = 8.5 Hz); 7.29 (d, 1H, H6-aryl, *Jiy = 2.4 Hz);
7.18 (d, 1H, H6-Thymin, “Jiy = 1.3 Hz); 7.04 (d, 1H, H3-aryl, *Jiy = 8.7
Hz); 6.79 (dt, 1H, H1¢, ] = 3.5 Hz, ] = 1.7 Hz); 6.41 (dt, 1H, H3*, *Jiy- = 6
Hz, J = 1.7 Hz); 6.01 (ddd, 1H, H2¢, *Jyy = 5.8 Hz, ] =2 Hz, J = 1.4 Hz);
5.45 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2Juy = 14.4 Hz, *Jup = 16.8 Hz); 5.37 (dd, 1H, Hp-
benzyl, 2y = 14.2 Hz, *Jip = 10.6 Hz); 4.96-4.92 (m, 1H, H4¢); 4.30 (ddd,
1H, H5, *Jun = 11.5 Hz, *Jipp = 7.4 Hz, *Juns = 4.1 Hz); 4.26 (ddd, 1H,
H5¢, “Jun = 11.2 Hz, *Jip = 6.6 Hz, *Juns = 2.5 Hz); 1.66 (d, 3H, CH;-
Thymin, *Ju = 1.1 Hz); 1.25 (s, 9H, tert-Bu)

S [ppm] (500.13 MHz, DMSO-ds, slow-Diastereomer) 11.32 (s, 1H, NH);
7.35 (d, 1H, H4-aryl, *Juy = 8.5 Hz); 7.28 (d, 1H, H6-aryl, *Jyy = 2.2 Hz),
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BC-NMR:

BC-NMR:

3 P_NMR:
3S'P.NMR:

3SIP.NMR:

MS (MALDI):

UV(CH;CN):

IR (KBr):

R~Wert:

7.14 (d, 1H, H6-tymin, *Jyy = 1.1 Hz); 7.01 (d, 1H, H3-aryl, *Ji = 8.5 Hz);
6.77 (dt, 1H, H1°, *Juip- = 3.6 Hz, J = 1.7 Hz); 6.34 (dt, 1H, H3*, *Jun- =
6.0 Hz, *Juns = 1.7 Hz, *Jumi- = 1.7 Hz); 5.99 (ddd, 1H, H2°, *Jinz- = 6.0
Hz, *Jumi- = 2.2 Hz, *Jimse = 1.3 Hz); 5.47 (dd, 1H, benzyl. H, *Jiy = 14.5
Hz, *Jyp = 16.7 Hz); 5.37 (dd, 1H, benzyl. H, /iy = 14.2 Hz, *Jip = 10.5
Hz); 4.96-4.92 (m, 1H, H4*); 4.32 (ddd, 1H, H5°, *Jiy = 11.7 Hz, *Jip = 6.6
Hz, *Jing = 2.5 Hz); 4.25 (ddd, 1H H5¢, 2Juy = 11.5 Hz, *Jipp = 7.2 Hz,
3 = 4.4 Hz); 1.58 (d, 3H, CHj-tymin, “Jiy = 1.6 Hz); 1.24 (s, 9H, fert-
Bu)

o [ppm] (125.75 MHz, DMSO-ds, fast-Diastereomer) 163.86 (C4); 150.85
(C2); 147.46 (d, C2-aryl, *Jep = 7.3 Hz); 147.17 (C5-aryl); 135.78 (C5);
133.02 (C3%); 127.49, 127.46 (C2°); 126.74 (C4-aryl); 123.02 (Cé6-aryl),
120.64 (d, Cl-aryl, *Jep = 9.7 Hz); 117.75 (C3-aryl); 109.83 (C5); 89.35,
89.33 (C19); 84.31, 84.24 (C4°); 68.81 (d, C5¢, *Jep = 6.1 Hz); 68.39 (d,
CH,-benzyl, “Jep = 4.9 Hz); 34.37 (CH); 31.23, 31.21 (fert-Bu)

o [ppm] (125.75 MHz, DMSO-ds, slow-Diastereomer) 163.88 (C4); 150.87
(C2); 147.49 (d, C2-aryl, “Jep = 7.3 Hz); 147.16 (C5-aryl); 135.83 (C5);
132.99 (C3%); 127.53, 127.48 (C2°); 126.85 (C4-aryl); 123.04 (Cé6-aryl),
120.57 (d, Cl-aryl, *Jep = 9.7 Hz); 117.57 (C3-aryl); 109.83 (C5); 89.38,
89.30 (C1); 84.33, 84.27 (C4°); 68.65 (d, C5¢, *Jep = 6.1 Hz); 68.46 (d,
CHa-benzyl, *Jep = 4.9 Hz); 34.37 (CH); 31.24, 31.21 (fert-Bu)

(202 MHz, DMSO-d;) -7.83, -7.85

(202 MHz, DMSO-d;) -7.85 fast

(202 MHz, DMSO-d;) -7.83 slow

m/z 471.4 (M+Na"), 487.3 (M+K")
Amax 263.5 nm, 194.3 nm; Amin 236.5 nm

7 [em™] 3442, 2963, 1692, 1500, 1467, 1398, 1368, 1300, 1271, 1191,
1114, 1031, 995, 951, 902, 850, 801, 784, 697, 592, 514, 491, 417

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.36
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6.20.12 Darstellung von cyclo(5-sek-Butylsaligenyl)-5'-0-(2',3'-didesoxy-2',3'-didehydro-
thymidinyl)phosphat (5-sek-Bu-cycloSal-d4TMP) 42h Synthesevariante A

o.___Cl 0 6
o ™ DIPEA, Acetonitril AL o Lo s N~ 70
—" .
0
0 £-BuOOH 5 é . '
6 1 3 2

wT

70h 42h

Ca1HasN,O7P
[44841]

Die Darstellung von cyclo(5-sek-Butylsaligenyl)-5'-O-(2',3'-didesoxy-2",3'-didehydrothymi-
dinyl)phosphat (5-sek-Bu-cycloSal-d4TMP) 42f wurde nach der Methode in Kapitel 6.20.1

durchgefiihrt. Es wurden eine Lésung von 70.0 mg (0.32 mmol, 1.0 Aquiv.) 2',3'-Didesoxy-
2'.3'-didehydrothymidin (d4T) 2 in 5.00 ml wasserfreiem Acetonitril mit 104 mg (137 pul,
0.80 mmol, 2.5 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) und 0.19g (0.80 mmol,

2.5 Aquiv.) cyclischen Saligenylchlorphosphan 70f umgesetzt. Es wurde im Anschlu mit

0.31 ml einer 5.0-6.0 M Losung von fert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute:

'H-NMR:

BC.NMR:

38.1mg (0.085 mmol, 27 %)

8 [ppm] (500.13 MHz, DMSO-ds) 11.34 (s, 4H, NH); 7.22-7.19 (m, 4H, H4-
aryl); 7.17 (s, 4H, H6); 7.12 (s, 4H, Ho6-aryl); 7.04 (t, 4H, H3-aryl); 6.82-
6.79 (m, 4H, H1%); 6.43 (dt, 2H, H3, *Jun = 6.0 Hz, *Ju = 1.6 Hz); 6.36
(dt, 2H, H3*, *Juy = 6.0 Hz, *Jun = 1.6 Hz); 6.02 (ddd, 2H, H2°, *Juu = 6.0
Hz, *Jum- = 2.2 Hz, *Jun = 1.3 Hz); 6.00 (ddd, 2H, H2°, *Juu = 6.0 Hz,
3Jamte = 2.2 Hz, *Jun = 1.3 Hz); 5.51-5.35 (m, 8H, CH,-benzyl); 4.98-4.95
(m, 4H, H4¢); 4.35-4.26 (m, 8H, H5¢, H5**); 2.62-2.55 (m, 4H, CH); 1.67 (s,
6H, CH;-Thymin); 1.60 (s, 6H, CH3-Thymin); 1.57-1.48 (m, 8H, CH,); 1.17
(d, 12H, CH-CHs, *Jun = 6.9 Hz); 0.76 (t, 6H, CH,-CHs, 3JHH = 7.4 Hz);
0.75 (t, 6H, CH,-CH3, *Jiy = 7.4 Hz)

& [ppm] (125.75 MHz, DMSO-ds) 164.58, 164.56 (C4); 151.58, 151.55
(C2); 148.50, 148.44 (d, C2-aryl, 2Jcp = 7.0 Hz); 144.32 (CS-aryl); 136.56,
136.51 (C6); 133.74, 133.68 (C3); 129.19, 129.19, 129.07 (C4-aryl);
128.21, 128.17 (C2°); 12521, 125.16, 125.14, 125.13 (C6-aryl); 121.82,
121.74, 121.71 (d, Cl-aryl, *Jep = 9.7 Hz); 118.71 (C3-aryl); 110.54, 110.53
(C5); 90.03, 90.00 (C1°); 85.03, 85.96 (C4%); 69.34, 69.32 (d, CHa-benzyl,
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3Jep = 7.0 Hz); 69.19, 69.10 (d, C5°, *Jep = 7.0 Hz); 41.03, 41.02 (CH);
31.35, 31.33, 31.32, 31.30 (CHa); 22.52, 22.51, 22.49, 22.48 (CH-CH;);
12.85, 12.84 (-CH,-CH3) 12.76, 12.68 (CH;3-Thymin)

3'P_.NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dy) -7.77, -7.78, -7.80
MS (MALDI): m/z 471.3 (M+Na"), 487.2 (M+K")

UV(CH3;CN): Amax 263.6 nm, 198.1 nm; Amin 235.0 nm

IR (KBr): 7 [em™] 3452, 3191, 3065, 2962, 1693, 1498, 1466, 1367, 1298, 1250,
1207, 1167, 1114, 1090, 1030, 995, 950, 906, 850, 827, 783, 695, 649, 576,
486, 422

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.36

6.21 Synthese der cycloSaligenyl-5'-O-(3'-desoxyadenosinyl)phosphate
(cycloSal-3'-dAMP) 43a-c

Die cycloSaligenyl-5'-O-(3'-desoxyadenosinyl)phosphate (cycloSal-3'-dAMP) 43a-¢ wurden
mittles Phosphor(Ill)-Chemie {iber die Synthesevariante A dargestellt. Bevor auf die Synthese
der einzelnen Verbindungen eingegangen wird, soll zunéchst die allgemeine Methode zur

Darstellung dieser Verbindungen vorgestellt werden.

6.21.1 Allgemeine Methode zur Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(3'-desoxyadeno-
sinyl)phosphate (cycloSal-3'-dAMP) 43a-c mittels Phosphor(III)-Chemie (Syn-

thesevariante A)

NH, NHy
N X
ay e
=
HO. N N NS Y DvETHE @11) Q N =
el ; N o\\FL/o N
— —_—
0 + L~ o) £-BUOOH R—1— ¢ o
- 0
OH
15 70 43 OH

In einer Inertgasatmosphire unter FeuchtigkeitsausschluB wurden 1.0 Aquiv. 3'-Desoxy-
adenosin (3'-dA, Cordycepin) 15 in einem Gemisch aus wasserfreiem Dimethylformamid und
wasserfreiem Tetrahydrofuran (2:1) gelost, mit 3.0 Aquiv. Diisopropylethylamin (DIPEA)
versetzt und mit einem Ethanol-Kiltebad auf -40 °C gekiihlt. 2.0 Aquiv. des entsprechenden
cyclischen Chlorphosphans 70 wurden in 1 ml Acetonitril verdiinnt und langsam zu der Lo-

sung getropft. Die Reaktion wurde diinnschichtchromatographisch kontrolliert und eventuell
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N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) und cyclisches Saligenylchlorphosphan 70 erneut
hinzugetropft. Es wurde auf vollstdndigen Umsatz des Cordycepins 15 geachtet. Im Anschluf3
wurden 1.1 Aquiv. (bezogen auf die Menge an eingesetztem cyclischen Saligenyl-
chlorphosphan 70) einer 5-6 M Losung von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan bei - 40 °C
hinzugegeben und auf Raumtemperatur erwarmt. Die Reaktion wurde weitere 30 min geriihrt
bevor im Olpumpenvakuum das Losungsmittel abkondensiert wurde. Man erhielt ein gelbes
Ol, welches chromatographisch aufgereinigt wurde. Dazu wurde das Rohprodukt in wenig
Dichlormethan aufgenommen und zuerst mit einem Essigsdureethylester/Methanol-
Gradienten (5-20 %) von vorhanden Salzen befreit. In einer zweiten Trennung wurde mit
einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-10 %) aufgereinigt. Nach Abkondensieren des
Losungsmittels am Rotationsverdampfer und anschlieBendem lyophilisieren erhielt man einen

farblosen, wattigen Feststoff.

6.21.2 Darstellung von cycloSaligenyl-5'-0-(3'-desoxyadenosinyl)phosphat (cycloSal-3'-

dAMP) 43a
NH; NH,
6
N—5
/N SN 8</ N
| ) o __Ci DIPEA . 3 o N )2
HO. N N E DMF/THF (2:1) , R O\ﬂ,/o ) DN
o N o) +BuOOH ) é . 0 .
B 1 A 2
6 3
OH OH
15 70a 43a
C17H1gNsO6P
[419,33]

Die Darstellung von cycloSaligenyl-5'-O-(3'-desoxyadenosinyl)phosphat (cycloSal-3'-dAMP)
43a wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.21.1 durchgefiihrt. Es wurden 100 mg
(0.40 mmol, 1.0 Aquiv.) 3'-Desoxyadenosin (Cordycepin) in einem Gemisch aus 3.00 ml Di-
methylformamid und 1.50 ml Tetrahydrofuran gelést und mit 155 mg (205 pl, 1.20 mmol,
3.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) und 200 mg (1.0 mmol, 2.6 Aquiv.) des
cyclischen Saligenylchlorphosphans 70a bei - 40 °C umgesetzt. Das intermediédr gelbildete
Phosphit wurde mit 0.23 ml (1.14 mmol, 2.9 Aquiv.) einer 5-6 M Losung von tert-Butyl-

hydroperoxid in n-Decan oxidiert.
Ausbeute: 33.5 mg (0.08 mmol, 20 %)
"H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-d;) 8.20 (s, 1H, H8); 8.17 (s, 1H, H8); 8.12 (s,

1H, H2); 8.11 (s, 1H, H2); 7.35-7.27 (m, 6H, NH,, H4-aryl); 7.21 (dd, 1H,
H6-aryl, *Juy = 7.4 Hz, “Juu = 1.5 Hz); 7.19 (dd, 1H, Hé6-aryl, *Juy = 7.4
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BC-NMR:

3SIP.NMR:

3S'P.NMR:

MS (MALDI):

UV(CH;CN):

IR (KBr):

R~Wert:

analyt. HPLC:

Hz, “Jun = 1.8 Hz); 7.14 (t, 2H, H5-aryl, *Juy = 7.4 Hz); 7.08 (dd, 1H, H3-
aryl, *Jun = 8.1 Hz, “Juy = 1.0 Hz); 7.01 (dd, 1H, H3-aryl, *Ju = 8.4 Hz,
“Jun = 1.0 Hz); 5.87 (d, 1H, H1*,*Jiyp: = 4.0 Hz); 5.86 (d, 1H, *Jiy = 3.8
Hz); 5.80 (t, 2H, OH, *Jimp: = 2.8 Hz); 5.45 (dd, 1H, Ha-benzyl, *Jiy = 14.2
Hz, *Jup = 17.7 Hz); 5.41 (dd, 1H, Ha-benzyl, H, “Juy = 14.3 Hz, *Jip =
17.7 Hz); 5.37 (dd, 1H, Hg-benzyl, *Jiy = 14.5 Hz, *Jip = 9.3 Hz); 5.35 (dd,
1H, Hg-benzyl, 2Juy = 14.5 Hz, *Jip = 9.1 Hz); 4.68-4.62 (m, 2H, H2°);
4.53-4.45 (m, 2H, H4°); 4.40-4.22 (m, 4H, H5°, H5°°); 2.32-2.22 (m, 2H,
H3¢); 2.04-1.94 (m, 2H, H3*)

8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-ds) 156.38 (C6); 152.92 (C2); 149.78, 149.70
(d, C2-aryl, 2Jep = 3.0 Hz); 149.43 (C4); 139.28, 139.23 (C8); 130.07,
130.02 (C6-aryl); 126.34 (C4-aryl); 124.73, 124.71 (C5-aryl); 121.30,
121.21 (d, Cl-aryl, , *Jep = 3.5 Hz); 119.37 (C5); 118.53, 118.45 (d, C3-
aryl, *Jep = 4.1 Hz); 91.13, 91.09 (C1¢); 78.25, 78.16 (d, C4°, *Jep = 4.0 Hz);
7439, 74.36 (C2°); 69.48, 69.37 (d, CHy-benzyl, *Jep = 5.5 Hz); 68.78,
68.70 (d, C5°, 2Jep = 7.0 Hz); 34.71, 34.67 (C3°)

d [ppm] (202.5 MHz, DMSO-ds) -8.62 (die chemische Verschiebung der
beiden Diastereomeren ist identisch. Das Vorhandensein eines Diastereo-

merengemisches geht aus dem 'H-NMR-Spektrum hervor!)

& [ppm] (202.5 MHz, DMSO-ds, 1H gekoppelt) -8.52 - -8.73 (m)
m/z 420.6 (M+H"), 442.4 (M+Na"), 458.4 (M+K")

Amax 258.1 nm, 196.0 nm; Amin 231.7 nm

7 [em™] 3337, 1648, 1601, 1489, 1459, 1419, 1374, 1293, 1245, 1192,
1105, 1022, 950, 844, 761, 721, 649, 578

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.26

tr: 11.88 min (99 %, Gradient III)
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6.21.3 Darstellung von cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-0-(3'-desoxyadenosinyl)phosphat
(5-OMe-cycloSal-3'-dAMP) 43b

NH NH,
6
N AN N
N X
1) LT
/ DIPEA 0 )z
N + ) 3 3
HO 5 N ol DMF/THF (2:1) . 2 OO s N™ 45N
0 ~
o o : ¥ g
OH OH
15 70b 43b

C1gH20N507P
[449,35]

Die Darstellung von  cyclo(5-Methoxysaligenyl)-5'-O-(3'-desoxyadenosinyl)phosphat
(5-OMe-cycloSal-3'-dAMP) 43b wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.21.1
durchgefiihrt. Es wurden 100 mg (0.40 mmol, 1.0 Aquiv.) 3'-Desoxyadenosin (Cordycepin)
15 in einem Gemisch aus 3.00 ml Dimethylformamid und 1.50 ml Tetrahydrofuran geldst und
mit 155 mg (205 ul, 1.20 mmol, 3.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) und 175 mg
(0.8 mmol, 2.0 Aquiv.) des cyclischen Saligenylchlorphosphans 70b bei - 40 °C umgesetzt.
Das intermediir gelbildete Phosphit wurde mit 0.17 ml (0.86 mmol, 2.2 Aquiv.) einer 5-6 M

Losung von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.
Ausbeute: 90 mg (0.20 mmol, 50 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-d;) 8.18 (s, 1H, H8); 8.16 (s, 1H, H8); 8.12 (s,
1H, H2); 8.11 (s, 1H, H2); 7.27 (s, 4H, NH,); 7.02 (d, 1H, H3-aryl, *Juy =
8.9 Hz); 6.94 (d, 1H, H3-aryl, *Jui = 8.9 Hz); 6.87 (dd, 1H, H4-aryl, *Jiyy =
8.9 Hz, “Jun = 3.0 Hz); 6.82 (dd, 1H, H4-aryl, iy = 8.9 Hz, “Jiy = 2.8
Hz); 6.78 (d, 1H, H6-aryl, “Juy = 3.5 Hz); 6.77 (d, 1H, Hé6-aryl, *Jiy = 3.4
Hz); 5.87 (d, 1H, H1¢, *Jimp = 2.3 Hz); 5.86 (d, 1H, H1¢, *Juyy = 2.3 Hz);
5.73 (s, br, OH,); 5.40 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2Juy = 14.5 Hz, *Jup = 17.5 Hz);
5.36 (dd, 1H, Ha-benzyl, 2Juy = 14.2 Hz, *Jup = 17.3 Hz); 5.32 (dd, 1H, Hg-
benzyl, “Jun = 14.5 Hz, *Jip = 9.2 Hz); 5.30 (dd, 1H, Hg-benzyl, *Jiy = 14.5
Hz, *Jup = 9.2 Hz); 4.68-4.62 (m, 2H, H2¢); 4.53-4.44 (m, 2H, H4°); 4.39-
420 (m, 4H, H5°, H5¢“); 3.70 (s, 6H, OCH3); 2.30-2.21 (m, 2H, H3*); 2.03-
1.94 (m, 2H, H3**)

BC-NMR: & [ppm] (100.6 MHz, DMSO-ds) 156.40 (C6); 155.90, 155.87 (CS-aryl);
152.96 (C2); 149.36 (C4); 143.38, 14331 (d, C2-aryl, Jop = 4.1 Hz);
139.26, 139.22 (C8); 122.06, 121.97 (d,Cl-aryl, *Jep = 2.5 Hz); 119.46
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(C5); 119.40, 119.36 (d, C3-aryl, *Jep = 5.1 Hz); 115.49, 115.39 (C6-aryl);
110.92, 110.88 (C4-aryl); 91.13, 91.08 (C1°); 78.25, 78.18 (d, C4*, *Jep =
3.1 Hz); 74.40, 74.36 (C2); 69.38, 69.27 (CHa-benzyl, 2Jcp = 5.1 Hz);
68.80, 68.70 (d, C5°, 2Jep = 7.1 Hz); 55.92 (OCH;); 34.73, 34.68 (C3°)

3'P-NMR: 8 [ppm] (202.5 MHz, DMSO-d;) -8.43 (die chemische Verschiebung der
beiden Diastereomeren ist identisch. Das Vorhandensein eines Diastereo-
merengemisches geht aus dem 1H-NMR-Spektrum hervor!)

3'P-NMR: 8 [ppm] (202.5 MHz, DMSO-ds, 'H gekoppelt) -8.33 - -8.54 (m)

MS (MALDI): m/z450.4 (M+H"), 472.2 (M+Na"), 488.2 (M+K")

UV(CH;CN): Amax 257.4 nm, 194.5 nm; Apin 237.0 nm

IR (KBr): 7 [em™'] 3425, 1645, 1497, 1286, 1200, 1025, 955, 919, 820, 724, 648

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.28

analyt. HPLC:

tr: 12.13 min, 12.25 min (97 %, Gradient III)

6.21.4 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-0-(3'-desoxyadenosinyl)phosphat
(3-Me-cycloSal-3'-dAMP) 43¢

NH»
N X
/ N
< f; o_ _ci DIPEA o
HO N N .z DMF/THF(21) ) o\l\/o
:0:1 + 0

NH2

N4)

5

P
t BuOOH 4§
O

15 70c 43c

C1gH2oN5OgP
[433,36]

Die Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(3'-desoxyadenosinyl)phosphat (3-Me-
cycloSal-3'-dAMP) 43¢ wurde nach der allgemeinen Methode in Kapitel 6.21.1 durchgefiihrt.
Es wurden 100 mg (0.40 mmol, 1.0 Aquiv.) 3'-Desoxyadenosin (Cordycepin) in einem
Gemisch aus 3.00 ml Dimethylformamid und 1.50 ml Tetrahydrofuran gel6st und mit 155 mg
(205 pl, 1.20 mmol, 3.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) und 160 mg (0.8 mmol,
2.0 Aquiv.) des cyclischen Saligenylchlorphosphans 70¢ bei -40 °C umgesetzt. Das inter-
mediir gelbildete Phosphit wurde mit 0.17 ml (0.86 mmol, 2.2 Aquiv.) einer 5-6 M Losung

von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan oxidiert.

Ausbeute: 60.7 mg (0.14 mmol, 35 %)
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"H-NMR:

BC.NMR:

3S'P_NMR:

3S'P_NMR:

MS (MALDI):

UV(CH;CN):

IR (KBr):

R~Wert:

analyt. HPLC:

6. Experimenteller Teil

8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg) 8.17 (s, H8); 8.15 (s, 1H, H8); 8.106 (s, 1H,
H2); 8.102 (s, 1H, H2); 7.27 (s, 4H, NH,); 7.20-7.16 (m, 2H, H5-aryl); 7.05-
7.00 (m, 4H, H4-aryl, H6-aryl); 5.87 (d, 1H, H1°, *Jiys = 2.6 Hz); 5.86 (d,
1H, H1¢, *Jiy = 2.8 Hz); 5.74-5-73 (m, 2H, OH); 5.42 (dd, 1H, Ha-benzyl,
2Jun = 14.2 Hz, *Jip = 17.0 Hz); 5.38 (dd, 1H, Ha-benzyl, *Juy = 14.0 Hz,
3Jup = 17.0 Hz); 5.34 (dd, 1H, Hg-benzyl, 2Ju = 14.3 Hz, *Jup = 9.9 Hz);
5.31 (dd, 1H, Hg-benzyl, >Jiys = 14.3 Hz, *Jyp = 9.8 Hz); 4.69-4.61 (m, 2H,
H2¢); 4.25-4-46 (m, 2H, H4%); 4.40-4.21 (m, 4H, H5¢, H5°); 2.31-2.22 (m,
2H, H3%); 2.17 (s, 3H, CHs); 2.11 (s, 3H; CHs); 2.03-1.94 (m, 2H, H3¢¢)

5 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-dq) 156.39 (C6); 152.92 (C2); 149.33 (C4):
14823, 148.16 (d, C2-aryl, 2Jep = 5.2 Hz): 13922, 139.15 (C8); 131.14,
131.12 (Cd-aryl): 127.20, 127.14 (C3-aryl); 124.20 (C5-aryl): 123.78 (C6-
aryl); 121.19, 121.12 (Cl-aryl); 119.36 (C5); 91.15, 91.11 (C1°); 78.27,
78.21 (C4°); 74.43, 74.39 (C2°); 69.44, 69.39 (d, CH,-benzyl, 2JCP =4.8
Hz): 68.74. 68.64 (d, C5°, Jep = 7.3 Hz): 34.73. 34.67 (C3); 1522, 15.11
(CHs)

d [ppm] (202.5 MHz, DMSO-dg) -7.99, -8.03

O [ppm] (202.5 MHz, DMSO-dg, 'H gekoppelt) -7.88 - -8.13 (m)
m/z 434.5 (M+H"), 456.4 (M+Na"), 472.3 (M+K")

Amax 258.0 nm 197.1 nm; Amin 233.0 nm

7 [em™] 3398, 2926, 1731, 1646, 1602, 1474, 1418, 1373, 1294, 1190,
1010, 946, 821, 776, 721, 649

(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.28

tr: 12.59 min (98 %, Gradient III)

6.22 Synthese von cycloSal-(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2'-fluor-ara-2',3'-di-
desoxyadenosinyl)phosphat (3-Me-cycloSal-F-ara-ddAMP) 38c unter

Verwendung von 4,4'-Dimethoxytriphenylmethylchlorid als Schutz-

gruppe

Durch die fiir nucleophile Substitutionen sehr reaktive exocyclische Aminogruppe des

Adenins kommt es wihrend der Reaktion zu Nebenprodukten, die durch eine geeignete
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Schutzgruppenstrategie verhindert werden konnen. Es wurde hierfiir die sdurelabile

Schutzgruppe 4.4'-Dimethoxytriphenylmethylchlorid gewahlt.

6.22.1 Darstellung von N® ,05'-Bis(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-Z'-ﬂuor-ara-Z',S'-di-

desoxyadenosin 90

N
HO . N Pyridin
o DMAP

¥ o @ —

16 20

Cs2H48FN5Og
[857,97]

In einer Inertgasatmosphire unter Feuchtigkeitsausschluf wurden 50 mg (0.2 mmol,
1.0 Aquiv.) 2'-Fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin (2'-F-ara-ddA) 16 in 2.00 ml wasserfreiem
Pyridin suspendiert und mit 2.5 mg (0.02 mmol, 0.1 Aquiv.) Dimethylaminopyridin (DMAP)
versetzt. AnschlieBend wurden 200 mg (0.59 mmol, 3.0 Aquiv.) 4,4'-Dimethoxytriphenyl-
methylchlorid (DMTrCl) hinzugegeben. Die Suspension verfidrbte sich gelb und wurde 18 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Zu der Reaktionsmischung wurde 4.0 ml einer 50 %igen wiss-
rigen Losung von Pyridin hinzugegeben und im Anschlufl zweimal mit je 10 ml Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden nacheinander mit Wasser, geséttigte
Natriumhydrogencarbonat-Lésung und wiederum Wasser gewaschen und {iber Magnesium-
sulfat getrocknet. Das Rohprodukt wurde am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit
und restliches Pyridin mit Toluol coevapoiert. Nach Trocknung im Olpumpenvakuum erhielt
man einen hellgelben Schaum. Die Aufreinigung erfolgte chromatographisch zunichst mit
einem Petrolether/Dichlormethan-Gemisch (50-100 % Dichlormethan), anschlieBend wurde

ein Methanol-Gradient von 1-3 % verwendet. Man erhielt einen farblosen Schaum.

Ausbeute: 161 mg (0.19 mmol, 95 %)

'"H-NMR: d [ppm] (250 MHz, CDCls) 8.06 (s, 1H, H2); 8.02 (d, 1H, HS, SJar = 3.1
Hz); 7.40-7.24 (m, 18 H, DMTr); 6.91 (s, br, 1H, NH); 6.87-6.78 (m, 8H,

DMTr); 6.27 (dd, 1H, H1', *Jir = 20.4 Hz, *Juy = 2.7 Hz); 5.17 (d, 1H,
H2', “Jyr = 52.8 Hz); 4.41-4.30 (m, 1H, H4'); 3.80 (s, 3H, OCHs); 3.79 (s,
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3H, OCHs); 3.78 (s, 6H, OCHs); 3.43 (dd, 1H, H5', “Juy = 10.1 Hz, *Jigpe =
6.0 Hz); 3.27 (dd, 1H, H5', *Jim = 10.1 Hz, *Jung = 4.0 Hz); 2.63-2.21 (m,
2H, H3', H3")

3C-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-d;) 158.32, 158.31 (C4-5‘0-DMTr); 157.90
(C4-N6-DMTT); 153.80 (C2); 151.81 (C6); 148.51 (C4); 145.53 (C1°-N6-
DMTr); 145.00 (C1°-5°0-DMTr); 139.82 (d, C8, “Jor=5.7 Hz); 137.46
(C1-N6-DMTr); 135.87 (C1-5°0-DMTr); 129.96 (C2-5‘0-DMTr); 129.85
(C2-N6-DMTr); 128.59 (C3‘-5°0-DMTTr); 128.02 (C3*-N6-DMTr); 127.89
(C2-5°0-DMTr); 127.85 (C2°-N6-DMTr); 126.91 (C4‘-5‘O-DMTr);
126.63 (C4*-N6-DMTr); 120.07 (C5); 113.40 (C3-5°0-DMTr); 113.18 (C3-
N6-DMTr); 91.36 (d, C2°, 'Jor = 186.0 Hz); 85.64 (quart. C, 5‘O-DMTT);
83.92 (d, C1¢, *Jor = 16.2 Hz); 76.09 (C4°); 69.86 (quart. C, N6-DMTr);
55.22 (OCHs); 55.17 (OCHs); 65.68 (C5°); 33.33 (d, C3¢, 'Jer =20.0 Hz)

"YF-NMR: 8 [ppm] (376.50 MHz DMSO-d) - 186.77
"YF-NMR: § [ppm] (376.50 MHz DMSO-ds, 'H gekoppelt) - 186.6 - - 186.9

UV(CH;CN): Amax 272.9 nm, 232.6 nm, 204.0 nm; Anin 254.1 nm

6.22.2 Darstellung von N® -(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-2'-fluor-ara-2',3'-didesoxy-

adenosin 91
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k 7} - ¥ v
‘ i ?
90
/O

91

C31H30FNsO4
[555,60]

Zu einer Losung aus 100 mg (0.12 mmol, 1.0 Aquiv.) N ,OSV-Bis(4,4'-dimethoxytriphenyl-
methyl)-2'-fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosin 90 in wenig Dichlormethan wurden mit 3.0 ml
einer 2 %igen Benzolsulfonsdure-Losung in einem Dichlormethan/Methaonl-Gemisch (7:3)
versetzt. Nach genau 2.5 Minuten Reaktionszeit wurde die Reaktionsmischung sofort chro-

matographisch mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-20 %) aufgereinigt. Die
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Produktfraktionen wurden vereinigt und vom Losungsmittel befreit. Man erhielt einen

farblosen Schaum.
Ausbeute: 57 mg (0.10 mmol, 85 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-ds) 8.34 (d, 1H, H8, *Jyr = 2.0 Hz); 7.94 (s, 1H,
H2); 7.31 (s, br, 1H, NH); 7.30-7.17 (m, 9H, DMTr); 6.85-6.81 (m, 4H,
DMTr); 6.29 (dd, 1H, H1¢, *Jiur = 15.6 Hz, , *Jinp- = 3.8 Hz); 5.40 (dddd,
1H, H2¢, *Jiyr = 54.6 Hz, *Jimi- = 3.8 Hz, *Jins- = 3.8 Hz, *Jis- = 5.8 Hz);
5.03 (s, br, 1H, OH); 4.20-4.14 (m, 1H, H4*); 3.71 (s, 6H, OCH;); 2.56
(dddd, 1H, H3¢, *Jur = 27.9 Hz, Jun = 13.8 Hz, *Jise = 7.2 Hz, *Jip- = 6.1
Hz); 2.26 (dddd, 1H, H3¢¢, *Jur = 27.3 Hz, “Jun = 14.1 Hz, *Jiu- = 6.2 Hz,
3= 3.8 Hz)

3C-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-ds) 157.89 (C4-DMTr); 153.76 (C2); 151.66
(C6); 148.47 (C4); 145.53 (C1*-DMTr); 140.25 (C8); 137.47 (C1-DMTr);
129.95 (C2-DMTr); 128.57 (C3°-DMTr); 127.86 (C2:-DMTr); 126.63 (C4--
DMTr); 120.15 (C5); 113.18 (C3-DMTr); 91.50 (d, C2°, 'Jor = 187.1 Hz);
83.96 (d, C1°, 2Jcr = 16.1 Hz); 78.07 (C4); 69.83 (quart. C, DMTr); 63.06
(C5%); 55.18 (OCH3); 32.52 (d, C3¢, 2Jer = 19.9 Hz)

PE-NMR: 8 [ppm] (376.4 MHz DMSO-d) -187.6

PE-NMR: 8 [ppm] (376.4 MHz DMSO-ds, 'H gekoppelt) -187.58 (dddd, 2y = 53.4
Hz, *Jrn- = 15.3 Hz, *Jpye = 26.7 Hz, *Jpuye = 26.7 Hz)

Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.52

6.22.3 Darstellung von N(’-(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-cyclo(3-Methylsaligenyl)-
5'-0-(2'-fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosinyl)phosphat 92

\

OQ

HO NT N CHACN 3, ol o
ol " DIPEA RS

<
t-BuOOH 5 o}

<f g
) O\P/CI O
6

70
91 ¢ 92

CagH37FN5O-P
[737,71]
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50 mg (0.09 mmol, 1.0 Aquiv.) N°-(4.4'-dimethoxytriphenylmethyl)-2'-fluor-ara-2',3'-dides-
oxyadenosin 91 wurden zweimal mit wasserfreiem Pyridin coevapoiert, in 1.0 ml wasser-
freiem Acetonitril gelost und 23 mg (31 pl, 0.18 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylethyl-
amin (DIPEA) hinzugegeben. Die Losung wurde auf 0 °C gekiihlt und eine Losung aus 55 mg
(0.27 mmol, 3.0 Aquiv.) cyclischem Saligenylchlorphosphan 70¢ in 0.5 ml wasserfreiem
Acetonitril hinzugetropft. Die Reaktion wurde diinnschichtchromatographisch kontrolliert. Es
wurde auf einen vollstindigen Umsatz des N° -(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-2'-fluor-ara-
2'.3'-didesoxyadenosin 91 geachtet. Das intermediér gelbildete Phosphit wurde mit it 0.06 ml
(0.30 mmol, 3.3 Aquiv.) einer 5-6 M Lsung von tert-Butylhydroperoxid in n-Decan bei 0 °C
oxidiert und auf Raumtemperatur erwidrmt. Nach dem Abkondensieren des Losungsmittels im
Olpumpenvakuum erhielt man ein gelbes Ol, welches chromatographisch aufgereinigt wurde.
Dazu wurde das Rohprodukt in wenig Dichlormethan aufgenommen und zuerst mit einem
Essigsdureethylester/Methanol-Gradienten (5-20 %) von vorhanden Salzen befreit. In einer
zweiten Trennung wurde mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-10 %) aufge-
reinigt. Nach Abkondensieren des Losungsmittels am Rotationsverdampfer und anschlieen-

dem lyophilisieren erhielt man einen farblosen, wattigen Feststoft.
Ausbeute: 31.5 mg (0.045 mmol, 50 %)

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, DMSO-dg) 8.25 (d, 1H, H8, 3Jyr = 3.1 Hz); 8.23 (d,
1H, H8, 3Jyr = 3.1 Hz); 7.95 (s, 1H, H2); 7.93 (s, 1H, H2); 7.38 (s, 1H,
NH); 7.37 (s, 1H, NH); 7.33-7.22 (m, 24H, DMTr, H-aryl); 7.07-7.05 (m,
4H, H-aryl); 6.87-6.81 (m, 8H, DMTr); 6.37 (dd, 1H, H1*, 3Jyr = 18.3 Hz, ,
3Jam: = 3.1 Hz); 6.35 (dd, 1H, H14;3Jgr = 18.3 Hz, , 3Jym: = 3.1 Hz);
5.55-5.38 (m, 5H, H-benzyl, H2%); 5.31-5.27 (m, 1H, H2%); 4.42-4.32 (m,
6H, H5¢, H4%); 3.70 (s, 12H, OCHa); 2.72-2.57 (m, 2H, H3*); 2.37-2.15 (m,
2H, H3%%); 2.19 (s, 1.5H, CH3); 2.41 (s, 1.5H, CHa)

3C-NMR: 8 [ppm] (100.6 MHz, DMSO-ds) 158.06 (C4-N°-DMTr); 153.93 (C6);

151.92 (C2); 150.72, 150.69 (C4); 150.40, 150.33 (d, C2-aryl, *Jep = 3.8
Hz); 145.69 (C1'-N®-DMTr); 142.43 (C8); 139.71 (C1-N®-DMTr); 133.31,
133.27 (C4-aryl); 130.13 (C2-N°-DMTr); 128.74 (C3'-N°-DMTr); 128.03
(C2'-N°-DMTT); 129.35. 129.27 (C3-aryl); 128.90 (C4'-N°-DMTr); 126.37,
126.35 (C5-aryl); 125.97, 125.95 (C6-aryl); 123.41, 123.30 (d, Cl-aryl, *Jep
=9.5 Hz); 122,33, 122,30 (C5); 115.44 (C3-N°-DMTr); 91.50 (d, C2', *Jcr =
187.1 Hz); 86.72, 86.57 (d, C1', *Jor = 15.2 Hz); 77.75, 77.64 (C4"); 72.09
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(quart. C, DMTr); 71.85 (CH,-benzyl.); 70.88, 70.82 (d, C5', *Jcp = 6.7 Hz);
57.44 (OCHs); 57.35 (OCH3); 34.98 (d, C3', %Jor = 20.0 Hz); 17.34, 17.18

(CHy)
3'P_.NMR: 8 [ppm] (161.97 MHz, DMSO-ds) -8.90, -8.92
PE-NMR: 8 [ppm] (376.5 MHz DMSO-dg) -187.1, -187.3
Re-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.54

6.22.4 Darstellung von cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2'-fluor-ara-2',3'-didesoxyadeno-
sinyl)phosphat 38¢

NH,
N5

2n

N L

4 2 O\p/o 2 %ige Benzolsulfonséure in 3, 0 ﬁ) 0 N N/ 2
< Methanol/Dichlormethan (7:3) 4 ~p7 s F
5 (0] 4 1 . IS i o

! 2 5 0 4 1

92 38¢

C1sH19FN5O5P
[435,35]

31 mg (0.044 mmol, 1.0 Aquiv.) N -(4,4'-dimethoxytriphenylmethyl)-cyclo(3-Methylsali-
genyl)-5'-O-(2'-fluor-ara-2',3'-didesoxyadenosinyl)phosphat 92 wurden in wenig Dichlorme-
than gel6st und anschlieend mit 3.00 ml einer 2 %igen Losung Benzolsulfonsdure in Me-
thanol/Dichlormethan (7:3) gelost. In kurzen Abstédnden (2, 5, 8 und 10 Minuten) Reaktions-
zeit wurde die Reaktion mittels Diinnschichtchromatographie konntrolliert und nach 10
Minuten ohne weitere Aufarbeitung sofort chromatographisch aufgereinigt. In einer zweiten
Trennung wurde mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-10 %) aufgereinigt. Nach
Abkondensieren des Losungsmittels der erhaltenen Produktfraktionen am Rotationsver-
dampfer und anschlieBendem Lyophilisieren konnte cyclo(3-Methylsaligenyl)-5'-O-(2'-fluor-
ara-2',3'-didesoxyadenosinyl)phosphat 38¢ als ein farbloser, wattiger Feststoff in einer Aus-

beute von 91 % isoliert werden.
Ausbeute: 17.3 mg (0.04 mmol, 91 %)

3'P-NMR: 8 [ppm] (161.97 MHz, DMSO-d) -8.90, -8.94

PE-NMR: 8 [ppm] (376.5 MHz DMSO-dg) -187.2, -187.3
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R+-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) 0.42

Die weiteren spektroskopischen Daten (‘"H-NMR, “C-NMR etc.) entsprachen denen in
Kapitel 6.16.7 auf Seite 221 beschriebenen.
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R & S-Siitze der verwendeten Chemikalien

Chemikalien R-Sitze S-Siitze F-Siitze Gefahren-
(Gefahren-  (Sicherheits-  (Stoffeigen- symbole
hinweise) ratschldge) schaften &
Handhabung)
Acetonitril 11-23/24/25 16-17-45 F, T
Acetylbromid 14-24 26-36/37/39- C
45
Adenosin 22-24/25 10-23
Ammoniak 10-23 7/9-16-38-45 T
Argon (Qualitit 4.8)
[J,[0°-Azoisobutyronitril 2-11-20/22 39-41-47 4 E, Xn
Benzol 45-11- 53-45 F, T
48/23/24/25
Benzolsulfonsédure 34 26-36/37/39- C
45
tert-Butyldimethylsilylchlorid 10-34-37 26-36/37/39- 10-21 C
45
tert-Butylhydroperoxid 7-10-21/22- 3/7-14-26- 10-21 0,C
23-34 36/37/39-45
2-sek-Butylphenol 22-36/37/38 26-36/39 Xn
4-sek-Butylphenol 22-36/37/38 26-36/39 Xn
2-tert-Butylphenol 22-36/37/38 26-36/39 Xn
4-tert-Butylphenol 22-36/37/38 26-36/39 Xn
Chloroform 22-38-40- 36/37 Xn
48/20/22
2°-Desoxyadenosin 10-23
3‘-Desoxyadenosin 10-21
2°-Desoxyadenosin- 22-24/25 10-21
monophosphat
Dichlormethan 40 23-24/25- Xn
36/37
ortho-Dichlormethyl-methylether 10-20/21/22- 26-36/37/39- 21 Xn
36/37/38-40 45
Diethylaminoschwefeltrifluorid 14-23-34 26-36/37/39- 3-10-21 T,C
45
Diethylether 12-19 9-16-29-33 F+

N,N-Diisopropylamin 11-36/37/38 9-16 F, Xi
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Chemikalien R-Sitze S-Sitze F-Siitze Gefahren-
(Gefahren-  (Sicherheits-  (Stoffeigen- symbole
hinweise) ratschlige) schaften &
Handhabung)
N,N-Diisopropylethylamin 11-20/21/22- 16-26- 9-34 F,C
34 36/37/39-45
4,4°-Dimethoxytriphenyl- 22-24/25 10-21
methylchlorid
4,4°-Dimethylaminopyridin 24/25- 26-36/37/39- T
36/37/38 45
Dimethylformamid 61-20/21-36 53-45 T
2,4-Dimethylphenol 24/25-34 28-45 T
Dimethylsulfoxid 24/25 3
E Essigsédure 10-35 23-26-45
Essigsdureethylester 11 16-23-29-33
Ethanol 11 7-16
G Glycin
H 2-Hydroxy-benzylalkohol 22-24/25
2-Hydroxy-5- 22-37/38-41 26-36/39 Xn
methoxybenzoesiure
2-Hydroxy-3-methylbenzoesdure 22-37/38-41 26-36/39 Xn
I Imidazol 22-34 26-36/37/39- C
45
K Kalium-zert-butylat 11-14-22-34  7/8-16-26- 21 F,C
36/37/39-43-
43-45
di-Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumhydroxid 35 26-37/39-45 C
Kupfer(IT)acetat 22 22-24/25 Xn
L Lithiumaluminiumhydrid 15 7/8-24/25-43 F+
2,4-Lutidin 10-20/21/22 36/37 8 Xn
M Magnesiumsulfat 22-24/25 3-10
Mesylchlorid 26-35-37 26-36/37/39- T
45
Methanol 11-23/25 7-16-24-45 F, T
N-Methylimidazol 21/22-34 26-36-45 C
N Natriumborhydrid 15-25-34 26-36/37/39- F, T

43-43-45
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Chemikalien R-Sitze S-Siitze F-Siitze Gefahren-
(Gefahren-  (Sicherheits-  (Stoffeigen- symbole
hinweise) ratschldge) schaften &
Handhabung)
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat 3
Natriumhydrogencarbonat 22-24/25
Natriumhydroxid 35 26-37/39-45 C
Natriumsulfat 22-24/25
0] 1-Octanol 22-36/38 26-36 Xn
P Paraformaldehyd 23/24/25-34-  26-36/37-45- T
40-43 51
Petrolether 12 9-16-29-33 F
Phosphoroxychlorid 34-37 7/8-26-45 19-21 C
ortho-Phosphorsiure 34 26-45 C
Phosphortrichlorid 34-37 7/8-26-45 21 C
2-Propanol 11 7-16 F
Pyridin 11-20/21/22 26-28 F, Xn
Pyridin-hydrochlorid 20/21/22- 26-36 3-10 Xn
36/37/38
S Salzsdure 34-37 26-45 C
Sauerstoff 8 17 4 0O
Schwefelsédure 35 26-30-45 3 C
T Tetrabutylammoniumfluorid 23/24/25-34  26-36/37/39- 3-10 T,C
45
Tetrabutylammoniumhydroxid 34 26-36/37/39- 4-10-34 C
45
Tetrahydrofuran (THF) 11-19-36/37 16-29-33 F, Xi
1H-Tetrazol 5-11 16-22-24/25 4 (90 °C)
Thymidin 10
Titantetrachlorid 34 26-45 C
Toluol 11-20 16-25-29-33 F, Xn
Toluol-4-sulfonsdure-monohydrat ~ 36/37/38 26-37 3 Xi
Tributylzinnhydrid 14-21-25-  35-36/37/39- 1-10 T+
36/38- 45
48/23/25

Triethylamin (TEA) 11-36/37 16-26-29 10-34 F, Xi
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Chemikalien R-Sitze S-Sitze F-Siitze Gefahren-
(Gefahren-  (Sicherheits-  (Stoffeigen- symbole
hinweise) ratschlige) schaften &
Handhabung)
Trifluoressigsdure (TFA) 20-35 9-26-27-28- 3 C
45
Trimethylorthoacetat 11 16 F
Trioctylamin 36/38 26-36 10-23 Xi
Triphenylmethylchlorid 34 26-36/37/39- 9-19-21 C
45
Zink 15-17 7-8-43-43 F
Zinntetrachlorid 34-37 7/8-26-45 10-21
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ADA-Reaktion mit Adenosin-Analoga

— 2'-F-ara-ddA 31
2,5 1 UV-Spektrum von ddA bei t(0) und
t(40 min) nach ADA Zugabe —ddA 16
: —2'-F-ribo-ddA 38
c .g 25 —ddA .
S B — d4A 23
o 8
o < 03+
2 1,91 200 250 300 350
< Wellenlinge (nm)
1,3 ‘ ‘
0 15 30
Zeit (min)

Experimentelle Bedingungen: 10mM Phosphat-Puffer pH 7.3; Substratkonzentration 185 mM; Enzym ADA (EC 3.5.4.4) aus
Kilberdarmschleimhaut: 0.25 U; Temperatur 37 °C

ADA Reaktion with 3-Me-cyclo Sal-
Adenosin-5'-Monophosphat-Analoga

2,5
c UV-Spektrum von 3-Me-cycloSal- .
2 ddAMP bei t(0) und (30 min) nach — 3-Me-cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP
5 AbA zugebe — 3-Me-cycloSal-ddAMP
§ - — 3-Me-cycloSal- -ivie-cyclosal-
< 204 |g725 ddAMP — 3-Me-cycloSal-d4AMP
5 14 — 3-Me-cycloSal- ,
2 ddAMP + ADA — 3-Me-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP
< 03 e
200 250 300 350
Wellenldange (nm)
1,5 T T 1
0 30 60 90

Zeit (min)

Experimentelle Bedingungen: 10mM Phosphat-Puffer pH 6.8; Substratkonzentration 185 mM; Enzym ADA (EC 3.5.4.4) aus
Kalberdarmschleimhaut: 0.5 U; Temperatur 37 °C



8. Anhang

300
AMPDA-Reaktion mit Adenosin-5'-
Monophosphat-Analoga

—— 2'-F-ara-ddAMP
25 - —— ddAMP
dAMP
c UV-Spektrum von ddAMP bei t(0)
'g und t(200 min) nach AMPDA-
g' Zugabe
2 1,9 - § 25 — ddAMP
< § » — ddIMP
g
-0,3
200 250 300 350
Wellenldnge (nm)
1,3 T T T 1
0 50 100 150 200
Zeit (min)

Experimentelle Bedingungen: 10 mM Phosphat-Puffer pH 6.8; Substratkonzentration 185 mM; Enzym AMPDA (EC 3.5.4.6)
aus Hasenmuskel: 2 U (1U bei dAMP); Temperatur 37 °C

AMPDA Reaktion mit 3-Me-cyclo Sal-
Adenosin-5'-Monophosphat-Analoga

2,5 - -
— 3-Me-cycloSal-2'-F-ribo-ddAMP

S UV-Spektrum von 3-Me-cycloSal-
= ddAMP bei t(0) und t(200 min) nach — 3-Me-cycloSal-ddAMP
o AMPDA-Zugabe — 3-Me-cycloSal-d4AMP
< 2| (g2 — 3 Me-cycloSakddAMP | — 3-Me-cycloSal-2'-F-ara-ddAMP

] 11 — 3-Me-cycloSal-ddAMP

g " + AMPDA

-0,3 T T !
200 250 300 350
Wellenldnge (nm)
1 ,5 T T T 1
0 50 100 150 200

Zeit (min)

Experimentelle Bedingungen: 10 mM Phosphat-Puffer pH 6.8; Substratkonzentration185 mM; Enzym AMPDA (EC 3.5.4.6)
aus Hasenmuskel; 2 U; Temperatur 37 °C
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AMPDA Reaktion mit 3-Me-cyclo Sal-
]
2'-F-ara-ddAMP
2,5
UV-Spektren von 3-Me-cyclo Sal-F-ara- - 3-Me-cycloSaI-2‘-
ddAMP bei t(0) und t(60 min) nach F-ara-ddAMP
g AMPDA Zugabe
"é‘_ é zz - —g;il\ii/l—('::ycloSal—F—ara—
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o 2,0 211 ddAMP + AMPDA
< < 031 : —_—
200 250 300 350
Wellenldnge (nm)
1,5 ‘ ‘
0 15 30 45 60
Zeit (min)

Experimentelle Bedingungen: 10 mM Phosphat-Puffer pH 6.8; Substratkonzentration 185 mM; Enzym AMPDA (EC 3.5.4.6)
aus Hasenmuskel: 2 U; Temperatur 37 °C

AMPDA Reaktion mit 3-Me-cyclo Sal-F-ara -
ddAMP und 2'-dAMP als Substrat

—2'-dAMP

2,6 -
UV-Spektren von 3-Me-cycloSal-2'-F-
ara-ddAMP/AMPDA bei t(0) und t(120
min) nach 2'-dAMP Zugabe
— 3-Me-cycloSal-F-ara-
ddAMP/AMPDA + 2'-

3.7 dAMP

—— 3-Me-cycloSal-F-ara-
1.7 ddAMP + AMPDA
-0,3

200 250 300 350

Absorption

Absorption
N
N

Wellenldnge (nm)

2,2 T T T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120

Zeit (min)

Experimentelle Bedingungen: 10 mM Phosphat-Pufter pH 6.8; Substratkonzentration 185 mM; Enzym AMPDA (EC 3.5.4.6)
aus Hasenmuskel: 2 U; Temperatur 37 °C
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