Welche Faktoren beeinflussen die Eigenschaften von
Nucleosidmonophosphaten? Untersuchungen zu den

Substrateigenschaften gegeniiber Thymidylatkinase

Dissertation

zur Erlangung des naturwissenschaftlichen Doktorgrades

von

Hanns Christian Miller

vorgelegt dem Fachbereich Chemie

der Universitdt Hamburg

Hamburg
2003






Welche Faktoren beeinflussen die Eigenschaften von
Nucleosidmonophosphaten? Untersuchungen zu den

Substrateigenschaften gegeniiber Thymidylatkinase

Dissertation

zur Erlangung des naturwissenschaftlichen Doktorgrades

von

Hanns Christian Miller

vorgelegt dem Fachbereich Chemie

der Universitdt Hamburg

Hamburg
2003



1. Gutachter: Prof. Dr. C. Meier
2. Gutachter: Prof. Dr. Dr. h.c. W. Francke
Datum der Disputation: 17.04.2003



meinen Eltern und Sonja






Danksagung

Die vorliegende Arbeit wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. Chris Meier am Institut fiir
Organische Chemie der Universitit Hamburg in der Zeit von Mérz 1999 bis Februar 2003
angefertigt.

Mein erster Dank gilt Herrn Prof. Dr. C. Meier fiir die Uberlassung des interessanten und
abwechslungsreichen Themas sowie fiir die Freiheiten bei der Bearbeitung desselben. Ferner
danke ich ihm fiir die gute Betreuung der Arbeit und fiir die hervorragenden experimentellen
Bedingungen zu ihrer Durchfithrung sowie fiir zahlreiche Diskussionen und Anregungen.

Fiir die Durchfiihrung der enzymkinetischen Untersuchungen danke ich Herrn Dr. J. Reinstein
sowie Herrn Dr. T. Veit vom Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund.
Ich danke Herrn Dr. V. Sinnwell und seinem Team, Frau E. Juhas, Frau V. Priegnitz und Frau
S. Weidner fiir die Messung zahlreicher NMR-Spektren.

Frau Meiners, Herrn Dipl. Chem. A. Hohlfeld und Herrn Dipl. Chem. N. Nagorny danke ich
fiir die Messung zahlreicher Massenspektren.

Herrn Dipl. Chem. C. Ducho danke ich fiir die Hilfestellung bei der Durchfithrung des
Cholinesterase-Assays.

Fir die Anfertigung der Rontgenstrukturanalyse danke ich Herrn Dr. G. Adiwidjaja vom
Mineralogisch-Petrographischen Institut der Universitit Hamburg.

Ich danke Herrn Dr. A. Lomp, Herrn Dr. W. Maison und Frau Dipl. Chem. S. Grisl fiir die
kritische Durchsicht von Teilen des Manuskripts.

Mein Dank gilt allen aktiven und ehemaligen Mitgliedern des Arbeitskreises Meier fiir die
gute Zusammenarbeit, stete Hilfsbereitschaft und das gute Arbeitsklima.

Mein besonderer Dank gilt meinen Laborkollegen Frau Dipl. Chem. U. Muus und Herrn Dipl.
Chem. O. Ludek.

Meiner Freundin, Frau Dipl. Chem. Sonja Grisl, danke ich fiir ihre grole Geduld sowie ihre
fortwihrende Unterstiitzung und kritische Anteilnahme an dieser Arbeit.

Ein besonderer Dank gilt meinen Eltern, die mich meine gesamte Ausbildung hindurch

nachhaltig unterstiitzt haben.






Abkiirzungen und Symbole

3TC

AAV
Abb.
ABC

AChE
ACV
AIDS

AZT
BChE
BVDU
CCso
CDCl;
CEM
CMV

D,O
d4T
DC
DCC
ddA
ddC
ddI
DIPEA
DMAP
DMF
DMSO-ds
DMTr
DNA

2¢-Desoxy-3‘-thiacytidin, Lamivudin, Epivir®

Adenin

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Abbildung
carba-2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydro-6-cyclopropylaminoguanosin,
Abacavir, Ziagen®

Acetylcholinesterase
9-[2-Hydroxyethoxymethyl]guanin, Acyclovir, Zovirax®
Erworbenes Immunschwiche Syndrom (Acquired Immunodeficiency
Syndrom)

3¢-Azido-2°,3-didesoxythymidin, Zidovudin, Retrovir®
Butyrylcholinesterase
(E)-5-(2-Bromvinyl)-2‘-desoxyurdin, Brivudin, Zostex”™
Cytotoxische Konzentration

Deuterochloroform

Lymphozytenzellstamm

Cytomegalie Virus

chemische Verschiebung

Dublett

Deuteriumoxid
2°,3’-Didesoxy-2¢,3¢-didehydrothymidin, Stavudin, Zerit"
Diinnschichtchromatographie

N,N “-Dicyclohexylcarbodiimid

2¢,3*-Didesoxyadenin

2°,3"-Didesoxycytidin, Zalcitabin, Hivid®
2’,3’-Didesoxyinosin, Didanosin, Videx®
Di-iso-propylethylamin

4-Dimethylaminopyridin

N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid (sechsfach deuteriert)
4,4’-Dimethoxytriphenylmethyl

Desoxyribonucleinsiure



DP
dT
DTE
EBV
ECs
ESI
FAB

GCV

HBV
HIV
HMBC
HMDS
HPLC
HPMPC

HSV
IR

MALDI
MMTr
MP
mRNA
MS
MSNT

<l

NMR
PCV
PMEA
PMPA
POC

Diphosphat

2’-Desoxythymidin

Dithioethyl

Epstein-Barr Virus

Effektive Konzentration

Elektrosprayionisierung

fast atom bombardment

Guanin

9-[2-Hydroxy-1-hydroxymethylethoxymethyl]guanin, Ganciclovir,
Cymevene®

Hepatitis-B Virus

Humanes Immunschwiche Virus (Human Immunodeficiency Virus)
Heteronuclear Multiple Bond Correlation

Hexamethyldisilazan

High Performance Liquid Chromatographie
(8)-9-[3-Hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl]cytosin, Cidofovir,
Vistide®

Herpes Simplex Virus

Infrarot

skalare Kern-Kern-Kopplungskonstante

Multiplett

Molar

Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
4-Monomethoxytriphenylmethyl

Monophosphat

messenger Ribonucleinséure

Massenspektrometrie

Mesitylensufonyl-3-nitrotriazol

Wellenzahl

Nuclear Magnetic Resonance

9-[4-Hydroxy-3-hydroxymethylbut- 1-yl]guanin, Penciclovir, Vectavir®
9-[2-Phosphonylmethoxyethyl]adenin, Adefovir
(R)-9-[2-Phosphonylmethoxypropyl]adenin, Tenofovir
iso-Propyloxycarbonyloxymethyl



POM
ppm

R
RNA
Rt

SATE
SG
SGTE

TBAF
TBAI
TBDMS
TFA
THF
TK
TK"
TmpK
TP

tr

Uuv
\VAY%

Pivaloyloxymethyl

parts per million
Quadruplett
Retentionsfaktor
Ribonucleinsdure
Raumtemperatur

Singulett

S-Acylthioethyl
Schutzgruppe
S-(B-Glucopyranosidyl)-2-thioethyl
Triplett
Tetrabutylammoniumfluorid
Tetrabutylammoniumiodid
tert-Butyldimethylsilyl
Trifluoressigsdure
Tetrahydrofuran
Thymidinkinase
Thymidinkinase-defizient
Thymidylatkinase
Triphosphat

Retentionszeit

Ultraviolett

Varicella-Zoster Virus






Inhaltsverzeichnis 1
Inhaltsverzeichnis
1. EINLEITUNG 1
2. KENNTNISSTAND 5
2.1 WIRKUNGSWEISE ANTIVIRAL AKTIVER NUCLEOSIDANALOGA 5
2.2 AKTIVIERUNG DER NUCLEOSIDE 6
23 LIMITIERUNGEN BEIM EINSATZ VON NUCLEOSIDISCHEN WIRKSTOFFEN 8
24 DAS PRO-NUCLEOTID-KONZEPT 9
2.5 DAS CYCLOSAL-KONZEPT 12
2.6 DER METABOLISMUS VON AZT 15
2.7 DIE THYMIDYLATKINASE 16
3. AUFGABENSTELLUNG 20
4. RESULTATE UND DISKUSSION 22
4.1 SYNTHESE DER MODIFIZIERTEN NUCLEOSIDMONOPHOSPHATE 31-33 22
4.1.1 SYNTHESE VON 1-[4-HYDROXY-3-(HYDROXYMETHYL)BUTYL|THYMIN
(T-PENCICLOVIR) 40 22
4.1.1.1 Synthesestrategie 22
4.1.1.2 Darstellung von T-Penciclovir 40 24
4.1.2 SYNTHESE VON 1-[(2-HYDROXY-1-(HYDROXYMETHYL)ETHOXY)-
METHYL]THYMIN (T-GANCICLOVIR) 30 26
4.1.2.1 Synthesestrategie 26
4.1.2.2 Darstellung von T-Ganciclovir 30 27
4.13 SYNTHESE VON ACYCLISCHEN ANALOGA VON AZT 1 32
4.13.1 Synthesestrategie 32
4132 Darstellung von Azido-T-Ganciclovir 41a 33
4133 Versuch der Darstellung beider Enantiomere von Azido-T-Ganciclovir 41a 38
4.134 Darstellung von Thiocyanato-T-Ganciclovir 41b 40
4.14 SYNTHESE VON 2’-DESOXY-3’-THIOCYANATOTHYMIDIN UND 2’-DESOXY-3’-
ISOTHIOCYANATOTHYMIDIN 41
4.1.4.1 Synthesestrategie 41
4.14.2 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-thiocyanatothymidin 42a und 2’-Desoxy-3’-
isothiocyanatothymidin 42b 42



i Inhaltsverzeichnis
4.1.5 SYNTHESE VON 3’-ALLYL-2’-DESOXYTHYMIDIN UND 2’-DESOXY-3’-

PROPARGYLTHYMIDIN 49
4.1.5.1 Synthesestrategie 49
4.15.2 Darstellung von 3’-Allyl-2’-desoxythymidin 42¢ und 2’-Desoxy-3’-

propargylthymidin 42d 50
4.1.6 SYNTHESE DER CYCLOSAL-NUCLEOSIDMONOPHOSPHATE 55
4.1.6.1 Synthese der Phosphitylierungsreagenzien 55
4.1.6.2 Synthese der cycloSal-Nucleosidmonophosphate 56
4.1.7 SYNTHESE DER MODIFIZIERTEN NUCLEOSIDMONOPHOSPHATE 59
4.2 EIGENSCHAFTEN DER MODIFIZIERTEN 3-METHYL-CYCLOSAL-

NUCLEOSIDMONOPHOSPHATE 63
4.2.1 HYDROLYSEKINETIKEN DER 3-METHYL-CYCLOSAL-

NUCLEOSIDMONOPHOSPHATE 63
422 CHOLINESTERASE-ASSAY 72
4223 ANTIVIRALE IN-VITRO-AKTIVITAT 75
4.3 EIGENSCHAFTEN DER NUCLEOSIDMONOPHOSPHATE 76
4.4 SYNTHESE DER POTENTIELL ANTIVIRAL AKTIVEN CYCLOSAL-

NUCLEOSIDPHOSPHONATE 81
4.4.1 SYNTHESE VON 9-[2-DIETHYLPHOSPHONYLMETHOXYETHYL JADENIN 124 81
44.2 SYNTHESESTRATEGIE ZUR DARSTELLUNG DER CYCLOSAL-PHOSPHONATDIESTER 82
443 VERSUCHE DER EINFUHRUNG EINER BOC-SCHUTZGRUPPE 84
444 SYNTHESE VON 9-[2-CYCLOSAL-PHOSPHONYLMETHOXYETHYL]ADENIN 34A

UBER EINE FMOC-SCHUTZGRUPPENSTRATEGIE 85
4.4.5 SYNTHESE VON 9-[2-CYCLOSAL-PHOSPHONYLMETHOXYETHYL |ADENIN 34A

UBER EINE MMTR-SCHUTZGRUPPENSTRATEGIE 88
4451 Synthese iiber das Phosphonsduredichlorid 88
4452 Darstellung durch direkte Kondensation des Phosphonates mit Salicylalkohol 93
4.4.6 DARSTELLUNG DER CYCLOSAL-PHOSPHONATDIESTER VON PMPA 12 94
4.4.7 DARSTELLUNG VON (S)-9-[3-HYDROXY-2-(3,5-DI-TERT-BUTYL-CYCLOSAL-

PHOSPHONYLMETHOXYPROPYL]|CYTOSIN 36 95
4.5 EIGENSCHAFTEN DER CYCLOSAL-NUCLEOSIDPHOSPHONATE 101
4.5.1 HYDROLYSEKINETIKEN DER CYCLOSAL-NUCLEOSIDPHOSPHONATE 101
452 VERHALTEN DER CYCLOSAL-NUCLEOSIDPHOSPHONATE GEGENUBER

SERUMCHOLINESTERASE 110



Inhaltsverzeichnis 11
453 ANTIVIRALE IN-VITRO-AKTIVITAT DER CYCLOSAL-PHOSPHONATDIESTER 112
5. ZUSAMMENFASSUNG 114
6. SUMMARY 123
7. AUSBLICK 125
8. EXPERIMENTALTEIL 127
8.1 ALLGEMEINES 127
8.1.1. LOSUNGSMITTEL 127
8.1.2. VERWENDETE PUFFER UND REAGENZIEN 128
8.1.3. CHROMATOGRAPHIE 129
8.1.3.1. Diinnschichtchromatographie (DC) 129
8.1.3.2. Zirkulare, zentrifugale Diinnschichtchromatographie (CCTLC) 129
8.1.3.3. Priparative Sdulenchromatographie (Flash-Chromatographie) 130
8.1.3.4. Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) 130
8.1.4. KERNRESONANZSPEKTROSKOPIE (NMR) 131
8.1.5. MASSENSPEKTROMETRIE (MS) 132
8.1.6. ULTRAVIOLETTSPEKTROSKOPIE (UV) 132
8.1.7. INFRAROTSPEKTROSKOPIE (IR) 132
8.2 GERATE 133
8.2.1. GEFRIERTROCKNUNG 133
8.2.2. THERMOMIXER 133
8.3. DARSTELLUNGEN 133
8.3.1 ALLGEMEINE ARBEITSVORSCHRIFTEN (AAV) 133
8.3.1.1 Darstellung der 3-Methyl-cycloSal-Nucleosidmonophosphate nach der
Chlorphosphit-Methode (AAV 1) 133
8.3.1.2 Darstellung der 3-Methyl-cycloSal-Nucleosidmonophosphate nach der
Phosphoramidit-Methode (AAV 2) 134
8.3.1.3 Darstellung der Nucleosidmonophosphate durch Hydrolyse der 3-Methyl-
cycloSal-Nucleosidmonophosphate (AAV 3) 135
8.3.1.4 Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester durch direkte Kondensation des
Phosphonates mit Salicylalkoholen (AAV 4) 135
8.3.1.5 Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester aus den Phosphonatdiethylestern
(AAV 5) 136



w Inhaltsverzeichnis
8.3.1.6 Abspaltung der Monomethoxytrityl- und Tritylschutzgruppen aus cycloSal-
Phosphonatdiestern (AAV 6) 137
8.3.2 DARSTELLUNG VON T-PENCICLOVIR 137
8.3.2.1 Darstellung von 3-Brompropan-1,1,1-tricarbonséuretriethylester 48 137
8.3.2.2 Darstellung von 2-Ethoxycarbonyl-2-[2-(1-thyminyl)ethyl]malonsédure-
diethylester 50 mit Natriumhydrid 138
8.3.2.3 Darstellung von 2-Ethoxycarbonyl-2-[2-(1-thyminyl)ethyl]malonsédure-
diethylester 50 mit Lithiumhydrid 139
8.3.2.4 Darstellung von 2-[2-(1-Thyminyl)ethyl|malonsduredimethylester 46 140
8.3.2.5 Darstellung von 2-[2-(1-Thyminyl)ethylmalonsduredimethylester 46
aus dem Bromid 48 141
8.3.2.6 Darstellung von 1-(4-Hydroxy-3-hydroxymethylbutyl)thymin
(T-Penciclovir) 40 142
8.3.3 DARSTELLUNG VON T-GANCICLOVIR UND DERIVATEN 143
8.3.3.1 Darstellung von 4-(Chlormethyl)-1,3-dioxolan 54 143
8.3.3.2 Darstellung von 1-Chlor-2-acetoxymethoxy-3-acetoxypropan 56a 144
8.3.3.3 Darstellung von 1,3-Diacetoxy-2-(acetoxymethoxy)propan 52a 145
8.3.3.4 Darstellung von 1-[2-Acetoxy-1-(acetoxymethyl)ethoxymethyl]thymin 58a 146
8.3.3.5 Darstellung von 1-[2-Hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethoxymethyl]thymin
(T-Ganciclovir) 30 147
8.3.3.6 Darstellung von 5’-O-Trityl-T-Ganciclovir 66 aus T-Ganciclovir 30 148
8.3.3.7 Darstellung von 4’-O-Acetyl-T-Ganciclovir 67 149
8.3.3.8 Darstellung von 4’-0O-Acetyl-5’-O-trityl-T-Ganciclovir 68 150
8.3.3.9 Darstellung von 5°-O-Trityl-T-Ganciclovir 66 151
8.3.3.10  Darstellung von 4’-O-Mesyl-5’-O-trityl-T-Ganciclovir 70 152
8.3.3.11 Darstellung von 4’-Azido-5’-O-trityl-T-Ganciclovir 71 153
8.3.3.12 Darstellung von 1-(2-Azido-1-hydroxymethyl-ethoxymethyl)thymin
(Azido-T-Ganciclovir) 41a 154
8.3.3.13 Darstellung von 5’-O-Acetyl-4’-azido-T-Ganciclovir 72 155
8.3.3.14  Darstellung von Azido-T-Ganciclovir 41a aus Verbindung 72 156
8.3.3.15 Darstellung von 5°-0-((1S)-(-)-Camphanoyl)-Azido-T-Ganciclovir 73 157
8.3.3.16  Darstellung von 5’-O-(Campher-10-sulfonyl)-Azido-T-Ganciclovir 74 158
8.3.3.17  Darstellung von 5’-Thiocyanato-4’-O-trityl-T-Ganciclovir 75 159



Inhaltsverzeichnis V

8.3.3.18  Darstellung von 1-(2-Thiocyanato-1-hydroxymethyl-ethoxymethyl)thymin

(Thiocyanato-T-Ganciclovir) 41b 160
8.3.4 DARSTELLUNG VON 2’-DESOXY-3’-THIOCYANATO- UND 2’-DESOXY-

3’-ISOTHIOCYANATOTHYMIDIN 162
8.3.4.1 Darstellung von 2’-Desoxy-5’-O-tritylthymidin 80!''®! 162
8.3.4.2 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-O-mesyl-5’-O-tritylthymidin 79! 163
8.3.4.3 Darstellung von 2,3’-Anhydro-2’-desoxy-5’-O-tritylthymindin 8§2!'"* 164

8.3.4.4 Versuch der Darstellung von 2’-Desoxy-3’-thiocyanato-5’-O-trityl-

thymidin 83a 165
8.3.4.5 Darstellung von 1-(2’-Desoxy-5’-O-trityl-B-D-threo-pentosyl)thymin 78 165
8.3.4.6 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-thiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83a und

2’-Desoxy-3’-isothiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83b 166
8.3.4.7 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-thiocyanatothymidin 42a und 2’-Desoxy-3’-
isothiocyanatothymidin 42b 168
8.3.4.8 Darstellung von 3’-Azido-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 84 170
8.3.4.9 Darstellung von 3’-Azido-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 84 aus AZT 1 171
8.3.4.10  Darstellung von 3’-Amino-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 85 172
8.3.4.11 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-isothiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83b 173
8.3.4.12  Darstellung von 2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin 42b 174
8.3.5 DARSTELLUNG VON 3°-ALLYL-2’-DESOXYTHYMIDIN 42C UND 2’-DESOXY-
3’-PROPARGYLTHYMIDIN 42D 175
8.3.5.1 Versuch der Darstellung von 3’°-Allyl-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 89 175
8.3.5.2 Darstellung von 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 91 176
8.3.53 Darstellung von 5’-O-fert-Butyldimethylsilyl-2’-desoxy-3’-O-
(methoxythiocarbonyl)thymidin 92 177
8.3.54 Versuch der Darstellung von 3’°-Allyl-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-
desoxythymidin 88 178
8.3.5.5 Darstellung von 5°-O-fert-Butyldimethylsilyl-2’-desoxy-3’-O-(phenoxythio-
carbonyl)thymidin 90 179
8.3.5.6 Darstellung von 3’-Allyl-5’-O-fert-butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 88 180
8.3.5.7 Darstellung von 3’-Allyl-2’-desoxythymidin 42¢ 181

8.3.5.8 Darstellung von 3’-(2,3-Dibrompropyl)-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-
desoxythymidin 87a 183
8.3.5.9 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-propargylthymidin 42d aus Verbindung 87a 184



Vi Inhaltsverzeichnis
8.3.5.10  Darstellung von 2’-Desoxy-3’-propargylthymidin 42d aus Verbindung 87b 186
8.3.6 DARSTELLUNG DER SALICYLALKOHOLE UND CYCLISCHEN CHLORPHOSPHITE

BZW. -AMIDITE 186
8.3.6.1 Darstellung von 3-Methylsalicylalkohol 95 186
8.3.6.2 Darstellung von 3,5-Di-tert-Butylsalicylalkohol 140 187
8.3.6.3 Darstellung von 3-Methyl-cycloSalchlorphosphit 96 188
8.3.6.4 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-N,N-di-iso-propylphosphoramidit 97 189
8.3.7 DARSTELLUNG DER MODIFIZIERTEN 3-METHYL-CYCLOSAL-

NUCLEOSIDMONOPHOSPHATE 189
8.3.7.1 Darstellung von 4’-O-Dimethoxytrityl-T-Penciclovir 98 189
8.3.7.2 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-T-Penciclovirmonophosphat 37a 190
8.3.7.3 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-Azido-T-Ganciclovirmonophosphat 38b 191
8.3.7.4 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-Thiocyanato-T-

Ganciclovirmonophosphat 38¢ 193
8.3.7.5 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-O-acetyl-T-Ganciclovir-

monophosphat 38d 194
8.3.7.6 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-2’-desoxy-3’-isothiocyanatothymidin-

monophosphat 39b 196
8.3.7.7 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-3’-allyl-2’-

desoxythymidinmonophosphat 39¢ 197
8.3.7.8 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-2’-desoxy-3’-

propargylthymidinmonophosphat 39d 199
8.3.7.9 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-2’-desoxy-3’-thiocyanatothymidin-

monophosphat 39a 200
8.3.8 DARSTELLUNG DER MODIFIZIERTEN NUCLEOSIDMONOPHOSPHATE 202
8.3.8.1 Darstellung von Azido-T-Penciclovirmonophosphat 31b 202
8.3.8.2 Darstellung von Azido-T-Ganciclovirmonophosphat 32b 203
8.3.8.3 Darstellung von Thiocyanato-T-Ganciclovirmonophosphat 32¢ 204
8.3.8.4 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-thiocyanatothymidinmonophosphat 33a 205
8.3.8.5 Darstellung von 3’-Allyl-2’-desoxythymidinmonophosphat 33¢ 206
8.3.8.6 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-propargylthymidinmonophosphat 33d 207
8.3.8.7 Versuch der Darstellung von 2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin-

monophosphat 33b 208



Inhaltsverzeichnis VIl

8.3.9

8.3.9.1

8.3.9.2

8.3.9.3

8.3.9.4

8.3.9.5
8.3.9.6

8.3.9.7

8.3.9.8

8.3.9.9

8.3.9.10

8.3.9.11

8.3.9.12

8.3.9.13

8.3.9.14

8.3.9.15

8.3.9.16
8.3.9.17

DARSTELLUNG DER CYCLOSAL-PHOSPHONATDIESTER VON

9-[2-(PHOSPHONYLMETHOXY )ETHYL]-ADENIN (PMEA) 11 209
Darstellung von Acetoxy-2-(chlormethoxy)ethan 120 209
Darstellung von Diethyl-[2-acetoxyethoxymethyl)phosphonat 121 209
Darstellung von Diethyl-[2-hydroxyethoxymethyl)phosphonat 122 210
Darstellung von Diethyl-[2-methansulfonyloxyethoxymethyl)-

phosphonat 123 211
Darstellung von 9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124 211

Versuch der Darstellung von N-tert-Butyloxycarbonyl-9-[2-
diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 130 mit Di-tert-Butyldicarbonat 212
Versuch der Darstellung von N-tert-Butyloxycarbonyl-9-[2-diethyl-
phosphonyl-methoxyethyl]adenin 130 mit 2-(¢ert-Butyloxycarbonyl-
oxyimin)-2-phenylacetonitril 213
Darstellung von N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-diethylphosphonyl-
methoxyethyl]adenin 131a 214
Darstellung von N-Fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-cycloSal-phosphonyl-
methoxyethyl]adenin 132b 216
Darstellung von N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-cycloSal-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 132a Variante 1 217
Darstellung von N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-cycloSal-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 132a Variante 2 219
Versuche der Darstellung von 9-[2-cycloSal-

phosphonylmethoxyethyl]adenin 34a durch Abspaltung der
Fluorenylmethoxycarbonyl-Schutzgruppe 220
Darstellung von 9-[2-cycloSal-phosphonylmethoxyethyl]adenin 34a durch
Abspaltung der Fluorenylmethoxycarbonyl-Schutzgruppe 221
Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-diethylphosphonylmethoxy-
ethyl]adenin 133 222
Versuch der Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-cycloSal-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 134a 223
Darstellung von N-Trityl-9-[2-diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 135 224
Darstellung von N-Trityl-9-[2-cycloSal-phosphonylmethoxyethyl]-

adenin 136 225



Vi Inhaltsverzeichnis
8.3.9.18  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-cycloSal-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 134a nach AAV 5 226
8.3.9.19  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-(3-Methyl-cycloSal)-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 134b 227
8.3.9.20  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-(3-tert-Butyl-cycloSal)-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 134¢ 229
8.3.9.21 Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-(3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal)-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 134d 230
8.3.9.22  Darstellung von 9-[2-cycloSal-phosphonylmethoxyethyl]adenin 34a
nach AAV 6 231
8.3.9.23 Darstellung von 9-[2-(3-Methyl-cycloSal)-phosphonylmethoxyethyl]-
adenin 34b 232
8.3.9.24  Darstellung von 9-[2-(3-tert-Butyl-cycloSal)-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 34¢ 234
8.3.9.25 Darstellung von 9-[2-(3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal)-phosphonyl-
methoxyethyl]adenin 34d 235
8.3.9.26  Darstellung von Bis-(Triethylammonium)-N-4-monomethoxytrityl-2-
(aden-9-yl)ethoxymethylphosphonat 129 236
8.3.9.27 Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-cycloSal-phosphonylmethoxy-
ethyl]adenin 134a nach AAV 4 237
8.3.10 DARSTELLUNG DER CYCLOSAL-PHOSPHONATDIESTER VON (R)-9-[2-
(PHOSPHONOMETHOXY )PROPYL JADENIN (PMPA) 12 238
8.3.10.1 Darstellung von (R)-9-[2-(3-tert-Butyl-cycloSal)-phosphonylmethoxypropyl]-
adenin 35a 238
8.3.10.2  Darstellung von (R)-9-[2-(3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal)-phosphonylmethoxy-
propyl]adenin 35b 240
8.3.11 DARSTELLUNG DER CYCLOSAL-PHOSPHONATDIESTER VON (S)-9-[3-HYDROXY-
2-PHOSPHONYLMETHOXYPROPYL]CYTOSIN (HPMPC) 13 241
8.3.11.1 Versuche der Darstellung von (5)-9-[3-Hydroxy-2-(3,5-di-tert-butyl-
cycloSal-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 36 241
8.3.11.2 Darstellung von 0-4,4’-Dimethoxytrityl-(S)-9-[3-Hydroxy-2-
phosphonylmethoxypropyl]cytosin 135 242
8.3.11.3  Versuche der Darstellung von O-4,4’-Dimethoxytrityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-

(3-tert-butyl-cycloSal-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 136 nach AAV 4 244



Inhaltsverzeichnis X
8.3.11.4  Versuch der Darstellung von O-4,4’-Dimethoxytrityl-(S)-9-[3-hydroxy-
2-(3-tert-butyl-cycloSal-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 136 mit
Phosphorpentachlorid 245
8.3.11.5  Versuch der Darstellung von N,0-Bis-4,4’-Dimethoxytrityl-(5)-9-
[3-hydroxy-2-(3-tert-butyl-cycloSal-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 138 246
8.3.11.6 Darstellung von O-Trityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-diethylphosphony]l-
methoxypropyl]-cytosin 140 247
8.3.11.7  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-O-trityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-
diethylphosphonylmethoxypropyl]cytosin 141 248
8.3.11.8 Versuch der Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-O-trityl-(S)-9-
[3-hydroxy-2-(3-tert-butyl-cycloSal-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 142
nach AAV 5 249
8.3.11.9  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-O-trityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-(3,5-Di-
tert-butyl-cycloSal-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 142 250
8.3.11.10  Darstellung von (5)-9-[3-Hydroxy-2-(3,5-Di-tert-butyl-cycloSal-
phosphonylmethoxypropyl]cytosin 36 251
8.4 HYDROLYSEEXPERIMENTE 253
8.4.1 Hydrolysekinetiken in Phosphatpuffer 253
8.4.2 Hydrolysekinetiken in Zellextrakt (CEM/0) 253
8.4.3 Hydrolysekinetiken in humanem Serum 254
844 3'P-NMR-HYDROLYSESTUDIEN 254
8.5 CHOLINESTERASE-ASSAY 255
9. GEFAHRSTOFFE 256
10. LITERATURVERZEICHNIS 258
AUSKLAPPTAFEL 274
PUBLIKATIONSLISTE 277
LEBENSLAUF 278






Einleitung 1

1. Einleitung

Mitte der achtziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts gelang die Entdeckung und
Isolierung"**  des HI-Virus (Human Immunodeficiency Virus), das die

Immunschwichekrankheit AIDS (4cquired /mmunodeficiency Syndrom) auslost.

Nach Schétzungen der Weltgesundheitsorganisation WHO sowie UNAIDS sind derzeit etwa
40 Millionen Menschen weltweit mit dem HI-Virus infiziert oder leiden an AIDS, 5 Millionen
davon haben sich im Jahr 2001 neu infiziert.¥ 70 % der Infizierten stammen aus dem
siidlichen Afrika, wo die Krankheit bereits ein schwerwiegendes gesellschaftliches Problem
darstellt. So sind in manchen Regionen 40 % aller schwangeren Frauen mit dem HI-Virus

infiziert und Ende 2001 lebten 14 Millionen Kinder, die durch AIDS zu Waisen wurden.

Trotz zweier Jahrzehnte intensiver Forschung ist es bislang nicht gelungen, einen Impfstoff zu
entwickeln, der vor einer Infektion schiitzen kann und somit eine medikamentdse Behandlung
infizierter Personen iiberfliissig macht, noch existieren Medikamente, die die virale
Replikation vollstindig unterbinden und somit Patienten heilen. Dies ist im wesentlichen
darauf zuriickzufiihren, dall das HI-Virus ein hochvariables Virus ist, das zwei gro3e Familien
bildet, HIV-1 und HIV-2, die ihrerseits weiter in Subtypen zerfallen. Genetisch unterscheiden
sich die einzelnen Typen um etwa 30 % in ihrer Erbinformation.””! Das RNA-Genom des HI-
Virus ist von einem zweischichtigen Capsid sowie einer Lipiddoppelschichtmembran umbhiillt,
welche die beiden Glycoproteine gp41 und gp120 enthilt. Zusétzlich befinden sich im Kern
noch mehrere Molekiile des Enzyms Reverse Transkriptase (RT), die fiir die Replikation des

Virus essentiell sind.[*!

HIV befillt in der Regel CD4-positive Zellen, d.h. Zellen, welche den Oberfldchenrezeptor
CD4 tragen (beispielsweise T-Helferzellen des Immunsystems). Zundchst binden die gp120-
Molekiile des HIV an die CD4-Proteine auf der Zelloberfliche und ermdglichen somit die
Verschmelzung beider Membranen. Der Kern des Virus kann nun direkt in das Cytoplasma
der Wirtszelle entlassen werden.'® Der Replikationszyklus eines Retrovirus ist, im Gegensatz
zu ,normalen’ cytolytischen Viren, die ihr Erbgut unabhidngig vom Metabolismus der
Wirtszelle replizieren, eng mit der Wirtszelle verbunden (Abb. 1, S. 2). Zu Beginn der
Replikation wird die virale einzelstrangige RNA zunédchst in ein RNA/DNA-Hybrid und dann
in doppelstrdngige DNA umgeschrieben. Beide Vorgidnge werden durch die Reverse
Transkriptase katalysiert. Die neugebildete DNA wird anschlieBend im Zellkern in das
Genom der Wirtszelle integriert und dort transkribiert. Dabei entsteht nicht nur die virale

einzelstrangige RNA, sondern es werden auch die mRNAs fiir einige Vorlduferproteine
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gebildet. Aus diesen werden die entsprechenden Proteine mit Hilfe des Enzyms HIV-Protease

freigesetzt. Virusproteine und virale RNA bilden abschliefend durch Ausknospung neue

. . . . . . 6
Viren, die weitere Zellen infizieren konnen.!®
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Abb. 1 Der retrovirale Replikationszyklus

Die genaue Kenntnis des biochemischen Verlaufs der Virusreplikation eroffnet die
Moglichkeit, gezielt in den Mechanismus einzugreifen und somit die Ausbreitung des Virus
zu unterbinden. Es gibt eine Reihe von Mboglichkeiten, in den Replikationszyklus
einzugreifen. So kennt man beispielsweise Virusadsorptionsinhibitoren, Inhibitoren, die die
Virus-Zell-Fusion unterbinden, nucleosidische und nicht-nucleosidische RT-Inhibitoren und
Inhibitoren der viralen Protease.l”’ Ferner ist es moglich, durch Hybridisierung der mRNA mit
Antisense-Oligonucleotiden die Translation zu unterbinden. SchlieBlich gibt es die
Moglichkeit, durch die Bildung einer Tripel-Helix die Transkription der DNA in virale

mRNA zu unterbinden.

Von den genannten Moglichkeiten ist die Inhibition der Reversen Transkriptase von
besonderem Interesse, da dieser Vorgang filir Retroviren spezifisch, fiir die Wirtszelle
hingegen von keinerlei Bedeutung ist. Nucleosidische Reverse-Transkriptase Inhibitoren
(NRTIs) gehorten zu den ersten AIDS-Medikamenten. Derzeit werden die als kompetitive
Inhibitoren agierenden Nucleosidanaloga 3'-Azido-2',3'-didesoxythymidin (AZT; Zidovudin,
Retrovir®) 1, 2'3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T; Stavudin, Zerit®) 2, 2'3-
Didesoxycytidin  (ddC; Zalcitabin, Hivid®)3, 2',3'-Didesoxyinosin (ddI; Didanosin,
Videx®) 4, 3'-Thiacytidin (3TC; Lamivudin, Epivir®)5 sowie carba-2’,3’-Didesoxy-2’,3’-
didehydro-6-cyclopropylaminoguanosin (ABC, Abacavir, Ziagen®™) 6 klinisch gegen das HI-
Virus eingesetzt (Abb. 2, S. 3).
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Abb. 2 In der Anti-HIV-Therapie eingesetzte Nucleosidanaloga

Allen gegen das HI-Virus eingesetzten Nucleosidanaloga ist eine Modifikation in der 3’-
Position des Desoxyriboseringes gegeniiber dem natiirlichen Nucleosid gemeinsam. Werden
sie also in einen entstehenden DNA-Strang eingebaut, so kann keine Elongation in 3’-
Richtung erfolgen, so daB3 die reverse Transkription an dieser Stelle abbricht. Die genetische

Information des Virus bleibt somit unvollstindig.™

Im Gegensatz zu Retroviren bendtigen DNA-Viren wie die Herpesviren keinen reversen
Transkriptionsschritt in ithrem Replikationszyklus. Dies bedeutet, dafl ithr Genom durch die
virale DNA-Polymerase repliziert werden kann, nachdem die letztere in der infizierten Zelle
exprimiert wurde. Alle derzeit zur Behandlung von Infektionen mit Herpesviren verfiigbaren
Wirkstoffe sind Nucleosidanaloga, die auf eine Inhibition der viralen DNA-Polymerase

abzielen.
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Abb. 3 Anti-Herpesvirus aktive Nucleosidanaloga
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Eine herausragende Bedeutung kommt dabei neben (F)-5-(2-Bromvinyl)-2’-desoxyuridin
(BVDU, Brivudin, Zostex™) 10 acyclischen Guanosinanaloga  wie 9-[2-
Hydroxyethoxymethyl]guanin ~ (ACV,  Acyclovir,  Zovirax®)7,  9-[4-Hydroxy-3-
hydroxymethylbut-1-ylJguanin (PCV, Penciclovir, Vectavir’)8 und 9-[2-Hydroxy-1-
hydroxymethylethoxymethyl]guanin (GCV, Ganciclovir, Cymevene®) 9 zu (Abb. 3, S. 3).
Eine weitere Klasse von antiviral aktiven Nucleosidanaloga stellen die acyclischen
Nucleosidphosphonate wie 9-[2-Phosphonylmethoxyethyl]adenin (PMEA, Adefovir) 11, (R)-
9-[2-Phosphonylmethoxypropyl]adenin (PMPA, Tenofovir) 12 und (5)-9-[3-Hydroxy-2-
phosphonylmethoxypropyl]cytosin (HPMPC, Cidofovir, Vistide™) 13 dar.

NH
NH, NH, 2
~N
N NfN |
74 2
< 1) o <N W o N
- \)N § P__O " HO/II:I, o
-P._O HO— P~ g
HS g ~~ HO HO o
PMEA PMPA HPMPC
1 12 13
Abb. 4 Antiviral aktive Nucleosidphosphonate

Erstmals berichteten DE CLERCQ und HOLY 1986 iiber die antivirale Aktivitdt eines
acyclischen Nucleosidphosphonates gegeniiber DNA-Viren.”) In der Folge wurde eine Reihe
von antiviral aktiven Nucleosidphosphonaten entwickelt. PMEA 11 und PMPA 12 zeigen
Aktivitdt gegen Retroviren sowie Hepdnaviren wie das Hepatitis B Virus (HBV). HPMPC 13
zeigt eine breit gefacherte Aktivitit gegen DNA-Viren, darunter die gesamte Herpesviren

(%1 sowie das menschliche Papillomavirus, das an der Entstehung von

Familie, Pockenviren,
Gebdrmutterhalskrebs beteiligt ist. 1996 erhielt HPMPC 13 unter dem Handelsnamen
Vistide” die Zulassung zur klinischen Behandlung von AIDS-Patienten mit CMV Retinitis,

einer schweren Infektion des Auges, die zu Erblindung fiihren kann.
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2. Kenntnisstand

Im folgenden Kapitel sollen zundchst die Wirkungsweise sowie der Metabolismus von

antiviral aktiven Nucleosidanaloga erldutert werden.

2.1 Wirkungsweise antiviral aktiver Nucleosidanaloga

Zur Weitergabe der genetischen Information eines Retrovirus muf3 eine DNA-Kopie des
RNA-Genoms erstellt werden. Die Ubersetzung wird durch die Reverse Transkriptase
katalysiert. Dieses Enzym bendtigt einzelstringige RNA als Matrize. Ausgehend von einer
kurzen Startsequenz (Primer) synthetisiert das Enzym an dieser Vorlage den komplementéren
DNA-Strang. Das Produkt ist ein RNA/DNA-Hybrid. Als Substrate der Reversen
Transkriptase dienen die Triphosphate der vier Bausteine der DNA, 2’-Desoxyguanosin (dG),
2’-Desoxyadenosin (dA), 2’-Desoxythymidin (dT) sowie 2’-Desoxycytidin (dC). Beim
Aufbau des DNA-Stranges wird zunédchst durch spezifische Basenpaarung das zur jeweiligen
Base des Matrizenstranges komplementidre Nucleosidtriphosphat gebunden. Danach greift die
3’-Hydroxylgruppe des zuletzt eingebauten Bausteins nucleophil den o-Phosphatrest des
nichsten Triphosphats an. Es kommt zur Kniipfung einer neuen Phosphatdiesterbriicke unter
Austritt von Pyrophosphat (Abb. 5). Nach Verschieben des aktiven Zentrums des Enzyms zur
nidchsten Base auf der Matrizen-RNA wiederholen sich diese Schritte. Die Reverse

Transkriptase ist somit eine 5°>3’-Polymerase. "

3! 5' 3! 5'
RNA-Matrize RNA-Matrize
- | | |

b A ¢ ¢ A dTK /PP u A C C A

S AT 6 6
/ T Cl; G Reverse Transkriptase | | I
DNA-Strang DNA-Strang

S 3 5' 3

Abb. 5 Schematische Darstellung der reversen Transkription

Die Replikation der viralen DNA bei DNA-Viren verlduft nach einem sehr @hnlichen
Mechanismus wie oben fiir die Reverse Transkriptase beschrieben. Die Reaktion wird durch
eine Virus-codierte DNA-Polymerase katalysiert. Als Matrize dient in diesem Fall die virale

DNA.

Im Gegensatz zu humanen DNA-Polymerasen, verfiigt die virale RT nicht iiber ein ,,Proof-

Reading-System*, welches in den DNA-Strang eingebaute, fehlgepaarte Nucleotide erkennt
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und eliminiert." Antiviral aktive Nucleosidanaloga werden, in Form ihrer Triphosphate, von
der Reversen Transkriptase somit nicht als Fremdkorper erkannt, und in den neu entstehenden
DNA-Strang eingebaut. Nach dem Einbau gibt es fiir das Enzym nun keinerlei Moglichkeit
mehr, das falsche Nucleotid herauszuschneiden und es kommt zum Abbruch der DNA-

Synthese.['?)

In den Fillen, in denen das Nucleosidanalogon keine weitere freie Hydroxylgruppe trégt,
geniigt ein einfacher Einbau in die DNA, um einen Kettenabbruch zu verursachen. Dies gilt
beispielsweise fiir die anti-HIV aktiven Wirkstoffe AZT 1, d4T 2 und PMEA 11" sowie fiir
den anti-Herpesvirus Wirkstoff ACV 7. Es sind jedoch eine Reihe antiviral aktiver
Nucleosidanaloga bekannt, die noch eine freie Hydroxylgruppe tragen. Dies sind in der Regel
acyclische Nucleosidanaloga, die entweder als kompetitive Inhibitoren der viralen DNA-
Polymerase agieren, oder aufgrund ihres modifizierten Riickgrates Konformationsdnderungen
im neu gebildeten DNA-Strang verursachen und so einen Kettenabbruch erzwingen. Dies gilt
insbesondere fiir den mehrfachen Einbau. So konnte gezeigt werden, daB3 fiir die
Unterdriickung der viralen DNA-Synthese ein aufeinanderfolgender Einbau von zwei

HPMPC-Molekiilen notwendig ist.!'¥

2.2 Aktivierung der Nucleoside

Die Nucleotide gehoren zu den komplexesten Metaboliten im Organismus. Ihre Biosynthese
ist langwierig und mit einem hohen Energieaufwand verbunden. Neben der Neusynthese von
Nucleosiden (de novo Synthese) hat sich daher ein Syntheseweg unter Wiederverwertung von
DNA-Abbauprodukten herausgebildet (salvage pathway). Dieser Syntheseweg spielt fiir die
Purinbasen Adenin und Guanin eine grof3e Rolle. Im tierischen Organismus werden sie bis zu
ca. 90 % durch Glycosylierung mit 5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphat (PRPP) wieder zu
Nucleosidmonophosphaten aufgebaut. Der Anteil der wiederverwerteten Pyrimidinbasen ist

sehr viel geringer.

Fiir beide Synthesewege sind Phosphotransferasen von grofler Bedeutung. Diese Enzyme
tibertragen einen Phosphatrest von einem hochenergetischen Donormolekiil, in der Regel
ATP, auf Nucleosid- oder Nucleotidakzeptoren. Die Phosphotransferasen werden nach ihrer
Spezifitit fiir den Phosphorylgruppenakzeptor eingeteilt. Ist der Akzeptor ein Nucleosid, heif3t
die entsprechende Kinase Nucleosidkinase; bei einem Nucleosidmonophosphat vermittelt eine
Nucleosidmonophosphatkinase (NMP-Kinase) und bei einem Nucleosiddiphosphat eine
Nucleosiddiphosphatkinase (NDP-Kinase) die Reaktion.
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Abb. 6 Phosphorylierungsschritte vom Nucleosid zum Nucleosidtriphosphat

Die hohe Spezifitit der Nucleosid- und NMP-Kinase kommt in ihren Namen zum Ausdruck:
Der Metabolit, der als Phosphorylgruppenakzeptor dient, wird dem Namen der Kinase als
Prifix vorangestellt. Die Kinase, die 2’-Desoxythymidinmonophosphat (d{TMP) als Substrat
akzeptiert, heilt daher dTMP-Kinase oder auch Thymidylatkinase (TmpK). NDP-Kinasen

sind in der Wahl ihrer Substrate weit weniger spezifisch.!'”

Wie bei den natiirlichen Nucleosiden sind bei den antiviral aktiven Nucleosidanaloga die
aktiven Metaboliten nicht die Nucleoside selbst, sondern die entsprechenden Triphosphate,

[8, 16, 17

die erst in der Zelle selbst gebildet werden miissen. I Als Ausgangsverbindungen eignen

sich in erster Linie die Nucleosidanaloga selbst, da fiir die Diffusion durch die unpolare

U8] Antiviral aktive

Zellmembran eine Ladung des Molekiils sehr unvorteilhaft ist.
Nucleosidanaloga sind somit im strengen Sinne keine Wirkstoffe sondern lediglich
Wirkstoffvorstufen (engl.: prodrug). Die Aktivierung lduft im Falle von anti-HIV aktiven
Substanzen {iber das gleiche enzymatische System, das auch die natiirlichen Bausteine als

Substrate verwendet.['” >

Die antivirale Aktivitdt und Selektivitdt von Acyclovir 7, Penciclovir 8, Ganciclovir 9 und
verwandten Verbindungen beruht dagegen auf ihrer spezifischen Aktivierung durch
Herpesvirus-codierte Kinasen, die diese Nucleosidanaloga in die entsprechenden
Monophosphate umwandeln.”!! Die durch das Herpes Simplex Virus (HSV) oder das
Varizella Zoster Virus (VZV) codierte Thymidinkinase (TK) hat eine breite Substratspezifitit,
so daf} sogar Purinderivate wie ACV 7 und GCV 9 als Substrate akzeptiert werden. Die
weiteren Phosphorylierungsschritte werden dann wieder von zelluldren Kinasen katalysiert.!**!

Es sollte erwdhnt werden, dal im Falle von Pyrimidin-haltigen Nucleosidanaloga wie
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BVDU 13 auch die Phosphorylierung vom Monophosphat zum Diphosphat von der HSV-
bzw. VZV-codierten Thymidinkinase katalysiert wird.!**!

Acyclische Nucleosidphosphonate kdnnen als Nucleosidanaloga angesehen werden, die durch
eine Phosphonatgruppe verldngert wurden. Die Phosphonatgruppe ist einer Phosphatgruppe
dquivalent, kann jedoch im Gegensatz zu letzterer nicht mehr durch Esterasen, die
Nucleosidmonophosphate in die Nucleoside zuriick iiberfithren, gespalten werden.”) Die
aktiven Metaboliten der Nucleosidphosphonate sind deren Diphosphate,** die bei den
Adenin-haltigen Phosphonaten durch aufeinanderfolgende Phosphorylierung durch
Adenylatkinase (AmpK) gebildet werden. Die Phosphonatdiphosphate kdnnen auch direkt aus
den Phosphonaten durch 5-Phosphoribosyl-1-pyrophosphatsynthetase (PRPP-Synthetase)

gebildet werden.*

2.3 Limitierungen beim Einsatz von nucleosidischen Wirkstoffen

Bei der Gabe von nucleosidischen Wirkstoffen tritt eine Reihe von Problemen auf.
Langzeittherapien mit Gabe von Nucleosidanaloga wie AZT 1 haben zu einer verminderten
Aktivitéit des ersten phosphorylierenden Enzyms, der Thymidinkinase und damit zum Aufbau
von Resistenzen gegeniiber dem Wirkstoff gefiihrt.*) Diese Art von Resistenz beobachtet
man nicht nur im Gewebe von Patienten, die Nucleosidanaloga erhalten, sondern auch in
Viren selbst.””] So sind vom HI-Virus Thymidinkinase-defiziente (TK) Virusstimme
bekannt. Hinzu kommt, da3 die Substratspezifitit der phosphorylierenden Enzyme und die
strukturellen Unterschiede der Nucleosidanaloga eine durchgehende Umsetzung zu den
entsprechenden Triphosphaten unterbinden. Diese Beobachtung wurde beispielsweise fiir die

Nucleosidanaloga AZT 1, d4T 2 sowie ddA gemacht.!'®!

Durch die Abhingigkeit von der Aktivierung durch die virale Thymidinkinase wird die
Anwendung von acyclischen Nucleosidanaloga wie ACV 7, PCV 8 und GCV 9 als antiviral
aktive Substanzen auf Viren wie HSV und VZV beschridnkt, da nur diese Viren eine eigene

Thymidinkinase mit breiter Substratspezifitit codieren.

Ein weiteres Problem tritt bei acyclischen Nucleosidanaloga und insbesondere bei

Nucleosidphosphonaten auf: Sie besitzen eine schlechte Bioverfiigbarkeit aufgrund ihrer

.12

Polarita Insbesondere die Nucleosidphosphonate werden nicht passiv die lipophile

Zellmembran durchdringen konnen, da sie in physiologischem Medium (pH = 6.9 —7.4)

[29, 30

deprotoniert vorliegen. ! Diese Verbindungen werden vermutlich durch einen langsam

verlaufenden aktiven ProzeB wie z.B. Endocytose®™” von der Zelle aufgenommen.
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2.4 Das Pro-Nucleotid-Konzept

Wie in Kapitel 2.3 erwéhnt, kann ein Nucleosidanalogon seine potentielle Wirksamkeit
aufgrund von Resistenzbildung, nicht vorhandener TK oder mangelnder Bioaktivierung
verlieren, obwohl der aktive Metabolit, das Triphosphat, ein sehr guter Inhibitor des

Zielenzyms ist.

Liegt die Limitierung wie im Fall von d4T 2 am Anfang der Phosphorylierungskaskade, so
liegt es nahe zu versuchen, der Zelle direkt das Nucleosidmonophosphat anzubieten. Wie
schon erwidhnt, konnten diese Substanzen aufgrund ihrer Ladung die Zellmembran nicht
durchdringen. Dariiber hinaus werden derartige Verbindungen im Blut durch Nucleotidasen
und nichtspezifische Phosphatasen schnell dephosphoryliert, was ihre Verfiigbarkeit fiir den
Organismus stark einschrinkt.”") Schon 1961 schlug MONTGOMERY vor,"? daf ,diese
Schwierigkeiten iiberwunden werden konnten, wenn es gelénge, einen Ester des Nucleotids
darzustellen, der die Zellmembran penetrieren konnte und anschlieBend zum Nucleotid selbst
metabolisiert wiirde.“ Abbildung 7 zeigt schematisch die selektive Freisetzung von d4TMP
aus einem Nucleotid-Vorldufer (Pro-Nucleotid) und damit die Umgehung des limitierenden

Schrittes der Bioaktivierung (TK-Bypass).

d4TMP
-

TK TmpK NDP-K
d4T - - d4TMP  =—> d4TDP = Jd4TTP
Abb. 7 Schematische Darstellung des TK-Bypasses

In Nucleotiden sind unter physiologischen Bedingungen zwei negativ geladene
Sauerstoffatome anwesend. Diese miissen maskiert und in neutrale, lipophile Phosphatester

tiberfiithrt werden (Abb. 8).

R =l k
e d e
OH
Nucleotid Pro-Nucleotid

Abb. 8 Vom Nucleotid zum Pro-Nucleotid
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Neben der Erhohung der Lipophilie erfordert die effiziente intrazelluldre Freisetzung des
Nucleotids einen selektiven Freisetzungsmechanismus unter Abspaltung einer nicht toxischen

Maske. In der Folge wurden eine Reihe von Pro-Nucleotid-Systemen entwickelt.!'® > %!

Erste Versuche mit Dialkylphosphatestern stellten sich als nicht erfolgreich heraus, da nach
der ersten Hydrolyse der neutralen Phosphattriester die resultierenden Phosphatdiester hdufig
extrem persistent gegeniiber einer weiteren chemischen Hydrolyse sowie einer enzymatischen

Spaltung waren. Daher konnte das Nucleotid nicht freigesetzt werden.

Neuere dreiteilige Prodrug-Systeme®*! basieren auf dem Prinzip einer selektiven chemischen
oder enzymatischen Aktivierung der maskierenden Gruppe, gefolgt von der Freisetzung des
Nucleotids durch eine zweite spontane Reaktion. Als Beispiele fiir enzymatisch gesteuerte
Pro-Nucleotid-Systeme seien genannt:
Bis-(POM)-Nucleotide [Bis-(Pivaloyloxymethyl)-]"> %"
Bis-(POC)-Nucleotide [Bis-(iso-Propyloxycarbonyloxymethyl)-]1*"
Bis-(DTE)-Nucleotide [Bis-(Dithioethyl)-]"*
Bis-(SATE)-Nucleotide [Bis-(S-Acyl-2-thioethyl)-] 4% 4!
Bis-(SGTE)-Nucleotide [Bis-(S-(B-Glucopyranosidyl)-2-thioethyl)-]“**
Bis-(AB)-Nucleotide [Bis-(4-Acyloxybenzyl)-] [43. 441
APA-Nucleotide [Arylphosphoramidat-]t 4647
Phosphoramidatnucleosidmonoester*"!

Phosphoramidatnucleosiddiester'*” **!

Diese Pro-Nucleotid-Systeme konnten erfolgreich auf eine Vielzahl von Nucleosidanaloga
angewandt werden. Es konnte gezeigt werden, da3 alle Strategien liber eine enzymatische
Aktivierung erfolgreich intrazelluldr die entsprechenden Nucleotide freisetzen und damit die

antivirale Aktivitdt zum Teil deutlich steigern konnten.

Die Motivation fiir die Anwendung eines Pro-Nucleotid-Systems auf die acyclischen
Nucleosidphosphonate ist eine andere, als die fiir Nucleosidanaloga beschriebene. Wéhrend
bei letzteren ein geschwindigkeitsbestimmender Aktivierungsschritt umgangen werden soll,
so miissen bei den Nucleosidphosphonaten die beiden unter physiologischen Bedingungen
vorherrschenden negativen Ladungen kompensiert werden. Damit soll ein passiver, und damit
schnellerer Membrantransport und eine hohere Aktivitit erreicht werden. Von den oben
beschriebenen Pro-Nucleotid-Systemen konnten einige auf Nucleosidphosphonate {ibertragen

werden (Abb. 9, S. 11).
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R = Me, i-Pr, t-Bu, Ph

Bis-(AB)-PMEA 16 Bis-(SATE)-PMEA 17
Abb. 9 Prodrugs der Nucleosidphosphonate PMEA 11 und PMPA 12

Die von STARRET et al. entwickelte Verbindung Bis-(POM)-PMEA (Adefovir Dipivoxil,
Hepsera™) 14°"°%! zeigt hohe Aktivitit gegen das HI-Virus sowie das Hepatitis B Virus. Die
weitere Entwicklung als anti-HIV Medikament wurde jedoch Ende 1999 aufgrund von
Toxizitétsproblemen eingestellt. Klinische Studien zeigten, da mehr als ein Drittel der
Personen, die die hochste Dosis fiir mehr als sechs Monate erhielten, Symptome schwerer
Nierenschiden entwickelten."*! Die Food and Drug Administration (FDA) in den USA
erteilte Adefovir Dipivoxil im September 2002 die Zulassung als anti-HBV Medikament.>*!
Die eng verwandte Verbindung Bis-(POC)-PMPA (Tenofovir Disoproxil, Viread®) 1517
erhielt als Fumarsduresalz im Oktober 2001 die Zulassung zur Behandlung von HIV-
Infektionen.

Neben diesen, in ihrer Entwicklung als Medikament abgeschlossenen oder weit

6% sowie die

fortgeschrittenen Verbindungen wurden weiterhin Bis-(AB)-PMEA-Prodrugs 1
Bis-(SATE)-PMEA-Prodrugs 17°" dargestellt. Diese Prodrugs zeigten gute anti-HSV bzw.

anti-HIV-Aktivitaten.

All diese Pro-Nucleotide durchlaufen einen dhnlichen Abbauweg: Am Rande der Maske wird
von einem Enzym, genauer einer Esterase, ein Carbonsdureester gespalten, wodurch die
Maske aktiviert wird. Durch diese Aktivierung erfolgt die spontane Abspaltung des Rests der

Maske unter Spaltung eines Phosphatesters. Dieser Spaltmechanismus mufl zweimal
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durchlaufen werden. Das hat den Nachteil, daB3 bei der zweiten Reaktion eine enzymatische
Reaktion in rdumlicher Ndhe zu einer negativen Ladung stattfinden mul}. Dadurch kann der
intermedidre Phosphatdiester an Substrataffinitit zur Carboxyesterase verlieren. Weiterhin
haben die Pro-Nucleotid-Systeme den Nachteil, daB zum Teil mehrere Aquivalente von

potentiell toxischen Produkten wie Formaldehyd oder Episulfid freigesetzt werden.

Einen anderen, wenn auch ebenfalls enzymatisch induzierten, Abbauweg nehmen die unléngst
von McGUIGAN et al. dargestellten Arylphosphoramidat-Prodrugs™® von PMEA 11 und
PMPA 12 (Abb. 10).

NH, NH,
N N
¢ N ¢ fN Ar = Ph, 4-CI-Ph
N N/) o N N/) AA = D/L-Ala-Me-Ester,
I I L-Phe-Me-Ester, Gly-Me-Ester
ArO—IT\/O\) ArO—ITvO\‘)
NH NH
AA AA
APA-PMEA 18 APA-PMPA 19
Abb. 10 Phosphoramidatprodrugs acyclischer Nucleosidphosphonate

Die Phosphoramidat-Verbindungen 18 und 19 zeigten eine gute anti-HIV Aktivitdt und den
gleichen Abbauweg wie die APA-Nucleotide.

Allen bislang vorgestellten Pro-Nucleotid-Systemen ist gemeinsam, da} sie zur Freisetzung
des Nucleotids einer enzymatischen Aktivierung bediirfen. Dadurch sind diese Systeme auf
Zellen beschriankt, die das entsprechende Enzym enthalten. Die notwendige enzymatische

Aktivierung ist zudem eine mogliche Quelle fiir Resistenzbildung.

2.5 Das cycloSal-Konzept

Um die bei den im vorigen Kapitel genannten Pro-Nucleotid-Systemen notwendige
enzymatische Aktivierung zu umgehen, wurde 1996 von MEIER et al. ein neuartiges Pro-
Nucleotid-System entworfen und synthetisiert: die cycloSaligenyl-Nucleosidmonophosphate

(cycloSal-NMPs)P?! deren allgemeine Struktur in Abbildung 11 dargestellt ist.

o \ONucIeosid

X= H, CH3, OCH3, NOz, C|,
t-Bu, i-Bu, Ph

Abb. 11 Allgemeine Struktur der cycloSaligenyl-Nucleotide
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Der hochselektive Freisetzungsmechanismus beruht auf einer pH abhédngigen chemischen
Reaktion, der ein selektiver Kaskadenmechanismus zugrunde liegt.”” Dabei ist die
Kombination zweier Hydrolyseschritte von entscheidender Bedeutung, da die chemische!®”!
und hiufig auch die enzymatische!®”! Hydrolyse der intermediir gebildeten Phosphatdiester
groBe Schwierigkeiten bereitet. Durch die Einfiihrung der unterschiedlich stabilen Phenyl-*%,

Benzyl-*)

und Alkyl-Phosphatester in der cycloSal-Grundstruktur gelingt es jedoch,
chemisch zwischen den einzelnen Phosphatesterbindungen zu diskriminieren und so eine
kontrollierte Hydrolyse des Pro-Nucleotid-Systems zu ermoglichen. Es konnte dagegen
gezeigt werden, daB Bis-Phenyl-'®? und Bis-Benzylphosphattriester'®! lediglich zu den
Phenyl- bzw. Benzylphosphatdiestern hydrolysieren. Der Grund hierfiir liegt in der negativen
Ladung am Phosphoratom, die einen weiteren nucleophilen Angriff unterbindet. Beide
Hydrolysen zeigen eine Abhédngigkeit vom Substitutionsmuster am aromatischen Ring:

2] himmt die

wihrend Elektronen-ziehende Gruppen Bis-Phenylphosphattriester labilisieren,
Stabilitdt von Bis-Benzylphosphattriestern mit steigender Donorstirke der Substituenten
ab.!! Die Mechanismen der Hydrolyse unterscheiden sich grundlegend. Im Fall der Bis-
Phenylphosphattriester erfolgt ein nucleophiler Angriff auf das Phosphoratom, gefolgt von
der Spaltung der P-Oppeny-Bindung. Die Hydrolyse der elektronenreichen Bis-
Benzylphosphattriester wird dagegen von einem spontanen Cgensyi-O-Bindungsbruch

eingeleitet. Das resultierende Benzylkation wird von Wasser zum Benzylalkohol abgefangen.

Kombiniert man jetzt beide Hydrolysemechanismen, so erkldrt sich der hochselektive

Freisetzungsmechanismus der cycloSal-NMPs (Abb. 12).

@]
Aktivierung i:',
X Schritt a X 7
N : 9//0 : | X : 00/70Nucl
P o™X selektiver = OH
ONucl chemischer Schritt"
20 21
Schritt ¢ indu;ierter "spontane C-O-
chrl C: Schritt b Bindungsspaltung"
v
OH
X Schritt d X OH
EY g s RS e
Z 0" “ONudl OH
o
22 23 24

Abb. 12 Hydrolyseweg von cycloSal-Phosphattriestern
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Die Freisetzung des Nucleotids aus dem Phosphattriester 20 wird durch eine hydrolytische
Spaltung der phenylischen Phosphatesterbindung eingeleitet. Diese Bindung sollte die labilste
sein, da nach ihrer Spaltung die negative Ladung im 2-Hydroxybenzylphosphatdiester 21 am
besten Mesomerie-stabilisiert werden kann. Der alternative Bruch der Benzylesterbindung in
20 zum 2-Hydroxymethylphenylphosphatdiester 22 ist unwahrscheinlich, da der
Phosphatester als schwacher Elektronendonor in ortho-Position zum Benzylester diese
Bindung nicht labilisiert. Der schwache Elektronendonor Phosphatester in 20 wird jedoch zu
einem starken Donor in 21. Dieser Effekt aktiviert den Rest der Maske und fiithrt zu einem
spontanen Bruch der Cgensyi-O-Bindung, der das Nucleotid 23 sowie, nach Reaktion mit
Wasser, den Salicylalkohol 24 liefert. Der genaue Hydrolysemechanismus konnte mit Hilfe
von NMR-Spektroskopie ('H-, "*C-, *'P-NMR)!*"! und Massenspektrometrie aufgeklirt

werden.

Das cycloSal-Pro-Nucleotid-Konzept wurde erfolgreich auf das anti-HIV aktive Nucleosid
d4T 2 fiir den TK-Bypass angewandt werden.!®* ® Einige Verbindungen zeigten in Wildtyp-
Zelllinien sogar eine hohere Aktivitdt als d4T 2 selbst. Ein iiberzeugender Befund ist die
Beibehaltung der biologischen Aktivitidt der meisten cycloSal-d4TMPs in Thymidinkinase-
defizienten CEM Zellen. Diese Aktivitdt 1468t stark auf die intrazelluldre Freisetzung von
d4TMP schlieen. Die selektive intrazelluldre Freisetzung von d4TMP konnte durch Tritium-

markierte cycloSal-Nucleotide bewiesen werden. % 7!

Ferner wurde mit dem cycloSal-Konzept erfolgreich der Adenosin-Desaminase (ADA)-
Bypass fiir die Nucleosidanaloga ddA,'®® d4Al®! und 2’-F-ara-ddA" realisiert. Mit Hilfe
des cycloSal-Konzeptes konnte sogar das inaktive Nucleosidanalogon 2’-F-ribo-ddA in eine

anti-HIV aktive Verbindung iiberfiihrt werden.[”")

Auch auf einige anti-Herpesvirus aktive Nucleosidanaloga wie ACV 7 konnte das cycloSal-
Konzept erfolgreich iibertragen werden.”>"*! Durch den Einsatz von cycloSal-BVDUMPs
konnten die Anwendungsmoglichkeiten des Nucleosidanalogons drastisch erweitert werden.
Wiéhrend BVDU selbst gegen das Epstein-Barr-Virus (EBV) inaktiv ist, zeigen die

entsprechenden cycloSal-Phosphattriester eine sehr gute Aktivitit gegen das Virus.’* "]

Es ist bisher nicht gelungen, das cycloSal-Konzept auf Nucleosidphosphonate zu

[76]

ibertragen. Der Versuch, das erfolgreiche cycloSal-Konzept auf antiviral aktive

Nucleosidphosphonate zu tlibertragen, soll ein Gegenstand dieser Arbeit sein.
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2.6 Der Metabolismus von AZT

Die Gabe von AZT 1 an HIV positive Patienten iiber einen ldngeren Zeitraum fiihrt zu einer
eingeschriankten Aktivitdit der Thymidinkinase und damit zur Resistenz gegeniiber dem
Medikament (vgl. Kapitel 2.3). Daher liegt es nahe, Pro-Nucleotid-Konzepte auf AZT 1
anzuwenden. Neben anderen konnte dies fiir das cycloSal-Konzept verwirklicht werden.
Dabei konnte eine selektive Freisetzung von AZTMP aus den Pro-Nucleotiden nach dem im

7] Die antivirale Aktivitit

vorigen Kapitel beschriebenen Mechanismus beobachtet werden.
der cycloSal-Phosphattriester entsprach der von AZT 1. Es wurde dariiber hinaus ein Verlust
der antiviralen Aktivitdt in Thymidinkinase-defizienten CEM Lymphozytenzellen beobachtet,
obwohl AZTMP intrazelluldr freigesetzt wurde. Ein Grund fiir das Versagen wurde in dem

speziellen Metabolismus von AZT 1 gefunden (Abb. 13).167

in CEM/O Zellen
cycloSal-AZTMP 25

selektive Freisetzung

TK TmpK NDP-K
AZT > AZTMP  --------- ~ AZTDP =— AZTTP
1 5'-Nucleotidase 26 27 28
Abb. 13 Metabolismus von AZT 1 und cycloSal-AZTMP 25 in CEM/0 Zellen

AZT 1 ist ein gutes Substrat fiir die zellulire Thymidinkinase und wird von dieser schnell in
das Monophosphat 26 iiberfiihrt (Abb. 13). Dieses ist jedoch ein schlechtes Substrat fiir das
nachfolgende Enzym, die Thymidylatkinase (TmpK)." ') Daraus resultiert eine langsame
Bildung des Diphosphates 27 sowie eine intrazelluldre Akkumulation von AZTMP 26.
AZTDP 24 wird von Nucleosiddiphosphatkinasen rasch in den aktiven Metaboliten
AZTTP 28 iiberfiihrt, der jedoch intrazelluldr nur in geringen Dosen vorhanden ist.’”®) Das
Akkumulieren von AZTMP 26 legt den Schlufl nahe, dal der Anabolismus von AZT 1 zu
AZTMP 26 durch cytosolische TK deutlich schneller verlduft als der Katabolismus von
AZTMP 26 zu AZT 1 durch 5’-Nucleotidasen. "

Der Versuch, die schlechte Aktivierung von AZT 1 durch Verabreichung hoherer Dosen
auszugleichen, fiihrte ebenfalls nicht zu einer hoheren intrazulluliren AZTTP-Konzentration.
Kinetische Daten, die aus Untersuchungen mit S. cerevisiea-Thymidylatkinase (Hefe-
Thymidylatkinase) gewonnen wurden, belegen, dal AZTMP 26 durch Bindung auf der
Phosphoryldonorseite des Enzyms die Kinaseaktivitit inhibiert.””! Dadurch wird ebenfalls die
dTTP-Synthese, die fiir den DNA-Aufbau entscheidend ist, eingeschrinkt. Dies konnte neben
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der Reduktion von AZT 1 in das cytotoxische 3’-Aminothymidin™” ein méglicher Grund fiir
die Toxizitdt von AZT 1 und die damit verbundenen ernsthaften Nebenwirkungen, wie eine
Storung der Reifung von Blutstammzellen besonders im spiten Stadium der Krankheit

sein.B!

Die Limitierung im Metabolismus zeigt auch, warum die antivirale Aktivitdt durch cycloSal-
AZTMP Derivate 25 nicht verbessert werden konnte. Zwar setzen diese selektiv intrazellulér
AZTMP 26 frei, jedoch wird der limitierende Schritt im Metabolismus nicht umgangen. Dies
erklart jedoch noch nicht den Verlust an antiviraler Aktivitdt in TK-defizienten Zellen (Abb.
14).

in CEM/TK™ Zellen
cycloSal-AZTMP 25

selektive Freisetzung
keine Phosphorylierung

TmpK NDP-K
AZT = AZTMP --------- - AZTDP =——> AZTTP
1 3,5"(Desoxy)- 26 27 28
Nucleotidase —
schnelle Dephosphorylierung
Abb. 14 Metabolismus von AZT 1 und cycloSal-AZTMP 25 in CEM/TK Zellen

Nach der Freisetzung vom AZTMP 26 in TK™ Zellen, wird dieses durch die TmpK nur sehr
langsam in AZTDP 27 phosphoryliert. Jedoch ist AZTMP 26 ein Substrat fiir eine
3°,5’-(Desoxy)-Nucleotidase, die es zu AZT 1 dephosphoryliert. AZT 1 kann nun aufgrund
der nicht vorhandenen Thymidinkinase nicht wieder rephosphoryliert werden und somit auch
seine antivirale Aktivitdt nicht mehr entfalten. In dieser Hinsicht ist AZT 1 moglicherweise
nicht das einzige Nucleosidanalogon, dessen metabolische Aktivierung auf der Stufe der
Thymidylatkinase gehemmt ist. Die Mehrzahl von Nucleosidanaloga wurde bislang noch

nicht eingehend hinsichtlich ihres exakten Metabolismus untersucht.

2.7 Die Thymidylatkinase

Fiir den intrazelluliren Anabolismus von Nucleosidanaloga kommt dem Verstindnis der
Thymidylatkinasereaktion eine besondere Bedeutung zu. Nachfolgend sollen -einige
kinetische und strukturelle Eigenschaften der Thymidylatkinase erldutert werden.

Die  Thymidylatkinase  (TmpK) katalysiert die  Phosphorylierung von  2’-
Desoxythymidinmonophosphat (dTMP) zu 2’-Desoxythymidindiphosphat (dTDP) mit

Magnesium-Adenosintriphosphat (MgATP) als bevorzugtem Phosphoryldonor (Abb. 15).1%]
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TmpK
MgATP + dTMP MgADP + dTDP

Abb. 15 Die Thymidylatkinasereaktion

Fiir die Adenylatkinase (Myokinase, AmpK) wurde ein Substratmechanismus abgeleitet, ™ **

der als random bi-bi Mechanismus bezeichnet wird (Abb. 16).

Das Enzym muf3 zwei Bindungsstellen besitzen, weil zwei Substrate gleichzeitig gebunden
sind. Die Bindung und Freisetzung der Substrate bzw. Produkte unterliegt keiner bestimmten
Reihenfolge. Sind beide Substrate gebunden, so wird die Phosphorylgruppe direkt zwischen
den Nucleotiden iibertragen. Ein Phosphoenzymintermediat tritt aufgrund der beobachteten

stereochemischen Inversion (Walden sche Umkehr) nicht auf.™®

+ ATP E - ATP + NMP

E / \ E - ATP « NMP
:\1}\\ E -« NMP /M; J
+ ADP E - ATP + NDP /

E - ADP - NDP

/\
\/

+ NDP E < NDP + ADP
Abb. 16 Schematische Darstellung des random bi-bi Mechanismus

Der Thymidylatkinasereaktion kommt in der menschlichen Zelle eine besondere Bedeutung
zu. Dieses Enzym ist an der Verbindungsstelle der beiden Synthesewege fiir
2’-Desoxythymidintriphosphat lokalisiert. Die Ausgangspunkte fiir diese Synthesewege sind
2’-Desoxyuridinmonophosphat (de novo) oder 2’-Desoxythymidin (salvage). Das erste

gemeinsame Intermediat ist dTMP. TmpK ist somit essentiell fiir die DNA-Synthese.*"!

Die Tertidrstruktur der Thymidylatkinase besteht aus flinf parallelen B-Faltbléttern, die eine
Art Hohle bilden, die wiederum von a-Helices umgeben ist. Das Nucleotid wird in einer
Tasche gebunden, so dal die Nucleobase vollstindig von Aminoséduren des Enzyms umgeben
ist. Die Bindungsstelle des Phosphoryldonors liegt in einer Schleife der B-Faltblattregion, die
auch als P-Loop bezeichnet wird. Sie besteht aus einer Aminosduresequenz, die hdufig in

ATP- und GTP-bindenden Proteinen anzutreffen ist.*”) Die Bindung der Substrate fiihrt zu
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Konformationsinderungen der Thymidylatkinase,™®™ bei denen sich die Aminoséuren aus der
,L1d“-Region wie ein Deckel iiber das Triphosphat legen. Hierbei werden katalytisch
wirksame Reste in das aktive Zentrum geschoben und der Phosphoryltransfer ermoglicht.*”)
Durch diesen, als induced fit bezeichneten, Mechanismus wird zugleich die Hydrolyse des
Phosphoryldonors verhindert.”” Sind keine Substrate gebunden, so ist das Enzym inaktiv und
man spricht von der offenen Konformation. Durch Bindung der Substrate wird das Enzym

aktiv und geht in die geschlossene Konformation iiber, aus der heraus der Phosphoryltransfer

erfolgt.”!!

Enzym-kinetische Untersuchungen konnten zeigen, dafl die schlechte Aktivierung von
AZTMP 26 nicht durch die schlechten Bindungseigenschaften des Nucleotidanalogons an die
Thymidylatkinase zu erkléren ist. Sie wird vielmehr durch eine Stérung des katalytischen

Mechanismus bei der Phosphorylgruppeniibertragung von ATP auf AZTMP 26 verursacht.[””!

Die kristallographische Analyse eines Komplexes aus humaner Thymidylatkinase,
AZTMP 26 sowie einem nicht hydrolysierbaren ATP-Analogon lieferte die strukturelle
Erklarung fiir die gefundenen kinetischen Befunde. In diesem Komplex ist die P-Loop Region
aufgrund einer starken Wechselwirkung zwischen einem Aspartat-Rest des P-Loop und der

3’-Azidgruppe um 50 pm gegeniiber ihrer Position im Komplex mit dTMP verschoben (Abb. 17).

R73

2.8 D120

N
o N\] ié':‘f’.':,u?"g ;:\\ F69
el OI_.?;E‘..Q G99
2:‘1“,
OH
Y102
Yise
Abb. 17 Aktives Zentrum der TmpK mit AZTMP bzw. dTMP als Substrat

Diese Verschiebung erschwert den strukturellen Ubergang von der offenen in die

geschlossene Konformation, wodurch der Ubergangszustand der
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Phosphorylgruppeniibertragung nicht ausreichend stabilisiert wird. Die hiermit verbundene

Aktivierungsenergie ist gleichbedeutend mit einer Verringerung der Ubertragungsrate.”

Als Losungsansatz bieten sich zwei Strategien an. Zunidchst ist es moglich, die
Thymidinkinase so zu modifizieren, dall das Enzym AZTMP 26 besser als Substrat akzeptiert.
Es konnten bereits Mutantenproteine dargestellt werden, die AZTMP 26 schneller

phosphorylieren als das natiirliche Substrat dTMpP!

Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, Analoga von AZT 1 zu synthetisieren und deren
Monophosphate  auf ihre  Substrateigenschaften  gegeniiber der  menschlichen
Thymidylatkinase zu untersuchen, um daraus Riickschliisse ziehen zu konnen, wie ein

Nucleotidanalogon zu modifizieren ist, damit es von der TmpK als Substrat erkannt wird.

Computergestiitzte Rechnungen haben fliir Thymin-haltige Analoga der acyclischen

Nucleoside PCV 8 und GCV 9 gute Bindungseigenschaften an TmpK vorausgesagt.””” Einige
Analoga wie Azido-T-PCV 29 und T-GCV 30 (Abb. 18) sowie die entsprechenden

Monophosphate konnten bereits in meiner Diplomarbeit®* dargestellt werden.

O 0]
\fJ\NH \f‘\NH
eN
N, OH
Azido-T-PCV T-GCV
29 30
Abb. 18 Modifizierte acyclische Nucleosidanaloga

Die vorliegende Arbeit stellt eine Fortfiihrung dieser Arbeiten dar und soll einen Beitrag zum

Verstindnis der Thymidylatkinasereaktion leisten.
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3. Aufgabenstellung

"Welche Faktoren beeinflussen die Eigenschaften von Nucleosidmonophosphaten?

Untersuchungen zu den Substrateigenschaften gegentiber Thymidylatkinase"

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die strukturellen und elektronischen Parameter die die
Substrateigenschaften von  Nucleosidmonophosphaten  gegeniiber ~Thymidylatkinase
beeinflussen, untersucht werden. Abbildung 19 zeigt die allgemeine Struktur der zu

untersuchenden Nucleotidanaloga.

O (0]
o \kaH o \KKNH
/ /
0-F, | N/&o 0-F, | N/&O
©0 ka\, °0 Oj 0
R R =-OH, -SCN, -Nj3 R R =-SCN, -NCS,
X = CH,, O -CH,CH=CH,, -H,CC=CH
31, 32 33
Abb. 19 Nucleotide als potentielle Substrate fiir die TmpK

Zur Kldrung, ob die Substratakzeptanz von Nucleotiden lediglich auf sterischen Effekten
beruht, oder ob ebenfalls elektronische Effekte involviert sind, sollte zunédchst eine Serie von
Nucleotidanaloga 33 synthetisiert werden, die Substituenten in der 3’-Position tragen, die der

Azidgruppe in AZTMP 23 eng verwandt oder isoelektronisch zu ihr sind.

Um den EinfluB3 der Rigiditit des Nucleosidriickgrates zu untersuchen, sollte eine Serie von
thyminhaltigen Nucleotiden 31 dargestellt werden, die das Riickgrat des anti-Herpes
Wirkstoffs Ganciclovir 9 besitzen. Ferner sollte untersucht werden, ob der Aminalsauerstoff
an der Bindung des Nucleotids an das aktive Zentrum des Enzyms beteiligt ist. Der formale
Ersatz des Sauerstoffatoms durch eine Methylengruppe fiihrte zu Verbindungen 32 mit einem

Riickgrat, welches sich von dem des anti-HSV Wirkstoffs Penciclovir 8 ableitet.

Die enzymkinetischen Daten der Nucleotidanaloga sollten in Zusammenarbeit mit Herrn Prof.
Dr. R. S. Goody sowie Herrn Dr. J. Reinstein vom Max-Planck-Institut fiir molekulare

Physiologie in Dortmund bestimmt werden.

Die Nucleotide sollten durch chemische Hydrolyse der entsprechenden cycloSal-
Phosphattriester dargestellt werden. Die letzteren lassen sich aus den Nucleosiden nach der
Chlorphosphit-  bzw. Phosphoramidit-Methode synthetisieren. Nach  vollsténdiger

Charakterisierung sollte das Hydrolyseverhalten der cycloSal-Nucleosidmonophosphate in
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Puffersystemen insbesondere auf einen etwaigen Einflu des Substituenten in 3’-Position

sowie des Riickgrates untersucht werden.

Zudem sollten die antivirale Aktivitit der Nucleosidanaloga sowie deren Phosphattriester in
Zusammenarbeit mit Prof. J. Balzarini von der Katholischen Universitidt Leuven, Belgien

bestimmt werden.

Des Weiteren sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit das cycloSal-Konzept auf die
antiviral aktiven Nucleosidphosphonate PMEA 12, PMPA 13 und HPMPC 14 iibertragen
werden (Abb. 20).

X
x— 1 P2 7
Z o \/Oj/
R
B = Adenin, R=H cycloSal-PMEA 34

B = Adenin, R=CHj cycloSal-PMPA 35
B = Cytosin, R = CH,OH cycloSal-HPMPC 36

Abb. 20 cycloSal-Nucleosidphosphonate

Aufgrund der vorhandenen P-C-Bindung in diesen Verbindungen, konnte der etablierte
Syntheseweg mittels Phosphor(Ill)-Chemie nicht beschritten werden, sondern es muften

alternative Synthesemoglichkeiten gefunden werden.

Um die Eignung der cycloSal-Nucleosidphosphonate als Pro-Nucleotide nachzuweisen,
sollten zundchst die Hydrolysehalbwertszeiten der Verbindungen mittels HPLC-Methoden
bestimmt werden. Durch *'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolysen sollten die
Hydrolyseprodukte identifiziert werden. Nach Bestimmung der biophysikalischen Daten

dieser Verbindungen sollten auch diese auf ihre antivirale Aktivitét hin untersucht werden.
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4. Resultate und Diskussion

4.1 Synthese der modifizierten Nucleosidmonophosphate 31-33

Die Darstellung der modifizierten Nucleosidmonophosphate sollte aus den entsprechenden
cycloSal-Phosphattriestern erfolgen, um deren Eignung als Synthesebausteine fiir Nucleotide
zu belegen. Da sich die cycloSal-Phosphattriester aus den entsprechenden Nucleosiden nach
der Chlorphosphit- bzw. Phosphoramiditmethode darstellen lassen, sollten zundchst die

entsprechenden modifizierten Nucleoside dargestellt werden (Abb. 21).

o) o)
0 NH CE\O \f‘\NH
X—_ ?//O
"0 | N Ao K | N
R

R

31-33 37-39

40-42
Abb. 21 Synthesestrategie fiir die AZTMP-Analoga 31-33

Im folgenden sollen zunichst die Synthesen der modifizierten Nucleosidanaloga beschrieben

werden.
4.1.1 Synthese von 1-[4-Hydroxy-3-(hydroxymethyl)butyl|thymin (T-Penciclovir) 40

4.1.1.1 Synthesestrategie

Betrachtet man T-Penciclovir 40 retrosynthetisch, so sind verschiedene Syntheseansitze

denkbar. Bisher konnten nur solche Ansitze verwirklicht werden, die die Nucleobase in

93,94

einem spiten Stadium der mehrstufigen Synthese einfihren.”**" Aus der Literatur sind

95, 96]

einige Synthesewege fiir Penciclovir 8 bekannt,! die sich prinzipiell auch auf die

Synthese von T-Penciclovir (T-PCV) 40 iibertragen lassen (Abb. 22, S. 23).



Resultate und Diskussion 23
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\fJ\NH
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4 i 47
Eto)i(\ﬂ/ .
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45
Abb. 22 Retrosynthese von T-Penciclovir 40

Fiir die Synthese iiber Weg A bendtigt man fiinf Reaktionsschritte. Zudem traten bei der
Durchfiihrung dieser Syntheseroute in der Diplomarbeit erhebliche Schwierigkeiten auf. So
war die Einfilhrung der acetalischen Schutzgruppe in das durch Reduktion von 1,1,2-
Ethantricarbonsauretriethylester 45 entstehende Triol 44 nur in einer méBigen Ausbeute von
55% moglich. Dies ist auf die mangelnde Differenzierung zwischen den Hydroxylgruppen
zuriickzufiihren. Ferner entstand bei der Einfithrung der Nucleobase nicht nur das gewiinschte
Intermediat 43. Dieses war zu etwa 10% mit dem unerwiinschte N-3-Isomer verunreinigt. Die

Isomere lieBen sich mit herkdmmlichen chromatographischen Methoden nicht separieren.

Syntheseroute B, ausgehend von Methantricarbonsiuretriethylester 47 umgeht die
Problematik der Differenzierung zwischen funktionellen Gruppen gleicher Reaktivitét.
Zudem sind fiir diese Syntheseroute abhdngig von der Durchfiihrung lediglich drei bzw. vier
Reaktionsschritte notwendig. Es bleibt allerdings das Problem der selektiven Alkylierung von
Thymin.

Die Darstellung von T-Penciclovir 40 geschah daher nach Syntheseroute B.
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4.1.1.2 Darstellung von T-Penciclovir 40

Fir die Synthese von T-Penciclovir 40 wurde von Methantricarbonsduretriethylester 47
ausgegangen. Zunichst wurde mit Natriumethanolat das Natriumsalz des Triesters 47
generiert, welches mit 1,2-Dibromethan zu 3-Brompropan-1,1,1-tricarbonsduretriethylester 48
alkyliert wurde. Nach Kugelrohrdestillation konnte 48 in einer Ausbeute von 78% isoliert

werden (Abb. 23).P7!

O O O
1. NaOEt, Et,0 EtO Br  Thymin 49, XH, DMF
EtO OEt EtO
2. 1,2-Dibromethan, OEt X = Li 35%,
EtO (@] DMF, Benzol () 0 X = Na 38%
0,
47 78% 48
(0] (0] o]
NH NaOCH NH NaBH,, CH,CI NH
| 3 | 4, GHoCI, |
CH;0OH CH;0OH
o N/go g 0 Nko 3 HO N/go
EtO 78% 78%
EtO MeO
OEt
(e 0] MeO @] OH
50 46 40
Abb. 23 Synthese von T-Penciclovir 40

Bei dieser Reaktion handelt es sich um eine modifizierte Malonestersynthese. Die Einfithrung
einer dritten Alkoxycarbonylgruppe ist notwendig, da bei der herkémmlichen
Malonestersynthese mit 1,2-Dihalogenalkanen die entsprechenden Cyclopropane entstehen.
Die dritte, als Schutzgruppe fungierende Alkoxycarbonylfunktion kann in einem spiteren
Stadium der Synthesesequenz durch ein Retro-Claisen-Reaktion wieder abgespalten werden.
Die Reaktion von 3-Brompropan-1,1,1-tricarbonsduretriethylester 48 mit Thymin 49 in
Gegenwart von Natriumhydrid in wasserfreiem N,N-Dimethylformamid bei 80 °C lieferte
nach chromatographischer Aufarbeitung 2-Ethoxycarbonyl-2-[2-(1-thyminyl)ethyl]malon-
sdurediethylester 50 in einer Ausbeute von 38%. Die Verwendung von Lithiumhydrid anstelle
von Natriumhydrid brachte keine Verbesserung der Ausbeute, Verbindung 50 konnte in einer
Ausbeute von lediglich 35% isoliert werden. Zudem konnte beim Waschen der organischen
Phase mit Wasser eine deutlich schlechtere Phasentrennung und damit erschwerte

Aufarbeitung beobachtet werden.

Der Triethylester S0 wurde in der Retro-Claisen-Reaktion mit Natriummethanolat in

Methanol behandelt. Nach Neutralisation mit saurem lonentauscher und chromatographischer
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Aufreinigung konnte der Dimethylester 46 in einer Ausbeute von 78% isoliert werden. Die
abschlieende Reduktion der beiden Methoxycarbonylgruppen zu T-Penciclovir 40 gelang
mit Natriumborhydrid als Reduktionsmittel in Dichlormethan/Methanol in einer Ausbeute
von ebenfalls 78%. T-Penciclovir 40 konnte demnach in einer Gesamtausbeute von 18%
ausgehend von Methantricarbonsiuretriethylester 47 dargestellt werden. Gegeniiber der

[93

fritheren, fiinfstufigen, Synthese® mit einer Gesamtausbeute von 13% stellt dies allerdings

nur eine moderate Verbesserung dar.

Die Ausbeute des Schliisselschrittes der Synthesesequenz, der Alkylierung von Thymin 49

[98

konnte jedoch durch Verwendung des Kaliumsalzes von Thymin'®® und direkt anschlieBende

Retro-Claisen-Reaktion verbessert werden (Abb. 24).

6 0 1. Thymin 49, K,CO3, DMSO \fJ\NH
2. NaOCHj3, CH3;0H
O Br 3, CH3 o N&O
OEt 39%
0 ¢ MeO
MeO~ ~O
48 46
Abb. 24 Alkylierung von Thymin 49 mit 48 in Gegenwart von Kaliumcarbonat

Zur Generierung des Kaliumsalzes von Thymin wurde Thymin in trockenem
Dimethylsulfoxid suspendiert und anschliefend mit wasserfreiem Kaliumcarbonat versetzt.
Nach Addition von 3-Brompropan-1,1,1-tricarbonsiuretricthylester 48 wurde die
Reaktionsmischung 16 Stunden auf 80 °C erhitzt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde
der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen und mit Wasser extrahiert. Der nach
Abdestillieren des Dichlormethans resultierende Riickstand wurde direkt der Retro-Claisen-
Reaktion mit Natriummethanolat in Methanol unterworfen. 2-[2-(1-Thyminyl)ethyl]malon-
sduredimethylester 46 konnte nach chromatographischer Aufreinigung in einer Ausbeute von
39% isoliert werden. Damit konnte die Gesamtausbeute iiber zwei isolierte Stufen ausgehend

von Methantricarbonsduretriethylester 47 auf 24% gesteigert werden.

Noch wichtiger als die Verbesserung der Ausbeute ist jedoch die Tatsache, daf3 bei allen hier
beschriebenen Alkylierungen von Thymin 49 im Gegensatz zu fritheren Arbeiten®* %% 1%
lediglich das gewlinschte N-1-alkylierte Produkt isoliert werden konnte. Dies ist insbesondere
bei der Verwendung des Kaliumsalzes bemerkenswert, da bei dieser Reaktionsfiithrung in
meiner Diplomarbeit’® neben dem gewiinschten N-1-alkylierten Produkt auch die

unerwiinschte N-3-alkylierte sowie die N-1,3-dialkylierte Verbindung detektiert werden
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konnten (Abb. 25, S. 26). Insbesondere die Entstehung des N-3-alkylierten Produktes war
duBerst problematisch, da dieses vom gewiinschten N-1-alkylierten Produkt mit

herkémmlichen chromatographischen Methoden nicht abgetrennt werden konnte.

(0] 0] O
HNa)“ﬁ/ R\Ns 4 5| R\Ns 4 5|
246 216 216
Az A A
H R

o7
R
1-Alkylierung 3-Alkylierung 1,3-Dialkylierung
Abb. 25 Modgliche Alkylierungsprodukte von Thymin 49

Die Tatsache, daB3 bei der hier beschriebenen Reaktionsfithrung mit dem Kaliumsalz des
Thymins kein dialkyliertes Produkt detektiert werden konnte, ist auf die Verwendung von
Dimethylsulfoxid anstelle von N,N-Dimethylformamid zuriickzufiihren. Vermutlich erfolgt
durch den Wechsel des Losungsmittels eine Destabilisierung des Kaliumsalzes in der 3-
Position von Thymin 49 selbst oder dem schon in der 1-Position alkylierten Produkt, so daf3

weder das N-3-alkylierte noch das dialkylierte Produkt entstehen.

4.1.2 Synthese von 1-[(2-Hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethoxy)methyl]thymin
(T-Ganciclovir) 30

4.1.2.1 Synthesestrategie

T-Ganciclovir 30 konnte bereits frither in einer vierstufigen Synthese,”* '*!!

ausgehend von
1,3-Dichlor-2-propanol 53 dargestellt werden (Abb. 26, S. 27). Die Gesamtausbeute betrug
43%. Trotz dieser guten Ausbeute ist die Reaktion noch verbesserungswiirdig. Zunéchst
erfordert diese Syntheseroute die Darstellung des Chlormethylethers 51. Neben der hohen
potentiellen Toxizitdt der Verbindung selbst ist fiir ihre Darstellung aus dem entsprechenden
Alkohol neben dem krebserregenden Losungsmittel 1,2-Dichlorethan der Einsatz von
korrosivem Chlorwasserstoffgas notwendig. Dieses mufl iiber einen Zeitraum von
acht Stunden durch die Reaktionslosung geleitet werden. Eine Synthesestrategie, die den
Einsatz dieser potentiell gefdhrlichen Substanzen vermeidet, wére vorteilhaft. Ferner lief3e
sich womoglich die Ausbeute der Alkylierung von Thymin 49 verbessern, wenn statt des

Chlormethylethers 51 der Acetoxymethylether 52 eingesetzt wiirde. Dieser 146t sich durch

Lewissauren aktivieren und somit konnte eine hohere Ausbeute erzielt werden.
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54 55
Abb. 26 Retrosynthese von T-Ganciclovir 30

Ein weiterer Vorteil der Verwendung von Verbindung 52 wére, dal zur abschlieBenden
Darstellung von T-Ganciclovir 30 lediglich zwei Acetylgruppen abgespalten werden miif3ten.
Diese lassen sich nicht nur unter milden Bedingungen abspalten, sondern sollten es aulerdem
prinzipiell mdglich machen, durch selektive Abspaltung nur einer der beiden Acetylgruppen
mit Hilfe von Enzymen einen Zugang zu enantiomerenreinen Derivaten von T-Ganciclovir 30

zu erlangen !

4122 Darstellung von T-Ganciclovir 30

Der Acetoxymethylether 52 148t sich in drei Stufen aus 3-Chlor-1,2-propandiol 55 darstellen
(Abb. 27).[103- 1041

Essigsaureanhydrid,

N
HO  OH (CHoO)n, Hp804, H,0 Q7 7O Essigsaure, ZnCl,
—Cl 62% "z_Cl 92%
55 54
ol 8
Q >~o
>\—o o~ o . o o{
\_& 0}
Cl Cl
56a 56b
Abb. 27 Darstellung von 1-Chlor-2-acetoxymethoxy-3-acetoxypropan 56a und 1-Chlor-

2-acetoxy-3-acetoxymethoxypropan 56b
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Zur Darstellung von 4-(Chlormethyl)-1,3-dioxolan 54 wurde 3-Chlor-1,2-propandiol 55 mit
para-Formaldehyd in Wasser in Gegenwart von konzentrierter Schwefelsdure erhitzt. Das
entstehende Acetal 54 wurde der Gleichgewichtsreaktion entzogen, indem es kontinuierlich
azeotrop mit Wasser aus dem Reaktionsgemisch abdestilliert wurde. Nach Abtrennen des
Wassers lieB3 sich 4-(Chlormethyl)-1,3-dioxolan 54 nach Destillation im Vakuum in einer
Ausbeute von 62% als farbloses Ol isolieren. Bei der nachfolgenden Offnung des Acetals 54
unter lewissauren Bedingungen mit Zinkchlorid in Gegenwart von Essigsdure und
Essigsdureanhydrid, entstanden die beiden isomeren Verbindungen 1-Chlor-2-
acetoxymethoxy-3-acetoxypropan 56a und 1-Chlor-2-acetoxy-3-acetoxymethoxypropan S6b
im Verhiltnis 3:1.'° Dieses Isomerenverhiltnis ist auf den sterischen EinfluB der
Chlormethylgruppe in 4-Position zurlickzufiihren. Der sterische Anspruch der
Chlormethylgruppe 146t die Lewissdure bevorzugt an O-1 angreifen (Abb. 28). Ein Angriff
der Lewissdure in dieser Position filhrt zum Bruch der C-2-O-3-Bindung und damit zur
Bildung von Verbindung 56a. Diese Ringoffnung verlduft fiir 4-substituierte 1,3-Dioxolane
mit geringerer Selektivitit als fiir 4-substituierte 1,3-Dioxane, da die letzteren ein definiertes
Energieminimum mit dem Substituenten in equatorialer Position besitzen und dann bevorzugt

aus dieser Konformation reagieren.!'®*!

\_{15 T \ : — b56a
—Cl —Cl|

0]
54 o No-2ZnCly HOAC ¢ \_o o ZnCh
oL / —  56b
—Cl —Cl
Abb. 28 Lewissdure-katalysierte Offnung des Acetals 54

FIELD et al. detektierten in ihrer Synthese von Ganciclovir 9 einen Unterschied der
Retentionsfaktoren von 56a und 56b in Diethylether/Petrolether 1:1 von ca. 0.1.1'% Nach
diesen Angaben sollte es moglich sein, die Isomere S56a und S56b durch
Sdulenchromatographie voneinander zu trennen. Den Autoren gelang eine Trennung der
Isomere jedoch lediglich mittels préparativer HPLC. Diinnschichtchromatographisch liel3 sich
in dem angegebenen Losungsmittelgemisch keine Trennung der Isomere feststellen. Auch ein

Versuch der sdulenchromatographischen Trennung mit Diethylether/Petrolether 1:3 scheiterte.
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Da eine Trennung mittels priaparativer HPLC unter den angegebenen Bedingungen apparativ
nicht moglich war, wurde zundchst die Synthesesequenz mit dem Isomerengemisch
fortgesetzt und versucht, die Isomere in einem spéteren Stadium der Synthese voneinander zu

trennen.

1-Chlor-2-acetoxymethoxy-3-acetoxypropan 56a und 1-Chlor-2-acetoxy-3-acetoxymethoxy-
propan 56b wurden in Gegenwart von wasserfreiem Kaliumacetat in N, N-Dimethylformamid
zwei Stunden auf 150 °C erhitzt (Abb. 29). Nach Verdiinnen des Reaktionsgemisches mit
Wasser und  Extraktion mit  Essigsdureethylester = konnten  1,3-Diacetoxy-2-
acetoxymethoxypropan 52a und 1,2-Diacetoxy-3-acetoxymethoxypropan 52b in einer
Rohausbeute von 76% isoliert werden. Das Rohprodukt konnte direkt flir die weitere

Umsetzung verwandt werden.

(0]
(0] O—< O—< o
> o / 5 KOAc, DMF A o / . S

Q cQ O 0 OAc
\_& + 56b 76% \_&
Cl OAc OAc
56a 52a 52b
o) OTMS
NH HMDS, (NH,)2S04 XN TMSOTT, TBAI,
| /§ quant | /)\ — CHCl
N~ 0 ' N~ ~OTMS 0
89%
H
49 57
0

0
\f‘\NH o)
N&o 0 \fJ\NH

NH
| o
HO NJ*o NaOCH; CHIOH oY § . A
0] 60% O o—>ﬁ )
0
0

OH

o
7

30 58a 58b
Abb. 29 Darstellung von T-Ganciclovir 30

Zundchst wurde Thymin 49 mit Hexamethyldisilazan (HMDS) unter S&urekatalyse
(Ammoniumsulfat)  intermedidr in die disilylierte = Verbindung 57  iberfiihrt.
2,4-Bis-O-(trimethylsilyl)thymin 57 wurde anschlieBend in wasserfreiem Dichlormethan
gelost und das Elektrophil 52a/b sowie eine katalytische Menge Tetrabutylammoniumiodid
(TBAI) zugegeben. Zur Aktivierung des Acetoxymethoxyethers 52a/b wurde die starke
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Lewissdure  Trimethylsilyltrifluormethansulfonat  (TMSOTf) zugegeben und die
Reaktionslésung zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Verdiinnen der
Reaktionslosung mit Dichlormethan und wéBriger Extraktion wurde der resultierende
Riickstand am Chromatotron aufgereinigt.
1-[2-Acetoxy-1-(acetoxymethyl)ethoxymethylthymin 58a und 1-[2,3-Diacetoxypropyloxy-
methyl]thymin 58b konnten in der sehr guten Ausbeute von 89% isoliert werden.

(3. 101 konnte auch in diesem Fall keinerlei Bildung des N-3-

Wie schon in fritheren Arbeiten
alkylierten Produktes sowie des dialkylierten Produktes beobachtet werden. Dies ist auf die
sterische Abschirmung des Stickstoffs in 3-Position durch die beiden Trimethylsilylgruppen

zuriickzufithren (Abb. 30).11%!

O

pT™s 52a/b e <x’ NH

a N N _— |
N - >
| /)N\ | ‘:t})\ o SiMes N
N” >SoTMs \ & R
57 58alb
Abb. 30 Postulierter Mechanismus der Alkylierung von Thymin iiber die disilylierte
Verbindung 57

Nach Einfilhrung der Nucleobase wurden 1-[2-Acetoxy-1-(acetoxymethyl)ethoxymethyl]-
thymin 58a und 1-[2,3-Diacetoxypropyloxymethyl]thymin 58b in Methanol aufgenommen
und mit einer katalytischen Menge an Natriumethanolat versetzt (Abb. 29, S.29). Die
Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur geriihrt und diinnschichtchromatographisch
verfolgt. Nach zwanzigstiindigem Riihren konnte eine vollstindige Abspaltung beider
Acetylgruppen detektiert werden. Die Reaktionslésung wurde mit saurem Ionentauscher
neutralisiert und vom Lodsungsmittel befreit. Erste Versuche zur chromatographischen
Aufreinigung des resultierenden Riickstands erlaubten zwar die Aufreinigung des Gemisches
aus den Verbindungen 30 und 59, jedoch konnte keinerlei Anreicherung eines der beiden
Isomere beobachtet werden. Da aus den Arbeiten zu meiner Diplomarbeit bekannt war, daf3
sich T-Ganciclovir 30 aus Ethanol umkristallisieren 146t, wurde in weiteren Versuchen direkt
das nach Abdestillieren des Losungsmittels erhaltene Rohprodukt aus Ethanol umkristallisiert.
Nach einer ersten Umkristallisation konnte eine Anreicherung des Isomerenverhéltnisses von
Verbindung 30 zu Verbindung 59 von 3:1 auf 10:1 beobachtet werden. Nach einer weiteren
Umkristallisation konnte T-Ganciclovir 30 isomerenrein erhalten werden. Die Ausbeute an

isomerenreinem T-Ganciclovir 30 betrug 60%, bezogen auf die eingesetzte Mischung der
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Verbindungen 58a und 58b. Bezogen auf die Menge an 58a betrug die Ausbeute demnach
90%.

o HO N
P

OH
30 59
Abb. 31 1-[2-Hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethoxymethyl]thymin (T-Ganciclovir) 30 und

1-(2,3-Dihydroxy-propoxymethyl)thymin 59

Es wurde weiterhin versucht, 1-(2,3-Dihydroxypropoxymethyl)thymin 59 in isomerenreiner
Form zu isolieren. Dazu wurde die Mutterlauge der Umkristallisation zur Trockene
eingedampft und der Riickstand erneut aus Ethanol umkristallisiert. Das so erhaltene
1-(2,3-Dihydroxy-propoxymethyl)thymin 59 war jedoch noch mit T-Ganciclovir 30
verunreinigt. Auch eine weitere Umkristallisation aus Ethanol brachte keine Verbesserung der
Reinheit, so dal 1-(2,3-Dihydroxy-propoxymethyl)thymin 59 nicht in isomerenreiner Form

erhalten werden konnte.

T-Ganciclovir 30 konnte in einer Gesamtausbeute von 23% iiber finf Stufen dargestellt
werden. Durch Verwendung der Acetoxymethylether 52a/b als Elektrophil fiir die
Alkylierung von Thymin 49 lieB sich die Ausbeute dieser Alkylierung auf 89% gegeniiber
72% bei Verwendung des Chlormethylethers 51 steigern.’*) Die Tatsache, daB8 bei der
Darstellung der Acetoxymethylether 52a/b ein 3:1 Isomerengemisch entstand, verhinderte
eine hohere Gesamtausbeute. Jedoch lieB3 sich das gewiinschte Isomer auf der Stufe des freien
Nucleosidanalogons 30 isomerenrein erhalten. Auch konnte durch diesen Syntheseweg die
Verwendung bzw. Synthese potentiell gefdhrlicher Verbindungen wie dem

Chlormethylether 51 vermieden werden.

Ein weiterer Vorteil der neuen Syntheseroute lieB sich ebenfalls nicht verwirklichen: Da das
zweifach Acetyl-geschiitzte Nucleosidanalogon 58a nicht in isomerenreiner Form erhalten
werden konnte, konnte der Versuch einer stereoselektiven Abspaltung einer der beiden

Acetylgruppen nicht unternommen werden.
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413 Synthese von acyclischen Analoga von AZT 1

4.13.1 Synthesestrategie

Um den Einflul der Rigiditdt des Nucleosidriickgrates auf die Substrateigenschaften von
Nucleotiden gegeniiber TmpK zu untersuchen, sollten acyclische Nucleotidanaloga dargestellt

werden, die eine Azidgruppe oder die isoelektronische Thiocyanatgruppe tragen (Abb. 32).

X=N; 4a
X=SCN 41b

Abb. 32 Acyclische Analoga von AZT 1
Der formale Ersatz einer Hydroxylgruppe in T-Ganciclovir 30 durch eine Azid- bzw.
Thiocyanatgruppe fiihrt zur Generierung eines stereogenen Zentrums am Kohlenstoffatom in

der 3’-Position (Abb. 33), wahrend T-Ganciclovir 30 selbst ein symmetrisches Grundgeriist

besitzt und damit eine achirale Verbindung ist.

Es sind bereits einige Synthesen von Azido-T-Ganciclovir 41a bekannt.['*% 7]

HO \55%0 . \Ko\l — BnO—uﬂ_LD . CI‘EDO

N3
41a 60 61 62
Abb. 33 Synthese von Verbindung 41a nach GRIERSON et al.

GRIERSON et al. konnten Azido-T-Ganciclovir 41a als Gemisch beider Enantiomere in
sechs Stufen ausgehend von Epichlorhydrin 62 darstellen. Ein Nachteil dieser Syntheseroute
besteht darin, dall die Azidgruppe bereits im dritten Reaktionsschritt eingefiihrt wird, so daf3
bei der Darstellung von Derivaten mit anderen Substituenten drei Synthesestufen parallel

durchgefiihrt werden miissten.
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Abb. 34 Synthese von Azido-T-Ganciclovir 41a nach ACHIWA et al.

Der Zugang zu Azido-T-Ganciclovir 41a nach ACHIWA et al.l'"”) besitzt gegeniiber dem von
GRIERSON et al. einige Vorteile. So wird beispielsweise die Azidgruppe erst im letzten
Schritt der Synthesesequenz durch nucleophile Substitution des Tosylates in Verbindung 63
eingefiihrt. Ferner erlaubt dieser Zugang bei Verwendung eines optisch aktiven
Glycerolderivats 65 eine Synthese des enantiomerenreinen Azido-T-Ganciclovirs 41a.
Allerdings besitzt auch diese Synthesesequenz einige Nachteile. So handelt es sich ausgehend
vom Glycerolderivat 65 um eine achtstufige Synthese. Ferner entstehen bei der Offnung des
Acetals 64 ebenfalls, wie schon bei der Synthese von T-Ganciclovir 30 in Kapitel 4.1.2.2

beschrieben, zwei isomere Acetoxymethylether, die voneinander separiert werden miissen.

Nach Abwidgung der Vor- und Nachteile dieser beiden Synthesestrategien fiel die
Entscheidung, Azido-T-Ganciclovir 41a ausgehend von T-Ganciclovir 30 darzustellen. Die
Synthese sollte analog der in meiner Diplomarbeit®™ entwickelten Syntheseroute zur

Darstellung von Azido-T-Penciclovir 29 durchgefiihrt werden.

Diese Synthesestrategie vermeidet es, das Grundgeriist fiir jedes Derivat separat aufbauen zu
miissen. Aullerdem sollte es mdglich sein, ein racemisches Gemisch von substituierten
T-Ganciclovir-Derivaten durch Veresterung mit einer chiralen Siure in Diastereomere zu

tiberfithren und somit eine Racematspaltung durchzufiihren.

4.13.2 Darstellung von Azido-T-Ganciclovir 41a

Zur Darstellung von Azido-T-Ganciclovir 41a mufl zundchst selektiv eine der beiden
Hydroxylgruppen von T-Ganciclovir 30 geschiitzt werden. Dazu ist es notwendig, zwischen
zwei chemisch &dquivalenten Hydroxylgruppen zu differenzieren. Aufgrund der guten
Erfahrungen bei der Synthese von Azido-T-Penciclovir29 sollte eine unter sauren
Bedingungen abspaltbare Schutzgruppe -eingefiihrt werden. Aus den Arbeiten der
Diplomarbeit war bekannt, dafl bei der Verwendung der 4,4’-Dimethoxytrityl-Schutzgruppe

nur cine Ausbeute von 23% erzielt werden konnte. Dies war darauf zuriickzufiihren, daf}



34 Resultate und Diskussion

erhebliche Mengen des zweifach tritylierten Derivates entstanden. Offensichtlich ist die
zweite Tritylierung gegeniiber der ersten stark erleichtert. Moglicherweise erleichtern
n-Wechselwirkungen der aromatischen Ringe der Schutzgruppe den Angriff eines zweiten
Molekiils 4,4’-Dimethoxytritylchlorid (DMTrCl) an die bereits monotritylierte Verbindung,

so daB} die zweifache Tritylierung in erheblichem Maf3e zu beobachten war.

Es wurde versucht, die Ausbeute der Tritylierung zu steigern, indem statt des sehr
reaktionsfreudigen  4,4’-Dimethoxytritylchlorids (DMTrCl) das weniger reaktive
Chlortriphenylmethan (Tritylchlorid, TrCl) verwendet wurde. Dazu wurde T-Ganciclovir 30
in wasserfreiem Pyridin geldst, 1.1 Aquivalente Chlortriphenylmethan (TrCl) zugegeben und
zwei Stunden unter RiickfluB3 erhitzt. Die diinnschichtchromatographische Verfolgung zeigte
auch in diesem Fall bereits nach kurzer Zeit die Bildung der zweifach tritylierten Verbindung.
Nach Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung konnte 4’-O-Trityl-T-Ganciclovir 66
in einer Ausbeute von 40% isoliert werden (Abb. 35).

0
NH OCHj3; | r
| 1, k% TFA, DMF HO o

N
Ho_ o \%N
0] 2. H,0
0
O

OH 89% \H/

30 67

TrCl, Pyridin TrCl, Pyridin
40% 76%

\(J\NH \(J\NH
o \ &o NaOCHs, CH30H 0 Nko
\EOJ 98% \EOJ

OH OAc
66 68
Abb. 35 Darstellung von 4’-O-Trityl-T-Ganciclovir 66

Die Ausbeute von 40% stellt zwar gegeniiber der Einfiihrung der DMTr-Schutzgruppe eine
Steigerung um 17% dar, ist jedoch im Hinblick auf mehrstufige Synthesen zur Darstellung der

T-Ganciclovir-Derivate allenfalls als ausreichend zu bezeichnen. Es bleibt das Problem der
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selektiven Schiitzung nur einer der beiden chemisch dquivalenten funktionellen Gruppen. Im
Falle der beiden Hydroxylgruppen im 2-Hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethoxymethyl-
Grundgeriist gelingt dies iiber ein cyclisches Intermediat und dessen nachfolgende Spaltung
(Abb. 36)."°*) Dazu wurde zunichst T-Ganciclovir 30 mit Trimethylorthoacetat in Gegenwart
von Trifluoressigsdure (TFA) in N, N-Dimethylformamid zum cyclischen Orthoester 69
umgesetzt. Dieser wurde dann direkt mit Wasser zu 4’-O-Acetyl-T-Ganciclovir 67
hydrolysiert. Die monoacetylierte Verbindung 67 konnte nach chromatographischer
Aufarbeitung in einer Ausbeute von 89% als farbloser Feststoff isoliert werden (Abb. 35,

S. 34).

@)
! O L
NH  oon  TRA, NH HO N" S0
o | N <o DMF \f:)\) H,O \EOJ
SN o~ O |
Meom/\/j/ 0
OH B O ] E(
30 69 67
Abb. 36 Mechanismus der Darstellung von 4°-O-Acetyl-T-Ganciclovir 67

Die anschlieBende Tritylierung zu 4’-O-Acetyl-5’-O-trityl-T-Ganciclovir 68 gelang mit
Chlortriphenylmethan in wasserfreiem Pyridin in einer Ausbeute von 76%. Dies stellt zwar
eine deutliche Verbesserung gegeniiber der Tritylierung von T-Ganciclovir 30 dar, ist jedoch
nicht optimal. Die abschlieBende Abspaltung der Acetyl-Schutzgruppe gelang mittels
Natriummethanolat in Methanol bei Raumtemperatur. Nach Aufreinigung am Chromatotron
konnte 4’-O-Trityl-T-Ganciclovir 66 in einer sehr guten Ausbeute von 98% als farbloser

Feststoff isoliert werden.

Zusammenfassend 146t sich feststellen, dafl sich die Gesamtausbeute der Tritylierung von
T-Ganciclovir 30 iiber die voriibergehende, selektive Einfiihrung einer Acetyl-Schutzgruppe

von 40% auf 66% ausgehend von T-GCV 30 steigern lieB3.

Zur Darstellung von Azido-T-Ganciclovir4la muflite nun die verbliebene freie
Hydroxylgruppe in eine sehr gute Abgangsgruppe iiberfiihrt werden, um bei der Synthese des
Azids 71 bereits mit Natriumazid anstelle des sehr nucleophilen aber auch sehr reaktiven

Lithiumazids eine nucleophile Substitution zu erreichen.

Die monotritylierte Verbindung 4’-O-Trityl-T-Ganciclovir 66 wurde daher in wasserfreiem

Pyridin geldst und mit Methansulfonséurechlorid (MsCl) bei 0 °C zu Reaktion gebracht. Nach
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Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung konnte das Mesylat 70 in einer Ausbeute

von 83% isoliert werden (Abb. 37).

\fJ\NH \fJ\NH
"o ' ko MsCl, Pyridin 10 N&o
\EOJ 83% \EO\I

OH OMs
66 70
NaN3, DMF | 96%
O O
\%ﬁ 234 BSA, CHCl Tki”
HO N~ 0 N TrO N~ 0
89%
o N
l |
N3 N3
41a 7
Abb. 37 Darstellung von Azido-T-Ganciclovir 41a mit einer Trityl-Schutzgruppe

Zur Darstellung des Azids 71 wurde das Mesylat 70 in Gegenwart von 15 Molédquivalenten
Natriumazid in N,N-Dimethylformamid fiir zwei Stunden auf 105 °C erhitzt.'"" Dabei war
keine Abspaltung der potentiell thermolabilen Trityl-Schutzgruppe zu beobachten. Das
Produkt, 5’-Azido-4’-O-trityl-T-Ganciclovir 71, konnte in einer hervorragenden Ausbeute
von 96% isoliert werden. Im abschlieBenden Schritt dieser Synthesesequenz mufite die Trityl-
Schutzgruppe unter sauren Bedingungen abgespalten werden. Dazu wurde die Trityl-
geschiitzte Verbindung 71 in Dichlormethan aufgenommen und mit einer 2%igen Losung von
Benzolsulfonsdure (2% BSA) behandelt. Im  Gegensatz zur Abspaltung der
4,4’-Dimethoxytrityl-Schutzgruppe, die mit diesem Reagenz bei Raumtemperatur innerhalb
von einer Stunde abgespalten werden kann, war im vorliegenden Fall ein Erwdrmen der
Reaktionslésung auf 40 °C fiir 24 Stunden nétig. Das Produkt, 1-(2-Azido-1-hydroxymethyl-
ethoxymethyl)thymin (Azido-T-Ganciclovir) 41a, konnte in einer Ausbeute von 89% isoliert

werden.

Azido-T-Ganciclovir 41a konnte demnach in einer Gesamtausbeute Uber sechs Stufen von

47% ausgehend von T-Ganciclovir 30 dargestellt werden (vgl. Abb. 35, S. 34). Verglichen

93]

mit der Synthese der analogen Verbindung Azido-T-Penciclovir 29! auf einem
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vergleichbaren Weg, welche mit einer Gesamtausbeute von 15% gelang, stellt dies eine

enorme Verbesserung der Ausbeute dar.

Es stellt sich allerdings die Frage, ob die Verwendung der séurelabilen Schutzgruppe wirklich
notwendig ist, oder ob die Synthese von Azido-T-Ganciclovir 41a auch mit einer Acetyl-
Schutzgruppe erfolgreich durchgefiihrt werden kann. Durch die Verwendung einer Acetyl-
Schutzgruppe konnte die Synthese des Azids 41a in lediglich vier Stufen gelingen. Die oben

beschriebene Schutzgruppenmanipulation kdnnte damit {iberfliissig werden.

4’-0-Acetyl-T-Ganciclovir 67 wurde in wasserfreiem Pyridin aufgenommen und mit
Methansulfonsdurechlorid (MsCl) zur Reaktion gebracht. Das intermedidre Mesylat wurde
ohne weitere Aufreinigung in  N,N-Dimethylformamid aufgenommen und mit
15 Moldquivalenten Natriumazid zwei Stunden auf 105 °C erhitzt. Nach Aufarbeitung und
chromatographischer Reinigung konnte das Azid 72 in einer Ausbeute von 61% isoliert
werden.

)

NH L NH NH
| 1. MsCl, Pyridin | \fj\
AcO N&o 2.NaNg, DMF a0 N/&O NaOCHg, CH3OH g N )%O
\EOJ 61% \EO\I 86% \%O\I
l | |

OH Na N3
67 72 41a
Abb. 38 Darstellung von Azido-T-Ganciclovir 41a mit einer Acetyl-Schutzgruppe

Die Ausbeute fiir die Einfiihrung der Azidgruppe liegt damit signifikant niedriger als bei
Verwendung der Trityl-Schutzgruppe (80% iiber zwei Stufen). Die Griinde hierfiir konnten
nicht eindeutig geklart werden. Es ist jedoch zu vermuten, daf3 die Acetyl-Schutzgruppe unter
den relativ harschen Bedingungen der nucleophilen Substitution des Mesylates durch Azid

nicht hinreichend stabil genug war.

Die abschlieBende Entschiitzung zu Azido-T-Ganciclovir 41a gelang mit Natriummethanolat
in Methanol in einer Ausbeute von 86%, die nahezu identisch mit der der entsprechenden

Abspaltung der Trityl-Schutzgruppe war.

Obwohl die Synthese von Azido-T-Ganciclovir4la auf diesem Weg in lediglich drei
isolierten Stufen gelang, ist die Gesamtausbeute niedriger als bei der Variante {iber
sechs Stufen. Moglicherweise konnte die Einfiihrung einer Trifluormethansulfonylgruppe

anstelle der Methansulfonylgruppe die Elektrophilie dieser Verbindung derart steigern, daf3
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die Einfilhrung der Azidgruppe mit einer hoheren Ausbeute gelingen konnte. Zusitzlich

konnte versucht werden, statt Natriumazid das nucleophilere Lithiumazid einzusetzen.

4133 Versuch der Darstellung beider Enantiomere von Azido-T-Ganciclovir 41a

Nach der Synthese von Azido-T-Ganciclovir41a als racemisches Gemisch sollte nun
versucht  werden, eine Racematspaltung  durchzufilhren. Dazu  sollte  das
Nucleosidanalogon 41a mit einer optisch aktiven Sédure verestert werden, um dann die
entstandenen Diastereomere voneinander zu trennen. Aufgrund der guten Erfahrungen bei der
Bestimmung von Enantiomereniiberschiissen von a-Hydroxy- und a-Aminophosphonaten fiel
die Wahl auf (1S)-(—)-Camphansaure.!''® "] Eine sehr hiufig angewandte Methode ist die

[112]

Veresterung mit der sog. ,,Moshersdure®, die jedoch sehr teuer ist und deren

Enatiomerenreinheit schwankt.

Zur Veresterung wurde Azido-T-Ganciclovir 41a in Dichlormethan aufgenommen, die Base
4-Dimethylaminopyridin (DMAP), der Aktivator N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)
sowie (15)-(—)-Camphansiure zugegeben und 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt (Abb.
39). Nach Aufarbeitung und chromatographischer  Aufreinigung konnte der

Camphansdureester 73a/b in einer Ausbeute von 85% isoliert werden.
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Abb. 39 Darstellung des Azido-T-Ganciclovir-Camphansdureesters 73a/b

Die NMR-spektrospkopische Untersuchung des Produktes konnte zeigen, dafl ein 1:1
Gemisch des (§,5)-Diastereomers 73a sowie des (S,R)-Diastereomers 73b vorlag. Es sollte
nun versucht werden, die beiden Diastereomere durch chromatographische Methoden
voneinander zu trennen. S#ulenchromatographische Versuche zeigten jedoch, dall keine

Anreicherung eines der beiden Diastereomere erzielt werden konnte.
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Die HPLC-Analytik an Normalphase mit Dichlormethan/Methanol-Gemischen zeigte
ebenfalls keinerlei Trennung der Diastereomere, so da3 auch auf diesem Weg keine Trennung

im priparativen Maf3stab zu erwarten war.

Neben der chromatographischen Trennung wurde ebenfalls eine Trennung durch fraktionierte

Kristallisation versucht, die jedoch ebenso scheiterte.

In einem weiteren Versuch wurde Azido-T-Ganciclovir 41a mit (+)-Campher-10-sulfochlorid

zur Reaktion gebracht (Abb. 40).

(+)-Campher-
| NH 10-sulfochlorid,
o y )%O Pyridin
\%0 N 86%

41a

Abb. 40 Darstellung des Azido-T-Ganciclovir-Camphersulfonsdureesters 74a/b

Das Nucleosidanalogon 41a wurde in Pyridin aufgenommen und eine Losung von
(+)-Campher-10-sulfochlorid in Pyridin zugetropft. Nach zweistiindiger Reaktion bei 0 °C
und anschlieBender Aufarbeitung konnte der Sulfonséureester 74a/b in einer Ausbeute von

86% isoliert werden.

NMR-spektroskopische Untersuchungen konnten erneut zeigen, daB das Produkt als 1:1

Gemisch der beiden Diastereomere (74a und 74b) vorlag.

Jedoch konnte auch im Fall des Sulfonsdureesters weder sdulenchromatographisch noch
mittels HPLC-Analytik eine Trennung der beiden Diastereomere beobachtet werden.

Moglicherweise hitte eine Veresterung mit (—)-O,0’-Dibenzoyl-L-weinsdure-mono(N, N-
dimethylamid) zu einem positiven Ergebnis bei der Trennung der Diastereomere fiihren
konnen. Diese Verbindung hat sich u.a. bei der Racematspaltung von a-Aminophosphonaten

bewihrt, [
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4.13.4 Darstellung von Thiocyanato-T-Ganciclovir 41b

Die Darstellung von Thiocyanato-T-Ganciclovir 41b sollte auf einem analogen Weg zur

Darstellung von Azido-T-Ganciclovir 41a erfolgen.

5’-O-Trityl-T-Ganciclovir 66 wurde in wasserfreiem Pyridin aufgenommen, die Losung auf
0 °C gekiihlt und Methansulfonsdurechlorid (MsCl) zugetropft. Das intermedidre Mesylat
wurde ohne weitere Aufreinigung in N,N-Dimethylformamid aufgenommen und mit
15 Moldquivalenten Natriumrhodanid zwei Stunden auf 80 °C erhitzt. Nach Aufarbeitung und
chromatographischer Reinigung konnte das Thiocyanat 75 in einer Ausbeute von 66% isoliert

werden.
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Abb. 41 Darstellung von Thiocyanato-T-Ganciclovir 41b

Die Ausbeute liegt unter der der analogen Synthese des Azids 71. Aufgrund der geringeren
thermischen Stabilitdt des Thiocyanats war jedoch eine geringere Reaktionstemperatur und

damit eine ldngere Reaktionszeit notwendig. Dies konnte die geringere Ausbeute erklaren.

Interessanterweise konnte in diesem Fall keine Bildung des entsprechenden Isothiocyanats
beobachtet werden (vgl. Kap. 4.1.4.2). Dies ist vermutlich auf die geringere Elektrophilie des

Mesylats verglichen mit dem Triflat zuriickzufiihren.

Die abschlieBende  Abspaltung der  Trityl-Schutzgruppe gelang mit 2%iger
Benzolsulfonsdurelosung in Dichlormethan. Das Nucleosidanalogon, 1-(2-Thiocyanato-1-
hydroxymethyl-ethoxymethyl)thymin (Thiocyanato-T-Ganciclovir) 41b konnte in einer
Ausbeute von 80% isoliert werden. Verglichen mit der Darstellung von Azido-T-
Ganciclovir 41a war in diesem Fall kein Erwédrmen fiir 24 Stunden auf 40 °C notwendig. Die

Abspaltung konnte innerhalb von 16 Stunden bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden.
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4.14 Synthese von 2’-Desoxy-3’-thiocyanatothymidin und

2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin

4.14.1 Synthesestrategie

2’-Desoxy-3’-thiocyanatothymidin 42a und 2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin 42b lassen

[114]

sich nach einer bekannten Synthese in finf'"” bzw. sechs Stufen aus

2’-Desoxythymidin 81 darstellen (Abb. 42).
@)
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Abb. 42 Retrosynthetische Analyse von 2’-Desoxy-3 -thiocyanatothymidin 42a und

2’-Desoxy-3 -isothiocyanatothymidin 42b

Da der Substituent in der 3’-Position durch eine Sn2-Reaktion eingefithrt wird, ist der
Schliisselschritt dieser Synthesesequenz die Darstellung von 1-(2’-Desoxy-5’-O-trityl-B-D-
threo-pentosyl)thymin 78, d.h. die Inversion der Konfiguration an C3’. Die freie

Hydroxylgruppe in Verbindung 78 wird nachfolgend in ein gutes Nucleofug iiberfiihrt. Bei

114]

Verwendung des Methansulfonates 76 in der Substitutionsreaktion'''” mit Natriumrhodanid

laBt sich lediglich das Thiocyanat isolieren, wihrend die Verwendung des

113]

Trifluormethansulfonates 77"""* aufgrund der erhdhten Elektrophilie sowie der Ambidenz des

Nucleophils die Darstellung sowohl des Thiocyanates als auch des Isothiocyanates erlaubt.



42 Resultate und Diskussion

Es sollte weiterhin prinzipiell moglich sein, die Zielverbindungen analog zur Synthese von
AZT 1" durch Offnung des internen Azaenolethers in 2,3’-Anhydro-2’-desoxy-5’-O-
tritylthymidin 82 darzustellen (Abb. 43).
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Abb. 43 Alternative Syntheseroute zu den Verbindungen 42a und 42b

2,3’-Anhydro-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 82 148t sich aus dem Mesylat 79 darstellen. Die
Verbindung 79 ist damit das gemeinsame Intermediat beider Syntheserouten. Die Darstellung
von 2’-Desoxy-3’-thiocyanatothymidin 42a und 2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin 42b
wurde daher mit der Synthese der Verbindung 79 begonnen.

4.14.2 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-thiocyanatothymidin 42a und
2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin 42b

Zur Darstellung von 2’-Desoxy-5’-O-tritylthymidin 80 wurde 2’-Desoxythymidin 81 in

Gegenwart von Chlortriphenylmethan (TrCl) in Pyridin unter RiickfluB erhitzt."'” Nach

wélriger Aufarbeitung und Umkristallisation konnte das gewiinschte Produkt in einer

Ausbeute von 84% isoliert werden (Abb. 44).
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Abb. 44 Darstellung von 2’-Desoxy-3°-O-mesyl-5-O-tritylthymidin 79

Das an der primiren Hydroxylgruppe geschiitzte Nucleosid 80 wurde nun in der Kilte mit
Methansulfonsdurechlorid (MsCl) in Pyridin zur Reaktion gebracht.!"'” Nach wiBriger
Aufarbeitung konnte das Mesylat 79 ohne weitere Aufreinigung in einer Ausbeute von 92%

erhalten werden. Ausgehend vom Mesylat79 sollte nun versucht werden, die
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Isothiocyanatgruppe durch nucleophile Offnung des internen Azaenolethers in Verbindung 82
einzufiithren. Dazu wurde zunichst Verbindung 79 zu einer Lésung von Kaliumphthalimid in
N,N-Dimethylformamid gegeben und 15 Minuten unter RiickfluB erhitzt.!""”! Durch Eintragen
des Reaktionsgemisches in Eiswasser und Abfiltrieren des farblosen Niederschlags konnte das
Produkt, 2,3’-Anhydro-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 82 in einer nahezu quantitativen
Ausbeute von 99% isoliert werden (Abb. 45).
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Abb. 45 Versuch der Darstellung von 2’-Desoxy-3 -thiocyanato-5-O-
tritylthymidin 83a

Verbindung 82 wurde anschlieBend in Gegenwart von 10 Molidquivalenten Natriumrhodanid
in N,N-Dimethylformamid auf 110 °C erhitzt. Es gelang nach Aufarbeitung jedoch nicht, ein
eindeutiges Produkt zu isolieren. Vermutlich ist dies auf die mangelnde Elektrophilie des
Substrates sowie die zu geringe Nucleophilie des Thiocyanat-Anions zuriickzufiihren.

Nachdem diese neue, verkiirzte Syntheseroute nicht erfolgreich war, wurde die bekannte
Syntheseroute weiterverfolgt. Dazu wurde das Mesylat 79 in Ethanol gel6st und mit wiBriger
Natriumhydroxidlosung unter Riickflul erhitzt. Das Produkt, 1-(2’-Desoxy-5’-O-trityl-B-D-

threo-pentosyl)thymin 78, konnte nach Neutralisieren und chromatographischer Aufreinigung

in einer Ausbeute von 86% isoliert werden (Abb. 46).

@) O O
NH NaOH, C,H5OH, © N NH
\fj\/g NaG i~ l)j/ \fj\
2 N— /g
TrO N"0 % Tro
Lo oo N 86% jO/HO N0
/O:
I
OMs
79 L 82 _ 78
Abb. 46 Darstellung von 1-(2’-Desoxy-5 -O-trityl- }-D-threo-pentosyl)thymin 78

Der stereochemische Verlauf dieser Reaktion ist auf den EinfluB der Nucleobase
zuriickzufiihren. Zunichst bildet sich ein Azaenolat, welches das Mesylat unter Bildung von

2,3’-Anhydro-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 82 nucleophil verdringt. Im Gegensatz zur
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selektiven Synthese von Verbindung 82 wird in diesem Fall jedoch eine nucleophile Base, das
Hydroxidion verwendet. Dieses harte Nucleophil greift nun selektiv an C2 der Nucleobase an
und nach einem Additions-Eliminierungs-Mechanismus wird der Azaenolether gedffnet.

Verbindung 78 konnte als ein Diastereomer isoliert werden.

Zur Einfiihrung der Substituenten in die 3’-Position wurde nun die sekunddre
Hydroxylgruppe in Verbindung 78 durch Reaktion mit Trifluormethansulfonsidureanhydrid
(Tf,0) in Dichlormethan in Gegenwart von Pyridin intermediér in das Trifluormethansulfonat
iiberfiihrt. Das Triflat 77 wurde dann direkt in einer Eintopf-Reaktion mit Natriumrhodanid in
N,N-Dimethylformamid zur Reaktion gebracht (Abb. 47). Es konnte ein Gemisch des
Thiocyanats 83a und des Isothiocyanats 83b in einer sehr guten Ausbeute von 85% isoliert
werden. Aufgrund der "H-NMR Daten lieB sich schlieBen, daB es sich um ein 10:1 Gemisch
der beiden Verbindungen handelte. Trotz mehrfacher Versuche lieBen sich die beiden
Verbindungen jedoch nicht mit herkdémmlichen chromatographischen Methoden voneinander
trennen. Damit konnten die Ergebnisse von SCHREIBER und IKEMOTO,"'"! die eine
Trennung der Isomere ebenfalls nicht erreichen konnten, reproduziert werden. Zudem wurde
nahezu das gleiche Isomerenverhiltnis erhalten. Auch die Ausbeute an beiden Isomeren war

nahezu identisch.

O 0 O

[ TNH - 1.T60, Pyridin, CH;Cly [ NH [ NH
.. 2 NaSCN, DMF P A
TrO_oH "N” SO TrO N“ o + TrO N~ 0
85%
/o: b 0 0
SCN 10

: 1 NCS
78 83a 83b
2% BSA,
CH,Cl,
| NH | NH
HO N /go + HO N /§o
0] O
SCN 65% 7% NCS
42a 42b
Abb. 47 Darstellung von 2’-Desoxy-3 -thiocyanatothymidin 42a und 2’-Desoxy-

3 -isothiocyanatothymidin 42b
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Nachdem es nicht gelungen war, die Isomere voneinander zu trennen, wurde nun versucht, die
Trityl-Schutzgruppe abzuspalten, um die entschiitzten Nucleosidanaloga voneinander zu
trennen. Dazu wurde die Mischung aus dem Thiocyanat 83a und dem Isothiocyanat 83b in
Dichlormethan gelést und mit einer 2%igen Ldsung von Benzolsulfonsdure in
Dichlormethan/Methanol 7:3 v/v (2% BSA) versetzt (Abb. 47, S.44). Nach beendeter
Reaktion wurde das Reaktionsgemisch chromatographisch aufgereinigt. Nach einer ersten
groben Trennung mit Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 5% als Eluent, gelang
eine Trennung der beiden entschiitzten Nucleosidanaloga am Chromatotron mit
Dichlormethan mit einem Methanolgradient von 0 bis 3.75% als Eluent. Dabei konnte
2’-Desoxy-3’-thiocyanatothymidin 42a in einer Ausbeute von 65% und 2’-Desoxy-
3’-isothiocyanatothymidin 42b in einer Ausbeute von 7% isoliert werden. Das Verhiltnis der

Nucleosidanaloga zueinander ist demnach konstant geblieben.

Der stereochemische Verlauf der Einfilhrung des Thiocyanato- bzw. Isothiocyanato-
Substituenten konnte durch die Aufnahme eines NOESY-Spektrums bestétigt werden. Die
NOE-Wechselwirkungen zwischen dem Proton in der 6-Position des Thyminringes sowie
dem Proton in der 3’-Position des Desoxyriboseringes zeigen, dal das Nucleosidanalogon

tatsdchlich in der ribo-Konfiguration vorliegt.

2’-Desoxy-3’-thiocyanatothymidin 42a konnte in einer Gesamtausbeute von 37% ausgehend
von 2’-Desoxythymidin 81 dargestellt werden. Die Gesamtausbeute fiir 2’-Desoxy-
3’-isothiocyanatothymidin 42b betrug dagegen lediglich 4%. Dies ist auf die geringe
Ausbeute bei der Einfithrung des Substituenten zuriickzufiihren. Bei dem Rhodanid-Anion

handelt es sich um ein ambidentes Nucleophil, welches bevorzugt am Schwefel reagiert.

Aufgrund der schlechten Gesamtausbeute fiir 2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin 42b
muBte die Verbindung auf einem anderen Weg selektiv dargestellt werden. Dazu wurde ein

[118

Syntheseweg analog zu ENGELS et al. eingeschlagen.!''™ Aliphatische Isothiocyanate lassen

sich durch Reaktion der entsprechenden Amine mit Schwefelkohlenstoff und

'Y Das fiir diese Synthesesequenz notwendige

N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid darstellen.
3’-Amino-2’-desoxythymidin-Derivat 85 146t sich am zweckméBigsten aus einem
entsprechenden AZT-Derivat darstellen. 3’-Azido-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 84 liel3 sich
auf zwei Wegen darstellen (Abb. 48, S. 46). Zundchst wurde 1-(2’-Desoxy-5’-O-trityl-3-D-
threo-pentosyl)thymin 78 zur Darstellung der Verbindung 84 intermedidr in das
Trifluormethansulfonat iiberfiihrt und anschlielend mit  Natriumazid in

N,N-Dimethylformamid behandelt. Das gewiinschte Produkt, 3’-Azido-2’-desoxy-5’-O-
tritylthymidin 84, lieB sich nach wéBriger Aufarbeitung und chromatographischer
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Aufreinigung in einer Ausbeute von 63% isolieren. Ferner konnte Verbindung 84 durch
Tritylierung von AZT 1 mit Chlortriphenylmethan in Pyridin in einer Ausbeute von 89%

dargestellt werden.
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Abb. 48 Selektive Darstellung von 2’-Desoxy-3 -isothiocyanatothymidin 42b

Zur Reduktion der Azidgruppe in Verbindung 84 wurde diese in Pyridin geldst und bei 0 °C
nacheinander Triphenylphosphin und 25%ige Ammoniumhydroxidlésung zugegeben. Das
Auftreten von Gasblédschen zeigte die Bildung von molekularem Stickstoff und damit die
Bildung des Phosphinimins an. Dieses wurde im weiteren Verlauf der Reaktion zum Amin 85
und Triphenylphosphinoxid hydrolysiert. 3’-Amino-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 85 konnte
in einer Ausbeute von 94% isoliert werden.

Zur Umwandlung der Aminofunktion in die Thiocyanatgruppe wurde das Amin 85 in
Tetrahydrofuran gelost und nacheinander Schwefelkohlenstoff sowie
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) zugegeben.!'” Bei dieser Reaktion entsteht zunichst
die Dithiocarbaminsédure 86, welche nachfolgend durch DCC zum Isothiocyanat 83b und

Dicyclohexylthioharnstoff fragmentiert wird (Abb. 49, S. 47).'*!!
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Abb. 49 Mechanismus der Bildung des Isothiocyanats 83b

Die abschliefende Entschiitzung von Verbindung 83b gelang mit 2% BSA in einer Ausbeute
von 76%. Das Nucleosidanalogon 42b konnte auf diesem Syntheseweg in einer
Gesamtausbeute von 29% in einer siebenstufigen Synthese ausgehend von
2’-Desoxythymidin 81 dargestellt werden. Dies stellt eine deutliche Verbesserung gegeniiber
der zuvor beschrittenen fiinfstufigen Syntheseroute dar. Die Gesamtausbeute der vierstufigen

Synthese ausgehend von AZT 1 betrug sogar sehr gute 62%.

2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin 42b konnte aus Dichlormethan/Methanol kristallisiert
und rontgenographisch untersucht werden (Abb. 50).

Abb. 50 ORTEP-Plot von 2’-Desoxy-3 -isothiocyanatothymidin 42b

Der Desoxyribosering von Verbindung 42b zeigt eine C2’-endo, C3’-exo-Konformation
beziiglich der Nucleobase. Der Pseudorotationswinkel P von 179.33 °, welcher sich aus allen

vier Torsionswinkeln im Ribosering berechnen 146t,'* zeigt eine nahezu perfekte
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,»Southern“-Konformation (3T ) an. Die maximale Abweichung des Riboseringes von der

Planaritdt vp.x betrdgt 35.37. v 14Bt sich aus dem Pseudorotationswinkel P und dem

11221 Der Torsionswinkel y entlang

Torsionswinkel entlang der C2’-C3’-Bindung berechnen.
der glycosidischen Bindung (O4’-C1°-N1-C2) zeigt mit einem Wert von -120.87 ° eine anti-
Konformation, wéhrend der Torsionswinkel y um die C4’-C5’-Bindung (C3’-C4’-C5’-05’)
einen Wert von 55.72 ° annimmt. Der Grund fiir diese Konformation ist in der Ausbildung
einer Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Proton an C6 des Thyminringes und O5’ zu
suchen (Abb. 50, S. 47). Der Abstand zwischen diesen beiden Atomen betrdgt 2.15 R und
liegt damit im Bereich einer Wasserstoftbriickenbindung. Alle diese Parameter entsprechen

1531 Auch zeigt Verbindung 42b in bezug auf

denen, die iiblicherweise in der DNA vorliegen.
die Anordnung des Riboseringes und der Nucleobase eine sehr gute Ubereinstimmung mit
einem der beiden im Kristall gefundenen Konformere von AZT 1. Eines der Konformere zeigt
eine C3’-exo, C4’-endo-Konformation, wihrend das andere eine C2’-endo, C3’-exo-
Konformation wie Verbindung 42b einnimmt. Der Pseudorotationswinkel P zeigt fiir dieses
Molekiil einen Wert von 174 °, wihrend die Abweichung von der Planaritit vy 33

betrigt.!'*!

Neben den strukturellen Gemeinsamkeiten in bezug auf die Nucleobase und die Riboseeinheit
zeigt das Nucleosidanalogon 42b in bezug auf den 3’-Substituenten deutliche Unterschiede zu
AZT 1. Wihrend die Azidgruppe in AZT 1 am ersten Stickstoffatom einen Winkel von 115 °

£, ist die Isothiocyanatgruppe in Verbindung 42b von C3’ bis zum Schwefel

aufweis
nahezu gestreckt. Der Winkel am Stickstoff (C3°-N-C) betragt 162.8 °, der Winkel am
Kohlenstoff (N-C-S) betriigt 176.2 °. Der letzte Wert zeigt eine gute Ubereinstimmung mit

der Azidgruppe in AZT 1. Der Winkel innerhalb der Azidgruppe (N-N-N) betragt 173.2 o [123]

Der Grund fiir den Winkel am Stickstoffatom der Isothiocyanatgruppe in Verbindung 42b ist
vermutlich darin zu suchen, daB3 dieser sp-hybridisiert ist und das freie Elektronenpaar des
Stickstoffatoms eine Wechselwirkung mit dem antibindenden Orbital der C-S-
Dreifachbindung eingeht. Die Bindungslinge zwischen dem Stickstoff- und dem
Kohlenstoffatom betrigt 1.15 A. Dieser Wert liegt zwischen dem einer C-N-Doppel- und einer
C-N-Dreifachbindung."*! Die Bindungslinge der C-S-Bindung von 1.58 A entspricht

dagegen einer C-S-Doppelbindung.!'*®!
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4.1.5 Synthese von 3’-Allyl-2’-desoxythymidin und
2’-Desoxy-3’-propargylthymidin

4.1.5.1 Synthesestrategie

2’-Desoxy-3’-propargylthymidin 42d 146t sich auf einem bekannten Weg in zwei Stufen aus
3°-Allyl-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 88 darstellen (Abb. 51).["*"]

) O (@)

\kaH %NH TLNH

HO Nko TBDMSO TBDMSO N&o
o o = 0
\% k[ |

Br
42d 87a 88

Abb. 51 Retrosynthetische Analyse von 2’-Desoxy-3 -propargylthymidin 42d

Erstes Ziel muflite also die Synthese eines 5’-O-geschiitzten 3’-Allyl-2’-desoxythymidin-
Derivates 88 sein, aus dem sich ebenfalls 3’-Allyl-2’-desoxythymidin 42¢ synthetisieren

lieBe.

Zunichst sollte versucht werden, die Allylgruppe durch Offnung des internen Azaenolethers
in Verbindung 82 mit einem Allyl-Grignardreagenz analog zur Synthese von AZT 1
einzufithren (Abb. 52). Dieser Syntheseansatz kdnnte von 3’-O-Mesyl-5’-O-tritylthymidin 79

ausgehen, welches bereits ein Intermediat der Synthese der Nucleosidanaloga 42a und 42b ist.

T e o
oL NN o /\ — o, N
v e

Abb. 52 Modgliche Darstellung von 3°-Allyl-5-O-tritylthymidin 89

3’-Allyl-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 88 146t sich auf einem bekannten
Wege in drei Stufen aus 2’-Desoxythymidin 81 darstellen (Abb. 53, S. 50).1'%7- 1%
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Abb. 53 Retrosynthetische Analyse von 3’-Allyl-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-
2’-desoxythymidin 88

Schliisselschritt dieser Synthese ist die diastereoselektive Einfiihrung der Allylgruppe in die
3’-Position auf radikalischem Wege. Diese Syntheseroute sollte beschritten werden, falls die

Einfiihrung der Allylgruppe mit dem Grignardreagenz scheitern sollte.

4152 Darstellung von 3’-Allyl-2’-desoxythymidin 42¢ und
2’-Desoxy-3’-propargylthymidin 42d

Zum Versuch, die Allylgruppe mit einem metallorganischen Reagenz einzufiihren, wurde

2,3’-Anhydro-2’-desoxy-5’-O-tritylthymindin 82 in Tetrahydrofuran geldst und bei 0 °C mit

einer zuvor bereiteten Losung von Allylmagnesiumbromid versetzt. Nach wéBriger

Aufarbeitung konnte das gewiinschte Produkt 3’-Allyl-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 89

jedoch nicht isoliert werden (Abb. 54).
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Abb. 54 Versuch der Darstellung von 3°-Allyl-2’-desoxy-5"-O-tritylthymidin 89

Die diinnschichtchromatographische Analyse zeigte u.a. Substanzen an, die mit Anisaldehyd-
Schwefelsdure-Reagenz die typische Farbreaktion fiir Zucker zeigten, jedoch nicht UV-aktiv
waren. Dies 14Bt darauf schlieBen, daB3 eine Reaktion an der Nucleobase stattgefunden haben
konnte. Das wére vermutlich darauf zuriickzufiihren, dal das Grignardreagenz als hartes

Nucleophil an C2 der Nucleobase angegriffen hat. Moglicherweise hétte eine vorherige
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Uberfiihrung des Grignardreagenzes durch Zugabe von Kupfersalzen in das entsprechende

weichere Cuprat-Nucleophil in diesem Fall zum Erfolg fiihren konnen.

Aufgrund dieses MiBlerfolgs wurde nun der bekannte Syntheseweg beschritten. Zunéchst
wurde die  primdre  Hydroxylgruppe  von  2’-Desoxythymidin81 in  den

tert-Butyldimethylsilylether 91 iiberfiihrt (Abb. 55).

7 ONH TBDMSCI, Imidazol, [ NH
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HO N0 TBDMSO N X0

7 0 83% :O:
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@) SnBuj,
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| P TBDMSO NS0
TBDMSO N0 v 0
o}
O\H/OCH3
| S
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Abb. 55 Versuch der Darstellung von 3°’-Allyl-5-O-tert-butyldimethylsilyl-2 -

desoxythymidin 81 iiber das Methylthiocarbonat 92

12
)l wurde

Aufgrund sehr guter Erfahrungen im Arbeitskreis bei Barton-Desoxygenierungen!
der Alkohol 91 nun mit Thiocarbonyldiimidazol und Methanol in das Methylthiocarbonat 92
tiberfiihrt. Verbindung 92 konnte in einer Ausbeute von 73% nach chromatographischer
Aufreinigung am Chromatotron isoliert werden. Die nachfolgende radikalische Barton-
Desoxygenierung mit Allyltri-n-butylstannan als Allyldonor und o,a'-Azoisobutyronitril
(AIBN) als Radikalstarter lieferte jedoch nicht das gewlinschte 3’-Allyl-5’-O-tert-
butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 88. Moglicherweise ist das Methylthiocarbonat 92
unter den Reaktionsbedingungen zu wenig reaktiv. Daher wurde in der Folge, 5’-O-tert-
Butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 91 mit Phenoxythiocarbonyl-chlorid (PTC-CI) in das
Phenylthiocarbonat 90 {iberfiihrt (Abb. 56, S. 52). Das Produkt 90 konnte zunichst nicht in

reiner Form isoliert werden. Bei der chromatographischen Aufreinigung am Chromatotron
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kam es zur partiellen Zersetzung des Produktes. Dies ist auf die erhohte Reaktivitit des
Phenylthiocarbonates zuriickzufiihren. Radikalreaktionen mit dieser Verbindungsklasse lassen
sich durch UV-Strahlung initiieren."*”? Da die Detektion der Verbindungen am Chromatotron
mit UV-Strahlung mit einer Wellenldnge von 254 nm erfolgt, wurde dadurch vermutlich ein
radikalischer Zerfall des Produktes verursacht. Durch sdulenchromatographische

Aufreinigung konnte Verbindung 90 in einer Ausbeute von 87% in reiner Form isoliert

werden.
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Abb. 56 Darstellung von 3’-Allyl-2’-desoxythymidin 42¢

Fiir die Einfiilhrung der Allylgruppe unter Barton-Bedingungen wurde Verbindung 90 in
absolutem Toluol geldst, Allyltri-n-butylstannan sowie o,a'-Azoisobutyronitril zugegeben
und die Reaktionslosung wiederholt entgast und mit Argon gesdttigt. Nach 24 Stunden
Erhitzen auf 80 °C konnte diinnschichtchromatographisch noch Ausgangsmaterial detektiert
werden. Daher wurde weiteres a,a'-Azoisobutyronitril zugegeben und weitere 48 Stunden auf
80 °C erhitzt. Nach Aufarbeitung und chromatographischer Aufreinigung konnte 3’-Allyl-
5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 88 in einer Ausbeute von 63% als ein
Diastereomer isoliert werden. Obwohl die Reaktion ein planares Radikalzentrum an C3’

durchlduft, tritt die Allylgruppe nur unter Retention der Konfiguration an C3’ ein. Diese
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Beobachtung ist vermutlich auf den sterischen Anspruch des Silylethers sowie der
Nucleobase zuriickzufiihren. Die relative Konfiguration an C3’ konnte nach Abspalten der

Schutzgruppe durch Aufnahme eines NOESY-Spektrums verifiziert werden.

Neben 3’-Allyl-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 88 konnten auBerdem 7%
5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’,3’-didesoxythymidin 93 isoliert werden. Diese Nebenreaktion
ist auf Wasserspuren zuriickzufiihren, die sich entweder im Ausgangsmaterial oder den
Reagenzien befanden. Ferner ist es moglich, dal3 bei der Zugabe von a,a'-Azoisobutyronitril
nach 24 Stunden oder bei der Entnahme von Proben fiir die Diinnschichtchromatographie
Spuren von Wasser in das Reaktionsgefa3 gelangten.

Die abschlieBende Spaltung des Silylethers gelang mit Ammoniumfluorid in Methanol in
einer Ausbeute von 91% (Abb. 56, S. 52). 3’-Allyl-2’-desoxythymidin 42¢ konnte damit in
einer Gesamtausbeute von 41% in vier Stufen aus 2’-Desoxythymidin 81 dargestellt werden.
Zur Darstellung von 2’-Desoxy-3’-propargylthymidin 42d wurde zundchst die allylische
Doppelbindung  von  3’-Allyl-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 88 in
Tetrachlormethan bromiert (Abb. 57).

\f‘\NH \f‘\NH \f‘\NH
TBDMSO Nko Br,, CCl, TBDMSO )%o HO N&o

N
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Abb. 57 Bromierung von 3’-Allyl-5°-O-tert-butyldimethylsilyl-2 -desoxythymidin 88

Neben dem gewliinschten Produkt, 3’-(2,3-Dibrompropyl)-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-
desoxythymidin 87a, welches in einer Ausbeute von 62% isoliert werden konnte, konnte auch
3’-(2,3-Dibrompropyl)-2’-desoxythymidin 87b in einer Ausbeute von 29% isoliert werden.
Die Griinde fiir die Bildung von Verbindung 87b bleiben unklar, da Brom nicht im Uberschuf
zur Ausgangsverbindung eingesetzt wurde. Eine oxidative Spaltung des Silylethers ist zwar
moglich, jedoch unwahrscheinlich, da die Bindungsenergie einer Silizium-Brom-Bindung

deutlich unter der einer Silizium-Sauerstoff-Bindung liegt.

Die Darstellung von 2’-Desoxy-3’-propargylthymidin 42d gelang durch Erhitzen von
Verbindung 87a in Ethanol in Gegenwart von wifriger Kaliumhydroxidlosung (Abb. 58,

S. 54). Dabei erfolgen sowohl eine doppelte Eliminierung in der Seitenkette unter Bildung der
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Propinyl-Einheit als auch die Spaltung des Silylethers. Allerdings blieb die Ausbeute mit 36%
deutlich unter der, die FIANDOR und TAM erzielen konnten.'*”” Allerdings konnten die

genauen experimentellen Bedingungen dieser Autoren nicht ermittelt werden.
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Abb. 58 Darstellung von 2°-Desoxy-3 -propargylthymidin 42d

Zunichst wurde vermutet, da3 die geringe Ausbeute durch eine Bildung eines cyclischen
Ethers nach Abspaltung der Schutzgruppe verursacht werden kdnnte. Dies ist jedoch wenig
wahrscheinlich, da sich die Zielverbindung 42d ebenfalls aus dem Nebenprodukt der
Bromierung, 3’-(2,3-Dibrompropyl)-2’-desoxythymidin 87b, durch Behandlung mit
Kaliumhydroxid darstellen lieB. Die Ausbeute dieser Reaktion lag mit 51% sogar merklich
tiber der der zuvor diskutierten Umsetzung. 2’-Desoxy-3’-propargylthymidin 42d konnte
somit in einer Gesamtausbeute von 10% iber fiinf Stufen aus 2’-Desoxythymidin 81

dargestellt werden.
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4.1.6 Synthese der cycloSal-Nucleosidmonophosphate

4.1.6.1 Synthese der Phosphitylierungsreagenzien

Salicylalkohole sind die Grundbausteine der cycloSal-Nucleosidmonophosphate. Eine
Vielzahl von Akzeptor- bzw. Donor-substituierten Salicylalkoholen wurde bisher fiir die
Synthese von cycloSal-Nucleosidmonophosphaten verwandt.”*! In der vorliegenden Arbeit
wurde lediglich der 3-Methyl-Substituent gewihlt, da aus Hydrolyse- und
Aktivitdtsuntersuchungen bei anderen cycloSal-Phosphattriesterderivaten fiir  dieses
Substitutionsmuster am Aromaten hédufig sowohl eine giinstige Hydrolysehalbwertszeit als

auch eine hohe biologische Aktivitit beobachtet worden war.**!

3-Methylsalicylalkohol 95 liel sich durch Reduktion von 3-Methylsalicylsdure 94 mit

Lithiumaluminiumhydrid in Tetrahydrofuran als Losungsmittel in 83% Ausbeute darstellen

(Abb. 59).

O
OH LiAIH,, THF OH
83%
OH OH
94 95
Abb. 59 Darstellung von 3-Methylsalicylalkohol 95

Zur Synthese des cycloSalchlorphosphites 96 wurde 3-Methylsalicylalkohol 95 in absolutem
Diethylether geldst und langsam zu einer Losung von Phosphortrichlorid in Diethylether
zugetropft (Abb. 60). Nach Beendigung der Zugabe wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur
geriihrt und anschlieBend das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Kugelrohrdestillation
wurde 3-Methyl-cycloSalchlorphosphit 96 in einer Ausbeute von 40% als farbloses Ol
erhalten, das wihrend der Lagerung bei -20 °C erstarrte.

OH PCl,, Et,0 ? (i-Pr),NH, Et,O (F?) J\
OH 40% 0" "cl 92% 0 ;N\
95 96 97
Abb. 60 Darstellung der Phosphitylierungsreagenzien 96 und 97

3-Methyl-cycloSal-N, N-di-iso-propylphosphoramidit 97 konnte durch Umsetzung des
Chlorphosphits 96 mit Di-iso-propylamin in absolutem Diethylether erhalten werden. Nach
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Rithren bei Raumtemperatur iiber Nacht wurde vom ausgefallenen Di-iso-
propylammoniumchlorid abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. 3-Methyl-
cycloSal-N,N-di-iso-propylphosphoramidit 97 wurde in einer Ausbeute von 92% erhalten und

ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.

4.1.6.2 Synthese der cycloSal-Nucleosidmonophosphate

3-Methyl-cycloSal-T-Penciclovirmonophosphat 37a konnte nicht durch Umsetzung von
T-Penciclovir 40 mit dem Chlorphosphit 96 dargestellt werden. Es muflte zunéchst eine der
beiden identischen Hydroxylgruppen von T-Penciclovir 40 mit einer Schutzgruppe blockiert
werden, um bei der Umsetzung mit dem Phosphor(Ill)-Reagenz 96 nicht das zweifach
phosphitylierte Produkt zu erhalten. Da cycloSal-Phosphattriester basenlabil sind, mufte die
Schutzgruppe unter sauren Bedingungen abspaltbar sein. T-Penciclovir 40 wurde in Pyridin
gelost und mit 4,4’-Dimethoxytritylchlorid (DMTrCl) in Gegenwart einer katalytischen
Menge 4-Dimethylaminopyridin  (DMAP) umgesetzt. Man erhielt das gewiinschte

monotritylierte Produkt 98 als racemisches Gemisch in einer Ausbeute von 30% (Abb. 61).

NH DMTrCI, DMAP NH

| e DMAP. \'A

- mo Pyridin HO Nko
30% \k\]

9 | DIPEA,
40 98 1. o P CH,CN
2. t-BuOOH
(0] O

00 \f‘\NH 00 \f‘\NH
P P
o ™0 NJ%O 2% BSA o ™0 NJ%O
\k\l 35% \k\l

37a 99

Abb. 61 Synthese von 3-Methyl-cycloSal-T-Penciclovirmonophosphat 37a

Das O-DMTr-geschiitzte Derivat 98 wurde in Acetonitril gelost, mit Di-iso-propylethylamin
(DIPEA) versetzt und nach Abkiihlen auf 0°C 3-Methyl-cycloSal-chlorphosphit 96
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zugetropft. Nach vollendeter Reaktion wurde erneut auf 0 °C gekiihlt und mit einer
tert-Butylhydroperoxidlosung in n-Decan oxidiert. Nach Entfernen des Losungsmittels im
Vakuum wurde der O-DMTr-geschiitzte Phosphattriester 99 zur Abspaltung der Schutzgruppe
in einer 2%igen Losung von Benzolsulfonsdure aufgenommen und bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach Abdestillieren des Losungsmittels und chromatographischer Aufarbeitung
konnte das gewiinschte Produkt, 3-Methyl-cycloSal-T-Penciclovirmonophosphat 37a in einer
Ausbeute von 35% als 1:1 Gemisch zweier zueinander diastereomerer Enantiomerenpaare

isoliert werden.

Bei der Darstellung der {ibrigen cycloSal-Phosphattriester konnte auf die Verwendung von
Schutzgruppen verzichtet werden, da die entsprechenden Nucleosidanaloga keine reaktive
Hydroxy- oder Aminogruppe aufwiesen. Die entsprechenden Nucleosidanaloga wurden mit
3-Methyl-cycloSalchlorphosphit 96 in Acetonitril in Gegenwart von DIPEA zu den
korrespondierenden Phosphittriestern umgesetzt, welche in einer Eintopf-Reaktion direkt mit
einer tert-Butylhydroperoxidlosung in n-Decan zu den Phosphattriestern 38b-d oxidiert
wurden. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum wurden in einer ersten
chromatographischen Aufreinigung mit Essigsdureethylester/Methanol 9:1 v/iv +
0.1% Essigsdure entstandene Salze abgetrennt. Nach weiteren Aufreinigungen am
Chromatotron mit Dichlormethan mit Methanolgradient konnten die Produkte 38b-d nach

Gefriertrocknung als farblose Feststoffe in Ausbeuten von 60 bis 80% isoliert werden (Abb.

62).
1 ‘g , DIPEA,
| NH . o""cl CH,3CN (?,/O | NH
HO Nko 2. t-BuOOH O/P‘“o Nko
o

R R
R=N; 41a R=N; 38b 60%
R =SCN 41b R =SCN 38c 62%
R =0Ac 67 R=0Ac 38d 80%
Abb. 62 Darstellung der acyclischen Phosphattriester 38b-d

Auch einige der cyclischen Nucleosidanaloga wurden nach der oben beschriebenen Methode
in die entsprechenden 3-Methyl-cycloSal-Nucleosidmonophosphate iiberfithrt. Wahrend der
3’-Allyl- sowie der 3’-Propargyl-substituierte Phosphattriester 39¢ bzw. 39d in fiir diese
Reaktion iiblichen Ausbeuten erhalten werden konnten, war die Ausbeute bei der Synthese

von 3-Methyl-cycloSal-2’-desoxy-3’-isothiocyanatothymidinmonophosphat 39b  mit 33%
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deutlich geringer (Abb. 63). Diese geringe Ausbeute ist vermutlich auf Nebenreaktionen am

Isothiocyanatsubtituenten zuriickzufiihren, welcher nucleophil angegriffen werden kann.!'"”!

0 g, oA Q
\fJ\NH . Pai CH3;CN OO \fJ\NH
! P,
o &O 2. t-BUOOH oo Nko
| :o:

R R
R =NCS 42b R =NCS 39b 33%
R = Allyl 42¢ R = Allyl 39¢c 50%
R = Propargyl 42d R = Propargyl 39d 57%
Abb. 63 Synthese der Phosphattriester 39b-d

Da auch der Thiocyanatsubstituent im Nucleosidanalogon 42a prinzipiell nucleophil
angegriffen werden konnte, sollte der Phosphattriester in diesem Fall unter nicht-basischen
Bedingungen eingefiihrt werden. Der cycloSal-Phosphittriester des Nucelosidanalogons 42a
wurde daher durch Umsetzung des letzteren mit 3-Methyl-cycloSal-N,N-di-iso-
propylphosphoramidit 97 unter Siurekatalyse mit Pyridiniumchlorid (PyH'CI) als
Katalysator dargestellt.!'*”! Dieser Triester wurde direkt in einer Eintopf-Reaktion weiter zum
Phosphattriester 39a oxidiert. Dieser konnte in einer Ausbeute von 60% isoliert werden.
Vermutlich hétte auch der Phosphattriester 39b bei Anwendung dieser Methode in hoheren

Ausbeuten isoliert werden konnen.

NH NP0, GHyON
| 3 |
Ho A o 2. t-BUOOH )%

N
1o 60%

SCN SCN

s’ \\

42a 39a

Abb. 64 Synthese des Phosphattriesters 39a nach der Phosphoramidit-Methode
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4.1.7 Synthese der modifizierten Nucleosidmonophosphate

Es sind eine Reihe von Synthesemoglichkeiten fiir Nucleosidmonophosphate bekannt. Eine
der klassischen Methoden, die von YOSHIKAWAL! 1321 entwickelt wurde, beruht auf der
Umsetzung eines Nucleosids 100 mit Phosphorylchlorid in einem Trialkylphosphat als
Losungsmittel und anschlieBender Hydrolyse des Phosphodichloridates 101  zum
entsprechenden Nucleosidmonophosphat 102 (Abb. 65).

O O
HO— o § CI—P. 0P,
POCI N B H,O N B
k 7‘ 3 c’ Oj 0 2 0 Oj 0
R
R R

100 101 102
B = Nucleobase
R=2zB.N;

Abb. 65 Synthese von Nucleosidmonophosphaten 102 nach YOSHIKAWA

Bei dieser Synthesemethode treten verschiedene Probleme auf. Wird Phosphorylchlorid im
UberschuB eingesetzt, muB nach der Hydrolyse das Nucleotid 102 von einer Vielzahl weiterer
geladener Verbindungen separiert werden. Fiir diese chromatographischen Aufreinigungen
wird hédufig Sephadex-Material verwendet, was die Verwendung groBer Mengen an
Laufpuffergemischen bedingt, deren Salze spater wieder abgetrennt werden miissen. Zudem
kommt es bei Anwesenheit einer 3’-Hydroxylgruppe hiufig zur Bildung des unerwiinschten

3°,5’-Cyclophosphates als Nebenreaktion.

Diese Methode konnte einige Jahre spiter von SOWA und OUCHI verbessert werden.!'*! Sie
ersetzten das Losungsmittel Trialkylsulfat durch Acetonitril. Setzt man in diesem
Losungsmittelsystem Pyridin, Wasser und Phosphorylchlorid im Verhiltnis 2:1:2 ein, so
bildet sich intermedidr Tetrachlorpyrophosphat, welches selektiv die primidre Hydroxylgruppe
phosphoryliert. Nach Hydrolyse erhélt man wiederum das Nucleosidmonophosphat (Abb. 66).

0
B o g
HO - O—PR
O 1. POCl3, H50, Pyridin eO/ 0 o B
2. H,0
R
R
100 102
B = Nucleobase
R =2z.B. OH, N;

Abb. 66 Synthese von Nucleosidmonophosphaten 102 nach SOWA und OUCHI
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Diese Synthesemethode verbessert zwar deutlich die Selektivitit der Phosphorylierung,
jedoch entstehen auch hier, da Phosphorylchlorid im UberschuB3 eingesetzt wird, Salze, die

von dem geladenen Nucleotid abgetrennt werden miissen.

Neben den bisher beschriebenen Methoden mit Phosphorylchlorid als Reagenz gibt es weitere
Synthesemethoden fiir Nucleotide, die Organophosphorchloridate und -phosphoramidate als
Reagenz verwenden. An dieser Stelle sei das Reagenz 1,2-Phenylenphosphorchloridat 103

erwéhnt, welches mit einem Nucleosid in Gegenwart einer Base zum Phosphattriester 104

reagiert.!'*
?
0 Nucleosid, O\ O—P—0ONucl
@[ \p;/O Base ©: P;/o H20 ©: 5
1 - ) "ONucl
d ‘cl o uc oH
103 104 105
Oxidation
0 |5’O
@O/ \O o B
I
R
102
Abb. 67 Synthese von Nucleotiden mit 1,2-Phenylenphosphorchloridat 103

Der Phosphattriester 104 146t sich nun zum Phenylphosphatdiester 105 hydrolysieren. Dieser
Phosphatdiester ist jedoch persistent gegeniiber einer weiteren Hydrolyse und muf3 oxidativ
z.B. mit wéBriger Bromlosung oder wélriger Periodsdure zum Nucleotid 102 gespalten

werden, was insbesondere bei labilen Nucleotiden problematisch ist.

Im Gegensatz zu anderen Pro-Nucleotid Konzepten bendtigt das cycloSal Konzept keine
enzymatische Aktivierung, sondern wurde entwickelt, um Nucleotide auf chemisch-
hydrolytischem Weg freizusetzen. Es ist daher naheliegend, zu versuchen,
Nucleosidmonophosphate  durch die Hydrolyse ihrer entsprechenden cycloSal-
Phosphattriester zu synthetisieren. In meiner Diplomarbeit® konnten bereits einige
Nucleotide auf diesem Weg dargestellt werden. Die Methode konnte auch auf die Synthese

weiterer Nucleotide iibertragen werden.!*”
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Zur Darstellung der acyclischen Nucleotidanaloga 31-32 wurden die entsprechenden
3-Methyl-cycloSal-Phosphattriester 38b,c¢ sowie 37b”*! in Acetonitril geldst und nach Zugabe
von Wasser und Triethylamin bei 37 °C gelagert (Abb. 68). Nach vollstindiger Hydrolyse
wurde die walrige Losung lyophilisiert. Es wurde zunéchst versucht, das Nebenprodukt der
Hydrolyse, 3-Methylsalicylalkohol 95 durch Extraktion einer wiBrigen Losung des
Riickstandes mit Essigsdureethylester bzw. Dichlormethan abzutrennen. Da jedoch nur eine
schlechte Phasentrennung erzielt werden konnte, wurde in folgenden Versuchen auf diesen
Schritt verzichtet. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Riickstand iiber eine
Reversed-Phase C;g-Kieselgelsdule mit Wasser und einem Acetonitrilgradienten aufgereinigt.

Dieses Sdulenmaterial findet ebenfalls in HPLC-S&ulen Anwendung.

O O
0 \f‘\NH 0 7 NH
i CH3CN, H,0, NEt; %0_o
o g Nko VA o
X O kx\]
R R
R =Nj X=0 38b R =Nj3 X=0 32b 68%
R=8SCN X=0 38c R=8SCN X=0 32¢c 70%
R=N; X=CH, 37b R=N; X=CH, 31b 74%
Abb. 68 Synthese der acyclischen Nucleotidanaloga 31-32

Nach erneuter Gefriertrocknung wurden die Nucleotide mit einer Ionentauschersédule in das
Dinatrium- bzw. Dikaliumsalz iiberfiihrt. Die Nucleotide 31-32 konnten in Ausbeuten von 68
bis 74% isoliert werden. Neben diesen sehr guten Ausbeuten ist besonders die einfache
Aufreinigung der Nucleotide zu erwédhnen. Dies ist zum einen auf die Abwesenheit weiterer
geladener Nebenprodukte zuriickzufiihren. Ein weiterer Grund diirfte in der Verwendung des
Reversed-Phase Sdulenmaterials anstelle von Sephadex-Material zu suchen sein. Durch diese
Aufreinigung kann auf die Verwendung von Laufpuffergemischen verzichtet werden, was
zum einen die Chromatographie deutlich beschleunigt und zum anderen eine Abtrennung der

Puffersalze tliberfliissig macht.
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0 0]
o, \fJ\NH 0 \f‘\NH
_ /
K Nko CHiON, O NEt; e . &o
o0~ o °cd 07 ;0;
T: I
R R
R =SCN 39a R =SCN 33a 62%
R = Allyl 39c R = Allyl 33c 70%
R = Propargyl 39d R = Propargyl 33d 67%
Abb. 69 Darstellung der AZTMP-Analoga 33a,c,d

Auch die cyclischen AZTMP-Analoga 33a,¢,d konnten auf dem zuvor beschriebenen Weg
dargestellt werden. Die Ausbeuten waren mit 62 bis 70% ebenfalls sehr gut und die
Aufreinigung der Produkte gestaltete sich genauso problemlos wie fiir die acyclischen

Verbindungen.

Bei dem Versuch 3-Methyl-cycloSal-2’-desoxy-3’-isothiocyanatothymidinmonophosphat 39b
auf die zuvor beschriebene Weise zu hydrolysieren, traten jedoch Probleme auf. Das Produkt
wies einen deutlich niedrigeren R~Wert als die anderen Nucleotide auf, was auf die
Entstehung eines polareren Produktes hinwies. Auch die Tatsache, daB3 das Produkt bereits
mit Wasser nach sehr kurzer Zeit von der Reversed-Phase Siule eluiert werden konnte, stiitzte
diese Vermutung. Im "C-NMR-Spektrum des Produktes konnte der Kohlenstoff der
Isothiocyanatgruppe nicht mehr detektiert werden, was den SchluB8 nahelegte, daf} eine
Reaktion an dieser Gruppe stattgefunden haben konnte. Diese Vermutung wurde durch die
massenspektrometrische Untersuchung des Produktes untermauert. Es konnte lediglich
3’-Amino-2’-desoxythymidinmonophosphat 106 nachgewiesen werden (Abb. 70). Die

Ausbeute von 67% war jedoch wiederum sehr gut.

(0]
0] NH
& CH3CN, H,0, NEt; °0-p | k

/ \O N @]
67% °0 1 o
NCS NH;
39b 106

Abb. 70 Hydrolyse von Verbindung 39b

Offensichtlich waren die Reaktionsbedingungen zu basisch, so da} die Isothiocyanatgruppe
ebenfalls nucleophil angegriffen wurde. Der Versuch, die Hydrolyse unter milderen

Bedingungen in einer Triethylammoniumpufferlésung durchzufiihren, schlug jedoch ebenfalls
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fehl. Es konnte auch nach mehreren Tagen Reaktionszeit nur eine unvollstindige Hydrolyse
beobachtet werden. Zudem konnte diinnschichtchromatographisch wiederum nur die

Entstehung von 3’-Amino-2’-desoxythymidinmonophosphat 106 detektiert werden.

Da die Spaltung des cycloSal-Phosphattriesters wiBrig-basischer Bedingungen bedarf, kann
2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidinmonophosphat 33b auf diesem Weg nicht dargestellt

werden.
0] 0]
Base S /
NC I NS0 O7R NS0
~TTN0-P-0 g g 04 o
OH
|
NCS NCS
107 33b
Abb. 71 Moglicher Syntheseweg von 2°-Desoxy-3 -isothiocyanatothymidin-
monophosphat 33b
Moglicherweise konnte eine Syntheseroute iiber das entsprechende

71136, 137

2-Cyanoethylphosphat 10 I zum Erfolg fiihren, da die 2-Cyanoethylgruppe mit nicht-

nucleophilen Basen in einer B-Eliminierung abgespalten werden kann.

4.2 Eigenschaften der modifizierten 3-Methyl-cycloSal-

Nucleosidmonophosphate

In diesem Kapitel sollen zundchst die Hydrolyseeigenschaften der darstellten 3-Methyl-
cycloSal-Nucleosidmonophosphate in wiBrigem Phosphatpuffer dargestellt und diskutiert
werden. Ferner soll ihr Verhalten gegeniiber Serumcholinesterase sowie ihre Aktivitdt

gegeniiber dem HI-Virus vorgestellt und diskutiert werden.

4.2.1 Hydrolysekinetiken der 3-Methyl-cycloSal-Nucleosidmonophosphate

Um die Hydrolysestabilitdt der synthetisierten Pro-Nucleotide zu untersuchen, wurden
chemische Hydrolysekinetiken in basischem Medium bei 37 °C mit Phosphatpufferlosungen
(pH 7.3) durchgefiihrt. Aufgrund des Wasseriiberschusses konnte die Hydrolyse der Pro-
Nucleotide als Reaktion pseudo-erster Ordnung aufgefalit werden, so daB3 sich die Hydrolyse-

Halbwertszeiten t;, ermitteln lieBen.
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Es wurde eine 1.9 mM Hydrolyse-Stammlosung des jeweiligen Phosphattriesters durch
Verdiinnen einer 50 mM Stammldsung in Dimethylsulfoxid (DMSO) mit Wasser angesetzt.
Diese Stammldsung wurde mit einem internen Standard versetzt und die Hydrolyse
anschlieend durch Zugabe der auf 37 °C temperierten Phosphatpufferlosung gestartet. Die
Konzentration des Pro-Nucleotids in der so priparierten Losung betrug 0.94 mM, die der
Puffersalze 24.8 mM. Sofort nach Zugabe der Phosphatpufferlosung wurde jeweils ein
Aliquot entnommen (tp). Wihrend der Hydrolysen wurden weitere Proben entnommen und
zum Stoppen der Reaktion auf konzentrierte Essigsdure pipettiert sowie auf -196 °C (fliissiger

Stickstoff) abgekiihlt. Die so erhaltenen Proben wurden HPLC-analytisch untersucht.

Zur Auswertung der HPLC-Chromatogramme wurden die Peakflichenintegrale der Pro-
Nucleotide mit Hilfe des internen Standards normiert und in Abhdngigkeit von der Zeit
aufgetragen. Durch die experimentell bestimmten MefBpunkte wurden mit Hilfe eines
Tabellenkalkulationsprogammes (Excel®) exponentielle Ausgleichskurven bestimmt, so daB
sich Werte fiir die jeweilige Geschwindigkeitskonstante k der Hydrolyse ergaben. Aus den so

erhaltenen Werten fiir k konnten geméal3 der Formel

. 2
172 k

die Hydrolysehalbwertszeiten t;, errechnet werden.

Die Hydrolysegeschwindigkeit von cycloSal-Phosphattriestern kann durch die Wahl des
Substituenten am aromatischen Ring beeinflult werden (vgl. Kapitel 2.5, S.12).
Akzeptorsubstituenten (z.B. Chlor oder Nitro) in para-Stellung zur phenylischen
Esterbindung sollten eine schnelle Hydrolyse bewirken. Donorsubstituenten (z.B. Methyl,
tert-Butyl, Methoxy) in ortho- und/oder para-Stellung zur phenylischen Esterbindung sollten
eine langsamere Hydrolyse bewirken. Dies konnte fiir die cycloSal-d4TMP-Derivate auch

nachgewiesen werden.!*> 1*]

Dariiber hinaus konnten jedoch auch Abhingigkeiten der Hydrolysehalbwertszeiten sowohl

[65, 68, 75]

vom verwendeten Nucleosidanalogon als auch von der Natur des Substituenten in der

(75,135, 1391 pe obachtet werden.

3’-Position
Die Hydrolysehalbwertszeiten der synthetisierten 3-Methyl-Phosphattriester sollten daher im
Hinblick auf den Einflufl des Substituenten in der 3’-Position als auch auf den Einflul} des

Riickgrates des Nucleosidanalogons hin untersucht werden.
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Zunichst sollen die Hydrolysehalbwertszeiten der modifizierten, cyclischen 3-Methyl-
cycloSal-Nucleosidmonophosphate bestimmt und mit der Hydrolysehalbwertszeit von

3-Methyl-cycloSal-AZTMP 25b!"7) verglichen werden.

Auf eine Untersuchung der Hydrolysehalbwertszeit von 3-Methyl-cycloSal-2’-desoxy-3’-
isothiocyanatothymidin-monophosphat 39b wurde verzichtet, da bei dem Versuch der
Darstellung des entsprechenden Monophosphats 33b auch in gepufferter Ldsung eine
Hydrolyse der Isothiocyanatgruppe zu beobachten war (vgl. Kapitel 4.1.7, S. 59). Es hitte
demnach keine isolierte Hydrolysehalbwertszeit fiir den Abbau der cycloSal-Maske

beobachtet werden konnen, was die Vergleichbarkeit dieser Daten unmoglich gemacht hétte.

Abbildung 72 zeigt die ermittelten Hydrolysehalbwertszeiten der 3’-modifizierten 3-Methyl-
cycloSal-Phosphattriester.

3-Methyl-cycloSal-NMP  t1 [h]
3°-Allyl 39¢ 19.03
3°-Propargyl 39d 1642 3 Z
3°-Thiocyanat 39a 6.25 “
3’-Azid 25b 7.88 0 | | |
39c 39d 39a 25b
Abb. 72 Hydrolysehalbwertszeiten der 3’-modifizierten 3-Methyl-cycloSal-

Nucleosidmonophosphate

Es konnte eine deutliche Abhéngigkeit der Halbwertszeiten der chemischen Hydrolyse der
3-Methyl-cycloSal-Maske vom Substituenten in der 3’-Position beobachtet werden. Wahrend
die beiden Verbindung 39¢ sowie 39d, die eine Alkenyl- bzw. Alkinylgruppe tragen mit 19.03
bzw. 16.42 Stunden recht hohe Halbwertszeiten besitzen, so ist die Halbwertszeit von
Verbindung 39a, die eine Thiocyanatgruppe tragt, gegeniiber den anderen Verbindungen um
den Faktor 3 bzw. 2.4 erniedrigt. Die Halbwertszeit der Verbindung 39a liegt mit
6.25 Stunden jedoch in der gleichen Grofenordnung wie die der AZT-Verbindung 25b.

Bei den Substituenten der Verbindungen 39¢ und 39d handelt es sich um unpolare
Seitenketten. Demgegeniiber ist insbesondere die Polaritit der Azidgruppe aufgrund ihrer
zwitterionischen Struktur deutlich erhoht. Die ermittelten Hydrolysehalbwertszeiten deuten
damit auf eine Abhidngigkeit der Hydrolysehalbwertszeit von der Polaritit des
3’-Substituenten  hin. Auch der, wenn auch geringe, Unterschied der

Hydrolysehalbwertszeiten der Verbindungen 39¢ und 39d lieBe sich mit dieser Hypothese



66 Resultate und Diskussion

moglicherweise erkliaren. Die Propargylgruppe besitzt gegeniiber der Allylgruppe ein azides
Proton und ist demnach etwas polarer. Diese schwach erhohte Polaritit konnte zu der

geringen Beschleunigung der Hydrolyse fiihren.

Um den beobachteten Einflul des 3’-Substituenten genauer erkldren zu konnen, wurden
weitere 3-Methyl-cycloSal-Phosphattriester Thymin-haltiger Nucleosidanaloga auf ihre
Hydrolysehalbwertszeit hin untersucht (Abb. 73). Die verwendeten Nucleosidanaloga waren

2’,3’-Didesoxythymidin (ddT), d4T 2 sowie die Stammverbindung 2’-Desoxythymidin (dT).

16 4

3-Methyl-cycloSal-NMP t12 [h] .
ddT 108 14.93
d4T 109 14.03 = 1::
dT 110 855
AZT 25b 7.8
a8 100 M0 28
Abb. 73 Hydrolysehalbwertszeiten weiterer 3-Methyl-cycloSal-Phosphattriester

Es konnte erneut ein signifikanter EinfluB des Substitutionsmusters am Desoxyribosering
beobachtet werden. Die beiden Verbindungen 108 und 109, die keinen Substituenten in der
3’-Position tragen, wiesen mit 14.93 bzw. 14.03 Stunden recht hohe Halbwertszeiten auf. Der
Unterschied der Halbwertszeiten zwischen der geséttigten Verbindung 108 und der
ungesittigten d4T-Verbindung 109 war zudem sehr gering. Der Einflull der Konformation des
Nucleosidanalogons auf die Halbwertszeit der chemischen Hydrolyse ist in diesem Fall

demnach zu vernachléssigen.

Demgegeniiber wies die Hydrolyse der dT-Verbindung 110 mit einer Halbwertszeit von
8.55 Stunden ein deutliche Beschleunigung auf. Die Halbwertszeit lag in der gleichen
GroBenordnung wie die von 3-Methyl-cycloSal-AZTMP 25c¢.
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Abb. 74 Mogliche Hydrolysemechanismen von 3-Methyl-cycloSal-dTMP 110

Durch die 3’-Hydroxylgruppe sind bei 3-Methyl-cycloSal-dTMP 110 prinzipiell zwei
unterschiedliche Hydrolysewege denkbar (Abb. 74). Die gewiinschte Hydrolyse fiihrt durch
Angriff eines Nucleophils am Phosphoratom zur Bildung des gewiinschten
Nucleosidmonophosphats 111 (vgl. Kapitel 2.5, S. 12). Bei der Hydrolyse des cycloSal-
Phosphattriesters 110 ist jedoch, wie auch bei allen anderen cycloSal-Phosphattriestern mit
Nucleosiden, die eine freie 3’-Hydroxylgruppe tragen, ein intramolekularer Angriff der freien
Hydroxylgruppe auf das Phosphoratom mdglich. Ergebnis dieses Hydrolyseweges wire dann
der cyclische Phosphatdiester 112, der unter chemischen Bedingungen vermutlich nicht

weiter zum Monophosphat 111 hydrolysieren kann.

Um den Hydrolyseweg aufzukldren, wurde eine Probe von 3-Methyl-cycloSal-dTMP 110 in
einem NMR-Probenrohr in 300 pL deuteriertem Dimethylsulfoxid geldst und 500 pL eines
50 mM Imidazol-Salzsdure-Puffers (pH 7.3) zugesetzt. Der Verlauf der Hydrolyse wurde
*'P-NMR-spektroskopisch verfolgt (Abb. 75, S. 68). Die Zuordnung der Signale erfolgte auf
Basis der chemischen Verschiebungen sowie teilweise mit Hilfe von 'H-gekoppelter

3'P_.NMR-Spektroskopie.
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111+—

Abb. 75 ! P-NMR-Hydrolysestudie von 3-Methyl-cycloSal-dTMP 110

Kurz nach Beginn der Hydrolyse (t9) konnten die Signale der beiden Diastereomere der
Verbindung 110 bei -5.8 bzw -6.5 ppm detektiert werden. Diese Signale verschwanden im
Verlauf der Untersuchung zugunsten eines Signals bei 1.2 ppm. Zwischen den NMR-
spektroskopischen Untersuchungen wurde die Probe bei Raumtemperatur gelagert. Die
chemische Verschiebung des Hydrolyseproduktes mit einem Wert von 1.2 ppm zeigt eine
gute Ubereinstimmung mit der chemischen Verschiebung einer authentischen Probe des
Monophosphates 111.1**! Die chemische Verschiebung des cyclischen Phosphatdiesters 112
betrigt in reinem D,0 -2.56 ppm.!'**! Somit konnte in diesem Fall ausschlieBlich die Bildung
des gewiinschten Monophosphates 111 beobachtet werden. Die alternative Hydrolyse des
Phosphattriesters zum cyclischen Phosphatdiester 112 findet nicht statt. Dieses Ergebnis steht
in Ubereinstimmung mit frilheren Untersuchungen mit cycloSal-Phosphattriestern von

BVDU 10.17

Die beobachtete Beschleunigung der Hydrolyse der Verbindung 110 im Vergleich zu den
Phosphattriestern ohne 3’-Substituent (108 und 109) ist demnach nicht auf eine
Konkurrenzreaktion zur gewiinschten Hydrolyse zuriickzufiihren. Sie ist vermutlich, wie auch
die Beschleunigung der Hydrolyse der Verbindungen 25b und 39a, auf einen assistierenden
Effekt des 3’-Substituenten bei der Hydrolyse durch polare Wechselwirkungen oder, im Falle
der Hydroxylgruppe, auf die Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen mit dem
angreifenden Nucleophil zuriickzufiihren (Abb. 76, S. 69).
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Abb. 76 Effekte der 3°-Substituenten auf die Hydrolyse von cycloSal-Phosphattriestern

Die beobachtete Verlangsamung der Hydrolyse von Verbindungen, die einen unpolaren
Substituenten in der 3’-Position tragen, relativ zu Verbindungen ohne 3’-Substituent, konnte
mit einer sterischen Abschirmung des Phosphoratoms erkldrt werden. Ferner ist es denkbar,
daf} die Lipophilie des Substituenten den Angriff des geladenen Nucleophils erschwert. Dieser
Effekt wurde auch in Bezug auf den Substituenten in der 3-Postion des aromatischen Rings
der cycloSal-Maske beobachtet.**! 3-ters-Butyl-cycloSal-d4TMP weist eine bedeutend héhere
Stabilitdt auf als 3-Methyl-cycloSal-d4TMP 109, obwohl der +I-Effekt der tert-Butylgruppe
nicht wesentlich grofer ist als der der Methylgruppe.

Bei der Bestimmung der Hydrolysehalbwertszeiten der 3-Methyl-cycloSal-Phosphattriester
der acyclischen Nucleosidanaloga konnten iiberraschende Beobachtungen gemacht werden

(Abb. 77).

3-Methyl-cycloSal-NMP t12 [h]
5
OAc-T-GCV 38d 8.19
N;3-T-GCV 38b 7.62 _ ) o
SCN-T-GCV B 466 S
T-GCV 38a 112 y e
T-PCV 37a 1.08 s b 8 388 a
Abb. 77 Hydrolysehalbwertszeiten der cycloSal-Phosphattriester 37-38

Es konnte eine Beschleunigung der Hydrolyse gegeniiber den Phosphattriestern der
cyclischen Nucleosidanaloga beobachtet werden. So betrdgt die Hydrolysehalbwertszeit von
3-Methyl-cycloSal-Isothiocyanato-T-Ganciclovirmonophosphat 38¢  4.66 Stunden, wéhrend
die analoge Verbindung 39a eine Halbwertszeit von 6.25 Stunden besitzt. Dieser Effekt

konnte auch, wenn auch nur in geringem Male, bei den Verbindungen 25b und 38b, die eine
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Azidgruppe besitzen, beobachtet werden. Diese leichte Beschleunigung ist vermutlich auf die
hohere Flexibilitit des Nucleosidriickgrates zuriickzufiihren, die die Anndherung des
Nucleophils an das Phosphoratom erleichtert. Sehr auffillig sind jedoch die Halbwertszeiten
der beiden Phosphattriester 37a und 38a, die jeweils eine freie Hydroxylgruppe besitzen.
Diese Verbindungen hydrolysieren mit einer Halbwertszeit von 1.08 bzw. 1.12 Stunden und
sind damit deutlich labiler als die analoge Verbindung 3-Methyl-cycloSal-dTMP 110, die eine
Halbwertszeit von 8.55 Stunden besitzt. Diese deutliche Beschleunigung ist nicht allein durch

die erhohte Flexibilitét der Nucleosidanaloga zu erkléren.

Auch in diesem Fall konnte eine *'P-NMR-Hydrolysestudie Aufklirung iiber den Verlauf der
Hydrolyse bringen (Abb. 78).

31a ~— 113

t
/37a
o s A A ty
‘ to
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Abb. 78 ' P-NMR-Hydrolysestudie von 3-Methyl-cycloSal-T-PCVMP 37a

Zu Beginn der Hydrolyse (t9) konnten die Signale der Ausgangsverbindung bei -6.6 bzw.
-6.7 ppm detektiert werden. Das Verschwinden dieser Signale im Verlauf der Hydrolyse ging
einher mit dem Erscheinen von zwei neuen Signalen bei 1.8 ppm bzw. -3.5 ppm. Nach zwei
Wochen (t;) konnte kein Ausgangsmaterial mehr detektiert werden. Ferner konnte nach
diesem Zeitpunkt keine weitere Verdanderung der Signale mehr beobachtet werden. Die
Hydrolyse muflte also vollstindig abgelaufen sein. Das Signal bei 1.8 ppm konnte durch
Vergleich mit einer  authentischen Probe von  Penciclovirmonophosphat!'*”!

T-Penciclovirmonophosphat 31a zugeordnet werden. Durch Vergleich mit der analogen
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Guanin-haltigen Substanz!'** konnte das Signal bei -3.5 ppm dem Cyclophosphat 113
zugeordnet werden (Abb. 79). In diesem Fall entstanden lediglich 4% des gewiinschten
Monophosphates 31a, wihrend das Hydrolyseprodukt zu 96% aus dem unerwiinschten

cyclischen Phosphatdiester 113 bestand.

| P~ |
OH og © OH
37a 113 31a
Abb. 79 Produktverteilung bei der Hydrolyse des Phosphattriesters 37a

Eine *'P-NMR-spektroskopische Untersuchung von 3-Methyl-cycloSal-T-GCVMP 38al®!
konnte zeigen, daB auch in diesem Fall das Monophosphat zu 6% und zu 94% das
unerwiinschte Cyclophosphat entstand. Das Hydrolyseverhalten ist demnach unabhéngig von

dem Riickgrat der acyclischen Nucleosidanaloga.

727 konnte gezeigt werden, daB auch bei der Hydrolyse von cycloSal-

In friiheren Arbeiten!
Phosphattriestern des Guanin-haltigen Nucleosidanalogons PCV 8 das Cyclophosphat
entsteht. Sollte auch in diesem Fall die Produktverteilung bei der Hydrolyse unabhédngig vom
Nucleosidriickgrat sein, so war ein analoges Hydrolyseverhalten fiir 3-Methyl-cycloSal-

Ganciclovirmonophosphat 114" zu erwarten.

Tatsichlich konnte mittels *'P-NMR-spektroskopischen Untersuchungen gezeigt werden, daf
auch diese Verbindung zu 94% den cyclischen Phosphatdiester 115 liefert (Abb. 80). Die
getrennten Diastereomerenpaare dieser Verbindung zeigten dabei sowohl eine nahezu

identische Hydrolysehalbwertszeit als auch eine identische Produktverteilung.

O O I
% G ©5-Pu
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114 G = Guanin 115 116
Abb. 80 Hydrolyse von 3-Methyl-cycloSal-Ganciclovirmonophosphat 114

Untersuchungen der Verbindung 114 beziiglich ihrer antiviralen Aktivitit gegeniiber dem

Herpes-Simplex-Virus Typ 1 (HSV-1) konnten zeigen, da3 diese Verbindung im Gegensatz
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zu cycloSal-Phosphattriestern von Penciclovir 8 eine gute Aktivitit gegen das Virus
besitzt."**! Auch wurde ein vollstandiger Erhalt der antiviralen Aktivitit in Thymidinkinase-
defizienten Zellinien festgestellt. Diese Aktivitét ist auf das Vorhandensein von GCVMP 115
zuriickzufiihren. Bisher ging man davon aus, daf3 die Verbindung 114 im Gegensatz zu den
analogen Penciclovir-Verbindungen das Monophosphat liefert und daher Aktivitit gegen das
Virus entwickelt. Diese neuen Ergebnisse zeigen jedoch, dal bei der Hydrolyse von
Verbindung 114 ebenfalls das Cyclophosphat 116 freigesetzt wird. Dieses mufl in
biologischen Medien enzymatisch in das Monophosphat 115 hydrolysiert werden, so daf3 sich
die biologische Aktivitdt entfalten kann, wiahrend Penciclovircyclophosphat kein Substrat fiir

das Enzym ist.

422 Cholinesterase-Assay

Die in vielen Spezies vorkommenden Cholinesterasen gehoren zur Klasse der Serin-
Hydrolasen. Beim Menschen unterscheidet man zwischen der hochspezifischen
Acetylcholinesterase (AChE, E.C. 3.1.1.7) und der unspezifischen Butyrylcholinesterase
(Serumcholinesterase, BChE, E.C. 3.1.1.8).l'*"! Beide Enzyme hydrolysieren Acetylcholin zu
Essigsdure und Cholin. Die Acetylcholinesterase ist ein physiologisch essentielles Enzym aus
der Nervenreizleitung. Die Butyrylcholinesterase ist dagegen ein Leber- und Plasmaenzym.
Ihre genaue physiologische Bedeutung ist noch unklar, da kein spezifisches Substrat bekannt
ist.

Es ist ein seit langem bekanntes und unter anderem auch militérisch genutztes Faktum, daf3
verschiedene Organophosphate starke Inhibitoren der AChE sind. Diese Organophosphate
reagieren nach einem Additions-Eliminierungsmechanismus mit dem hochreaktiven Serin-
Rest im aktiven Zentrum der AChE und bilden ein kovalentes Addukt (suicide inhibition).**"
Da cycloSal-Nucleosidmonophosphate reaktive Organophosphate darstellen, sind auch sie
potentielle Inhibitoren der AChE. Untersuchungen an einer Vielzahl von cycloSal-
Phosphattriestern konnten zeigen, da3 eine Reihe diesen Verbindungen gute Inhibitoren der
BChE, jedoch nicht der AChE sind.!"** "*!"! Dabei konnte eine Struktur-Aktivitits-Beziehung
aufgestellt werden. Insbesondere die Konfiguration am Phosphoratom ist von entscheidender
Bedeutung. So konnte bewiesen werden, daBl in der Regel lediglich eines der beiden
Diastereomere der cycloSal-Phosphattriester die BChE inhibiert, wéhrend das andere
Diastereomer keinerlei inhibitorische Aktivitét besitzt. Auch der Substituent in der 3’-Position

ist von Bedeutung fiir die inhibitorischen Eigenschaften. Sperrige Substituenten in dieser
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Position verringern die inhibierende Wirkung, wéihrend die Abwesenheit eines Substituenten

zu verstarkter Inhibition des Enzyms fiihrt.

Um den Einflu3 des Nucleosidriickgrates auf die Inhibition der BChE zu untersuchen, wurden
ausgewahlte acyclische Nucleosidanaloga untersucht. Ziel des Assays war die Bestimmung
von ICso-Werten nach finf und fiinfzehn Minuten Reaktionszeit. Dazu wurden eine
Acetylcholinchloridldsung, eine Natriumchloridldsung, eine Losung des jeweiligen cycloSal-
Nucleotids in Dimethylsulfoxid sowie eine auf pH 7.8 gepufferte m-Nitrophenollosung
gemischt und mit Wasser verdiinnt. Zu dieser Testmischung wurde humanes Blutserum (Mix
von fiinf Probanden) gegeben, um die enzymatische Reaktion zu starten. Die Reaktion wurde
direkt im auf 25 °C temperierten Photometer verfolgt. Ein Reaktionsansatz lieferte als
Referenzwerte Abnahmen der Extinktion nach fiinf bzw. fiinfzehn Minuten. Die
Konzentrationen der potentiellen Inhibitoren wurde variiert, um den I1Cso-Wert zu ermitteln.
Zur Auswertung wurde fiir jede getestete Substanz die Abnahme der Extinktion bei der
jeweiligen Inhibitorkonzentration nach fiinf bzw. flinfzehn Minuten ermittelt. Diese Werte
wurden graphisch gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen. Die so erhaltenen
empirischen Kurven zeigten einen pseudolinearen Bereich, in dem eine lineare Regression

erfolgte. Aus der so erhaltenen Geraden lieBen sich die entsprechenden ICsp-Werte ablesen.

Tabelle 1 stellt die ICs-Werte ausgewihlter cycloSal-Phosphattriester gegeniiber
Butyrylcholinesterase dar.

3-Methyl-cycloSal-NMP ;CI\S/i)iI[lilt\::[r]l IISC 15\(;[1[1?11\‘[46]11
T 110 36 23
AZT 25b 40 21
T 109 1.2 0.71
GCV 114 > 50 37
PCV 117 =30 Y
T-GCV 38a 38 13
T-PCV 37a 46 10

Tabelle 1 Inhibitorische Eigenschaften verschiedener cycloSal-Phosphattriester

Betrachtet man die ermittelten ICso-Werte, so erkennt man zunédchst den Einfluf3 eines

Substituenten in 3’-Position. Wéhrend die d4T-Verbindung 109 ein sehr guter Inhibitor der
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BChE ist, sind die entsprechenden dT- bzw. AZT-Verbindungen 110 und 25b nur miBige
Inhibitoren der BChE. Vergleicht man die Werte der T-GCV-Verbindung 38a und der
T-PCV-Verbindung 37a mit denen der Stammverbindung 110, so zeigt sich, da3 die beiden
acyclischen Verbindungen insbesondere nach 15 Minuten deutlich stirker inhibieren als die
dT-Verbindung 110. Diese Tatsache ist vermutlich auf die erhohte Flexibilitit des
Nucleosidriickgrates zuriickzufiihren, die es den Phosphattriestern ermdglicht, sich besser an

das aktive Zentrum des Enzyms anzupassen.

Jedoch ist nicht allein das Riickgrat des Nucleosids von Bedeutung, sondern auch die
Nucleobase. Die Verbindungen 114 und 117, die Guanin-haltig sind, zeigen trotz des gleichen
Riickgrates eine deutlich geringere Inhibierung des Enzyms als die Verbindungen 37a
und 38a. Guanin-haltige cycloSal-Phosphattriester sind demnach schwichere Inhibitoren der
Serumcholinesterase als Thymin-haltige. Dieser Befund konnte auch bei anderen

Nucleosidanaloga gefunden werden.!'*"
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423 Antivirale in-vitro- Aktivitit

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jan Balzarini, Universitidt Leuven,
Belgien, wurden die synthetisierten Nucleosidanaloga sowie deren cycloSal-Phosphattriester
(Abb. 81) in-vitro-anti-HIV-Tests in Zellkulturen unterzogen. Als Testsysteme kamen HIV-1-
bzw. HIV-2-infizierte humane T-Lymphozyten (CEM/0) ebenso zum Einsatz wie HIV-2-
infizierte Thymidinkinase-defiziente Zellen (CEM/TKD).
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\'ANH o \'ANH
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HO N&o Cgie Nko
e o
I
R R
R = SCN 42a R =SCN 39a
R =NCS 42b R = Allyl 39c
R = Allyl 42c R = Propargyl 39d

R = Propargyl 42d

R=0OH X=CH, 40 R=0H 38a
R=OH X=0 30 R =N, 38b
R =Nj X=0 41a R=SCN 38c
R=SCN X=0 41b R=0Ac 38d
R=0Ac X=0 67
Abb. 81 Auf ihre Aktivitit gegen das HI-Virus getestete Nucleosidanaloga und

cycloSal-Nucleosidmonophosphate

Dabei zeigte keine der getesteten Verbindungen Aktivitdt gegen das HIV-1. Auch wiesen die
synthetisierten cycloSal-Nucleosidmonophosphate keinerlei Aktivitdt gegen das HI-Virus in

den Thymidinkinase-defizienten Zellen auf.

Obwohl die cyclischen Nucleosidanaloga in der 3’-Position Substituenten tragen, die der
Azidgruppe in AZT 1 strukturell eng verwandt oder sogar isoelektronisch zu ihr sind,
entwickeln sie keinerlei Aktivitit gegen das HI-Virus. Die entsprechenden cycloSal-
Phosphattriester setzen zwar die Nucleosidmonophosphate frei, jedoch zeigen auch diese

Verbindungen keine antivirale Aktivitit. Die fehlende Aktivitit der Nucleosidanaloga ist
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demnach nicht auf eine eventuell gehemmte Phosphorylierung zum Monophosphat
zuriickzufiihren, sondern  vielmehr auf eine Limitierung in den  weiteren
Phosphorylierungsschritten (vgl. Kapitel 4.3) und/oder auf eine mangelnde Aktivitdt der
entsprechenden Triphosphate.

Auch die Nucleosidanaloga sowie die cycloSal-Nucleosidmonophosphate mit acyclischem
Nucleosidriickgrat besitzen keinerlei Aktivitit gegeniiber dem HI-Virus. Fiir den Fall des
3-Methyl-cycloSal-T-Ganciclovirmonophosphats 38a ist dies auf die intrazelluldre Bildung
des Cyclophosphates (vgl. Kapitel 4.2.1, S. 63) zurilickzufiihren, jedoch besitzt auch das

Nucleosidanalogon T-Ganciclovir 30 selbst keine antivirale Aktivitét.

Ersetzt man das 2’-Desoxyriboseriickgrat von AZT 1 durch das acyclische Riickgrat der
Verbindung 41a, der gegeniiber AZT 1 lediglich das 2’-Kohlenstoffatom des Riboseringes
fehlt, so verliert die Verbindung ihre antivirale Aktivitit vollstindig. Dies gilt auch fiir den
entsprechenden  cycloSal-Phosphattriester 38b,  die  strukturell eng  verwandten
Verbindungen 42a-d sowie deren cycloSal-Phosphattriester 39a,¢,d. Auch in diesen Féllen
muf} offen bleiben, ob die fehlende Aktivitit auf einer mangelnden Phosphorylierung des

Mono- bzw. Diphosphates und/oder einer Inaktivitit des Triphosphates beruht.

4.3 Eigenschaften der Nucleosidmonophosphate

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Nucleosidanaloga wurden in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Roger S. Goody und Dr. Joachim Reinstein vom Max-Planck-
Institut fiir Molekulare Physiologie in Dortmund auf ihre Substrateigenschaften gegeniiber

humaner Thymidylatkinase hin untersucht.

Dazu wurden detaillierte steady-state Untersuchungen der Vorwértsreaktion der
Thymidylatkinase durchgefiihrt (vgl. Kapitel 2.7, S. 16). Alle steady-state Messungen wurden
bei 25°C an humaner Thymidylatkinase vom Wildtyp (hsTmpKy:) durchgefiihrt. Als
Phosphoryldonor diente jeweils MgATP. Die Konzentration des Phosphoryldonors wurde bei
den kinetischen Untersuchungen konstant gehalten, da dies zur Anwendung der analytischen
Michaelis-Menten-Gleichung auf ein Enzym, welches zwei Substrate simultan bindet (vgl.
Abb. 16, S. 17), notwendig ist.”!! Aufgrund dieser Versuchsdurchfiihrung konnten fiir die
untersuchten Nucleotide die katalytische Ratenkonstante k., die Michaelis-Konstante Ky
(Bindungskonstante im terndren Komplex) sowie die daraus ermittelte katalytische Effizienz

(keat/Kn) bestimmt werden.
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Die fiir die dargestellten Nucleotide erhaltenen Ergebnisse sollten mit denen fiir das natiirliche
Substrat dTMP 111 sowie mit denn der Monophosphate der antiviral aktiven
Nucleosidanaloga AZT 1 und d4T 2 verglichen werden.

Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse der enzymkinetischen Untersuchungen

hsTmpK., Vorwartsreaktion
Keat[s'] Ky [BM]  ke/Ku [M's7107]

dTMP 111 0.73 £ 0.05 6+1 122 £22
d4TMP 118 0.0757 + 0.0003 13+1 5.8+04
AZTMP 26 0.0122 +0.0002 12£3 1.0£0.2
3’-Isothiocyanato-dTMP 33a <0.02 n. d.? n. d.?
3°-Allyl-dTMP 33c¢ <0.02 n. d.” n. d.”
3’-Propargyl-dTMP 33d <0.02 n. d.? n. d.?

¥ n. d.: nicht detektierbar

Tabelle 2 Enzymkinetische Daten fiir die Nucleotidanaloga 33a,c,d und

Referenzverbindungen

Das natiirliche Substrat des Enzyms, dTMP 111 wird mit einer Rate von 0.73 s
phosphoryliert. Dabei zeigt das Nucleotid eine Bindungskonstante an das Enzym von 6 uM.
Daraus resultiert eine Enzymeffizienz von 122 M's'10”. Die Phosphorylierungsrate von
d4TMP 118 ist demgegeniiber um den Faktor zehn geringer. Zudem sinkt die Affinitdt des
Nucleotids gegeniiber dem Enzym um den Faktor zwei, so daB} sich die katalytische Effizienz
um den Faktor 20 erniedrigt. AZTMP 26 besitzt zwar eine vergleichbare Affinitit gegeniiber
der Thymidylatkinase wie d4TMP 118, jedoch sinkt die Phosphorylierungsrate weiter um den

Faktor sechs. Dementsprechend sinkt auch die Enzymeffizienz um den Faktor sechs.

Bei der Untersuchung der Nucleotidanaloga 33a,c,d konnte {iberraschenderweise nahezu
keine Phosphorylierung dieser Verbindungen beobachtet werden. Auch besitzen die
Verbindungen keinerlei Affinitdt gegentiber der Thymidylatkinase. Diese Beobachtungen sind
umso erstaunlicher, als diese Verbindungen 3’-Substituenten tragen, die der Azidgruppe in
AZTMP 26 strukturell eng verwandt oder sogar im Falle der Isothiocyanatgruppe
isoelektronisch zu dieser sind. Eine mogliche Erklarung fiir diesen Befund konnte in der
zwitterionischen Struktur der Azidgruppe in AZTMP 26 liegen. Zwar verursacht der sterische

Anspruch dieser Gruppe eine Repulsion des P-Loop (vgl. Abb. 17, S. 18), jedoch konnte diese
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Repulsion bei einer Interaktion eines Substituenten mit dhnlichem sterischem Anspruch ohne
die zwitterionische Struktur noch verstidrkt werden. Daraus resultiert vermutlich die duflerst

geringe Phosphorylierung der Nucleotidanaloga 33a,c,d.

Ein weiterer Hinweis in diese Richtung lieferte die enzymkinetische Untersuchung der
Nucleotidanaloga 33a,c,d gegenliber HSV-codierter Thymidinkinase, welche auch
Thymidylatkinase-Aktivitit besitzt.””) In diesem Experiment wurde das Nucleotidanalogon
mit dem Enzym in Gegenwart von MgATP und dTMP 111 inkubiert. Bei diesem
Konkurrenzexperiment stellt die Erniedrigung der Phosphorylierungsrate von dTMP 111 ein
MaB fiir den Grad der Phosphorylierung des Nucleotidanalogons dar. In diesem Experiment
konnte fiir keines der Nucleotidanaloga 33a,c,d eine Verringerung der Phosphorylierung von
dTMP 111 beobachtet werden. Dieser Befund zeigt, dall diese Nucleotidanaloga auch von der
HSV-codierten Thymidinkinase nicht als Substrat akzeptiert werden.

Zusammenfassend 146t sich feststellen, dal die modifizierten Nucleosidanaloga 33a,c,d selbst
bei hoher antiviraler Aktivitét ihrer Triphosphate in in-vitro Tests diese Aktivitdt nicht zeigen
konnten, da die entsprechenden Monophosphate nicht in die Diphosphate {iberfiihrt werden.
Daher fiihrt in diesen Fillen auch die Applikation eines Pro-Nucleotids nicht zum Erfolg. Ein
abschlieBender Befund iiber die potentielle antivirale Aktivitit dieser Verbindungen konnte
nur iiber eine Untersuchung der inhibitorischen Eigenschaften der Triphosphate gegeniiber

viraler Reverser Transkriptase erfolgen.

Auch die acyclischen Nucleotidanaloga 31a,b und 32a wurden auf ihre Substrateigenschaften
gegeniiber humaner Thymidylatkinase von Wildtyp (hsTmpK) untersucht. Tabelle 3, S. 79

zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen.

Zwar werden auch die acyclischen Nucleotidanaloga 31a,b und 32a von dem Enzym nur
unzureichend phosphoryliert, jedoch lassen sich aus den enzymkinetischen Daten wertvolle

Hinweise auf den Mechanismus der Phosphorylierung ableiten.
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hsTmpK., Vorwartsreaktion
Keac[s™'] Ku [UM]  kea/Ky [M7's7107]

dTMP 111 0.73+0.05 61 122 +22
d4TMP 118  0.0757 + 0.0003 13+1 58+04
AZTMP 26 0.0122 +0.0002 12+3 1.0+0.2
T-GCVMPP 32a ~ 0.008 ~ 1300 ~ 0.006
T-PCVMPPY 31a ~0.0014 ~ 20 ~0.07
N;-T-PCVMP 31b n. d.? n. d.” n. d.?

 n. d.: nicht detektierbar

Tabelle 3 Enzymkinetische Daten fiir die acyclischen Nucleosidanaloga 31a,b und 32a

sowie Referenzverbindungen

T-Ganciclovirmonophosphat 32a®),  welches noch zwei strukturelle Merkmale des
natiirlichen Substrates, dTMP 111, die freie Hydroxylgruppe sowie den Aminalsauerstoff,
tragt, besitzt von den getesteten acyclischen Nucleotidanaloga die hochste
Phosphorylierungsrate. Jedoch ist auch diese selbst gegeniiber AZTMP 26 um den Faktor 1.5
erniedrigt. Ferner besitzt T-GCVMP 32a eine dulerst geringe Affinitit gegeniiber dem
Enzym, so daB8 auch die Enzymeffizienz sehr gering ist. T-Penciclovirmonophophat 31a,
welches nur noch ein strukturelles Merkmal, die freie Hydroxylgruppe, tragt, wird deutlich
weniger gut phosphoryliert. Allerdings besitzt dieses Nucleotidanalogon eine bessere Affinitét
gegeniiber dem Enzym als T-GCVMP 32a. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dafl der
Aminalsauerstoff, doch in die Bindung an das aktive Zentrum des Enzyms involviert ist

(vgl. Abb. 17, S. 18). Jedoch ist nicht auszuschliefen, dall Konformationsunterschiede der

Nucleotidanaloga fiir den beobachteten Effekt verantwortlich sind.

Azido-T-Penciclovir 31b, welches keines der beiden strukturellen Merkmale des natiirlichen

Substrats mehr aufweist, wird nicht mehr phosphoryliert.

Diese Befunde konnten einen Beitrag zur Aufklirung des Mechanismus der
Thymidylatkinasereaktion liefern. Es wurde vermutet, daf3 der ratenlimitierende Schritt in der
Aktivierung von AZTMP 26 durch hsTmpKy: der Phosphoryltransfer, also der chemische
Schritt, sein konnte. Sollten die a-Phosphatgruppe von AZTMP 26 und die y-Phosphatgruppe

von ATP infolge der durch den P-Loop-Shift ausgelosten Verzerrung der Enzymstruktur nicht
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optimal zueinander positioniert sein, hétte dieser Effekt durch eine flexiblere Struktur des

Nucleosidriickgrates, die sich der Verzerrung anpassen kann, ausgeglichen werden kdnnen.

Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, daf3 tatséchlich die als induced fit bezeichnete
Konformationsdnderung von der offenen in die geschlossene Form, die durch die
Substratbindung induziert wird, den ratenlimitierenden Schritt der Thymidylatkinasereaktion

darstellt.
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4.4 Synthese der potentiell antiviral aktiven cycloSal-
Nucleosidphosphonate
Zunichst sollte versucht werden, dall cycloSal-Konzept auf das antiviral aktive

Nucleosidphosphonat 9-[2-Phosphonylmethoxyethyl]adenin (PMEA) 11 zu {ibertragen. Dazu
mullte zuerst der Diethylester von PMEA 11 dargestellt werden.

4.4.1 Synthese von 9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124
Acetylchlorid,
[O> ZnCl,, n-Pentan O P(OEt);3 )?\ o (.P?
5 = PN o~ OO T 0O Rooet
119 120 121
Dowex 50x8, EtOH
99%
5 (.F?) MsCI, NEts, CH,Cl, 5 (.li
Y~ "\"OEt N NCOEt
MsO oot 99% HO Ot
123 122
Adenin, NaH, DMF
52% ki
N
<17
o] N N
1l
EtO’/P\/O\)
EtO
124
Abb. 82 Synthese von 9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124

9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124 konnte analog zu einer bekannten
Syntheseroute dargestellt werden (Abb. 82). Der erste Schritt besteht in der Ringéffnung von
1,3-Dioxolan 119 mit Acetylchlorid in Gegenwart von Zinkchlorid bei Raumtemperatur zu
Acetoxy-2-(chlormethoxy)ethan 120, das in einer Ausbeute von 93% isoliert werden
konnte.'™ Die Einfiihrung der Phosphonatgruppe zu 121 erfolgte durch eine Michaelis-
Arbuzov-Reaktion mit Triethylphosphit zu Diethyl-(2-acetoxymethyl)phosphonat 121.['*
Anschliefend wurde die Acetylgruppe in Verbindung 121 durch Behandlung mit saurem
Ionentauscher in Ethanol zu Diethyl-(2-hydroxyethoxymethyl)phosphonat 122 abgespalten,
welches nach Abfiltrieren vom Ionentauscher und Koevaporieren mit Toluol in einer

[143

Ausbeute von 99% erhalten wurde.'**! Um die Hydroxylgruppe in Verbindung 122 in ein
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gutes Nucleofug zu tiberfithren, wurde das Mesylat 123 durch Reaktion des Alkohols 122 mit
Methansulfonsdurechlorid (MsCl) dargestellt.!'*” Das Mesylat wurde in nahezu quantitativer
Ausbeute erhalten und ohne weitere Aufreinigung fiir die folgende Umsetzung verwandt. Zur
Einfiihrung der Nucleobase wurde das Mesylat 123 mit dem Natriumsalz von Adenin in
N,N-Dimethylformamid bei 100 °C zur Reaktion gebracht. Das gewiinschte Produkt,
9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124, konnte in einer Ausbeute von 52% isoliert

werden.

Es ist auch moglich, Verbindung 124 aus dem Natriumsalz von Adenin und dem dem
Mesylat 123 analogen Tosylat zu erhalten. Bei dieser Reaktionsfiihrung entstehen jedoch
signifikante Mengen des N-7 alkylierten Produktes, das von der Zielverbindung 124
abgetrennt werden muB."®! Die Struktur von Verbindung 124 konnte durch Aufnahme eines

HMBC-Spektrums bewiesen werden.

442 Synthesestrategie zur Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester

Die Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester von PMEA 11 sollte iiber das entsprechende
Phosphonséuredichlorid 125 durch Kondensation mit Salicylalkohol erfolgen (Abb. 83). Da in
vorangegangenen Arbeiten'’® der Versuch der Darstellung der Zielverbindung 34a ohne
Schutzgruppen nicht erfolgreich war, sollte zuvor die exocyclische Aminogruppe der

Nucleobase geschiitzt werden.

NH, NHSG
N
</N | SN f— </ | )N
/) — N “
(,),O N N I
o P/\/O CI/P\/O\)
34a 125
NH, NHSG
o </N | /) & o </N | /)
Ml I
EtOﬁP\/O\) EtO/,P\/O\)
EtO EtO
124 126

Abb. 83 Retrosynthese von 9-[2-cycloSal-Phosphonylmethoxyethyl]adenin 34a
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Aufgrund der Basenlabilitit der Zielverbindung 34a kamen als Schutzgruppen nur solche in
Frage, die sich wie zB. die tert-Butyloxycarbonylgruppe (BOC) oder die
Monomethoxytritylgruppe (MMTr) unter sauren Bedingungen abspalten lassen. ['*Y]
Alternativ sind Schutzgruppen denkbar, die sich wie die Fluorenylmethoxycarbonylgruppe

(Fmoc) mit nicht nucleophilen Basen in einer B-Eliminierung abspalten lassen.!'*¥

Die Darstellung des Phosphonsduredichlorides 125 aus dem Phosphonatdiethylester 126 sollte
durch intermediire Uberfilhrung in den Bis(trimethylsilyl)ester und anschlieBende
Chlorierung erfolgen. Fiir diese Chlorierung sind einige Methoden bekannt. So ist es mdglich,
Trimethylsilylester durch Behandlung mit Chlormethylen-dimethylammoniumchlorid
(Vilsmeier Reagenz) in die entsprechenden Sdurechloride zu iiberfiihren. Das Vilsmeier-
Reagenz kann in situ aus Phosphorylchlorid bzw. Oxalylchlorid mit einer katalytischen
Menge an N,N-Dimethylformamid dargestellt werden.'*”! Mit dieser Methode konnten

Konjugate aus dem antiviral aktiven Phosphonat Foscarnet und AZT 1 dargestellt werden.

Weiterhin ist es mdglich, Sdurechloride aus den Trimethylsilylestern durch Reaktion mit
Phosphorpentachlorid in Dichlormethan/Tetrachlormethan zu erhalten.!'*) Mit Hilfe dieser
Methode konnten Alkyl- und Arylester von PMEA 11 als potentielle Prodrugs erhalten

werden.!'*7]

Geht man bei der Synthese der cycloSal-Phosphonatdiester nicht vom Diethylphosphonat 124
aus, sondern von PMEA 11 selbst, so ist es moglich, das Phosphonsduredichlorid 125 durch
Reaktion des Phosphonates 127 mit Phosphorpentachlorid in Phosphorylchlorid als

[148

Losungsmittel zu erhalten.!'*® Auf diese Weise konnten cycloSal-Phosphonatdiester 128 von

unfunktionalisierten Alkylphosphonaten erhalten werden (Abb. 84).

Q 1. PCls, POCly Qo
HO-P~Rr 2. Salicylalkohol, Base P
HO - alicy ’ o R

127 R = Alkyl 128

Abb. 84 Synthese von cycloSal-Phosphonatalkylestern 128

Die Reaktionsbedingungen fiir die Chlorierung sind jedoch sehr harsch. So muf} die
Reaktionsmischung auf 120 °C erhitzt werden, was die Methode ungeeignet fiir die Synthese
von cycloSal-Phosphatdiestern von PMEA 11 macht. Da zudem zwei Aquivalente
Chlorwasserstoff freigesetzt werden, ist diese Synthesemoglichkeit mit sdurelabilen

Schutzgruppen mit kompatibel.

Ausgehend vom Phosphonat ist eine weitere Syntheseroute denkbar. So konnte versucht

werden, das freie Phosphonat direkt mit dem Salicylalkohol zu kondensieren. Dazu ist ein
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geeigneter Aktivator notwendig. IMBACH et al. gelang 1996 auf diese Weise die Synthese
der in Kapitel 2.4 erwihnten SATE-Prodrugs von PMEA 11 in Ausbeuten von 24-71%.P"

NHMMTr NH,
</ | 1. MSNT, ROH, Pyridin </ |
A J
0 N SN 2. CH3CO,H, H,0, CH30H 0 N™ >N
X O’P O\/J RO//P\/’O\/J
x*0 X* = Et;NH* R = (CH,),C(O)R' RO
129 17
Abb. 85 Synthese der Bis-(SATE)-PMEA-Prodrugs 17

Als Aktivator fungierte Mesitylensufonyl-3-nitrotriazol (MSNT), das auch in der Synthese
von Phosphattriestern Anwendung findet.

Es sollte zundchst versucht werden, ausgehend vom Diethylphosphonat 124 eine BOC-

Schutzgruppe einzufiihren, um anschlieBend die cyc/oSal-Einheit aufzubauen.

443 Versuche der Einfiihrung einer BOC-Schutzgruppe

Die BOC-Schutzgruppe wird tiblicherweise nicht in der Nucleosidchemie zum Schiitzen der
exocyclischen Aminogruppe von Adenosinderivaten verwandt, da sie unter stark sauren
Bedingungen  abgespalten werden muB3 und diese Bedingungen bei 2’-
Desoxyadenosinderivaten zum Bruch der glycosidischen Bindung fithren konnen. Eine
Ausnahme bilden acyclische Nucleosid- und Nucleotidanaloga wie PMEA 11, die keine

glycosidische Bindung besitzen.

Es wurde zunichst versucht die BOC-Schutzgruppe mit Di-tert-Butyldicarbonat in Gegenwart
einer Base einzufiihren (Abb. 86). Jedoch konnte bei Verwendung von Pyridin sowie von
Natriumhydroxid in Wasser keine Reaktion beobachtet werden. Auch bei Verwendung von
Natriumhexamethyldisilazid in Tetrahydrofuran konnte das gewiinschte Produkt 130 nicht

isoliert werden.

0] /J<:
NH, HNJ\O
f\ BOC,0, Base, Losungsm|ttel (NfN
] ) )

N
Il
E}E?(;/P\/ Eto/P\/O\)

124 130

Abb. 86 Versuch der Einfiihrung der BOC-Schutzgruppe mit Di-tert-Butyldicarbonat
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Es wurde vermutet, dal Di-fert-Butyldicarbonat nicht reaktiv genug sein kdnnte, um eine
Reaktion mit der exocyclischen Aminogruppe zu bewirken. Daher wurde im Anschluf3
versucht, die BOC-Schutzgruppe durch Verwendung eines tert-Butyloxycarbonylaktivesters,
2-(tert-Butyloxycarbonyl-oxyimin)-2-phenylacetonitril (BOC-ON) einzufiihren (Abb. 87).

(0] J<
NH, HNJJ\O

N BOC-ON, Base, L | NN
] . "
< ) , as;/a/, dsungsmitte < | )
EtO’P\/O\) EtO’P\/O\)
O._OtBu
124 Y 130
BOC-ON = .0

N

PhJJ\CN

Abb. 87 Versuch der Einfiihrung der BOC-Schutzgruppe mit BOC-ON
Jedoch konnte auch bei der Verwendung von BOC-ON in Gegenwart von Triethylamin oder
Lithiumhexamethyldisilazid keine Reaktion beobachtet werden.

Die exocyclische Aminogruppe des Adeninderivates 124 ist vermutlich aufgrund der
Elektronenarmut der Nucleobase nicht nucleophil genug, um unter den untersuchten
Bedingungen zu reagieren.

Nach AbschluB3 dieser Versuche verdffentlichten NORTH et al. eine Methode zur Schiitzung

der Aminogruppe von Adenin. Hierzu waren 4 Molédquivalente Natriumhydrid als Base sowie

4 Moléquivalente Di-tert-Butyldicarbonat notwendig.!'*”!

4.44 Synthese von 9-[2-cycloSal-Phosphonylmethoxyethyl]adenin 34a iiber eine

Fmoc-Schutzgruppenstrategie

Die Fmoc-Schutzgruppe konnte iiber eine bekannte Synthesemethode!’® eingefiihrt werden

(Abb. 88).

NH, N(Fmoc), NHFmoc
0 N™” >N N 0
EtE%,IFI’\/O\) EtO’P\/O\) EtO’P\/O\)
124 131a 78% 131b 18%

Abb. 88 Einfiihrung der Fmoc-Schutzgruppe
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Bei der Reaktion von  9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124 ~ mit
Chlorameisensdurefluorenylmethoxycarbonylester (FmocCl) konnte das gewiinschte,
zweifach geschiitzte Produkt 131a in einer Ausbeute von 78% isoliert werden. Daneben

konnten auch 18% der einfach geschiitzten Verbindung 131b erhalten werden.

Die letztere Verbindung wurde erfolgreich zum cycloSal-Phosphonatdiester 132b umgesetzt.
Zunichst wurde mit Bromtrimethylsilan (TMSBr) in Acetonitril das Diethylphosphonat in das
Bis(trimethylsilyl)phosphonat tiberfiihrt. Nach Abkondensieren der fliichtigen Anteile wurde
das Bis(trimethylsilyl)phosphonat ohne weitere Aufreinigung und Charakterisierung nach
Aufnahme in Dichlormethan mit Oxalylchlorid in Gegenwart einer katalytischen Menge an
N,N-Dimethylformamid in das Phosphonsduredichlorid iiberfiihrt. Dieses wurde nach
Abkondensieren der fliichtigen Anteile sofort mit 1.2 Moldquivalenten Salicylalkohol in
Gegenwart von 3 Moldquivalenten Pyridin und 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) zur
Reaktion gebracht.'**! Nach einer Reaktionszeit von drei Tagen konnte das gewiinschte
Produkt 132b in einer Ausbeute von 5% isoliert werden. In einer analogen Reaktion gelang

es, das zweifach geschiitzte Produkt 132a in einer Ausbeute von 12% zu isolieren (Abb. §9).

N(Fmoc)R
1. TMSBr, Pyridin, CH3CN
Fmoc)R

0 AFMOR 5 (COCI), DMF, CH,Cl, </N | \)N

EtEOtgP\/OJ 3. Salicylalkohol, Pyridin, DMAP, 06 N"SN7
DMF, THF o PO

R=Fmoc 131a R=Fmoc 132a 12%

R=H 131b R=H 132b 5%
Abb. 89 Erste Darstellung eines cycloSal-Phosphonatdiesters von PMEA 11

Es wurde vermutet, daf} die geringe Ausbeute zum einen auf der zu langen Reaktionszeit und
zum anderen auf einem zu grofen Uberschuf an Base beruhte. Daher wurde in einem
Folgeexperiment das Phosphonsduredichlorid mit 4 Moldquivalenten Salicylalkohol sowie
7 Molédquivalenten Triethylamin zur Reaktion gebracht. Da die Base bezogen auf die beiden
Hydroxylgruppen des Salicylalkohols im Unterschufl eingesetzt wurde, zeigte das
Reaktionsgemisch eine schwach saure Reaktion. Durch diese Reaktionsfithrung konnte das
Produkt 132a in einer Ausbeute von 35% isoliert werden. Bei dem Versuch, die Reaktion in
Gegenwart von 1 Moleéquivalent Salicylalkohol sowie 1.9 Aquivalenten Base durchzufiihren,
konnten diinnschichtchromatographisch nur Spuren des Produktes detektiert werden. Dies ist
vermutlich darauf zuriickzufiihren, daB3 nach der Generierung des Sdurechlorides noch Reste

von Oxalylchlorid zuriickbleiben, die dann mit dem Salicylalkohol reagierten.
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Bei dem  Versuch, die Fmoc-Schutzgruppe zum  ungeschiitzten cycloSal-
Phosphonatdiester 34a abzuspalten, trat eine Reihe von Problemen auf. Wahrend es mit einer
Vielzahl von Reagenzien, die zur Abspaltung von Fmoc-Schutzgruppen aus

- . 144
Aminosiurederivaten verwandt werden,[ ]

zwar zur Abspaltung der Schutzgruppen, jedoch
auch zur Spaltung der cycloSal-Maske kam, konnte bei der Verwendung von Triethylamin in
Acetonitril keine Reaktion beobachtet werden. Wie sich bei spiteren Untersuchungen
(vgl. Kapitel 4.5.1) herausstellte, sind cycloSal-Phosphonatdiester deutlich labiler als die
entsprechenden cycloSal-Phosphattriester. Vermutlich hitte die Verwendung eines Donor-

substituierten Salicylalkohols an dieser Stelle zu besseren Resultaten fithren konnen.

N(Fmoc), NH,

Ny N—">N
</ f\/) Base, Losungsmittel 5 </Nj|\)N\/)

_ P - P'bz,\/o
o 0

132a Base Lésungsmittel 34a
DBU Acetonitril
Triethylamin  Acetonitril
Piperidin DMF
Morpholin Acetonitril
TBAF THF
NEt;*3HF THF

Abb. 90 Versuch der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Dennoch gelang die Darstellung von 9-[2-cycloSal-Phosphonylmethoxyethyl]adenin 34a
durch Reaktion mit Triethylamin in Pyridin anstelle von Acetonitril als Losungsmittel (Abb.

91).

N(Fmoc), NH,
N N
A \/)N NEts, Pyridi (A \/)N
o PO 20% PO
132a 34a
Abb. 91 Synthese von 9-[2-cycloSal-Phosphonylmethoxyethyl]adenin 34a

Die Zielverbindung 34a konnte in einer Ausbeute von 20% isoliert werden. Jedoch konnte
auch bei dieser Reaktion diinnschichtchromatographisch neben der Abspaltung der
Schutzgruppe auch die Spaltung der cycloSal-Maske beobachtet werden. Der cycloSal-

Phosphonatdiester 34a  konnte in einer Gesamtausbeute von 5% aus dem
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Diethylphosphonat 124 dargestellt werden. Aufgrund der unzureichenden Ausbeute mufte

eine alternative Syntheseroute gefunden werden.

4.4.5 Synthese von 9-[2-cycloSal-Phosphonylmethoxyethyl]adenin 34a iiber eine
MMTr-Schutzgruppenstrategie

4451 Synthese iiber das Phosphonsduredichlorid

Nach dem Scheitern der BOC-Schutzgruppenstrategie und der unzureichenden Ausbeute der
Fmoc-Schutzgruppenstrategiec wurde nun versucht, die Zielverbindung 34a mit Hilfe einer
MMTr-Schutzgruppe darzustellen. Die Monomethoxytrityl-geschiitzte Verbindung 133 wurde
durch Umsetzen des Diethylphosphonates 124 mit 4-Monomethoxytritylchlorid (MMTrCl) in
Gegenwart von 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) und Triethylamin in 89%iger Ausbeute
erhalten (Abb. 92).""

NH, NHMMTr
</ | ) MMTrCI, NEt;, DMAP, CH,Cl, </ | )
0 NN 89% 0 NIV
EtO’,P\/O\) EtO/,P\/O\)
EtO EtO
124 133
NHMMTr
1. TMSBr, Pyridin, CH3CN
2. (COCl),, DMF, CH,Cl, N~"SN
//// <N | /)
3. Salicylalkohol, NEts, CH,Cl, @f\?,/o N
O/ PWO
134a
Abb. 92 Versuch der Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-cycloSal-

phosphonylmethoxyethyl]adenin 134a

Bei dem Versuch, den aus Verbindung 133 intermediir erzeugten Bis(trimethylsilyl)ester mit
Oxalylchlorid und N,N-Dimethylformamid zu chlorieren, konnte eine Zersetzung der
Verbindung beobachtet werden. Offenbar erfolgte zundchst eine Abspaltung der
Schutzgruppe und anschlieBend eine Reihe von Folgereaktionen, was sich durch einen
Farbverlauf der Reaktionsmischung von farblos iiber orange hin zu schwarz zeigte. Auch der
Versuch, das Vilsmeier-Reagenz nicht in situ zu erzeugen, sondern zuvor darzustellen, um
reaktives Oxalylchlorid in Gegenwart der MMTr-geschiitzten Verbindung zu vermeiden,

scheiterte. Die Reaktion zeigte den gleichen Farbverlauf wie zuvor. Da die MMTr-
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Schutzgruppe durch die Methoxygruppe einen elektronenreichen Aromaten enthdlt, 146t sie
sich, im Gegensatz zur nicht aktivierten Fmoc-Gruppe, durch das Vilsmeier-Reagenz
formylieren, was zundchst zur Abspaltung der Schutzgruppe und dann zu weiteren

Folgereaktionen fiihrte.

Da die Tritylschutzgruppe keinen aktivierten Aromaten enthdlt, sollte sie prinzipiell die
Reaktion mit dem Vilsmeier-Reagenz tolerieren. Die Synthese von N-Trityl-9-[2-
diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 135 gelang in einer Ausbeute von méBigen 65%. Bei
der  Reaktionsdurchfiihrung  war die = Verwendung von 3 Moldquivalenten
Chlortriphenylmethan (TrCl) und insbesondere das Verhiltnis von Pyridin zu

N,N-Dimethylformamid von 1.1:1.5 von groBer Bedeutung.!'>"

In reinem Pyridin als
Losungsmittel konnte ebensowenig eine Reaktion beobachtet werden wie bei

N,N-Dimethylformamid als Losungsmittel und Zugabe von Pyridin als Reagenz.

NH> NHTF
N N N
TrCl, DMAP, DMF, Pyridin </ |
/) ; J
I 65% N
Eto//P\/ EtozP\/O\)
EtO
124 135
NHTF
1. TMSBr, Pyridin, CH3CN N N
2. (COCI),, DMF, CH,Cl, ¢ )N
3. Salicylalkohol, NEt3;, CH,CI, @f\IO/O N N/
9% o PO
136
Abb. 93 Darstellung von N-Trityl-9-[2-cycloSal-phosphonylmethoxyethyl]adenin 136

Bei der anschlieBenden Umsetzung der Trityl-geschiitzten Verbindung 135 in einer analogen
zu der in Kapitel 4.4.4 beschriebenen Reaktionsfiihrung konnte das gewiinschte Produkt 136
in einer Ausbeute von lediglich 9% isoliert werden (Abb. 93). Diinnschichtchromatographisch
lieB sich auch hier eine partielle Abspaltung der Schutzgruppe beobachten.

Zwar gelang auf diesem Weg die Einfithrung der cycloSal-Maske, jedoch war die Ausbeute
mit 9% enttduschend, so dafl die entschiitzte Zielverbindung 34a auch auf diesem Wege nur
in unzureichenden Ausbeuten zugédnglich gewesen wire. Aus diesem Grunde wurde an dieser
Stelle nicht weiter versucht, die Trityl-Schutzgruppe abzuspalten. Es wurde vielmehr nach

einer alternativen Chlorierungsmethode gesucht.
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Mit Phosphorpentachlorid lassen sich nicht nur Phosphonate, sondern auch
Phosphonatbis(trimethylsilyl)ester in die entsprechenden  Phosphonséduredichloride
tiberfiilhren. Zudem sind die Reaktionsbedingungen bei der Chlorierung von
Phosphonatbis(trimethylsilyl)estern deutlich milder. Wahrend fiir die Chlorierung von
Phosphonaten Phosphorylchlorid als Losungsmittel sowie eine Reaktionstemperatur von
120 °C benotigt werden, gelingt die Chlorierung von Trimethylsilylestern in halogenierten

47 Zudem entstehen mit Phosphorylchlorid und

Kohlenwasserstoffen bei Raumtemperatur.
Chlortrimethylsilan keine Bronstedt-Sduren als Nebenprodukte, was die Verwendung von

sdurelabilen Schutzgruppen ermoglicht.

Zur Darstellung von  N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-cycloSal-phosphonylmethoxyethyl]-
adenin 134a  auf diesem Weg wurde zundchst N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-
diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 133 mit Bromtrimethylsilan in Acetonitril in das
Bis(trimethylsilyl)phosphonat 137 iiberfiihrt (Abb. 94).

NHMMTr
TMSBr, Pyridin, o
CHsCN Il
= | MesSio—P~~OR
Me3SiO
137
PCls,
CH,Cl,
NHMMTr
Salicylalkohol, o
NN NEts, CH,Cl, i
¢ ]
AL CcI—P~OR
tea ) :
O/ PWO
134a 46% 138
Abb. 94 Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-cycloSal-

phosphonylmethoxyethyl]adenin 134a

Der Silylester 137 wurde nach Abkondensieren der fliichtigen Anteile sowie Koevaporieren
mit  Toluol in  Dichlormethan aufgenommen und mit 2.1 Moldquivalenten
Phosphorpentachlorid versetzt. Zwar farbte sich das Reaktionsgemisch nach Zugabe von
Phosphorpentachlorid orange, diinnschichtchromatographisch konnten aber nur Spuren der
abgespaltenen MMTr-Schutzgruppe detektiert werden. Nach einer Reaktionszeit von

2.5 Stunden bei Raumtemperatur wurden erneut die fliichtigen Anteile abkondensiert. Das



Resultate und Diskussion 9]

Phosphonséuredichlorid 138 wurde in Dichlormethan aufgenommen und bei 0 °C eine
Losung von 2 Moldquivalenten Salicylalkohol und 3.9 Moldquivalenten Triethylamin in
Dichlormethan zugetropft. In diesem Fall fiihrte eine Verwendung von 4 Molédquivalenten
Salicylalkohol zu keiner Verbesserung der Ausbeute. Die isolierte Ausbeute des
Produktes 134a war sogar geringer. Vermutlich bleiben bei der Verwendung von
Phosphorpentachlorid geringere Mengen an Chlorierungsmittel zuriick, so dall ein grofer
UberschuB an Salicylalkohol nicht notwendig ist. Diinnschichtchromatographisch konnte
neben der Bildung des Produktes mit fortschreitender Reaktionsdauer sogar eine Zersetzung
des Produktes beobachtet werden. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufithren, dal} der

iiberschiissige Salicylalkohol die cycloSal-Maske nucleophil angreift.

Bei Verwendung von nur 1 Moldquivalent Salicylalkohol konnten wie schon in
vorhergehenden Experimenten nur Spuren des Produktes detektiert werden, was darauf
schlieBen 14Bt, daB doch Reste des Chlorierungsmittel beim Abkondensieren und

Koevaporieren zuriickbleiben.

Es hat sich als sehr vorteilhaft erwiesen, die Reaktion nicht durch Zugabe von Essigsdure
abzubrechen und anschlieBend das Ldsungsmittel abzudestillieren, sondern das
Reaktionsgemisch direkt auf eine Kieselgelsdule aufzutragen und das Produkt mit
angesduerten Losungsmittelgemischen zu eluieren. Bei der Entfernung des Losungsmittels
konnte wiederum eine partielle Zersetzung des Produktes beobachtet werden, was vermutlich

erneut auf den nucleophilen Angriff tiberschiissigen Salicylalkohols zuriickzufiihren ist.

Nach weiterer chromatographischer Aufreinigung konnte das gewiinschte Produkt 134a in
einer Ausbeute von 46% isoliert werden.

Nach diesem Verfahren konnten ebenso die 3-Methyl-, 3-tert-Butyl- und die 3,5-Di-tert-
Butyl-cycloSal-Phosphonatdiester 134b-d in Ausbeuten zwischen 31 und 48% dargestellt
werden (Abb. 96, S. 92).

37% HCHO/H,0,

NaOH, CH,OH OH
OH 81% OH
139 140
Abb. 95 Darstellung von 3,5-Di-tert-Butylsalicylalkohol 140

Die letztere Verbindung wurde synthetisiert, da sich die iibrigen cycloSal-Phosphonatdiester

als {iiberraschend labil erwiesen (vgl. Kapitel 4.5.1). Dazu wurde zuvor 3,5-Di-tert-
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Butylsalicylalkohol 140 aus 2,4-Di-tert-Butylphenol 139 durch Hydroxymethylierung mit

wiBriger Paraformaldehydlésung in Methanol dargestellt.!'*”

NHMMTr
AMMTr 1. TMSBr, Pyridin, Acetonitril N
P O\) 2. PCls, CH,Cl, a N
EtO/ ~— 3. Salicylalkohol, NEtj, N Z | 09 N N/)
~ S
CHCl N Pa O

133 X=H 134a 46%

X =3-Me 134b 32%

X =3-Bu 134c 48%

X =3,5-Di-tBu 134d 31%

Abb. 96 Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester 134a-d

Nach der Synthese der geschiitzten cycloSal-Phosphonatdiester mufite nun die MMTr-
Schutzgruppe abgespalten werden. Bei dem Versuch, die Schutzgruppe mit einer 2%igen
Losung von Benzolsulfonsdure in Dichlormethan/Methanol abzuspalten, konnte neben der
Abspaltung der Schutzgruppe auch eine Zersetzung des Produktes beobachtet werden. Aus
diesem Grund und weil befiirchtet wurde, daB3 eine chromatographische Abtrennung der
Benzolsulfonsdure aufgrund der ebenfalls hohen Polaritdt der Produkte problematisch sein
konnte, wurde die Abspaltung der MMTr-Schutzgruppe mit Trifluoressigsdure durchgefiihrt
(Abb. 97).

NHze TFA
F3CCOOH, CH5CN

X = | o AMMTr oder CH,Cl, «NfN
(0] X—— |
AN o

I//O
PO
X=H 134a X=H 34a 53%
X=3-M 134b X=3-M 34b 67%
X=3- tBu 134c X=3- tBu 34c 82%
X = 3,5-Di-tBu 134d X =3,5-Di-tBu 34d 66%
Abb. 97 Synthese der entschiitzten cycloSal-Phosphonatdiester 34a-d

Dazu wurden die Phosphonatdiester 134a-d in Acetonitril oder Dichlormethan aufgenommen
und 20 Volumenprozent Trifluoressigsdure zugegeben. Nach einstiindigem Riihren wurde
entweder (Acetonitril als Losungsmittel) mit Wasser verdiinnt und gefriergetrocknet und
anschlieBend chromatographisch gereinigt, oder (Dichlormethan als Losungsmittel) die
Reaktionslosung direkt am Chromatotron gereinigt. Dichlormethan war im Fall des
unsubstituierten Derivates 134a  sowie von 3-Methyl-cycloSal-Phosphonatdiesters 134b

notwendig, da sich die Verbindungen nur unzureichend in Acetonitril 16sten.
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Die hohe Menge an Trifluoressigsdure war notwendig, da bei der Verwendung einer 5%igen
Losung die Reaktionszeit deutlich linger war. Neben dem Fortschritt der Entschiitzung
konnte in diesen Fillen auch eine partielle Zersetzung des Produktes beobachtet werden. Die
cycloSal-Phosphonatdiester 34a-d konnten als Trifluoracetate isoliert und eindeutig

charakterisiert werden.

4452 Darstellung durch direkte Kondensation des Phosphonates mit Salicylalkohol

Neben der Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester iiber die Phosphonséduredichloride
wurde auch versucht, die cycloSal-Maske durch direkte Kondensation des Phosphonates 129

mit Salicylalkohol in Gegenwart des Aktivators MSNT darzustellen (Abb. 98).

MMTr O AVMTY
0 A 1. TMSBr, CH4CN ® @O/E,\/OJ
EtO”P\/O\) - — Et;NH O7
/ 2. Triethylammonium ® €0
EtO bicarbonatpuffer Et;NH
133 63 % 129
NHMMTr
MSNT, Salicylalkohol </N N
Pyridin >
23% 7
O/PWO
134a
Abb. 98 Darstellung von Verbindung 134a durch Kondensation des Phosphonats 129
mit Salicylalkohol

Dazu wurde zunéchst das Phosphonat 129 aus dem Phosphonatdiester 133 durch intermedidre
Uberfiihrung in den Bis(trimethylsilyl)ester und dessen anschlieBende Hydrolyse mit

Triethylammoniumbicarbonatpufferldsung dargestellt.l””

Zur Einfiihrung der cycloSal-Maske wurde das Phosphonat 129 in Pyridin geldst und mit
drei Moldquivalenten Mesitylensulfonyl-3-nitrotriazol (MSNT) aktiviert. Anschlieend
wurden 1.2 Moldquivalente Salicylalkohol zugegeben. Nach einer sechzehnstiindigen
Reaktionszeit konnte das Produkt 134a in einer Ausbeute von 23% isoliert werden. Da bei
dieser Reaktion der Salicylalkohol nicht durch etwaige Reste eines Chlorierungsmittels
abgefangen werden kann, mifllang ein Versuch, die Reaktion mit 2 Moldquivalenten des
Salicylalkohols durchzufiihren. Es konnte lediglich die Zersetzung des Produktes beobachtet

werden.
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Da die Ausbeute auf diesem Reaktionsweg deutlich unter der der Route iiber das
Phosphonsduredichlorid lag und zudem die Aufreinigung des Phosphonates 129 recht
aufwendig war, wurde dieser Reaktionsweg zur Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester

von PMEA 11 nicht weiter verfolgt.

4.4.6 Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester von PMPA 12

Die Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester von PMPA 12 sollte direkt aus dem
Phosphonat selbst erfolgen, welches von Gilead Sciences Inc. zur Verfligung gestellt wurde.
Eine Synthese des Nucleotidanalogons selbst wurde nicht durchgefiihrt, da die Einfiihrung des

stereogenen Zentrums eine aufwendige Synthese notwendig macht.

Zur Synthese der cycloSal-PMPA-Derivate gab es zwei Mdoglichkeiten. Es konnte versucht
werden, das Nucleotidanalogon an der exocyclischen Aminogruppe zu schiitzen, um es dann
in den Diethylester zu iiberfiihren. Ferner konnte versucht werden, da3 Phosphonat direkt mit
Salicylalkohol zu kondensieren. Dies konnte mit oder ohne Schutzgruppe an der
exocyclischen Aminogruppe geschehen. Aufgrund der Verfligbarkeit des Ausgangsmaterials
fiel die Entscheidung fiir die letztgenannte Variante. Aus Hydrolyseuntersuchungen der
PMEA-Derivate war bekannt, da3 die cycloSal-Phosphonatdiester deutlich labiler sind als die
entsprechenden Phosphattriester (vgl. Kapitel 4.5.1). Daher wurde nur versucht, die stabilsten
Derivate, d.h. die 3-fert-Butyl- sowie die 3,5-Di-tert-Butyl-Verbindung darzustellen. Da die
geringe Ausbeute bei der Darstellung des unsubsituierten PMEA-Derivates 134a durch
direkte Kondensation vermutlich auf die hohe Labilitdt des Produktes zuriickzufiihren war,
wurde vermutet, dall bei der Verwendung substituierter Salicylalkohole hohere Ausbeuten zu

erzielen wiéren.

Die beiden Verbindungen 35a und 35b wurden nach der in Kapitel 4.4.5.2 vorgestellten
Synthesemethode dargestellt (Abb. 99).

NH,
NH, \N
N AN Salicylalkohol,
¢ f\ )N MSNT, Pyridin wZ | N/)
o f
/
HO

12 X = 3-Bu 35a 41%
X =3,5-Di-tBu 35b 35%

Abb. 99 Darstellung der cycloSal-PMPA-Derivate 35a,b
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Die erzielten Ausbeuten sind mit 41 bzw. 35% zwar allenfalls als méBig zu bezeichnen,
vergleicht man sie jedoch mit den Gesamtausbeuten bei der Darstellung der PMEA-Derivate,
so konnte auch durch Einflihrung von Schutzgruppen und Einfithrung des cycloSal-Restes
vermutlich keine hohere Ausbeute erzielt werden. Zudem spricht der geringe Aufwand fiir

diese Synthesemethode.

4.4.7 Darstellung von (5)-9-[3-Hydroxy-2-(3,5-di-tert-butyl-cycloSal-
phosphonylmethoxypropyl]cytosin 36

Ermutigt durch die guten Resultate bei der Darstellung der cycloSal-PMPA-Derivate 35a,b
wurde versucht, die cycloSal-Phosphonatdiester von HPMPC 13 auf einem analogen Weg

darzustellen.

Bei dem Versuch, HPMPC 13 direkt mit 3,5-Di-tert-Butylsalicylalkohol in Gegenwart von
MSNT zu kondensieren, konnte jedoch lediglich 3-Nitrotriazol isoliert werden (Abb. 100)

9 IO/O
-P__0O 0
A G "

OH OH
13 36

Abb. 100 Versuch der Darstellung von Verbindung 36 durch direkte Kondensation

Die Tatsache, dall 3-Nitrotriazol entstanden war, 146t darauf schlieen, daB3 das Phosphonat
zwar sulfoniert und damit aktiviert wurde, jedoch ist entweder die Folgeraktion, die
Kondensation mit dem Salicylalkohol, nicht abgelaufen oder das gebildete Produkt war unter
den Reaktionsbedingungen nicht stabil genug. Zwar wurden nur 1.1 Moldquivalente des
Alkohols eingesetzt, jedoch ist unter den basischen Reaktionsbedingungen ein Angriff der
freien Hydroxylgruppe auf das Phosphoratom moglich. Daher wurde die Reaktion mit
Dichlormethan als Losungsmittel und Pyridin als Reagenz wiederholt. Es konnte jedoch

erneut nur 3-Nitrotriazol isoliert werden.

Aus diesem Grund wurde nun versucht die freie Hydroxylgruppe mit einer sdurelabilen

Schutzgruppe zu schiitzen.

Dazu wurde HPMPC 13 mit Tri-n-butylamin in das Ammoniumsalz {berfiihrt und
anschlieBend mit 4,4'-Dimethoxytritylchlorid (DMTrCl) zur Reaktion gebracht.!'! Nach
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Aufarbeitung und Umkristallisation konnte das gewiinschte Produkt, O-DMTr-HPMPC 135
in einer sehr guten Ausbeute von 91% isoliert werden (Abb. 101). Dabei wurde

iiberraschenderweise nicht das Ammoniumsalz sondern das freie Phosphonat isoliert.

NH, NH>
(! (!
o | N/go 1. NBug, CH3;0H o N/go
HO-P-_O f 2. DMTrCI, DMSO Ho-P_0 f
HO HO
OH 1% ODMTr
13 135

Abb. 101 Darstellung von O-DMTr-HPMPC 135

Es war jedoch nicht moglich, O-DMTr-HPMPC 135 in Gegenwart von MSNT mit
3-tert-Butylsalicylalkohol zu kondensieren. Zunichst wurde versucht, die Reaktion in Pyridin
durchzufiihren, jedoch konnte das Produkt 136 nicht isoliert werden. Auch ein Versuch, die

Reaktion in Acetonitril als Losungsmittel und Triethylamin als Base durchzufiihren, scheiterte

(Abb. 102).

NH, NH;

L e

N @) 3-tBu-Salicylalkohol, 0 N
| 17
-P_ 0O P_O
Hﬁof ~ \ﬁ MSNT, Base, (CH;CN) o
ODMTr ODMTr
135 136

Abb. 102 Versuch der Darstellung von O-DMTr-3-tert-Butyl-cycloSal-HPMPC 136

Zwei Grinde konnten flir die vergeblichen Versuche, die direkte Kondensation
durchzufiihren, verantwortlich sein. So ist es mdglich, daB3 der sterische Anspruch des 3-tert-
Butylsalicylalkohols zu grof3 ist, um mit dem aktivierten Phosphonat, welches selbst zwei
sperrige Mesitylengruppen und zusitzlich die DMTr-Gruppe in rdumlicher Néhe trigt, zu
reagieren. AuBerdem konnte es moglich sein, daBl die exocyclische Aminogruppe des
Cytosinrestes nucleophiler ist, als die des Adeninrestes und damit die Kondensation

verhindert.

Es wurde nun versucht, O-DMTr-HPMPC 135 mit Phosphorpentachlorid in das
Phosphonséuredichlorid zu {iberfithren, um dieses mit 3-fert-Butylsalicylalkohol zu
kondensieren (Abb. 103, S. 97). Zum Abfangen des entstehenden Chlorwasserstoffs wurden

2.1 Molédquivalente Pyridin zugegeben. Diinnschichtchromatographisch konnte jedoch nur die
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vollstindige =~ Abspaltung  der = DMTr-Schutzgruppe  beobachtet ~ werden.  Die
Reaktionsbedingungen waren demnach noch zu sauer, um eine Abspaltung der Schutzgruppe

zu verhindern.

NH, NH>
| \N | \N
1. PCls, Pyridin, CH,Cl,
N/L§o 4 06 N/L§o
I 7
-tBu-Sali P, O
HO-P~_O 2. 3-tBu-Salicylalkohol, NEts, e,
9 f CH,Cly ©
ODMTT ODMTr
135 136

Abb. 103 Versuch der Darstellung von Verbindung 136 mit Phosphorpentachlorid

Um einen etwaigen Einfluf der exocyclischen Aminogruppe auf die Kondensationsreaktion
auszuschlieBen, sollte nun versucht werden, diese mit einer Schutzgruppe zu versehen. Dabei
waren jedoch Hindernisse zu beachten. HOLY et al. beobachteten beim Versuch der Synthese
von N,O-DMTr-HPMPC 137, daB3 die Aciditit des Phosphonsiurerestes ausreichte, um beim
Versuch, Verbindung 137 zu isolieren, die O-DMTr-Schutzgruppe abzuspalten.!'”! Aus
diesem Grund wurde versucht, die DMTr-Gruppe intermediér einzufiihren und die zweifach
geschiitzte Verbindung in einer Eintopf-Reaktion weiter mit 3-ters-Butylsalicylalkohol zur

Reaktion zu bringen (Abb. 104).

NH, N NHDMTr |
B N
DMT'CI, NEt,,
o o 3 y Ty
CH4CN
HO-P~.© : HO-P~_©O
HO HO
ODMTr B ODMTr |
135 137
3-tBu-Salicylalkohol, oIS CoMTr
Ly
MSNT, NEts, CHaCN o PO
ODMTt
138

Abb. 104 Versuch der Darstellung von Verbindung 138 durch intermedidre Schiitzung
der Aminogruppe
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Zwar konnte bei der Umsetzung von O-DMTr-HPMPC 135 mit 4,4’-Dimethoxytritylchlorid
(DMTtCl) diinnschichtchromatographisch ein vollstindiger Umsatz des Ausgangsmaterials
und die Bildung eines lipophileren DMTr-haltigen Produktes beobachtet werden, beim
anschlieBenden Versuch das Phosphonat 137 mit dem Salicylalkohol zu kondensieren konnte
jedoch das Produkt 138 nicht isoliert werden. Es wird vermutet, daf3 tatsdchlich der sterische
EinfluB der DMTr-Schutzgruppe in Verbindung mit dem sperrigen Aktivator dafiir
verantwortlich ist, da die Einfiihrung der cycloSal-Maske auf diesem Weg nicht erfolgreich

war.

Aufgrund dieses Befundes sollte versucht werden, die cycloSal-Einheit ausgehend von einem
geschiitzten HPMPC-Diethylester iiber das Phosphonsduredichlorid einzufithren. Da
sdurelabile Schutzgruppen nicht vor einer etwaigen Veresterung der Phosphonsédure
eingefithrt werden konnten, und zudem ein storender EinfluB der Amino- sowie der
Hydroxylgruppe bei einer Veresterung befilirchtet wurde, konnte diese Synthese nicht von

HPMPC 13 ausgehen.

Die Synthese sollte von N-Benzoyl-O-Trityl-HPMPC 139, welches von Gilead Sciences Inc.
zur Verfiigung gestellt wurde, ausgehen. Da die Benzoylschutzgruppe, die unter basischen
Bedingungen abgespalten wird, nicht mit der elektrophilen Natur der cycloSal-Einheit
kompatibel ist, muflite zunichst eine Schutzgruppenmanipulation durchgefiihrt werden (Abb.

105).

NHBz NHMMTr

ﬁN ﬁN

1. NaOCH3, CH3;OH
('? N/go 2. MMT CI3 NE 3 'c') N/go
. r t
-P_0O e -P._0O
EtO7 ~ EtO7 ~r
o \L) DMAP, CH,Cl, o \‘\)
OTr 58% OTr
139 141
Abb. 105 Schiitzung der exocyclischen Aminogruppe mit einer sdurelabilen Gruppe

Die Benzoylschutzgruppe wurde mit Natriummethanolat in Methanol abgespalten und
anschlieBend die MMTr-Schutzgruppe durch Reaktion des freien Amins 140 mit
4-Monomethoxytritylchlorid (MMTrCl) in  Gegenwart von  Triethylamin  und
4-Dimethylaminopyridin (DMAP) in Dichlormethan eingefiihrt. Die Ausbeute {iber beide
Stufen betrug 58%.

Fiir den Schutz der Aminogruppe fiel die Wahl auf die MMTr-Schutzgruppe und nicht auf die

im Molekiil schon vorhandene Tritylschutzgruppe, da die erstere stabiler ist als die DMTr-
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Schutzgruppe, sich jedoch unter milderen Bedingungen abspalten 146t, als die
Tritylschutzgruppe. Es kommt hinzu, da3 Tritylschutzgruppen an Aminofunktionen stabiler

144 Die MMTr-Gruppe sollte einen guten KompromiB aus

sind als an Hydroxylgruppen.
hinreichender Stabilitét fiir die Chlorierung und notwendiger Labilitit bei der Abspaltung

ermoglichen.

Bei der anschlieBenden Uberfiilhrung des Diethylesters in das entsprechende
Phosphonséuredichlorid mit Phosphorpentachlorid konnte nur eine geringe Abspaltung der
Schutzgruppen beobachtet werden. Die anschlieBende Reaktion mit 3,5-fert-
Butylsalicylalkohol wurde unter analogen Bedingungen zu den Synthesen der PMEA-
Derivate  durchgefiihrt, d.h. mit 2 Moldquivalenten des  Salicylalkohols und
3.9 Molédquivalenten Triethylamin als Base. Unter diesen Bedingungen konnte in diesem Fall
diinnschichtchromatographisch zwar die Bildung des Produktes, jedoch auch dessen rasche
Zersetzung beobachtet werden. Eine Messung des pH-Wertes des Reaktionsgemisches zeigte,
dal} dieses nicht wie im Fall der PMEA-Derivate schwach sauer, sondern vielmehr basisch
reagierte, was vermutlich zu einem Angriff iiberschiissigen Alkohols auf die cycloSal-Maske

und deren Spaltung fiihrte.

Die Wiederholung des Versuches wurde daher mit lediglich 1.1 Moldquivalenten des
Salicylalkohols und 1.5 Mol4quivalenten Triethylamin durchgefiihrt. Das Reaktionsgemisch
zeigte in diesem Fall eine schwach saure Reaktion. Obwohl die Verwendung von lediglich
1.1 Molédquivalenten Salicylalkohol bei der Synthese der cycloSal-PMEA-Verbindungen
keinen Erfolg brachte, konnte in diesem Fall das gewiinschte Produkt 142 in einer Ausbeute

von 44% isoliert werden (Abb. 106).

NHMMTr
NN
| Y
e} CMMTr 1. TMSBr, Pyridin, Acetonitril Op N" -0
I 2. PCls, CH,CI L
EtO’,P\/O 5 2~72 O/ P"m\/o
EtO 3. 1.1 Aquiv. 3,5-Di-tBu-Salicylalkohol,
OTr 1.5 Aquiv. NEt;, CH,Cl, OTr

141 44% 142
Abb. 106 Darstellung von N-MMTr-O-Trityl-3,5-di-tert-butyl-cycloSal-HPMPC 142

Das Produkt wurde, wie schon die cycloSal-PMPA-Verbindungen 35a,b, als Gemisch zweier
Diastereomere erhalten. Wihrend das Diastereomerenverhéltnis bei den letzteren, wie auch
bei den cycloSal-Phosphattriestern, keine bevorzugte Bildung eines der beiden Diastereomere

zeigte, konnte die Verbindung 142 als Gemisch zweier Diastereomere im Verhiltnis 1:1.5
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isoliert werden. Dieses Diastereomerenverhiltnis, das auch im Rohprodukt gefunden wurde,
ist wahrscheinlich auf den sterischen Anspruch der Trityl-Schutzgruppe an der
Hydroxylgruppe in Verbindung mit der tert-Butylgruppe an C3 des aromatischen Ringes
zuriickzufiihren. Dieser Befund liefert auch einen guten Hinweis darauf, dal die direkte
Kondensation des freien Phosphonates 135 mit 3-fert-Butylsalicylalkohol aus sterischen

Griinden scheiterte.

Die abschlieBende Abspaltung beider Schutzgruppen wurde wie schon im Fall von
N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-(3-Methyl-cycloSal)-phosphonylmethoxyethyl]adenin 134b  in
Dichlormethan als Losungsmittel durchgefiihrt, da sich Verbindung 142 nur unzureichend in
Acetonitril 16ste. Zum Abspalten wurden erneut 20 Volumenprozent Trifluoressigsdure
verwandt. Allerdings mufite in diesem Fall die Reaktionslosung fiir 30 Minuten auf 40 °C
erwarmt werden, da bei Raumtemperatur keine vollstindige Abspaltung der N-MMTr-
Schutzgruppe erzielt werden konnte. Aus dieser Hinsicht wére die DMTr-Gruppe zum Schutz
der Aminofunktion besser geeignet gewesen als die MMTr-Gruppe. Jedoch konnte bei der
vorherigen Reaktion eine partielle Abspaltung eben dieser Schutzgruppe beobachtet werden,
so daB} die DMTr-Schutzgruppe fiir diesen Reaktionsschritt moglicherweise zu labil gewesen

ware.

NH, HO CF;
h
0 CMMTr N/go
I//O TFA, CH2C|2 IO//O
o P\/O\ﬁ 78% o PO
OTr OH
142 36

Abb. 107 Darstellung von 3,5-Di-tert-butyl-cycloSal-HPMPC 36

3,5-Di-tert-butyl-cycloSal-HPMPC 36 konnte als Trifluoracetat in einer Ausbeute von 78%
isoliert werden (Abb. 107). Bei der Aufreinigung der Verbindung kam es jedoch sehr leicht zu
einer Zersetzung des Produktes. So konnte bei einer wiederholten chromatographischen
Aufreinigung am Chromatotron die quantitative Zersetzung des Produktes beobachtet werden.
Auch in organischen Losungsmitteln geldst ist das Produkt nur sehr eingeschrénkt stabil.
Offenbar reicht die Nucleophilie der freien Hydroxylgruppe bereits in organischen
Losungsmitteln aus, um nucleophil am Phosphoratom anzugreifen und die cycloSal-Maske

abzuspalten (siehe dazu auch Kapitel 4.5.1).
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Dennoch konnte die Verbindung 36 'H-NMR-spektroskopisch und massenspektrometrisch

identifiziert und eindeutig charakterisiert werden.

4.5 Eigenschaften der cycloSal-Nucleosidphosphonate

In diesem Kapitel sollen zunichst die Hydrolyseeigenschaften der synthetisierten cycloSal-
Nucleosidphosphonate in wéarigem Phosphatpuffer sowie in biologischen Medien dargestellt
und diskutiert werden. Ferner soll ihr Verhalten gegeniiber Serumcholinesterase sowie ihre

Aktivitdt gegeniiber dem HI-Virus vorgestellt und diskutiert werden.

4.5.1 Hydrolysekinetiken der cycloSal-Nucleosidphosphonate

Auch von den dargestellten cycloSal-Nucleosidphosphonaten sollten zundchst die
Halbwertszeiten in wiBrigem Phosphatpuffer (pH 7.3) bei 37 °C bestimmt werden. Die
Bestimmung erfolgte dabei analog zu der in Kapitel 4.2.1 vorgestellten Methode.

Die Hydrolysehalbwertszeiten der cycloSal-PMEA-Verbindungen sind in Abb. 108

dargestellt.
cycloSal-PMEA t12 [h] 4
5-H 34a 0.09
3-Methyl 34b 0.56 < o
3-tert-Butyl 34c 4.05 )
3,5-Di-tert-Butyl 34d 3.05
- 34au%3‘%: 34c | 34d

Abb. 108 Hydrolysehalbwertszeiten der cycloSal-PMEA-Verbindungen 34a-d

Die unsubstituierte Verbindung 34a hat wie erwartet mit 0.09 Stunden die kiirzeste
Halbwertszeit. Diese wichst an wenn der aromatische Ring der cycloSal-Maske mit
elektronenliefernden Gruppen substituiert wird. Die Halbwertszeit der 3-Methyl-
Verbindung 34b betrigt bereits 0.56 Stunden und die der 3-fert-Butyl-Verbindung 34c¢
4.05 Stunden. Vermutlich verursacht auch in diesem Fall die hohe Lipophilie der tert-
Butylgruppe den signifikanten Anstieg der Hydrolysehalbwertszeit (vgl. Kapitel 4.2.1, S. 63).
Interessanterweise besitzt die disubstituierte Verbindung 34d, die mit dem Ziel synthetisiert
worden war, die Halbwertszeit zu erhohen, mit 3.05 Stunden eine geringere Halbwertszeit als

die monosubstituierte Verbindung 34c.
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Ein  Vergleich der Hydrolysehalbwertszeiten mit denen von  cycloSal-d4T-
Monophosphaten!**** (Abb. 109) zeigt, daB8 die cycloSal-Nucleosidphosphonate 34a-d 24-
bis 50-fach schneller hydrolysieren als die entsprechenden cycloSal-d4TMP-Verbindungen.

100

cycloSal-d4TMP t12 [h]
80
5-H 143 4.5
60
3-Methyl 109 14 =
3-tert-Butyl 144 96
3,5-Di-tert-Butyl 145 91
04+Z A,

143 109 144 145

Abb. 109 Hydrolysehalbwertszeiten von cycloSal-d4TMPs

Phosphonatdiester unterscheiden sich von Phosphattriestern formal durch den Austausch
eines Sauerstoffatoms durch eine Methylengruppe. Offenbar ist dieser Austausch fiir eine
massive Beschleunigung der Hydrolyse von Phosphonatdiestern verantwortlich. Da das
Nucleophil in beiden Fillen identisch ist, muf} also das Phosphoratom deutlich elektrophiler,
d.h. elektronendrmer sein. In Phosphattriestern kommt es zwischen den drei Sauerstoffatomen
der Estergruppen und dem Phosphoratom zu dn-pn-Wechselwirkungen der freien d-Orbitale
des Phosphoratoms und den freien Elektronenpaaren am Sauerstoffatom. Dies fiihrt zu einer
Erhohung der Elektronendichte am Phosphoratom. Eine Methylengruppe kann eine analoge
Wechselwirkung nicht ausbilden. Allenfalls eine Hyperkonjugation der Kohlenstoff-
Wasserstoftbindung mit den d-Orbitalen des Phosphoratoms ist denkbar. Offensichtlich reicht
also bereits der Austausch eines Sauerstoffatoms durch eine Methylengruppe aus, um die
Elektrophilie des Phosphoratoms so zu erhohen, dal Phosphonatdiester deutlich schneller

hydrolysieren als analoge Phosphattriester.

Dieser Effekt konnte auch bei Alkylphosphonatdiestern und Alkylphosphattriestern
beobachtet werden 1> 1261371 So besitzt die Hydrolysereaktion von
Dimethylmethylphosphonat  in  alkalischem  Medium eine ca.20-fach  hohere
Geschwindigkeitskonstante ~ als  die = Hydrolyse = von  Trimethylphosphat.  Die
Aktivierungsenergie fiir die Hydrolyse des Phosphates ist 2.7 kcal/mol hoher als die
Aktivierungsenergie fiir die Hydrolyse des Phosphonates.””! AuBer fiir die unsubstituierte
Verbindung 34a ist die beobachtete Beschleunigung der Hydrolyse der cycloSal-
Phosphonate 34b-d ebenfalls ca. 20- bis 25-fach. Die erhdhte Labilitit der cycloSal-

Phosphonatdiester im Vergleich zu den cycloSal-Phosphattriestern ist demnach vermutlich
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auf eine Erhohung der Elektrophilie des Phosphoratoms zuriickzufiihren. Es ist jedoch nicht
auszuschlieen, dafl, insbesondere aufgrund der cyclischen Struktur der cycloSal-
Verbindungen, auch weitere Effekte, wie z.B. eine erhohte Ringspannung der

Phosphonatdiester, eine Rolle spielen.

Die sehr hohe Labilitdt insbesondere von Verbindung 34a ist auch als Grund dafiir zu
betrachten, dal bei der Synthese dieser Verbindung deutliche Schwierigkeiten auftraten.
Speziell die Empfindlichkeit gegeniiber Uberschiissen an Salicylalkohol bei der Synthese des
cycloSal-Phosphonatdiesters (vgl. Kap.4.4.5.1, S.88) als auch die Probleme bei der
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe (vgl. Kap. 4.4.4, S. 85) sind auf die hohe Elektrophilie

des Phosphoratoms zuriickzufiihren.

Normalerweise ist der erste Schritt der Hydrolyse von cycloSal-Monophosphaten, die
Spaltung der Phenylesterbindung, der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion
(vgl. Abb. 12, S.13). Nur bei sehr labilen, akzeptorsubstituierten cycloSal-d4T-
Monophosphaten ist der zweite Schritt, die Spaltung der Benzylkohlenstoff-Sauerstoft-
Bindung, geschwindigkeitsbestimmend und das Intermediat, der Benzylphosphatdiester 21
kann HPLC-chromatographisch detektiert werden."*® Da eine erhohte Elektrophilie des
Phosphoratoms der cycloSal-Phosphonatdiester nur den ersten Schritt der Hydrolyse
beschleunigen sollte, miiite es auch bei sehr labilen cycloSal-Nucleosidphosphonaten
moglich sein, das Intermediat der Hydrolyse, den Benzylphosphonatmonoester 146 zu

beobachten (Abb. 110).

NH,
N A
</ | )N Aktivierung ('?
pZ P.

X N Schritt a X -
X @E\ICID)//O 0\) " "selektiver X % OéiR
e W
(O g OH

J chemischer Schritt"

34 R 146
. E induzierter | "spontane C-O-
Sehritt ¢ Schrittb | Bindungsspaltung"
\J
OH
X Schritt d X
X o = ehte . -  PMEA + x1f OH
/ O//F)\R / OH
o
147 1 24

Abb. 110 Hydrolyseweg von cycloSal-Phosphonatdiestern
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Tatsachlich konnte bei der Hydrolyse der Verbindungen34a und34b HPLC-
chromatographisch ein Intermediat der Reaktion, bei dem es sich aller Voraussicht nach um
den Benzylphosphonatmonoester handelt, detektiert werden. Die Halbwertszeit des

Intermediates konnte in beiden Fillen auf ca. 0.8 Stunden bestimmt werden (Abb. 111).

Die Tatsache, dal3 die Halbwertszeit des Benzylphosphonatmonoesters 146 unabhingig vom
Substitutionsmuster am aromatischen Ring ist, liefert einen weiteren Hinweis dafiir, da3 die
Abhidngigkeit der Hydrolysehalbwertszeit von cycloSal-Verbindungen von diesem
Substitutionsmuster tatsdchlich nur auf der Stabilisierung bzw. Destabilisierung der

Phenylesterbindung durch den jeweiligen Substituenten in der Ausgangverbindung beruht.

—=&— Edukt
8000000 —A— Intermediat
C
L 6000000
[}
<
£
[}
&
2 4000000 -]
[$]
E
L
0
€ 2000000
0 T T T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 03 04 05
Zeit [h]
Abb. 111 Verlauf der Konzentrationen von Ausgangsmaterial und Intermediat bei der

Hydrolyse von Verbindung 34a

Auch in einer *'P-NMR-Studie der Hydrolyse von Verbindung 34b konnte wiederum ein
Intermediat beobachtet werden (Abb. 112, S. 105).

Zu Beginn der Hydrolyse (ty) konnte lediglich das Signal des Ausgangsmaterials 34b bei
18.4 ppm detektiert werden. Im Verlauf der Hydrolyse (t;) erschienen zwei neue Signale. Ein
schwicheres Signal bei 15.8 ppm sowie ein stirkeres Signal bei 22.0 ppm. Das letztere
verschwand im weiteren Verlauf der Hydrolyse zugunsten des Signals bei 15.8 ppm, dem
Produkt der Hydrolyse, PMEA 11. Da der moglicherweise intermedidr auftretende
Phenylphosphonatmonoester 147 chemisch nicht weiter hydrolysieren konnte, handelt es sich
bei dem beobachteten Intermediat sehr wahrscheinlich um den

Benzylphosphonatmonoester 146 (vgl. Abb. 110, S. 103). Alle vorliegenden Daten weisen
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darauf hin, dal3 cycloSal-Nucleosidphosphonate wie die Verbindungen 34a-d einen analogen

Hydrolyseweg durchlaufen wie cycloSal-Nucleosidmonophosphate.

146 1"

7

wwwwwwwmwwwwh

-~ 34b

m iy " At " ot I o t

P T A A e T P P A T b et e P B e Ty

240 230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 0
(ppm)

Abb. 112 ' P-NMR-Hydrolysestudie von 3-Methyl-cycloSal-PMEA 34b

Die Tatsache, daB3 3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal-d4TMP 145 mit einer geringeren Halbwertszeit
hydrolysiert wird, als 3-tert-Butyl-cycloSal-d4TMP 144 (vgl. Abb. 109, S. 102) konnte mit
Hilfe einer *'P-NMR-Hydrolysestudie darauf zuriickgefiihrt werden, daB bei der Hydrolyse
dieser Verbindungen ca. 35% des Phenylphosphatdiesters 22 (vgl. Abb. 12, S.13) als
Konkurrenzreaktion zur Bildung des Benzylphosphatdiesters 21 und nachfolgender
Fragmentierung zum Nucleosidmonophosphat 23 und dem Salicylalkohol 24 entstehen.!'*® Es
war zu beflirchten dafl auch im Fall von 3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal-PMEA 34d signifikante
Mengen des Phenylphosphonatmonoesters 147 (Abb. 110, S. 103) entstehen konnten. Eine
3'P-NMR-Hydrolysestudie konnte jedoch zeigen, daB keinerlei
Phenylphosphonatmonoester 147 entstand (Abb. 113, S. 106).

Zu Beginn der Hydrolyse (to) konnte lediglich der Phosphonatdiester 34d bei 19.8 ppm
detektiert werden. Dieses Signal verschwand im Laufe der Reaktion (t;, t;) zugunsten eines
einzigen Signals bei 15.4 ppm, dem Produkt der Hydrolyse, PMEA 11. Es konnten keine
weiteren Signale detektiert werden. Angesichts der Tatsache, dal die Hydrolyse nur das
gewiinschte Produkt liefert, ist unklar, warum die disubstituierte Verbindung 34d schneller

hydrolysiert wird als die monosubstituierte Verbindung 34ec.
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Abb. 113 3 P-NMR-Hydrolysestudie von 3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal-PMEA 34d

Das Hydrolyseverhalten von Verbindung 34c ist umso erstaunlicher, wenn man die

Hydrolysehalbwertszeit mit der der analogen PMPA-Verbindung 35b vergleicht (Abb. 114)

6 -

cycloSal-Nucleosidphosphonat  t;/; [h]

3-tert-Butyl PMEA 34c 4.05

3-tert-Butyl PMPA 35a  3.39 =

3,5-Di-tert-Butyl PMEA 34d  3.05

3,5-Di-tert-Butyl PMPA 35b 5091 0 ; ; ;
34c 35a 34d 35b

Abb. 114 Hydrolysehalbwertszeiten der cycloSal-PMPA-Verbindungen 35a,b im
Vergleich zu den PMEA-Verbindungen 34c,d

Wihrend die 3-fert-Butyl-substituierten Verbindungen 34¢ und 35a Halbwertszeiten der
gleichen GrofBenordnung (4.05 bzw. 3.39 Stunden) haben, so besitzt die disubstituierte
PMPA-Verbindung 35b mit 5.91 Stunden eine nahezu doppelt so hohe Halbwertszeit wie
Verbindung 34d. Eine *'P-NMR-Hydrolysestudie von Verbindung 35b zeigte auch lediglich
PMPA 12 als einziges Produkt. Im Fall der PMPA-Verbindung 35b konnte also die

Hydrolysehalbwertszeit durch einen zweiten fert-Butyl-Substituenten erhoht werden.

Es wurde zundchst vermutet, dal die Tatsache, dal die PMEA-Verbindungen 34 als

Trifluoracetate isoliert werden konnten, fiir die verkiirzte Halbwertszeit von Verbindung 34d
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eine Rolle spielen konnte. Zur Verifizierung wurde die Bestimmung der
Hydrolysehalbwertszeit der salzfreien Verbindung 35b in Gegenwart von 1 Moldquivalent
Natriumtrifluoracetat wiederholt. Die Halbwertszeit von ca. 6 Stunden konnte jedoch bestétigt
werden, so dal ein Salzeffekt keine Rolle zu spielen scheint. Die genauen Griinde fiir die

Differenz der Halbwertszeiten bleiben daher unklar.

Es wurden weiterhin die Halbwertszeiten der 3-tert-Butyl-substituierten Verbindungen 34¢
und 35a in CEM/0-Zellextrakt sowie in 20%igen humanem Serum bestimmt, um zu
iiberpriifen, ob bei der Hydrolyse der cycloSal-Nucleosidphosphonate auch enzymatische
Reaktionen eine Rolle spielen. Die Verbindungen wurden sechs Stunden in CEM/0-
Zellextrakt bzw. in einer 20%igen Losung von humanem Serum in Phosphatpufferlésung
(pH 6.8) bei 37 °C inkubiert und anschlieBend die Hydrolyse mit essigsaurer Methanollosung
gestoppt. Nach Zentrifugieren und Filtration wurde das Filtrat mittels reversed-phase HPLC

analysiert.

cycloSal-Nucleosidphosphonat  t;,; [h]

3-tert-Butyl PMEA 34¢ 3.93

3-tert-Butyl PMPA 35a 3.73

34c ' 35a

Abb. 115 Hydrolysehalbwertszeiten von ausgewdhliten Nucleosidphosphonaten in
CEM/0-Zellextrakt

Sowohl in CEM/0-Zellextrakt (Abb. 115) als auch in 20%igem humanem Serum (Abb. 116,
S.108) konnten Halbwertszeiten bestimmt werden, die mit denen in wélrigem
Phosphatpuffer bei pH 7.3 nahezu identisch waren (vgl. Abb. 114, S. 106). Ferner konnten
neben den Ausgangsmaterialen und den Phosphonaten PMEA 11 bzw. PMPA 12 keine
weiteren Produkte detektiert werden. Diese Ergebnisse weisen stark darauf hin, dafl auch in
biologischen Medien allein die chemische Hydrolyse der cycloSal-Nucleosidphosphonate
ablduft und keine enzymatischen Reaktionen bei der Hydrolyse beteiligt sind. Dies konnte fiir

die cycloSal-Nucleosidmonophosphate bereits gezeigt werden.””!
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cycloSal-Nucleosidphosphonat  t;,; [h]

3-tert-Butyl PMEA 34c  3.63

3-tert-Butyl PMPA 35a 345

34c 35a

Abb. 116 Hydrolysehalbwertszeiten von ausgewdhliten Nucleosidphosphonaten in

20%igem humanem Serum

Bereits bei der Synthese und Isolierung von 3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal-HPMPC 36 konnte
beobachtet werden, da3 es sich um eine gegeniiber Basen sehr labile Verbindung handelt.

Bereits in hexadeuteriertem Dimethylsulfoxid konnte ein Abbau der Verbindung beobachtet
werden (Abb. 117).

-— 149

(ppm)

Abb. 117 3 P_-NMR-Hydrolysestudie von 3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal-HPMPC 36

Zu Beginn der Reaktion (ty) konnten lediglich die Signale der beiden Diastereomere von
Verbindung 36 bei 16.9 bzw. 17.6 ppm detektiert werden. Diese verschwanden im Laufe der
Reaktion zugunsten zweier Signale bei 8.8 bzw. 9.1 ppm. Durch Vergleich mit einer
authentischen Probe konnte bewiesen werden, daf} es sich bei dem Produkt tatsdchlich um
1-[((S)-2-Hydroxy-2-o0x0-1,4,2-dioxaphosphorinan-5-yl)methyl|cytosin (cyclisches HPMPC,
cHPMPC) 149 handelt (Abb. 118, S. 109).
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Abb. 118 postulierter Hydrolyseweg von 3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal-HPMPC 36

Ahnlich wie schon bei anderen cycloSal-Phosphattriestern mit einer freien priméren
Hydroxygruppe beobachtet (vgl. Kap. 4.2.1, S. 63), kommt es vermutlich zu einem Angriff
der nucleophilen freien Hydroxylgruppe in Verbindung 36 auf das Phosphoratom unter
Bildung des Benzylphosphonatdiesters 148, welcher dann zu cHPMPC 149 und, nach
Reaktion mit Wasserspuren im Dimethylsulfoxid, dem Salicylalkohol zerfillt. Die hohe
Elektrophilie des Phosphoratoms in cyc/oSal-Nucleosidphosphonaten unterstiitzt den Angriff
der Hydroxylgruppe deutlich, so daB in diesem Fall im Gegensatz zu den cycloSal-
Phosphattriestern mit freier Hydroxylgruppe ein nucleophiler Angriff bereits in organischen

Losungsmitteln erfolgt.

cHPMPC 149 selbst zeigt eine antivirale Aktivitit gegen HSV-2 vergleichbar der von
HPMPC 13. Jedoch entwickelt es eine signifikant geringere nierenschidigende Wirkung bei
wiederholter intravendser Gabe an Ratten, Hasen und Affen. Es wird intrazellulir in
HPMPC 13 metabolisiert.'™ Das bedeutet, daB Verbindung 36 trotz der Hydrolyse zu
cHPMPC 149 eine potentiell antiviral aktive Substanz darstellt. Jedoch wird aller Voraussicht
nach Verbindung 36 bereits extrazelluldr zu cHPMPC 149 zerfallen. Eine Maskierung der
freien Hydroxylgruppe sollte jedoch die Stabilitdt der Verbindung drastisch erhdhen und

damit einen Zugang zu potentiell antiviral aktiven Prodrugs von HPMPC 13 ermdoglichen.
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4.5.2 Verhalten der cycloSal-Nucleosidphosphonate gegeniiber Serumcholinesterase

Von den cycloSal-Nucleosidphosphonaten sollten, wie bereits von den synthetisierten
cycloSal-Phosphattriestern, ithre inhibitorischen Eigenschaften gegeniiber

Butyrylcholinesterase bestimmt werden.

Die Bestimmung dieser Eigenschaften erfolgt in einer auf pH 7.8 gepufferten
m-Nitrophenolldsung. Die Inhibition der Butyrylcholinesterasereaktion sollte nach einer
Reaktionszeit von 5 bzw. 15Minuten bestimmt werden. Da die unsubstituierte
Verbindung 34a sowie 3-Methyl-cycloSal-PMEA 34b bereits in einer Phosphatpufferlosung
bei pH 7.3 eine Halbwertszeit von deutlich unter einer Stunde aufwiesen, war zu befiirchten,
daf3 bei pH 7.8 innerhalb von 15 Minuten eine signifikante Spaltung der cycloSal-Einheit als
Konkurrenzreaktion zur enzymatischen Reaktion auftritt. Verbindungen, mit einer
Halbwertszeit von weniger als einer Stunde wurden daher nicht in dem Cholinesterase-Assay

untersucht. Dies gilt auch fiir die sehr labile HPMPC-Verbindung 36.

Die 3-tert-Butyl-cycloSal-Verbindungen von PMEA sowie von PMPA wurden, da ihre
Hydrolysehalbwertszeit grofler als eine Stunde war, auf ihre inhibitorischen Eigenschaften

gegeniiber Serumcholinesterase hin untersucht (Tabelle 4, S. 111).

Erste Untersuchungen der inhibitorischen Eigenschaften von cycloSal-Phosphattriestern
wiesen darauf hin, das der Grad der Inhibition stark von der Nucleobase der Nucleosideinheit
abhingt.!"®! So inhibieren generell Adenosin-haltige Verbindungen stirker als entsprechende
Thymin-haltige Verbindungen. Wie schon in Kapitel 4.2.2 gezeigt, hingt der Grad der

Inhibition auch merklich vom Nucleosid- bzw. Nucleotidriickgrat ab.

Wie in Tabelle 4, Seite 111 dargestellt, zeigen die cycloSal-Phosphonate nach
Inkubationszeiten von 5 und 15 Minuten bis zu einer Konzentration von 50 uM keinerlei
inhibitorische Aktivitit gegen Serumcholinesterase. Vergleicht man diese Daten mit denen
der d4T-Verbindungen 144, 145 und 150, so ist zu erkennen, daf} sich die mangelnde
Inhibition partiell mit dem Substitutionsmuster am aromatischen Ring der cycloSal-Einheit
erklaren 14Bt. Die disubstituierten cycloSal-Phosphonatdiester 34d und 35b  zeigten
ebensowenig eine Inhibition der Butyrylcholinesterase wie die disubstituierte d4T-

Verbindung 145.
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cycloSal-Nucleosidphosphonat ICso [uM] ICso [uM]

bzw. -monophosphat 5 Minuten 15 Minuten
3-tert-Butyl PMEA 34c > 50 >50
3,5-Di-tert-Butyl PMEA 34d > 50 > 50
3-tert-Butyl PMPA 35a > 50 > 50
3,5-Di-tert-Butyl PMPA 35b > 50 > 50
3,5-Di-tert-Butyl d4T 145 > 50 >50
3-tert-Butyl d4T 144 4.2 2.2
5-tert-Butyl d4T 150 5.6 0.79

Tabelle 4 Inhibitorische Eigenschaften verschiedener cycloSal-Phosphonatdiester bzw.

cycloSal-Phosphattriester

Betrachtet man die beiden monosubstituierten d4T-Verbindungen 144 und 150, so fillt auf,
daB beide Verbindungen eine deutliche Inhibierung der enzymatischen Reaktion bewirken.
Der Grad der Inhibition liegt fiir beide Verbindungen in der gleichen GréBenordnung. Im Fall
der d4T-Verbindungen sorgt allein die Kombination beider Substituenten in der 3- sowie in
der 5-Position fiir eine Abnahme der Inhibition. Dagegen zeigen bereits die beiden 3-fert-
Butyl-substituierten cycloSal-Phosphonate 34¢ und 35a keine Inhibierung der Serumcholin-

esterase mehr.

Da bei anderen Testsubstanzen Adenin-haltige Verbindungen stirker inhibierten als analoge
Thymin-haltige, konnte in diesem Fall das acyclische Riickgrat der Nucleotide 34c und 35b
fiir den Mangel an inhibitorischer Aktivitit verantwortlich sein. So miissen bei acyclischen
Verbindungen bei der Bindung an das aktive Zentrum eines Enzyms mehr Freiheitsgrade
eingeschrinkt werden als bei cyclischen. Die Bindung an das Enzym wird daher aus
entropischer Sicht ungiinstiger. Allerdings konnte in Kapitel 4.2.2 gezeigt werden, daf3 die
dort untersuchten acyclischen Verbindungen eine Inhibition in der gleichen Gréfenordnung
zeigten wie analoge cyclische Verbindungen.

Neben der Moglichkeit, daB3 eine beschleunigte Hydrolyse der Verbindungen 34¢ und 35b als
Konkurrenz zur Enzymreaktion fiir die mangelnde Inhibition verantwortlich ist, ist es auch

moglich, daB3 eine Kombination aller strukturellen Parameter (acyclisches Nucleotidriickgrat,
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Phosphonateinheit statt Phosphattriester, Nucleobase) die Inhibierung des Enzyms verhindert.

Die Untersuchung dieser Parameter wird Gegenstand nachfolgender Arbeiten sein.

453 Antivirale in-vitro-Aktivitét der cycloSal-Phosphonatdiester

Auch die synthetisierten cycloSal-Phosphonate wurden in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jan Balzarini, Universitit Leuven, Belgien, in-vitro-anti-HIV-
Tests in Zellkulturen unterzogen (Tabelle 5). Als Testsysteme kamen HIV-1- bzw. HIV-2-
infizierte humane T-Lymphozyten (CEM/0) ebenso zum FEinsatz wie HIV-2-infizierte
Thymidinkinase-defiziente Zellen (CEM/TK").

ECso” [uM] CCso” [pM]
Verbindung CEM/0 CEM/0 CEM/TK CEM/0
HIV-1 HIV-2 HIV-2

PMEA 11 105+ 6.4 10.0 10.0 50.0 +12.9
3-tert-Butyl 34¢ 30+14 4.5+0.7 40+14 293+6.5
3,5-Di-tert-Butyl 34b 55+0.7 5->10 45+0.7 16.8 +0.6
PMPA 12 4.0 35+0.7 3.5+0.7 >250
3-tert-Butyl 35a 21+1.3 1.6 0.6 1.65 +0.49 116 £11.3
3,5-Di-tert-Butyl 35b 1.1+£04 1.0+ 0.57 0.85+0.21 979+5.8

Bis-(POM)-PMEA 14 0.18+0.11 0.075 £ 0.007 0.18£0.03 0.74£0.11

Bis-(POC)-PMPA 15 0.025+0.013 0.015+0.015 0.24+0.012 274 +£3.1

a) EC;, = Effektive Konzentration, bei der 50% der Virusreplikation unterdriickt wird; b) CCsy = Cytotoxische
Konzentration, bei der 50% der Zellen sterben

Tabelle 5 Anti-HIV-Aktivitit und Cytotoxizitdt der untersuchten cycloSal-Phosphonate

Die unsubstituierte Verbindung 34a sowie 3-Methyl-cycloSal-PMEA 34b wurden aufgrund

ihrer zu hohen Hydrolyselabilitit nicht untersucht.

Betrachtet man die antivirale Aktivitit der beiden PMEA-Derivate 34c und 34d im Vergleich
zur Stammverbindung PMEA 11, zeigt sich eine Verbesserung der Aktivitdt und den Faktor
drei bzw. zwei. Die Verbesserung der antiviralen Aktivitdt konnte in allen untersuchten
Systemen beobachtet werden. Auch in den Thymidinkinase-defizienten Zellen konnte die

antivirale Aktivitdt um den gleichen Faktor verbessert werden. Eine stirkere Verbesserung in
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den Thymidinkinase defizienten Zellen konnte nicht erwartet werden, da PMEA 11 selbst ein

Nucleotidanalogon ist und nicht mehr von der Thymidinkinase phosphoryliert werden muB.

Es lieB sich eine gute Korrelation zwischen der Hydrolysehalbwertszeit und der antiviralen
Aktivitdt feststellen. So zeigt die iiberraschend labilere 3,5-Di-tert-Butyl-Verbindung 34d
eine geringere antivirale Aktivitit als die 3-fert-Butyl-Verbindung 34¢, die eine hohere

Hydrolysehalbwertszeit aufweist.

Vergleicht man die antiviralen Aktivitditen mit denen der bekannten Prodrugverbindung,
Bis-(POM)-PMEA 14, so ist die letztere ca. 15- bis 25-fach aktiver als die untersuchten
cycloSal-Verbindungen 34c¢ und 34d.

In Bezug auf die Cytotoxizitét 148t sich feststellen, daf3 die cycloSal-Phosphonate eine etwas
hohere Cytotoxizitdt aufweisen als die Stammverbindung. Jedoch liegt die cytotoxische
Konzentration iiber der effektiven Konzentration. Im Gegensatz dazu zeigt Bis-(POM)-
PMEA 14 eine cytotoxische Konzentration, die deutlich niedriger und in der gleichen

GroBenordnung wie ihre effektive Konzentration liegt.

Die beiden PMPA-Verbindungen 35a und 35b zeigen eine antivirale Aktivitit, die um den
Faktor zwei bzw. vier liber der der Stammverbindung PMPA 12 liegt. Auch in diesem Fall
konnte die antivirale Aktivitidt wieder mit der Hydrolysehalbwertszeit korreliert werden. Die
in diesem Fall stabilere 3,5-Di-tert-Butyl-Verbindung 35b zeigte eine bessere antivirale
Aktivitét als 3-tert-Butyl-PMPA 35a. Der Vergleich mit der im Oktober 2001 als anti-HIV-
Medikament zugelassenen Prodrug-Verbindung Bis-(POC)-PMPA 15 zeigt jedoch, daB3 die

letztere eine mindestens 40-fach hohere antivirale Aktivitit aufweist.

Mit den dargestellten cycloSal-Nucleosidphosphonaten konnte die antivirale Aktivitidt von
etablierten Nucleosidphosphonaten verbessert werden. Die Verbesserung fiel allerdings nicht
so deutlich aus, wie das beispielsweise bei d4T 2 in Thymidinkinase-defizienten Zellen
beobachtet werden konnte.” Es muB jedoch beriicksichtigt werden, daB bei den cycloSal-
Phosphattriestern von d4T 2 die Umgehung eines limitierten enzymatischen Schrittes erreicht
werden konnte. Da die Nucleosidphosphonate bereits Nucleotidanaloga darstellen, die nicht
durch die Thymidinkinase phosphoryliert werden miissen, sollten die cycloSal-
Nucleosidphosphonate die antivirale Aktivitdt allein durch eine Verbesserung der
Zellauftnahme steigern. Dies konnte, wie die antiviralen Daten belegen, erreicht werden. Auch
mul} berticksichtigt werden, da3 die cycloSal-Nucleosidphosphonate deutlich labiler sind als
analoge cycloSal-Nucleosidmonophosphate. Es ist daher nicht auszuschliefen, daBl die
untersuchten Verbindungen teilweise bereits extrazelluldr hydrolysieren, was zu einer

Abnahme der antiviralen Aktivitat fihrt.
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5. Zusammenfassung

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war die Synthese von neuartigen Nucleotidanaloga und
die Untersuchung ihrer Substrateigenschaften gegeniiber Thymidylatkinase (TmpK). Die
dargestellten Nucleosidmonophosphate stellen dabei Analoga des ersten Metaboliten des
antiviral aktiven Nucleosidanalogons AZT 1, AZTMP 26, dar. In Abbildung 119 sind die

dargestellten Nucleotidanaloga zusammengefalt.

0] (0]
0 \f‘\NH 0 \ﬁ‘\NH
/
"0 /F/)/\ | Nko “o-R | N/go
°0 ka\, ©0 Oj o
R R
X=CH, R=N; 31b R =SCN 33a
X=0 R=N; 32b R = Allyl 33c
X=0 R=SCN 32¢ R = Propargyl 33d

Abb. 119 Dargestellte Nucleotidanaloga 31, 32 und 33

Zur Darstellung der Nucleotidanaloga 31-33 sollten zundchst die korrespondierenden
Nucleosidanaloga 30, 40, 41a,b sowie 42a-d dargestellt werden (Kap. 4.1, S. 22).

' beschricbene Synthese des acyclischen

Die bereits in der Diplomarbeit”
Nucleosidanalogons T-Penciclovir 40 konnte dabei entscheidend verbessert werden
(Kap. 4.1.1.2, S. 24). Einerseits gelang es, die Gesamtausbeute iiber drei isolierte Stufen auf

24% verglichen mit 13% tiber finf Stufen'*! zu verbessern.

Die entscheidende Verbesserung der Synthese lag jedoch in der Verwendung des
Kaliumsalzes von Thymin 49 in Dimethylsulfoxid in der Substitutionsreaktion mit dem
Bromid 48.  Dadurch  konnte die  zuvor beobachtete = Verunreinigung  des
Nucleosidanalogons 40 mit dem unerwiinschten N-3-alkylierten Produkt (Abb. 25, S. 26)

vermieden werden.

Die Synthese des Nucleosidanalogons T-Ganciclovir 30 gelang in einer Ausbeute von 23%
iiber fiinf Stufen (Kap. 4.1.2, S. 26). Zwar gelang die Synthese des Nucleosids 30 in fritheren
Arbeiten™! in einer Gesamtausbeute von 43% iiber vier Stufen, jedoch konnte in der neu
entwickelten Syntheseroute die Darstellung des potentiell cancerogenen Chlormethylethers 51
und damit die Verwendung des krebserregenden Losungsmittels 1,2-Dichlorethan sowie der

Einsatz von korrosivem Chlorwasserstoffgas vermieden werden.
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Bei der Synthese des Intermediates 1-Chlor-2-acetoxymethoxy-3-acetoxypropan 56a konnte
lediglich ein 3:1 Gemisch des gewiinschten Isomers 56a und 1-Chlor-2-acetoxy-3-
acetoxymethoxypropan 56b isoliert werden. Zwar konnte in der letzten Synthesestufe das
Nucleosidanalogon 30 durch Umkristallisation aus Ethanol isomerenrein erhalten werden, die
Gesamtausbeute der Syntheseroute wurde jedoch durch das Auftreten des durch
herkdmmliche chromatographische Methoden nicht trennbaren Isomerengemisches deutlich
erniedrigt. Da das zweifach Acetyl-geschiitzte Nucleosidanalogon 58a ebenfalls nicht in
isomerenreiner Form erhalten werden konnte, konnte der Versuch einer stereoselektiven
Abspaltung einer der beiden Acetylgruppen nicht unternommen werden.

Die bei der Einflihrung einer sdurelabilen Tritylschutzgruppe an eine der beiden priméren
Hydroxylgruppen der acyclischen Nucleosidanaloga 30 und 40 beobachtete Reaktion beider
Hydroxylgruppen konnte durch selektive Einflihrung einer Acetyl-Schutzgruppe und
anschlieBende Schutzgruppenmanipulation vermieden werden (Abb. 35, S. 34). Die Ausbeute

an 4’-O-Trityl-T-Ganciclovir 66 lief3 sich damit von 40% auf 66% steigern.

] O O
1. MsCl, Pyridin
| E 2. NaN; bzw. NaSCN, \EBN\\H 2% BSA, \EBN\\H

% \
\Eo\l \io 80% 0.

OH SCN
66 R=N; 71 80% R=N; 41a 86%
R=SCN 75 66% R=SCN 41b 80%

Abb. 120 Darstellung der acyclischen AZT-Analoga 41a,b

Aus Verbindung 66 lieBen sich in drei Stufen Azido-T-Ganciclovir4la sowie erstmals
Thiocyanato-T-Ganciclovir 41b darstellen (Abb. 120, S.115). Verbindung 41a lieB sich
ebenfalls mit einer Acetyl-Schutzgruppe darstellen (Abb. 38, S. 37).

Der Versuch einer Racematspaltung von Azido-T-Ganciclovir 41a durch Veresterung mit
(1S)-(-)-Camphansdure bzw. (+)-Campher-10-sulfochlorid und anschlieBende Trennung der
Diastereomere milllang jedoch, da weder séulenchromatographisch noch mittels HPLC eine
Trennung der beiden Diastereomere beobachtet werden konnte (Kap. 4.1.3.3, S. 38). Auch der

Versuch der Trennung durch fraktionierte Kristallisation scheiterte.

Die Nucleosidanaloga 42a-d lie3en sich in Analogie zu literaturbekannten Synthesewegen aus
2’-Desoxythymidin darstellen (Kap.4.1.4, S.41 sowie Kap.4.1.5, S.49). Da die
Gesamtausbeute von 2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin 42b lediglich 4% betrug, wurde
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die Verbindung auf einer anderen Syntheseroute in einer Gesamtausbeute von 62% aus

AZT 1 dargestellt (Abb. 48, S. 46).

Es gelang, das Nucleosidanalogon 42b aus Dichlormethan/Methanol zu kristallisieren und
rontgenographisch zu untersuchen (Abb. 50, S. 47). Dabei konnte eine sehr gute strukturelle
Ubereinstimmung in bezug auf die 2’-Deoxyriboseeinheit sowie die Nucleobase mit einem
der beiden im Kristall gefundenen Konformere von AZT 1 beobachtet werden. Unterschiede
zeigen sich jedoch am Substituenten in der 3’-Position. Wihrend die Azidgruppe in AZT 1
am ersten Stickstoffatom gewinkelt ist, ist die Isothiocyanatgruppe in Verbindung 42b von

C3’ bis zum Schwefel nahezu gestreckt.

Nach Synthese der Nucleosidanaloga 30, 40, 41a,b sowie 42a-d wurden diese durch Reaktion
mit den Phosphitylierungsreagenzien 96 bzw. 97 (Kap. 4.1.6.1, S.55) unter Basen- bzw.
Siurekatalyse und Oxidation der intermedidren Phosphor(Ill)-Addukte mit tert-
Butylhydroperoxid in die korrespondierenden cycloSal-Nucleosidmonophosphate 37, 38b-d
und 39a-d tberfiihrt (Kap. 4.1.6.2, S. 56).

0
o, \f‘\NH 0 \fJ\NH
2 CH4CN, H,0, NE S
P N 3CN, H20, NEts 0-F N
X\l

R R
R=N; X=0 38b R=N; X=0  32b 68%
R=SCN X=0 38c R=SCN X=0 32c 70%
R=N; X=CH, 37b R=N; X=CH, 31b 74%
o) 0
o \fJ\NH 0 \f‘\NH
> /
o ' Ko CH4CN, H,0, NEt; eo_/P/\ ' &o
R R
R=SCN 39a R =SCN 33a 62%
R = Allyl 39¢c R = Allyl 33¢c 70%
R = Propargyl 39d R = Propargyl 33d 67%

Abb. 121 Synthese der modifizierten Nucleotidanaloga durch Hydrolyse der

korrespondierenden cycloSal-Phosphattriester

Zur Synthese der Nucleotidanaloga 31, 32 und 33 wurden die korrespondierenden cycloSal-
Phosphattriester mit wélrigem Triethylamin in Acetonitril hydrolysiert (Kap. 4.1.7, S. 59).

Die Aufreinigung erfolgte mittels Sdulenchromatographie iiber eine Reversed-Phase Cis-
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Kieselgelsdule mit Wasser/Acetonitril als Eluent. Nach Gefriertrocknung wurden die

Nucleotide mit einer Ionentauschersaule in das Dinatrium- bzw. Dikaliumsalz tiberfiihrt.

Die Nucleotidanaloga konnten dabei in guten bis sehr guten Ausbeuten isoliert werden (Abb.
121, S. 116). Der Vorteil dieser Synthesemethode von Nucleosidmonophosphaten besteht in
der einfachen Aufreinigung der Produkte, da im Gegensatz zu anderen Ansétzen (vgl.
Kap. 4.1.7, S.59) keine Salze als Nebenprodukte entstehen, die nur miihsam von den

geladenen Nucleotiden abgetrennt werden kdnnen.

Bei der Hydrolyse von 3-Methyl-cycloSal-2’-desoxy-3’-isothiocyanatothymidinmono-
phosphat 39b konnte neben der Hydrolyse der cycloSal-Maske auch die Hydrolyse der
Isothiocyanatgruppe  beobachtet ~ werden. Es  konnte lediglich  3’-Amino-2’-
desoxythymidinmonophosphat 106 isoliert werden (Abb. 70, S. 62).

Bei der Bestimmung der Hydrolysehalbwertszeiten der Phosphattriester 39a,c,d sowie von
Referenzverbindungen in Phosphatpuffer bei pH 7.3 konnte eine starke Abhidngigkeit der
Hydrolysehalbwertszeit vom Substituenten in der 3’-Position des 2’-Desoxyriboseringes
beobachtet werden (Kap. 4.2.1, S. 63). Die beobachtete Stabilisierung von Verbindungen mit
unpolaren Substituenten relativ zu Verbindungen ohne Substituent konnte dabei auf eine
sterische Abschirmung des Phosphoratoms sowie lipophile Wechselwirkungen zuriickgefiihrt
werden (Abb. 76, S. 69). Die Destabilisierung von Verbindungen mit polarem Substituenten
wurden mit einem assistierenden Effekt des Substituenten erkldrt. In *'P-NMR-
Hydrolysestudien konnte gezeigt werden, da keine Bildung des cyclischen
Phosphatdiesters 112 auftrat (Abb. 75, S. 68).

Die niedrigen Hydrolysehalbwertszeiten der acyclischen cycloSal-Phosphattriester 37a
und 38a konnten dagegen mit Hilfe von *'P-NMR-Hydrolysestudien auf die iiberwiegende
Bildung der korrespondierenden cyclischen Phosphatdiester zuriickgefiihrt werden (Abb. 78,
S. 70).

Bei Untersuchungen der inhibitorischen Eigenschaften der cycloSal-Phosphattriester 37a
und 38a gegeniiber Serumcholinesterase wurde beobachtet, dal diese Verbindungen stérker
inhibieren aus vergleichbare cycloSal-Phosphattriester cyclischer Nucleoside (Kap. 4.2.2,
S. 72). Die korrespondierenden Phosphattriester von PCV 8 sowie GCV 9 zeigten jedoch eine
deutlich geringere inhibitorische Aktivitdt. Der Grad der Inhibition der Serumcholinesterase

ist demnach sowohl vom Nucleosidriickgrat als auch von der Nucleobase abhédngig.
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Die synthetisierten Nucleosidanaloga sowie deren cycloSal-Phosphattriester wurden auf ihre
Aktivitit gegen das HI-Virus untersucht (Kap.4.2.3, S.75). Dabei zeigte keine der

untersuchten Verbindungen eine Aktivitit gegen das Virus.

Bei der Untersuchung der Substrateigenschaften der dargestellten Nucleotidanaloga
gegeniiber Thymidylatkinase konnte {iberraschenderweise nahezu keine Phosphorylierung der
Nucleotide 33a,c¢,d beobachtet werden (Kap. 4.3, S. 76). Die schlechten Substrateigenschaften
von Verbindungen, die AZTMP 26 strukturell eng verwandt oder sogar isoelektronisch zu
AZTMP 26 sind, 146t sich moglicherweise mit der zwitterionischen Struktur der Azidgruppe

erklédren, die die auftretenden sterischen Repulsionen moglicherweise zum Teil kompensiert.

Aus den enzymkinetischen Daten der acyclischen Nucleotidanaloga 31a,b und 32a lassen sich
wertvolle Hinweise auf den Mechanismus der Phosphorylierung ableiten (Tabelle 3, S. 79).
Mit abnehmender struktureller Ahnlichkeit der Nucleotidanaloga zum natiirlichen Substrat
fallt auch die Phosphorylierungsrate dieser Verbindungen. Jedoch werden alle untersuchten
acyclischen Nucleotidanaloga nur sehr unzureichend phosphoryliert. Die Tatsache daB3 die
acyclischen Nucleotidanaloga schlecht phosphoryliert werden, liefert einen guten Hinweis
darauf, daB nicht der chemische Schritt der Thymidylatkinasereaktion, der
Phosphoryltransfer, = sondern  tatsdchlich  die als induced fit  bezeichnete
Konformationsdnderung von der offenen in die geschlossene Form, die durch die
Substratbindung induziert wird, den ratenlimitierenden Schritt der Thymidylatkinasereaktion

darstellt.

Zweites Ziel der vorliegenden Arbeit war die Ubertragung des cycloSal-Konzeptes auf die
Substanzklasse der acyclischen Nucleosidphosphonate. Aufgrund der Kohlenstoff-
Phosphorbindung dieser Verbindungen konnte nicht die etablierte Synthesemethode iiber die
Phosphitylierungsreagenzien 96 und 97 angewandt werden, sondern es mufite eine neuartige

Syntheseroute entwickelt werden.

Als Stammverbindung sollte zunichst 9-[2-cycloSal-Phosphonylmethoxyethyl]adenin 34a
dargestellt werden. Nach Synthese des Diethylesters von PMEA 11 (Kap. 4.4.1, S. 81) in
einer flinfstufigen Synthese wurde zundchst erfolglos versucht, die exocyclische
Aminogruppe mit einer BOC-Schutzgruppe zu schiitzen (Kap.4.4.3, S.84). Nach dem
Scheitern dieser Versuche gelang es, die Aminogruppe mit der Fmoc-Schutzgruppe zu
versehen. Ausgehend von dem Fmoc-geschiitzten Diethylphosphonat 131 gelang die
Einfilhrung der cycloSal-Maske durch Uberfiihren des Diethylphosphonates 131 in das
korrespondierende Phosphonsduredichlorid und anschieende Reaktion mit Salicylalkohol in

Ausbeuten von 5-35% (Kap.4.4.4, S.85). Bei der nachfolgenden Abspaltung der
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Schutzgruppe traten jedoch massive Probleme auf. Nachdem eine Reihe von
Standardmethoden zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe gescheitert waren (Abb. 90,
S. 87), gelang schlieBlich die Abspaltung der Schutzgruppe mit Triethylamin in Pyridin in
einer unbefriedigenden Ausbeute von 20%. Die unbefriedigenden Ausbeuten sowohl bei der
Einfiihrung der cycloSal-Maske als auch bei der Abspaltung der Schutzgruppe sind auf die
hohe Labilitdit der Zielverbindung unter basischen Bedingungen zuriickzufiihren (vgl.
Kap. 4.5.1, S. 101). Aufgrund der unzureichenden Ausbeuten wurde eine Synthesestrategie
mit einer sdurelabilen MMTr-Schutzgruppe unternommen (Kap.4.4.5, S.88). Bei der
Uberfiihrung des Diethylphosphonates 133 in das korrespondierende Saurechlorid 138 mit
Oxalylchlorid in Gegenwart katalytischer Mengen an N,N-Dimethylformamid kam es zur
Reaktion des in situ erzeugten Vilsmeier-Reagenz mit der Schutzgruppe (Abb. 92, S. 88). Erst
die Verwendung von Phosphorpentachlorid als Chlorierungsmittel erlaubte die Darstellung

des Saurechlorids 138 und dessen Reaktion mit Salicylalkoholen (Abb. 122).

NHMMTr
AMMTr 1. TMSBr, Pyridin, Acetonitril N
J 2. PCls, CH,Cl, ¢ SN
/P o)
BOS 3. Salicylalkohol, NEt, N | 06 N N/)
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X = 3-tBu 134c 48%
X =3,5-Di-tBu 134d 31%
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N \N
F;CCOOH, CH5CN ¢ )
oder CH,ClI = N “
NN O/ W,
H 34a 53%

3-Me 34b 67%
3-tBu 34c 82%
3,5-Di-tBu 34d 66%

XX X X
nmnnon

Abb. 122 Synthese der cycloSal-Phosphonatdiester 34a-d

Die abschlieBende Abspaltung der MMTr-Schutzgruppe gelang mit Trifluoressigsdure in

Dichlormethan bzw. Acetonitril in Ausbeuten zwischen 53 und 82%.

Es gelang aulerdem, Verbindung 134a durch Kondensation des freien Phosphonates 129 mit
Salicylalkohol in Gegenwart des Aktivators Mesitylensulfonyl-3-nitrotriazol (MSNT)
darzustellen (Abb. 98, S.93). Diese Synthesestrategie konnte auch erfolgreich auf die
Synthese der cycloSal-Phosphonatdiester von PMPA 12 angewandt werden (Kap. 4.4.6,
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S. 94). Dabei konnten die Zielverbindungen 35a,b durch direkte Kondensation von PMPA 12

mit Salicylalkoholen in Ausbeuten von 41 bzw. 35% dargestellt werden.

Ausgehend von diesen positiven Ergebnissen wurde versucht, auch den cycloSal-
Phosphonatdiester von HPMPC 13 durch direkte Kondensation des ungeschiitzten
Phosphonats 13 mit 3,5-Di-tert-Butylsalicylalkohol darzustellen. Es lieen sich jedoch weder
bei der Reaktion von HPMPC 13 noch bei der Reaktion von O-DMTr-HPMPC 135 mit 3-fert-
Butylsalicylalkohol in Gegenwart von MSNT die gewiinschten Produkte 36 bzw. 136
isolieren. Da es aufgrund der Aciditdt der Phosphonsdure nicht méglich war, die zweifach
DMTr-geschiitzte Verbindung 137 zu isolieren und mit einem Salicylalkohol zu
kondensieren, wurde die Zielverbindung 36 auf einem alternativen Syntheseweg iiber den
zweifach  geschiitzten = Phosphonatdiester 141  dargestellt.  Dieser wurde  durch
Schutzgruppenmanipulation in zwei Stufen aus N-Benzoyl-O-trityl-HPMPC 139 mit einer
Ausbeute von 58% synthetisiert (Abb. 106, S. 99).

Die Einfiihrung der cycloSal-Maske gelang durch Uberfiihrung des Diethylphosphonates 141
in das Phosphonsduredichlorid und anschlieBende Reaktion mit 3,5-Di-tert-
Butylsalicylalkohol (Abb. 106, S. 99). Die abschliefende Abspaltung beider Schutzgruppen
gelang mit Trifluoressigsdure in Dichlormethan. Die Zielverbindung 36 konnte in einer

Ausbeute von 78% als Trifluoracetat isoliert werden (Abb. 107, S. 100).

Bei der Bestimmung der Hydrolysehalbwertszeiten der cycloSal-PMEA-Verbindungen 34a-d
konnte eine 24- bis 50-fache Beschleunigung der Hydrolyse dieser Verbindungen im
Vergleich zu Phosphattriestern von d4T 2 festgestellt werden (Kap. 4.5.1, S. 101). Diese
Beschleunigung der Hydrolyse kann durch eine fehlende dn-pn-Wechselwirkung der freien d-
Orbitale des Phosphoratoms und den freien Elektronenpaaren eines Sauerstoffatoms im
Phosphonat verglichen mit einem Phosphat erkldrt werden. Durch diese fehlende
Wechselwirkung nimmt die Elektronendichte am Phosphoratom ab und dessen Elektrophilie

damit zu.

Bei der Hydrolyse der Verbindungen 34a,b konnte HPLC-chromatographisch und *'P-NMR-
spektroskopisch ein Intermediat der Hydrolyse detektiert werden (Abb. 112, S. 105). Das
Produkt beider Hydrolysen war PMEA 11. Da der Phenylphosphonatmonoester 147 unter den
Bedingungen der alkalischen Hydrolyse nicht weiter gespalten werden konnte, handelt es sich
bei dem Intermediat vermutlich um den Benzylphosphonatmonoester 146, der weiter in das
Phosphonat und, nach Reaktion mit Wasser, den entsprechenden Salicylalkohol zerfallen
kann. Die cycloSal-Nucleosidphosphonate hydrolysieren daher nach einem analogen

Mechanismus wie die cycloSal-Nucleosidmonophosphate (Abb. 110, S. 103).
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Es wurde ein paralleler Einflul der Substituenten am aromatischen Ring der cycloSal-Maske
der PMEA-Verbindungen 34a-d auf die Hydrolysehalbwertszeit verglichen mit den analogen
d4T-Verbindungen gefunden. Es konnte mit einer *' P-NMR-Studie gezeigt werden, daB bei
der Hydrolyse von 3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal-PMEA 34d im Gegensatz zu 3,5-Di-tert-Butyl-
cycloSal-d4TMP 145 keine Konkurrenzreaktion zum Phenylphosphonatmonoester 147
auftritt. Die Griinde der schnelleren Hydrolyse von Verbindung 34d verglichen mit
Verbindung 34¢ bleiben unklar, zumal die korrespondierende PMPA-Verbindung 35b eine
hohere Halbwertszeit relativ zur monosubstituierten Verbindung 35a aufweist (Abb. 114,

S. 106).

Fiir die Verbindungen 34¢ und 35a konnten in CEM/0-Zellextrakt (Abb. 115, S. 107) sowie in
20%igem humanem Serum (Abb. 116, S. 108) Halbwertszeiten beobachtet werden, die sich
nicht wesentlich von denen in wélrigem Phosphatpuffer bei pH 7.3 unterschieden. Diese
Ergebnisse erlauben den SchlufBl, dal auch in den untersuchten biologischen Medien ein
enzymatischer Abbau der cycloSal-Phosphonatdiester 34c¢ und 35a keine Rolle spielt und die

Verbindungen durch eine chemische Hydrolyse abgebaut werden.

3,5-Di-tert-butyl-cycloSal-HPMPC 36 erwies sich bereits in organischen Losungsmitteln als
so labil, daB in Dimethylsulfoxid *'P-NMR-spektroskopisch ein Zerfall der Verbindung
beobachtet werden konnte (Abb. 117, S. 108). Vermutlich kommt es auch in diesem Fall zu
einem nucleophilen Angriff der freien Hydroxylgruppe auf das Phosphoratom. Bei dem
Produkt des Zerfalls handelt es sich aller Voraussicht nach um cHPMPC 149 (Abb. 118,
S. 109).

Die stabilsten cycloSal-Nucleosidphosphonate wurden wiederum auf ihre inhibitorischen

Eigenschaften gegeniiber Butyrylcholinesterase hin untersucht (Kap. 4.5.2, S. 110).

Diese Untersuchungen ergaben, daB die cycloSal-Nucleosidphosphonate 34¢,d sowie 35a,b
das Enzym bis zu einer Konzentration von 50 pM nicht inhibieren (Tabelle 4, S. 111). Die
fehlende Inhibition 146t sich fiir den Fall der disubstituierten Verbindungen 34d und 35b mit
dem Substitutionsmuster am aromatischen Ring der cyc/oSal-Maske erklaren. Die mangelnde
Inhibition der monosubstituierten Verbindungen 34c und 35a 14Bt sich nicht mit dem
Substitutionsmuster erkldren, da die korrespondierende d4T-Verbindung 144 das Enzym
signifikant inhibiert. Die genauen Einfliisse des Riickgrates, der Nucleobase sowie der
EinfluB der Phosphonateinheit miissen in weiterfilhrenden Arbeiten genauer untersucht

werden.

Die cycloSal-Nucleosidphosphonate 34¢c,d sowie 35a,b wurden in-vitro-anti-HIV-Tests in

Zellkulturen unterzogen (Kap. 4.5.3, S. 112). Die untersuchten Verbindungen zeigten dabei
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sowohl in den Wildtypzellinien als auch in den Thymidinkinase-defizienten Zellen eine zwei-
bis vierfach hohere antivirale Aktivitit als die Stammverbindungen PMEA 11 bzw.

PMPA 12.

Es konnte dabei eine gute Korrelation der antiviralen Aktivitdt einer Verbindung und ihrer
Hydrolysehalbwertszeit hergestellt werden. So zeigen die labileren Verbindungen 34d

und 35a eine geringere antivirale Aktivitét als die stabileren Derivate.

Die untersuchten cycloSal-Nucleosidphosphonate zeigen eine 15- bis 40-fach geringere
antivirale Aktivitét als die beiden auf dem Markt befindlichen Prodrugs Bis-(POM)-PMEA 14
und Bis-(POC)-PMPA 15. Insbesondere die beiden PMEA-Verbindungen 34¢,d sind jedoch
deutlich weniger cytotoxisch als Bis-(POM)-PMEA 14. Thre cytotoxische Konzentration
(CCs) liegt weit tiber der effektiven Konzentration (ECsy).

Das cycloSal-Konzept konnte demnach erfolgreich auf die Substanzklasse der

Nucleosidphosphonate angewandt werden und die antivirale Aktivitit gesteigert werden.
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6. Summary

The limiting step in the bioactivation of the antivirally active nucleoside analogue AZT 1 is,
in contrast to other nucleoside analogues like d4T 2, the second phosphorylation from
AZTMP 26 to AZTDP 27 catalysed by the enzyme thymidylate kinase (TmpK). Therefore,
the first aim of this work was the synthesis of AZTMP analogues and the evaluation of their

substrate properties towards TmpK.

After synthesis of the corresponding nucleoside analogues 30, 40, 41a,b and 42a-d (see
chapters 4.1.1 - 4.1.5), these compounds were converted into their cycloSal-phosphotriesters
(chapter 4.1.6) by subsequent treatment with a cyclic chlorophosphite and oxidation with tert-
butylhydroperoxide. Since the cycloSal-prodrug approach is based on the degradation of these
compounds by means of chemical hydrolysis instead of enzymatic reactions (see chapter 2.5),
it is possible to wuse these compounds as synthons in the preparation of
nucleosidemonophosphates. The nucleotide analogues 31b, 32b,c and 33,a,c,d could be
obtained in very good yields (chapter 4.1.7). Main advantage of this procedure compared to
others is the very simple work-up of the nucleotides since no other negatively charged by-

products, which have to be separated from the nucleotides, are formed.

Hydrolysis studies of the synthesised cycloSal-phosphotriesters revealed a strong dependence
of the half-lifes on the nature of the 3’-substituent on the 2’-deoxyribose moiety
(chapter 4.2.1). Additionally, it could be shown that phosphotriesters of acyclic nucleoside
analogues bearing a free hydroxyl group do not hydrolyse to the nucleoside monophosphates.
Instead, a predominant formation of the corresponding cyclic phosphodiesters could be

observed in *'P-nmr hydrolysis studies.

The investigation of the inhibitory properties of cycloSal-phosphotriesters towards
butyrylcholinesterase revealed that the prepared acyclic compounds showed a stronger
inhibition of the enzyme as compared to corresponding cyclic compounds. It could also be
observed that not only the nucleoside backbone but also the nature of the nucleobase

influence the inhibitory properties towards this enzyme (chapter 4.2.2).

The investigation of the prepared nucleotide analogues 33,a,¢,d towards TmpK revealed a
total loss of phosphorylation of these compounds as compared to AZTMP 26 although they
are structurally close related to the latter (chapter 4.3). This might be due to the zwitterionic

structure of the azido group in AZTMP 26.

It could be deduced from the enzyme-kinetical data obtained for the acyclic compounds 31a,b

and 32a that most likely the limitation of the thymidylate kinase reaction is not the chemical
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step, i.e. the phosphoryl transfer, but the conformational change of the enzyme-substrate

complex, also called the induced-fit.

Second aim of this work was the application of the cycloSal-prodrug approach to antivirally
active nucleosidephosphonates. Since the cycloSal moiety could not be introduced by
phosphitylating reagents, a new synthetic approach had to be developed. It was possible to
prepare cycloSal-phosphonate diesters of the antivirally active nucleosidephosphonates
PMEA 11, PMPA 12 and HPMPC 13 cither via the corresponding phosphonic acid
dichlorides or by direct condensation of the free phosphonate with a suitable salicylic alcohol

(chapter 4.4).

Hydrolysis studies of the prepared cycloSal-phosphonate diesters showed a 24- to 50-fold
increase in the rate of hydrolysis of these compounds as compared to corresponding cycloSal-
phosphotriesters (chapter 4.5.1). This is most probably due to the fact that in phosphonate
diesters one of the three dm-pm-interactions between the phosphorous atom and an oxygen
atom in phosphotriesters is missing, resulting in a decrease of electron density on the
phosphorous atom and leading to an increase of the electrophilicity of the atom. The
degradation pathway of the cycloSal-phosphonate diesters was studied by means of HPLC
and *'P-nmr-hydrolysis studies. All PMEA- and PMPA compounds 34a-d and 35a,b were
hydrolysed to the corresponding nucleosidephosphonate, while the HPMPC-compound 36
was degraded most likely to cHPMPC 149 even in organic solvents. In this case a
nucleophilic attack of the free hydroxyl group on the elektrophilic phosphorous atom took

place.

In case of the most labile compounds 34a,b an intermediate of the hydrolysis reaction could
be observed. The appearance of this intermediate, the benzylphosphonate monoester 146,
points to the conclusion that the hydrolysis of cycloSal-phosphonate diesters follows a similar

pathway as observed for cycloSal-phosphotriesters.

The compounds 34¢,d and 35a,b exhibited no inhibition of butyrylcholinesterase, which can
partly be explained by the substitution pattern of the aromatic ring. But effects of the

nucleobase as well as the backbone are also involved (chapter 4.5.2).

The evaluation of the anti-HIV activity of the compounds 34¢,d and 35a,b showed a 2- to 4-
fold increase in the antiviral activity as compared to the free phosphonates 11 and 12
(chapter 4.5.3). The cytotoxic concentrations (CCsg) of the investigated compounds were well
above the effective concentrations (ECsp). Hence, the cycloSal-prodrug approach could be

successfully applied to antivirally active nucleosidephosphonates.
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7. Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden eine Reihe von Nucleotidanaloga mit cyclischem
sowie acyclischem Nucleosidriickgrat synthetisiert und auf ihre Substrateigenschaften
gegeniiber Thymidylatkinase untersucht. Die dabei erzielten Ergebnisse lassen keine

eindeutige Praferenz des Enzyms fiir acyclische oder cyclische Nucleotidanaloga erkennen.

e \fJ\NH e \fJ\NH
°0-P. /§o “0-P_ /§o

N N
o0 O_H/X\l °d © -0-
F F
X =CH, 151 153

X=0 152
Abb. 123 mogliche acyclische Substrate fiir die TmpK

Da 2’-Desoxy-3’-fluorthymidinmonophosphat 153 ein hinreichend gutes Substrat fiir die
Thymidylatkinase ist,”"! sollte die Untersuchung der acyclischen Nucleotidanaloga 151
und 152 einen genaueren Hinweis auf die Substratspezifitit der TmpK in bezug auf

acyclische Nucleotide erlauben (Abb. 123).

Ferner konnten 3’-modifizierte, carbocyclische Nucleotide moglicherweise einen guten
Kompromif3 zwischen Nucleotiden mit dem relativ rigiden 2’-Desoxyriboseriickgrat und den
acyclischen Nucleotiden mit ihrem sehr flexiblen Riickgrat darstellen. Das
Cyclopentanriickgrat dieser Verbindungen konnte moglicherweise zu verbesserten

Substrateigenschaften der Thymidylatkinase fiihren.

Um die antivirale Aktivitdt von Nucleosidanaloga wie AZT 1 voll ausschopfen zu konnen,

muf auch an die Darstellung von Nucleosiddiphosphat-Prodrugs gedacht werden.
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Abb. 124 mogliche Syntheseroute zu cycloSal-Nucleosiddiphosphaten 155

Es konnte moglich sein, ein cyclisches Chlorphosphit mit einem Ammoniumsalz eines
Nucleosidmonophosphates 154 umzusetzen. Die abschlieBende Oxidation konnte das

cycloSal-Nucleosiddiphosphat 155 liefern, das als Prodrug des Nucleosiddiphosphates
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fungieren konnte (Abb. 124, S. 125). Die negative Ladung am a-Phosphat konnte hierbei eine
wichtige Rolle spielen. Zum einen wird durch sie die Entstehung eines weiteren stereogenen
Zentrums vermieden, was die Anzahl der Diastereomere um zwei verringert. Zum anderen
konnte sie den nucleophilen Angriff von Wasser auf das a-Phosphoratom verhindern. Durch
einen solchen Angriff wire die Spaltung der Anhydridbindung unter Freisetzung des

Monophosphates moglich.

Das erste Ziel von weiterfiihrenden Arbeiten auf dem Gebiet der cycloSal-Prodrugs von
Nucleosidphosphonaten muf3 die Erhohung der Stabilitdt dieser Verbindungen sein. Da die
cycloSal-Verbindungen ca. 30-fach labiler sind als entsprechende Phosphattriester, konnte in
diesem Fall die Synthese von cycloAminobenzyl- (cycloAmb)-Nucleosidphosphon-
amidaten 156 zum Erfolg fiihren (Abb. 125).

NH,
N \N
<
= O N N
x— T 90
. .~ R=H,CHs
R R R'=H, CH;

156
Abb. 125 allgemeine Struktur von cycloAmb-Nucleosidphosphonamidaten 156

Dieses Konzept wurde bereits fiir d4T 2 umgesetzt.!"**! Die cycloAmb-d4TMP-Verbindungen
zeichnen sich durch eine sehr hohe Stabilitdt aus. Dies gilt insbesondere fiir die N-Methyl-
Verbindung. Es konnte bisher nicht eindeutig gezeigt werden, daBl das
Nucleosidmonophosphat aus diesen Verbindungen tatsidchlich freigesetzt wird. Es wire
jedoch moglich, daBl die mangelnde Freisetzung auf die extrem hohen Halbwertszeiten
zuriickzufiihren ist. Die entsprechenden Phosphonamidate sollten nach den Erfahrungen mit
den Phosphonatdiestern deutlich labiler sein und mdglicherweise das antiviral aktive

Phosphonat freisetzen konnen.

Die cycloSal-HPMPC-Verbindung 36 zerfillt in sehr kurzer Zeit bereits in organischen
Losungsmitteln. Da sie dabei vermutlich das ebenfalls antiviral aktive cHPMPC 149 liefert,
ist es moglich sich diesen schnellen Zerfall zunutze zu machen. Dazu kdénnte man die
Hydroxylgruppe mit einer enzymatisch abspaltbaren Gruppe wie einer Sdure, einer
Aminosdure oder einem Peptid maskieren. Diese Gruppe konnte intrazelluldr abgespalten

werden, und es wiirde sehr schnell cHPMPC 149 freigesetzt.



Experimentalteil 127

8. Experimentalteil
8.1 Allgemeines
8.1.1. Losungsmittel

Acetonitril; C;H3N [41.05]; Sdp.: 81-82 °C; d =0.78
a) puriss. absolut, iiber Molsieb, H,O < 0.001 %; Fluka Nr. 0069.
b) zur Synthese; Merck Nr. 800015.
c) technische Qualitit; iber di-Phosphorpentoxid getrocknet und bei Normaldruck
abdestilliert
Benzol; C¢Hg [78.11]; Sdp.: 79-81 °C; d = 0.879; min. 99.7 %; Riedel-de-Haén Nr. 32212.
Dichlormethan; CH,Cl, [84.93]; Sdp.: 39-40 °C; d =1.325
a) technische Qualitit; iber Calciumchlorid getrocknet und bei Normaldruck
abdestilliert.
b) puriss. absolut, tiber Molsieb, H,O < 50 ppm; Fluka Nr. 66749.
Diethylether; C4H ;0O [74.12]; technische Qualitit; Sdp.: 35 °C;
a) bei Normaldruck destilliert und {iber Kaliumhydroxid aufbewahrt.
b) {iber Natrium getrocknet und bei Normaldruck destilliert.
N,N-Dimethylformamid (DMF); CsH;NO [73.10]; Sdp.: 190-191°C; puriss. absolut, iiber
Molsieb, Fluka Nr. 40248
Dimethylsulfoxid, C;HsOS [78.13]; Sdp.: 190-191°C, d = 1.100; puriss. absolut, iiber
Molsieb, Fluka Nr. 41648
Essigsaureethylester; C4HgO, [88.11]; technische Qualitét; Sdp.: 77 °C; iiber Calciumchlorid
getrocknet und bei Normaldruck abdestilliert.
Ethanol; C,HsO [46.07]; Sdp.: 78 °C; liber Natrium und Phthalséurediethylester getrocknet
und bei unter Inertgas destilliert.
Methanol; CH4O [32.04]; Sdp.: 64 °C; d =0.791
a) technische Qualitit; bei Normaldruck destilliert.
b) puriss. absolut, iiber Molsieb, Fluka Nr. 65542.
Petrolether (45-60); technische Qualitét; Sdp.: 45-60 °C; bei Normaldruck destilliert.
Tetrachlormethan; CCly [153.82]; puriss., Fluka Nr. 87037.
Tetrahydrofuran; C4HgO [72.11];
a) puriss. absolut tiber Molsieb, H,O < 50 ppm; Fluka Nr. 8§7371.
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b) technische Qualitit; iber Kalium getrocknet und bei Normaldruck destilliert.
Pyridin; CsHsN [79.10];
a) puriss. absolut iiber Molsieb, H,O < 50 ppm; Fluka Nr. 82704.
b) technische Qualitit; iiber Natriumhydriddispersion getrocknet und bei
Normaldruck destilliert.
Toluol; C7Hg [92.14]; technische Qualitdt; Sdp.: 110 °C; bei Normaldruck destilliert.

8.1.2. Verwendete Puffer und Reagenzien

Ammoniak-geséttigte Methanollosung

In einem 1000 mL Rundkolben wurde Ammoniakgas in ca. 800 mL wasserfreies Methanol
bei -15 °C fiir etwa 27 Minuten eingeleitet. Das Ammoniakgas wurde dabei durch zwei mit
Kaliumhydroxid-Platzchen gefiillte Gaswaschflaschen vorgetrocknet, die Kiihlung der
Methanollésung erfolgte durch eine Eis-Kochsalz-Kéltemischung. Die fertige Ammoniak-

gesittigte Methanolldsung wurde anschlieBend bei -20 °C gelagert.

Ionenpaarungspuffer fiir die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Es wurden 1000 mL Wasser und 6.6 ml Tetrabutylammoniumhydroxid gemischt und mit
konzentrierter Phosphorsdure der pH-Wert auf 3.8 eingestellt (Puffer ). Zu 60 mL der
Puffer I-Losung wurden wiederum 1000 mL Wasser gegeben, um den eigentlichen

Ionenpaarungspuffer zu erhalten (Puffer II).

50 mM Phosphatpuftfer (PBS, pH 6.8) fiir die Hydrolysekinetiken

In 1000 mL Wasser wurden 8.00g (137 mmol) Natriumchlorid, 0.20 g (2.68 mmol)
Kaliumchlorid, 7.20 g (41.5 mmol) Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat (Na,HPO4*2H,0)
und 1.40 g (8.8 mmol) Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POj4) geldst und falls notig der pH-

Wert mittels verdiinnter Salzsdure oder verdiinnter Natronlauge auf 6.8 eingestellt.

50 mM Phosphatpuffer (pH 7.3) fiir die Hydrolysekinetiken

In 1000 ml Wasser wurden 6.85g (38.5 mmol) Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
(Na,HPO4*2H,0) und 1.55 g (11.4 mmol) Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4) gelost und
falls notig der pH-Wert mittels verdiinnter Phosphorsdure oder verdiinnter Natronlauge auf

7.3 eingestellt.
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Losungen und Reagenzien fiir den Cholinesterase Assay

Folgende Losungen wurden gebrauchsfertig von der Fa. Sigma bezogen:
Natriumchlorid-Lésung in Wasser, 0.15 M, versetzt mit Chloroform
m-Nitrophenol-Losung in Phosphatpuffer (pH = 7.8), 0.75 g/L
Essigsdure-Losung in Wasser, 0.02 N

Acetylcholinchlorid wurde in Aliquoten zu je 750 mg von der Fa. Sigma bezogen. Die

gebrauchsfertige Losung wurde durch Versetzen eines Aliquots mit 5 mL Wasser erhalten.

Samtliche Losungen wurden bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert und erst kurz vor Gebrauch
auf Raumtemperatur erwidrmt. Die Acetylcholinchlorid-Losung war unter diesen
Bedingungen zwei Wochen lagerfihig. Das feste Acetylcholinchlorid wurde bei -20 °C
gelagert.

Humanes Blutserum wurde von der transfusionsmedizinischen Abteilung des
Universititskrankenhauses Eppendorf, Hamburg bezogen und sofort nach Erhalt aliquotiert

und bei -80 °C eingefroren. Es wurden nur die gerade bendtigten Mengen frisch aufgetaut.

8.1.3. Chromatographie

8.1.3.1.  Diinnschichtchromatographie (DC)

Es wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator (Merck Nr.
5554; Schichtdicke 0.2 mm) verwendet. Die Platten wurden auf eine Grofe von 2 - 4 x 10 cm
zugeschnitten; die Laufstrecke betrug 8 - 9 cm. Alle R-Werte wurden bei Kammersittigung
ermittelt. Die Detektion der UV-aktiven Substanzen erfolgte mit einer UV-Lampe bei einer

Wellenldnge von 254 nm.

8.1.3.2.  Zirkulare, zentrifugale Diinnschichtchromatographie (CCTLC)

Mittels eines Chromatotrons der Firma Harrison Research, Modell 7924 T, wurden
Substanzgemische mit Rohausbeuten von maximal 4 g getrennt. Als Trennmaterial diente
gipshaltiges Kieselgel 60 PF,s4 (Merck Nr. 7749) in Schichtdicken von 1, 2 und 4 mm auf
Glasplatten (Durchmesser: 20 cm). Die Detektion der UV-aktiven Substanzen erfolgte mit

einer UV-Lampe der Firma Konrad Benda bei einer Wellenldnge von 254 nm.
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8.1.3.3.  Priparative Sdulenchromatographie (Flash-Chromatographie)

Substanzgemische mit mehr als 4 g Rohausbeute wurden iiber eine Sdule mit leichtem
Uberdruck aufgereinigt.'°"! Als Trennmaterial wurde Kieselgel mit einer KorngroBe von 63-

200 um (Baker Nr. 0253) verwendet.

8.1.3.4.  Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie wurde an zwei Merck-Hitachi-Anlagen

durchgefiihrt.

Software: Chromatography Data Station Software
HPLC-Manager Version 2

Interface: Model D 6000

Pumpe: Model L 6200 A Intelligent Pump

Automatischer Probenwechsler: Model AS 2000 A

Detektion UV, 260 nm

Analytische Saule:

Software:

Interface:

Pumpe:

Automatischer Probenwechsler:

Dioden Array Detektor
Analytische Saule:

HPLC-Methoden:

LiChroCART 250-3 mit Lichrospher 100-3 RP 18
(5 wm) Fiillmaterial

Chromatography Data Station Software

HPLC System Manager Version 3.1.1.

Model L-7000

Model L-7100

Model L-7200

Model L-7455

LiChroCART 250-3 mit Lichrospher 100-3 RP 18
(5 pm) Fiillmaterial

LiChroCART 250-4 Merck Art.-Nr. 50830 fiir
Gradient E und Gradient F

Analytische Reinheitskontrollen

Gradient A:

Acetonitril-Gradient in Wasser von 5 -80 % in 20 Minuten, dann Acetonitril-Gradient in
Wasser von 80 - 100 % in 5 Minuten, abschlieBend 10 Minuten isokratisch 5 % Acetonitril

mit einer FluBirate von 0.5 ml/min.
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Gradient B:

Acetonitril-Gradient in Wasser von 0 - 30% in 20 Minuten, dann 2.5 Minuten isokratisch 50%
Acetonitril, gefolgt von Acetonitril-Gradient in Wasser von 50 bis 100% in 5 Minuten, dann
2.5 Minuten 100% Acetonitril, abschlieend 5 Minuten 100% Wasser mit einer Fluf3rate von
0.5 ml/min.

Gradient C:

Acetonitril-Gradient in Wasser von 12 bis 80 % Acetonitril in 20 Minuten, dann 15 Minuten
isokratisch 12% Acetonitril mit einer FluBrate von 0.6 ml/min.

Gradient D:

Acetonitril-Gradient in lonenpaarungspuffer von 8-100 % Acetonitril in 22 min, 5 min 100 %
Acetonitril, dann 6 min isokratisch 8 % Acetonitril mit einer Flu3rate von 0.6 ml/min.
Gradient E:

Methanol-Gradient in Dichlormethan von 2 bis 6% in 25 Minuten, dann 5 Minuten 100%
Methanol, gefolgt von Methanol-Gradient in Dichlormethan von 100 bis 2% in 2 Minuten.
AbschlieBend 5 Minuten isokratisch 2% Methanol in Dichlormethan.

Gradient F:

Methanol-Gradient in Dichlormethan von 2 bis 6% in 25 Minuten, dann 5 Minuten 100%
Methanol, gefolgt von Methanol-Gradient in Dichlormethan von 100 bis 2% in 2 Minuten.
AbschlieBend 5 Minuten isokratisch 2% Methanol in Dichlormethan.

8.1.4. Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden in den spektroskopischen Abteilungen der Universitit Wiirzburg
und der Universitit Hamburg aufgenommen. Es standen folgende Gerite zur Verfligung:
'"H-NMR:

Bruker AC 250 (250 MHz), Bruker WM 400 (400 MHz), Bruker AMX 400 (400 MHz),
Bruker DMX 500 (500 MHz), Bruker DMX 600 (600 MHz).

Die Standardisierung erfolgte gegen CDCl; (6 = 7.27 ppm), DMSO-ds (6 = 2.49 ppm) und
D,0 (8 =4.65 ppm).

PC-NMR:

Bruker AC 250 (63 MHz), Bruker WM 400 (101 MHz), Bruker AMX 400 (101 MHz),
Bruker DMX 500 (123 MHz).

Die Standardisierung erfolgte gegen CDCIl; (8 = 77.0 ppm) und DMSO-dg (6 = 39.7 ppm).
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PF-NMR:

Bruker DMX 500 (471 MHz).

Die Standardisierung erfolgte gegen einen externen Standard (CFCl3).

*'P-NMR:

Bruker AC 250 (81 MHz), Bruker AMX 400 (162 MHz), Bruker DMX 500 (202 MHz).
Die Standardisierung erfolgte gegen einen externen Standard (85% Phosphorséure).

Zur Wiedergabe der Multiplizititen in den 'H-, °C- "F- und *'P-NMR-Spektren finden
folgende Abkiirzungen Verwendung:

br. = breit, s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quadruplett, quin = Quintett, sept =

Septett, m = Multiplett, ar. = aromatisch.

8.1.5. Massenspektrometrie (MS)

Die ESI-Massenspektren wurden an der Universitdt Hamburg mit einem Elektrospray-Gerét
(Finnegan MAT 95 Trap XL) gemessen und mit der Software ISIS 8.1 nachbearbeitet. Als
FlieBmittel wurde Acetonitril mit 0.1 % Essigsdure benutzt.

Die FAB-Massenspektren wurden an der Universitdt Hamburg mit einem doppel-
fokusierenden Spektrometer VG/70-250 F der Firma VG Analytical gemessen. Als Matrix
wurde m-Nitrobenzylalkohol verwendet.

Die MALDI-TOF-Massenspektren wurden an einem Bruker Bilflex-I1I1-Gerdt im Positiv-
Modus unter Verwendung eines Stickstoff-Lasers (A = 337 nm) gemessen (Matrix nor-

Haman).

8.1.6. Ultraviolettspektroskopie (UV)

Die UV-Spektren wurden an einem UV-Spektralphotometer (CARY 1E) der Firma Varian
aufgenommen.

8.1.7. Infrarotspektroskopie (IR)

Die IR-Spektren wurden auf einem ATI Mattson Genesis Series FTIR aufgenommen.
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8.2. Gerate

8.2.1. Gefriertrocknung

WiBrige Losungen wurden an einer Amsco/Finn-Aqua Lyovac GT2 Gefriertrocknungsanlage

bzw. an einer Christ/Alpha 2-4 Gefriertrocknungsanlage lyophilisiert.

8.2.2. Thermomixer

Die Hydrolysestudien wurden bei 37 °C in einem Eppendorf Thermomixer 5436

durchgefiihrt.
8.3. Darstellungen
8.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

8.3.1.1 Darstellung der 3-Methyl-cycloSal-Nucleosidmonophosphate nach der
Chlorphosphit-Methode (AAV 1)

o] 0]
NH o , DIPEA, NH
\f‘\/& 1. (;(O\,P?Cl CH5CN 9//0 | /&
N "0 o™ N” 0
Hokx\l 2. -BuOOH kaﬁ
R R

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 1.00 Aquivalente des Nucleosides wurden in wasserfreiem Acetonitril geldst,
Di-iso-propylethylamin zugegeben und die Reaktionslosung auf 0 °C gekiihlt. Bei dieser
Temperatur wurde 3-Methyl-cycloSaligenylchlorphosphit 96 langsam zugetropft. Man lie3
auf Raumtemperatur erwdrmen und bei dieser Temperatur rithren. Die Reaktion wurde
diinnschichtchromatographisch verfolgt. Sofern das Nucleosid nicht vollstindig umgesetzt
war, wurde bei 0°C weiteres 3-Methyl-cycloSaligenylchlorphosphit zugegeben. Nach
vollstindiger Umsetzung wurde die Reaktionslosung erneut auf 0°C gekiihlt und
tert-Butylhydroperoxid (5-6 M Losung in n-Decan) zugetropft. Man liel die Reaktionslosung
erneut auf Raumtemperatur erwédrmen und bei dieser Temperatur nachrithren. Die Reaktion

wurde erneut diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach vollstindiger Oxidation
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(ca. 30 Minuten) wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt. Aus den so
erhaltenen gelblichen Rohprodukten wurden in einer ersten Aufreinigung am Chromatotron
Phosphat- bzw. Ammoniumsalze entfernt (Essigsdureethylester/Methanol 9:1 v/v + 0.1%
Essigsdure). Durch weitere Aufreinigung am Chromatotron (Dichlormethan mit
Methanolgradient) konnten die cycloSal-Nucleosidmonophosphate zundchst in Form farbloser
Ole bzw. Schiume isoliert werden. Diese gingen durch Gefriertrocknung in farblose Watten

uber.

8.3.1.2 Darstellung der 3-Methyl-cycloSal-Nucleosidmonophosphate nach der
Phosphoramidit-Methode (AAV 2)

0] (0]

Q , Pyridiniumchlorid

\fk)’\:' Ly oo ®.0 \fﬁN\\H

HO N 0 — O/P\O N @]
kx\l 2. +BuOOH kx\l

R R

Die Reaktion wurde zum AusschluB von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. Zu einer Losung von 1.00 Aquivalenten des Nucleosids in Acetonitril wurden
bei 0°C 4.00 Aquivalente Pyridiniumchlorid gegeben und 2.50 Aquivalente 3-Methyl-
cycloSalphosphoramidit 97, gelost in wenig Acetonitril, zugetropft. Man lie die
Reaktionslosung auf Raumtemperatur erwdrmen und bei dieser Temperatur nachriithren. Die
Reaktion wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt. Sofern das Nucleosid nicht
vollstidndig verbraucht war, wurde bei 0 °C weiteres 3-Methyl-cycloSaligenylphosphoramidit
zugegeben. Nach vollstindiger Umsetzung wurde die Reaktionslosung erneut auf 0 °C
gekiihlt und tert-Butylhydroperoxid (5-6 M Losung in n-Decan) zugetropft. Man lie3 die
Reaktionslésung erneut auf Raumtemperatur erwdrmen und bei dieser Temperatur
nachriihren. Die Reaktion wurde erneut diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach
vollstindiger Oxidation (ca.30 Minuten) wurde das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum
entfernt und der resultierende Riickstand in Dichlormethan aufgenommen. Die Losung wurde
dreimal mit Wasser gewaschen. die vereinigten wélrigen Phasen wurden mit Dichlormethan
reextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Natriumsulfat getrocknet. Nach
Abfiltrieren vom Trockenmittel wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert. Der resultierende Riickstand wurde zundchst am Chromatotron mit
Essigsdureethylester/Methanol 9:1 v/v + 0.1% Essigsdure aufgereinigt. Durch weitere

Aufreinigung am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient) konnten die cycloSal-
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Nucleosidmonophosphate zunichst in Form farbloser Ole bzw. Schiume isoliert werden.

Diese gingen durch Gefriertrocknung in farblose Watten tiber.

8.3.1.3 Darstellung der Nucleosidmonophosphate durch Hydrolyse der 3-Methyl-
cycloSal-Nucleosidmonophosphate (AAV 3)

O (0]
0 \kaH o \fLNH
2 CH3CN, H,0, NEt; on_ i
O/P\O Nk\o g /P\O N/§O
kx\| 0] kx\|
R R

Das 3-Methyl-cycloSal-Nucleosidmonophosphat wurde in 3 mL Acetonitril gelost und
500 uL Wasser zugegeben. Unter Riithren wurden 10 Tropfen Triethylamin zugetropft. Die
Reaktionslésung wurde bei 37 °C gelagert und die Reaktion diinnschichtchromatographisch
verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde mit je 5 mL Acetonitril und Wasser verdiinnt und
die Losung gefriergetrocknet. Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen und iiber eine
Reversed-Phase-Saule (C;s) mit Wasser mit Acetonitril-Gradient als Eluent gereinigt. Die
wéilrige Losung wurde lyophilisiert und der Riickstand auf eine Ionentauschersdule (Dowex
50X8, Na'- oder K'-Form) aufgetragen. Das Produkt wurde mit Wasser eluiert und die

wilrige Losung abschlieend erneut gefriergetrocknet.

8.3.1.4 Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester durch direkte Kondensation des
Phosphonates mit Salicylalkoholen (AAV 4)

O B = O B
I N OH Y—/— | ,/O
X®oo,/P\/O\‘) .oy __MSNT__ Q\/O\/P\/o
© R

X®@ ZOH Pyridin I
X =H, Etz3NH Y = H, 3-Me, 3-tBu, 3,5-tBu
R =H, CH3, CH,ODMTr MSNT: Mesitylensufonyl-3-nitrotriazol

B = Adenin, N-MMTr-Adenin, Cytosin

1 Aquivalent des Phosphonates wurde in einer Inertgasatmosphire in wasserfreiem Pyridin
gelost bzw. suspendiert, 2.5 oder 3 Aquivalente Mesitylensulfonyl-3-nitrotriazol (MSNT)
hinzugegeben und das Reaktionsgemisch 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurden 1.1 Aquivalente bzw. 1.2 Aquivalente des entsprechenden
Salicylalkohols zugegeben und 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das

Reaktionsgemisch wurde mit 15 mL Dichlormethan verdiinnt, durch Zugabe von Essigsdure
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neutralisiert und das Losungsmittel im Olpumpenvakuum abdestilliert. Der Riickstand wurde
zweimal mit je 15 mL Toluol koevaporiert und anschlieBend am Chromatotron gereinigt
(1. Essigsdureethylester/Methanol 9:1 v/v + 0.1% Essigsdure; 2. Dichlormethan mit
Methanolgradient).

8.3.1.5 Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester aus den Phosphonatdiethylestern
(AAV 5)

1) B 1. TMSBr, Pyridin, Acetonitril = o B
i 2. PCls, CH,Cl, Y— || P
EtO/,P\/O X O/P\/O
EtO R

3. Salicylalkohol, NEt3, CH,Cl,
R

H, CH,OTr
N-MMTr-Adenin, N-MMTr-Cytosin
H,

R
B
Y 3-Me, 3-tBu, 3,5-1Bu

1 Aquivalent des Diethylphosphonates wurde zweimal mit wasserfreiem Acetonitril
koevaporiert und anschliefend unter Inertgasatmosphére in wasserfreiem Acetonitril geldst.
Nach Zugabe von 5 Tropfen Pyridin wurden 2.5 Aquivalente Bromtrimethylsilan (TMSBr)
zugetropft und die Reaktionslosung 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die fliichtigen
Anteile wurden im Olpumpenvakuum entfernt und der Riickstand mit Toluol koevaporiert.
Der resultierende farblose Schaum wurde in trockenem Dichlormethan aufgenommen und
2.1 Aquivalente Phosphorpentachlorid zugesetzt. Die Reaktionslosung wurde 2.5 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend die fliichtigen Anteile im Olpumpenvakuum
abkondensiert. Der resultierende gelbe Schaum wurde mit Toluol koevaporiert, in
wasserfreiem Dichlormethan aufgenommen und auf 0 °C gekiihlt. Innerhalb von 15 Minuten
wurde eine Losung von 2 Aquivalenten des entsprechenden Salicylalkohols sowie
3.8 Aquivalenten trockenen Triethylamins in wasserfreiem Dichlormethan zugetropft.
AnschlieBend wurde langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und die Reaktion
diinnschichtchromatographisch ~ verfolgt. Als Eluent diente eine Mischung aus
Dichlormethan/Methanol (9:1, v/v), dem 0.1% Essigsdure beigemischt wurde. Nach
Abdestillieren des Losungsmittels wurde der Riickstand am Chromatotron aufgereinigt

(Dichlormethan mit Methanolgradient).
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8.3.1.6 Abspaltung der Monomethoxytrityl- und Tritylschutzgruppen aus cycloSal-
Phosphonatdiestern (AAV 6)

% 0 BMMTr  F3CCOOH, CH5CN % 0 B
Y@f\ 1,0 oder CH,Cl, Y—— | P
NN PO N g PO « TFA

R R
R =H, CH,OTr R =H, CH,OH
B = Adenin, Cytosin B = Adenin, Cytosin
Y =H, 3-Me, 3-tBu, 3,5-tBu Y = H,3-Me, 3-tBu, 3,5-Bu

Die Reaktion wurde zum Ausschlu von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphire
durchgefiihrt. Das Trityl-geschiitzte cycloSal-Phosphonat wurde in trockenem Acetonitril
bzw. trockenem Dichlormethan gelost und 20 Volumenprozent Trifluoressigsdure
hinzugetropft. Nach einstiindigem Riihren bei Raumtemperatur bzw. 40 °C wurde, wenn
Acetonitril als Losungsmittel verwendet wurde, mit Wasser und Acetonitril verdiinnt und
gefriergetrocknet. Der Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt. Als Eluent diente
Dichlormethan, dem 0.1% Essigséure beigemischt wurde mit einem Methanolgradienten. Bei
Verwendung von Dichlormethan wurde die Reaktionsmischung direkt am Chromatotron

aufgereinigt. Die cycloSal-Phosphonatdiester wurden als Trifluoressigsduresalze erhalten.

8.3.2 Darstellung von T-Penciclovir
8.3.2.1 Darstellung von 3-Brompropan-1,1,1-tricarbonsiuretriethylester 481"
O O O ® 0
NaOEt, EtOH | EtO Na 1,2-Dibromethan  EtO Br
EtO OEt EtO o > EtO
Et;O oet| DMF, Benzol o ?
Et0” S0 0 ¢ 78% od 5
47 48

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 11.5 mL (12.7 g, 54.7 mmol) Methantricarbonsauretriethylester 47 wurden in
40 mL wasserfreiem Diethylether gelost und auf 0 °C gekiihlt. Bei dieser Temperatur wurden
18 mL einer Losung von 1.50 g Natrium (65.2 mmol) in 20 mL absolutem Ethanol zugetropft.
Der entstandene farblose Niederschlag wurde abfiltriert und mit absolutem Diethylether
nachgespiilt. Nach dem Trocknen des Niederschlages im Olpumpenvakuum fiir 15 Minuten
wurde dieser in 30 mL N,N-Dimethylformamid sowie 30 mL Benzol gelost. Zu der

Reaktionslésung wurden 8.30 mL (18.1 g, 90.8 mmol) 1,2-Dibromethan getropft und die
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Reaktionslosung 14 Stunden auf 95 °C erhitzt, wobei ein farbloser Niederschlag entstand.
Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionslosung mit etwas Benzol verdiinnt
und vom Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat wurde einmal mit 25 mL Wasser gewaschen.
Die organische Phase wurde {iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Abfiltrieren vom
Trockenmittel wurde das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der dlige Riickstand wurde

im Olpumpenvakuum mittels einer Kugelrohrdestille destilliert.

Ausbeute: 14.5 g (42.8 mmol, 78%) einer farblosen Flissigkeit
Sdp.: 140 °C (0.4 mbar)
'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, CDCls): 4.27 (q, 6H, *Juy = 7.1 Hz, H2"), 3.60 — 3.54

m, B 5 4. 4. m, 5 > L. t’ 5 HH — /. z,
2H, H1); 2.73 - 2.67 2H, H2); 1.30 (t, 9H, *J, 7.1 Hz, H3’

BC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, CDCls): 166.0 (3xC1°), 65.6 (C1), 62.4 (3xC2’), 36.3
(C1), 26.9 (C2), 13.8 (3xC3").

8.3.2.2 Darstellung von 2-Ethoxycarbonyl-2-[2-(1-thyminyl)ethylJmalonsdurediethyl-
ester 50 mit Natriumhydrid

0
0
EtO Thymin 49, NaH, DMF
EtO Br y
OEt 38%
0o
48 50

Die Reaktion wurde zum Ausschlu von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphire
durchgefiihrt. 3.00 g (23.8 mmol) Thymin 49 wurden in 40 mL N,N-Dimethylformamid
suspendiert, 425 mg (17.7 mmol) gewaschenes Natriumhydrid zugesetzt und eine Stunde bei
70 °C geriihrt, anschlieBend wurden 4.00 g (11.8 mmol) 3-Brompropan-1,1,1-tricarbonsiure-
triethylester 48 zugetropft und 43 Stunden bei 70-100 °C geriihrt. Nach Abdestillieren des
Losungsmittels wurde der Riickstand in 50 mL Dichlormethan aufgenommen und mit 50 mL
Wasser gewaschen. Die wilirige Phase wurde zweimal mit je 30 mL Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit je 30 mL Wasser
gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und
nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit.
Der Riickstand wurde am Chromatotron mit Dichlormethan und einem Methanolgradienten

von 1 bis 10 % gereinigt.
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Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

BC.NMR:

8.3.2.3

1.71 g (4.45 mmol, 38%) eines farblosen Feststoffs
Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.88

5 [ppm] (400 MHz, CDCly): 8.59 (br. s, 1H, NH), 7.10 (q, 1H,
4Jun = 1.2 Hz, H6), 4.28 (q, 6H, *Jun = 7.1 Hz, 3xCH,), 4.00 — 3.96 (m, 2H,
H19), 2.50 — 2.47 (m, 2H, H2°), 1.92 (d, 3H, “/ii = 1.0 Hz, H7), 1.31 (t, 9H,
Jun = 7.1 Hz, 3xCHs).

8 [ppm] (100 MHz, CDCls): 166.4 (C4%), 164.0 (C4), 150.5 (C2), 140.6
(C6), 110.7 (C5), 63.9 (C3°), 62.7 (CH,), 44.9 (C1°), 31.9 (C2°), 13.8 (CH3),
12.2 (C7)

Darstellung von 2-Ethoxycarbonyl-2-[2-(1-thyminyl)ethyl]malonsdurediethyl-
ester 50 mit Lithiumhydrid

o)
o)
EtO Thymin 49, LiH, DMF
EtO Br Y ) )
OEt 35%
0 ¢
48 50

Die Reaktion wurde analog zu der unter 8.3.3.2 beschriebenen durchgefiihrt. Jedoch wurden

statt 425 mg (17.7 mmol) Natriumhydrid 141 mg (17.7 mmol) gewaschenes Lithiumhydrid

verwandt.

Ausbeute:

1.59 g (4.13 mmol, 35%) eines farblosen Feststoffs

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen unter 8.3.2.2.
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8.3.2.4 Darstellung von 2-[2-(1-Thyminyl)ethylJmalonsduredimethylester 46
@) @)
\f‘\NH 7 5| 4 NH
NaOCHj3;, CH3;OH 2
0 N)%o a0Cs, ERPH | o ° N)%o
EtO 78% o 2
EtO MeO ~
OEt :
0J MeO” SO
50 46
1.71 g (4.42 mmol) Ethoxycarbonyl-2-[2-(1-thyminyl)ethyl|malonsidurediethylester 50

wurden in 5 mL trockenem Methanol gelost und unter Inertgasatmosphdre mit 162 mg

(3.00 mmol) Natriummethanolat versetzt. Die Reaktionslosung wurde sechs Stunden bei

Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde dabei diinnschichtchromatographisch verfolgt.

Zur Neutralisation wurde Dowex (50x8, H-Form) zugegeben und zehn Minuten geriihrt. Es

wurde vom lonenaustauscher abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck

abdestilliert. Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt, wobei als Eluent

Dichlormethan mit einem Methanolgradienten von 1 bis 8% verwendet wurde.

Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

980 mg (3.45 mmol, 78%) eines farblosen Feststoffs

ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.67

8 [ppm] (400 MHz, CDCl5): 8.40 (br. s, 1H, NH), 7.02 (d, 1H,*Juu = 1.3 Hz,
H6), 3.80 (t, 2H,*Juu=7.1 Hz, H1%), 3.77 (s, 6H, 2xCH3), 3.46 (t, 1H,
3Jun = 7.1 Hz, H3%), 2.28 (dt, 2H, *Jun = 7.1 Hz, *Jun = 7.1 Hz, H2°), 1.93
(d, 3H, “Jun = 1.3 Hz, H7)

8 [ppm] (100 MHz, CDCls): 1689 (C4%), 163.8 (C4), 150.7 (C2), 140.2
(C6), 111.1 (C5), 52.9 (CHs), 48.5 (C3%), 46.1 (C1%), 30.0 (C2%), 12.3 (C7)
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8.3.2.5 Darstellung von 2-[2-(1-Thyminyl)ethyl]malonsduredimethylester 46 aus dem

Bromid 48
O
EtO Br Thymin 49, K,CO3,DMSO
EtO =
OEt
Oo
48 50
0]
7 5| 4 NH
NaOCHs5, CH,0OH 2
3 3 o) 6 N/go
39% 3 2
MeO T
MeO @]
46

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphire
durchgefiihrt. 1.30g (10.3 mmol) Thymin49 wurden in 10mL wasserfreiem
Dimethylsulfoxid suspendiert und 1.22 g (8.84 mmol) wasserfreies Kaliumcarbonat
zugegeben. Die Suspension wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend
wurde 1.00 g (2.95 mmol) 3-Brompropan-1,1,1-tricarbonséure-triethylester 48 zugetropft und
das Reaktionsgemisch 16 h auf 80 °C erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde mit
100 mL Wasser verdiinnt und dreimal mit je 40 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden zweimal mit je 40 mL Wasser sowie einmal 40 mL geséttigter
Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet
und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom Ldsungsmittel
befreit. Das resultierende braune Ol wurde in 4 mL Methanol gelst und 81 mg (1.49 mmol)
Natriummethanolat zugegeben. Die Reaktionslosung wurde sechs Stunden Dbei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde dabei diinnschichtchromatographisch verfolgt.
Zur Neutralisation wurde Dowex (50x8, H-Form) zugegeben und zehn Minuten geriihrt. Es
wurde vom lonenaustauscher abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert. Der Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt, wobei als Eluent

Dichlormethan mit einem Methanolgradienten von 1 bis 8% verwendet wurde.
Ausbeute: 323 mg (1.14 mmol, 39%) eines farblosen Feststoffs

DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.67
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Die spektroskopischen Daten entsprechen denen unter 8.3.2.4.

8.3.2.6 Darstellung von 1-(4-Hydroxy-3-hydroxymethylbutyl)thymin (T-Penciclovir) 40

0 0
\fJ\NH
0 N&o NaBH,, CH,Cly, CHzOH
Meo)‘j:\J 78%
MeO 0]
46 40

Zu einer Suspension aus 320 mg (1.13 mmol) 2-[2-(1-Thyminyl)ethylmalonsduredimethyl-
ester 46 und 128 mg (3.38 mmol) Natriumborhydrid in 1.8 mL trockenem Dichlormethan
wurden langsam 1.2 mL Methanol zugetropft. Nach Riihren der Reaktionsmischung fiir
72 Stunden bei Raumtemperatur zeigte die diinnschichtchromatographische Kontrolle einen
nicht vollstindigen Umsatz an. Es wurden weitere 100 mg (2.65 mmol) Natriumborhydrid
sowie 2 mL Methanol zugegeben und das Reaktionsgemisch weitere sechs Stunden auf 50 °C
erwarmt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden 5 mL Wasser und einige Tropfen
konzentrierter Salzsdure, bis zur Neutralisation, zugegeben. Nach Abdestillieren des
Losungsmittel wurde der Riickstand mit 30 ml heilem Ethanol extrahiert. Nach Abdestillieren
des Losungsmittels wurde der resultierende Riickstand iiber Flash-Chromatographie mit

Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v aufgereinigt.

Ausbeute: 200 mg (876 umol, 78%) eines farblosen Feststoffs

DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.10
Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 8:2 v/v): 0.45

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, CDCLs): 11.14 (s, 1H, NH), 7.49 (d, 1H, *Jyy = 1.2 Hz,
H6), 4.39 (dd, 2x1H, *Juyy=5.3 Hz, *Juy=5.3 Hz, OH), 3.66 (t, 2H,
Jun=7.5Hz, HI’), 3.40 (ddd, 2x1H, “Jyu=10.5Hz, °*Juy=5.3 Hz,
3Jun=5.3 Hz, H4’-a), 3.33 (ddd, 2x1H, “Juy=10.5Hz, *Juu=5.3 Hz,
3Jun= 5.3 Hz, H4-b), 1.74 (d, 3H, “Juy=12Hz, H7), 1.53 (dt, 2H,
3Jun = 7.5 Hz, *Juy = 7.2 Hz, H2"), 1.49 - 1.42 (m, 1H, H3")

BC-NMR: & [ppm] (100 MHz, CDCls): 164.6 (C4), 151.2 (C2), 141.7 (C6), 108.8 (C5),
61.8 (OCHs3), 61.8 (C4¢), 46.0 (C1¢), 41.1 (C39), 28.1 (C29), 12.3 (C7)
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UV (CH3CN):  Amax [nm]: 269.0, 192.0
Amin [nm]: 236.0
HPLC: tr = 9.57 min (97%, Gradient B)
MS (ESI; m/z):  ber.: 228.11
gef.: 229.23 (M+H"), 252.23 (M+Na")

833 Darstellung von T-Ganciclovir und Derivaten

8.3.3.1 Darstellung von 4-(Chlormethyl)-1,3-dioxolan 54"

HO  OH (CH,0),, HySO4, Hy0 o o
5 4
0,
—Cl 62% v_Cl
55 54

16.5 g (550 mmol) Paraformaldehyd sowie 55.3 g (500 mmol) 3-Chlor-1,2-propandiol 55
wurden in einem Dreihalskolben mit aufgesetztem Claisenkiihler in 37.5 mL Wasser
suspendiert und 7 mL konzentrierter Schwefelsdure zugesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde
auf 120 °C erhitzt, wobei ein farbloses, azeotropes Destillat liberging. Das Destillat wurde bis
zu einer Ubergangstemperatur von 100 °C gesammelt. Das Destillat wurde mit
Kaliumcarbonat gesittigt und die wéalrige Phase zweimal mit je 20 mL Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Kaliumcarbonat getrocknet und
nach Abfiltrieren vom Trockenmittel vom Losungsmittel befreit. AbschlieBend wurde der

resultierende 6lige Riickstand fraktionierend destilliert.

Ausbeute: 38.0 g (311 mmol, 62%) einer farblosen Fliissigkeit
Sdp.: 142 °C (860 mbar)
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.08 (s, 1H, H2-a), 4.91 (s, 1H, H2-a), 4.28

(dddd, 1H, *Jyuy = 7.5 Hz, *Jun = 6.6 Hz, *Juy = 4.9 Hz, *Juyu = 4.1 Hz, H4),
401 (dd, 1H, *Jun=8.8Hz, >Jyu=6.6Hz, H5-a), 3.86 (dd, 1H,
Jun=8.8Hz, Jun=4.9Hz, H5-b), 3.60 (dd, 1H, *Jun=11.1 Hz,
3Jun = 4.9 Hz, H6-a); 3.48 (dd, 1H, Juy = 10.9 Hz, *Jiy = 7.4 Hz, H6-b)

BC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, CDCls): 96.2 (C2), 75.3 (C4), 68.6 (C5), 44.4 (C6)



144 Experimentalteil

8.3.3.2 Darstellung von 1-Chlor-2-acetoxymethoxy-3-acetoxypropan 56at'*¥

92% O

1 1

A Essigsaureanhydrid, 0 ‘< Q
(0] Essigsaure, ZnCl ;
2 3 2

54 56a 56b

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 31.5 g (257 mmol) 4-(Chlormethyl)-1,3-dioxolan 54 wurden in 77.0 mL
(815 mmol) frisch destilliertem Essigsdureanhydrid gelost und 8.70 mL (152 mmol)
Essigsdure zugetropft. AnschlieBend wurden 2.60 g (19.0 mmol) Zinkchlorid zugegeben und
die Reaktionslosung bei Raumtemperatur geriihrt. Unmittelbar nach Zugabe des Zinkchlorids
stieg die Temperatur der leicht gelblichen Losung auf 55 °C an. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde die Reaktionslosung zwei Stunden geriihrt. AnschlieBend wurden
Essigsdureanhydrid und Essigsdure unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in
100 mL  Diethylether aufgenommen wund einmal mit je 50mL  geséttigter
Natriumhydrogencarbonatlosung sowie Wasser gewaschen. Die etherische Losung wurde
iiber Magnesiumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel vom

Losungsmittel befreit. Das resultierende Ol wurde fraktionierend destilliert.
Ausbeute: 53.8 g (240 mmol, 92%) eines farblosen Ols, das als 3:1 Isomerengemisch

aus  1-Chlor-2-acetoxymethoxy-3-acetoxypropan S6a und  1-Chlor-2-

acetoxy-3-acetoxymethoxypropan 56b charakterisiert werden konnte

Sdp.: 97 - 101 °C (0.4 mbar)

Spektroskopische Daten zu 1-Chlor-2-acetoxymethoxy-3-acetoxypropan 56a:

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.38 (d, 1H, “Jyu = 6.6 Hz, H4-a), 5.34 (d, 1H,
2Jun = 6.6 Hz, H4-b), 4.27 (dd, 1H, “Jun = 11.8 Hz, *Juu = 4.7 Hz, Hl-a),
4.19 (dd, 1H, *Jyu = 11.8 Hz, *Jyn = 5.3 Hz, H1-b), 4.09 - 4.03 (m, 1H, H2),
372 (dd, 1H, *Juy=11.7Hz, °Juyy=5.5Hz, H3-a), 3.58 (dd, 1H,
Jun = 11.7 Hz, *Juyn = 5.7 Hz, H3-b), 2.12 (s, 3H, CH3), 2.10 (s, 3H, CH3)

PC-NMR: S [ppm] (100 MHz, CDCls): 170.8 (C=0), 88.7 (C4), 77.9 (C2), 63.9 (Cl),
43.7 (C3), 21.4 (CH3), 21.4 (CH»)

Spektroskopische Daten zu 1-Chlor-2-acetoxy-3-acetoxymethoxypropan 56b:

'"H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.29 (d, 1H, 2Jiyyy = 6.3 Hz, H4-a), 5.26 (d, 1H,
2Ju = 6.3 Hz, H4-b), 5.16 - 5.11 (m, 1H, H2), 3.87 (dd, 1H, /iy = 10.8 Hz,
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Jun = 5.7 Hz, Hl-a), 3.83 (dd, 1H, *Jyy = 10.8 Hz, *Juyy = 5.7 Hz, H1-b),
3.72 (dd, 1H, *Jun=11.7Hz, °Juy=5.5Hz, H3-a), 3.64 (dd, 1H,
*Jun = 11.7 Hz, *Juu = 5.7 Hz, H3-b), 2.12 (s, 3H, CH3), 2.11 (s, 3H, CH;)

3C-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, CDCls): 170.9 (C = 0), 89.3 (C4), 71.7 (C2), 68.5 (C1),
42.6 (C3), 21.3 (CHs), 21.14 (CH3)

8.3.3.3 Darstellung von 1,3-Diacetoxy-2-(acetoxymethoxy)propan 52at'*¥

0
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>~o 0 O + 56b 0

\_&m 76% b N " 4 \3—2&0

56a 52a 52b

11.4 g (116 mmol) wasserfreies Kaliumacetat wurden zu einer Losung von 114¢g
(51.0 mmol) 1-Chlor-2-acetoxymethoxy-3-acetoxypropan S6a und 1-Chlor-2-acetoxy-3-
acetoxymethoxypropan 56b in 80 mL wasserfreiem N,N-Dimethylformamid gegeben und
zwei Stunden auf 150 °C erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Losung mit
300 ml Wasser verdiinnt und dreimal mit je 50 mL Essigsdureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurde zundchst mit 30 mL Wasser und dann mit 30 mL
gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen Die organische Phase wurde {iber Natriumsulfat
getrocknet und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom
Losungsmittel befreit. Das Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung fiir die folgende
Umsetzung verwandt.
Ausbeute: 9.50 g (38.4 mmol, 76%) eines gelben Ols, das als 3:1 Isomerengemisch aus
1,3-Diacetoxy-2-acetoxymethoxypropan 52a und 1,2-Diacetoxy-3-

acetoxymethoxypropan 52b charakterisiert werden konnte

Spektroskopische Daten zu 1,3-Diacetoxy-2-acetoxymethoxypropan 52a

'H-NMR: d[ppm] (400 MHz, CDCls): 5.34 (s, 2H, H4), 4,24 — 4,06 (m, 5H, H1, H2,
H3), 2.11 (s, 3H, CH3), 2.09 (s, 6H, 2CH3).

Spektroskopische Daten zu 1,2-Diacetoxy-3-acetoxymethoxypropan 52b

'H-NMR: 8[ppm] (400 MHz, CDCl3): 5.28 (d, 1H, *Juy = 6.6 Hz, H4-a), 5.25(d, 1H,
*Jun = 6.6 Hz, H4-b), 4.33 (dd, 1H, *Juyy=10.2 Hz, *Juy = 4.1 Hz, Hl-a),
4.30 (dd, 1H, *Jyu = 10.2 Hz, *Jun = 4.1 Hz, H1-b), 4.24 - 4.06 (m, 1H, H2),
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3.80-3.78 (m, 2H, H3), 2.10 (s, 3H, CHs), 2.08 (s, 3H, CHs), 2.08 (s, 3H,
CH;).

8.3.3.4 Darstellung von 1-[2-Acetoxy-1-(acetoxymethyl)ethoxymethyl]thymin 58a

)N\\H 0
2 0  "N\4ONH
O 5
e
o

49 58a 58b
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1. HMDS, (NH,),SO0,

[ ONH
P 2. 52alb, TMSOTY, TBAI,
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N CH,Cl,
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2.52 ¢ (20.0 mmol) Thymin49 wurden in 75 mL (35.5 mmol) Hexamethyldisilazan

suspendiert, 0.95 g (7.20 mmol) Ammoniumsulfat hinzugegeben und 90 Minuten unter

Riickflu3 erhitzt, bis eine klare Losung erhalten wurde. AnschlieBend wurde das

Reaktionsgemisch im Olpumpenvakuum bis zur Trockene eingeengt.

Das erhaltene silylierte Thymin wurde in 30 mL absolutem Dichlormethan aufgenommen,

7.45 g (30.0 mmol) 1,3-Diacetoxy-2-(acetoxymethoxy)propan 52a und 1,2-Diacetoxy-3-

acetoxymethoxypropan 52b sowie eine katalytische Menge Tetrabutylammoniumiodid

zugegeben. AnschlieBend wurden 5.36 g (24.0 mmol) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat
innerhalb von 10 Minuten zugetropft und die Reaktionslosung 2 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. Dabei wurde die Reaktion diinnschichtchromatographisch verfolgt.

Nach vollendeter Reaktion wurde mit 30 mL Dichlormethan verdiinnt und dreimal mit je

40 mL  gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung und einmal mit 40 mL Wasser

gewaschen. Die vereinigten wafirigen Phasen wurden zweimal mit je 30 mL Dichlormethan

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und
nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit.

Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt. Als Eluent diente

Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 10%.

Ausbeute: 5.58 g (17.8 mmol; 89%) eines blaBgelben Ols, das als 3:1 Isomerengemisch
aus 1-[2-Acetoxy-1-(acetoxymethyl)ethoxymethyl]thymin 58a und 1-[2,3-
Diacetoxypropyloxymethyl]thymin 58b vorlag.

DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.70
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Spektroskopische Daten zu 1-[2-Acetoxy-1-(acetoxymethyl)ethoxymethyl]thymin 58a

'H-NMR: 8[ppm] (400 MHz, CDCl5): 8.64 (s, 1H, -NH), 7.15 (q, 1H, *Jun = 1.2 Hz,
H6), 5.24 (s, 2H, H1"), 4.23 (m, 2H, H4 -a), 4.10-4.05 (m, 3H, H3’, H4"-b),
2.06(s, 6H, 2xCH3), 1.95 (d, 3H, *Jun = 1.2 Hz, H7)

BC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, CDCl3): 170.5 (2x C=0), 163.9 (C4), 151.2 (C2), 139.1
(C6), 111.7 (C5), 75.8 (C1’), 74.8 (C3’), 63.1 (C4’), 20.7 (2xCH3), 12.3
(C7)

Spektroskopische Daten zu 1-[2,3-Diacetoxypropyloxymethyl]thymin 58b

'H-NMR: 8[ppm] (400 MHz, CDCls): 8.62 (s, 1H, NH), 7.11 (q, 1H, *Jyy = 1.2 Hz,
H6), 5.18 (d, 1H, “Jyy = 10.6 Hz, H1 -a), 5.12 (d, 1H, 2Jyy = 10.6 Hz, H1 -
b), 4.29 (dd, 1H, “Jyu = 11.9 Hz, *Jyy = 4.1 Hz, H5 -a), 4.26 - 4.20 (m, 1H,
H5’-b), 4.15 - 4.05 (m, 1H, H4"), 3.72 (d, 2H, *Juu = 5.2 Hz, H3"), 2.08 (s,
3H, CH3), 2.06 (s, 3H, CH3), 1.95 (d, 3H, *Juy = 1.2 Hz, H7)

PC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, CDCls): 170.5 (C=0), 170.1 (C=0), 163.9 (C4), 151.2
(C2), 138.7 (C6), 111.9 (C5), 76.6 (C17), 69.7 (C4*), 67.6 (C3°), 62.2 (C5°),
20.9 (CH3), 20.6 (CH3), 11.3 (C7)

8.3.3.5 Darstellung von 1-[2-Hydroxy-1-(hydroxymethyl)ethoxymethyl]thymin
(T-Ganciclovir) 30

O
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5.58g  (17.7 mmol) 1-[2-Acetoxy-1-(acetoxymethyl)ethoxymethyl]thymin 58a  und
1-[2,3-Diacetoxypropyloxymethyl]thymin 58b wurden in 20 mL Methanol gelost und mit
800 mg Natriummethanolat versetzt. Die Reaktionslosung wurde 20 Stunden bei 40 °C
geriihrt. Der entstandene Niederschlag wurde durch Zugabe von Methanol in Losung
gebracht. Es wurden 2.00g Dowex 50 W X 8 [H'-Form] hinzugegeben und eine Stunde bei

Raumtemperatur geriihrt. Es wurde vom lonentauscher abfiltriert und das Lésungsmittel unter
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vermindertem Druck abdestilliert. Der resultierende Riickstand wurde zweimal aus Ethanol

umkristallisiert.
Ausbeute:
DC:

'"H- MR

BC-NMR:

UV (CH;CN):

HPLC:
MS (ESI; m/z):

2.15 g (10.6 mmol; 60%) eines farblosen Feststoffs

R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.10

8[ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 11.26 (s, 1H, NH), 7.54 (d, IH,
*Jun = 1.0 Hz, H6), 5.13 (s, 2H, H1"), 4.60 (t, 2H, *Jyuy = 5.6 Hz, 2xOH),
3.50 (tt, 1H, *Juu=6.0Hz, *Jun=4.7Hz, H3’), 3.42 (ddd, 2H,
2hin=113Hz, *Jun=5.6Hz, *Jun=4.7Hz, H4'-a), 3.32 (ddd, 2H,
Jun=113Hz, *Jyu=5.6Hz, °*Juy=6.0Hz, H4'-b), 1.75 (d, 3H,
*Jun =1 Hz, HY)

8 [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 164.7 (C4), 151.4 (C2), 141.0 (C6), 109.3
(C5), 80.8 (C3°), 76.0 (C1°), 61.3 (C4°), 12.3 (C7)

Amax [nm]: 205.2, 263.4

Amin [nm]: 231.8

tr = 2.67 min (98%, Gradient A)

ber.: 230.09

gef.: 231.21 (M+H"), 253.20 (M+Na")

8.3.3.6 Darstellung von 5°-O-Trityl-T-Ganciclovir 66 aus T-Ganciclovir 30

7
\fJ\NH A NH
Nko TrCl, Pyridin oL, s PN
ko@ 0% ng
y
.

Ph
30 Ph s ¢ 66

Die Reaktion wurde zum Ausschlu von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére

durchgefiihrt. 400 mg (1.74 mmol) T-Ganciclovir 30 wurden in 5 mL wasserfreiem Pyridin

gelost und 533 mg (1.97 mmol) Chlortriphenylmethan zugegeben. Die Reaktionslosung

wurde 2 Stunden unter RiickfluB3 erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden 2 mL

Methanol zugegeben und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der

Riickstand wurde zweimal mit je 10 mL Toluol koevaporiert und anschlieBend am
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Chromatotron gereinigt. Als Eluent diente Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis

10%.

Ausbeute: 327 mg (0.69 mmol; 40%) eines blaBgelben Feststoffs
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.70
'H-NMR d[ppm] (400 MHz, DMSO-d¢): 11.36 (s, 1H, NH), 7.64 (d, 1H,

*Jun = 1.0 Hz, H6), 7.34 - 7.28 (m, 12H, H(B), H(C)), 7.25 - 7.21 (m, 3H,
H(D)), 5.25 (d, 1H, “Jun=10.7 Hz, H1’-a), 5.18 (d, 1H, *Jux=10.7 Hz,
H1’-b), 4.69 (dd, 1H, *Juy = 5.3 Hz, *Juy = 5.3 Hz, OH), 3.84 - 3.79 (m, 1H,
H3’), 3.44 - 3.22 (m, 2H, H4"), 2.96 (dd, 1H, *Jy = 9.5 Hz, *Jyn = 6.6 Hz,
H5’-a), 2.93 (dd, 1H, “Juy=9.5 Hz, *Juyy = 3.3 Hz, H5’-b), 1.71 (d, 1H,
*Jun = 1.0 Hz, HY)

3C-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 164.5 (C4), 151.5 (C2), 143.9 (C(A)), 140.9
(C6), 128.4 (C(C)), 128.0 (C(B)), 127.1 (C(D)), 109.3 (C5), 86.0 (C4-O-Tr),
79.1 (C3°), 76.1 (C1°), 64.3 (C5°), 61.1 (C4*), 12.1 (C7)

8.3.3.7 Darstellung von 4’-O-Acetyl-T-Ganciclovir 67

o) o)
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30 67

1.50 g (6.52 mmol) T-Ganciclovir 30 wurden in 15 mL wasserfreiem N, N-Dimethylformamid
gelost und 1.57 g (1.64 mL, 13.0 mmol) Trimethylorthoacetat zugegeben. Innerhalb von
30 Minuten wurden 568 uL (817 mg, 7.17 mmol) Trifluoressigsdure (TFA) bei
Raumtemperatur zugetropft. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung 14 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von 2 mL. Wasser wurde die Reaktionsldsung erneut
zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum abdestilliert
und der resultierende Riickstand dreimal mit je 40 mL einer Mischung aus Ethanol und Toluol
(1:1, v/v) koevaporiert. Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron aufgereinigt

(Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 12%).

Ausbeute: 1.58 g (5.78 mmol, 89%) eines farblosen Feststoffs
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DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.62

'H-NMR S[ppm] (400 MHz, DMSO-d¢): 11.29 (s, 1H, NH), 7.52 (d, 1H,
“Jun=12Hz, H6), 5.14 (d, 1H, *Jun=10.5Hz, HI’-a), 5.05 (d, 1H,
2Jun = 10.5 Hz, H1’>-b), 4.79 (t, 1H, *Jun=5.6 Hz, OH), 4.08 (dd, 1H,
*Jun=11.7Hz, *Jun=23.3Hz, H4-a), 3.87 (dd, 1H, *Jyu=11.7Hz,
*Jun=7.1 Hz, H4’-b), 3.76 (dddd, 1H, *Jyy=7.12Hz, *Juy=5.5Hz,
Jun=55Hz, *Jun=33Hz, H3’), 338 (dd, 2H, ‘Juu=5.6Hz,
Jun = 5.5 Hz, H5%), 1.89 (s, 3H, CH3), 1.73 (d, 1H, *Jyu = 1.2 Hz, H7)

BC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 170.4 (C=0), 164.5 (C4), 151.4 (C2), 140.9
(C6), 109.3 (C5), 77.4 (C3°), 75.8 (C1°), 63.8 (C4°), 60.7 (C5°), 20.7 (CH3),
12.1(C7)

UV (CH3CN):  Apax [nm]: 264.6

Amin [nm]: 232.9
HPLC: tr = 7.01 min (99%, Gradient A)
MS (ESI; m/z):  ber.: 272.10

gef.: 295.28 (M+Na")

8.3.3.8 Darstellung von 4’-O-Acetyl-5’-O-trityl-T-Ganciclovir 68
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Die Reaktion wurde zum Ausschlu von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 1.53 g (5.63 mmol) 4’-O-Acetyl-T-Ganciclovir 67 wurden in 50 mL
wasserfreiem Pyridin gelost und 3.14 g (11.3 mmol) Chlortriphenylmethan zugegeben. Die
Reaktionslésung wurde 90 Minuten unter RiickfluB erhitzt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurden 2 mL Methanol zugegeben und das Losungsmittel im Vakuum

abdestilliert. Der Riickstand wurde dreimal mit je 30 mL Toluol koevaporiert. Der

resultierende Riickstand wurde in 70 mL Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit je
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40 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und
nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit.
Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt. Als Eluent diente

Dichlormethan mit einem Methanolgradienten von 0 bis 10%.

Ausbeute: 2.20 g (4.28 mmol, 76%) eines farblosen Feststoffs
DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.42
'H-NMR S[ppm] (400 MHz, DMSO-d¢): 11.35 (s, 1H, NH), 7.61 (d, 1H,

*Jun = 1.2 Hz, H6), 7.36 - 7.30 (m, 12H, H(B), H(C)), 7.27 - 7.23 (m, 3H,
H(D)), 5.19 (d, 1H, *Jyu=10.9 Hz, H1’-a), 5.16 (d, 1H, “Jyuy=10.9 Hz,
H1’-b), 4.09 (dd, 1H, %/ = 10.0 Hz, *Jun = 2.2 Hz, H4’-a), 4.03 - 3.95 (m,
2H, H4’-b, H3"), 3.02 (dd, 1H, *Juu = 9.8 Hz, *Jun = 5.2 Hz, H5-a), 2.99
(dd, 1H, “Juyn = 9.8 Hz, *Jun = 4.1 Hz, H5-b), 1.89 (s, 3H, CH3), 1.73 (d,
3H, “Jun = 1.2 Hz, H7)

8.3.3.9 Darstellung von 5°-O-Trityl-T-Ganciclovir 66
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2.17 g (4.21 mmol) 4’-O-Acetyl-5’-O-trityl-T-Ganciclovir 68 wurden in 45 mL wasserfreiem
Methanol suspendiert und 400 mg (7.37 mmol) Natriumethanolat zugegeben, worauf eine
klare Losung entstand. Die Reaktionslosung wurde 24 Stunden bei 40 °C geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde durch Zugabe von Essigsdure neutralisiert und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck abdestilliert. Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron

aufgereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 25%).
Ausbeute: 1.91 g (4.03 mmol, 98%) eines farblosen Feststoffs

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen unter 8.3.3.6.
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8.3.3.10  Darstellung von 4’-O-Mesyl-5’-O-trityl-T-Ganciclovir 70

7
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66 70

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphire
durchgefiihrt. 925 mg (1.96 mmol) 4’-O-Trityl-T-Ganciclovir 66 wurden zweimal mit je
10 mL wasserfreiem Pyridin koevaporiert und anschlieend in 15 mL Pyridin aufgenommen.
Die Reaktionslosung wurde auf 0 °C gekiihlt und innerhalb von 15 Minuten 305 pL (449 mg,
3.92 mmol) Methansulfonsdurechlorid (MsCl) hinzugetropft. Die Reaktionslésung wurde
14 Stunden bei 4 °C gelagert. Nach Erwédrmen auf Raumtemperatur wurde 1 mL Methanol
zugegeben und das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der Riickstand wurde zweimal
mit je 10 mL Toluol und anschliefend zweimal mit je 10 mL Dichlormethan koevaporiert.
Der resultierende Riickstand wurde in 30 mL Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit
je 15 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und
nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom L&sungsmittel befreit.
Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt. Als Eluent diente

Dichlormethan mit einem Methanolgradienten von 0 bis 4%.

Ausbeute: 900 mg (1.63 mmol, 83%) eines blaBgelben Schaums
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.79
'H-NMR d[ppm] (400 MHz, CDCls): 8.99 (s, 1H, NH), 7.41 - 7.38 (m, 6H, H(B)),

7.32 - 7.22 (m, 9H, H(C), H(D)), 7.10 (d, 1H, “Juy = 1.2 Hz, H6), 5.19 (s,
2H, H1"), 4.32 (dd, 1H, 2Ju = 11.1 Hz, *Juyu = 3.2 Hz, H4’-a), 4.25 (dd, 1H,
2Jan=11.1Hz, *Jun=6.5Hz, H4’-b), 3.99 (ddt, 1H, °*Juy=3.2 Hz,
3Jun = 6.5 Hz, *Juyn = 5.2 Hz, H3’), 3.24 (d, 2H, *Jyy = 5.2 Hz, H5’), 2.94
(s, 3H, SO,CHs3), 1.88 (d, 3H, “Jun = 1.2 Hz, H7)

BC-NMR: 8[ppm] (100 MHz, CDCl3): 163.9 (C4), 151.1 (C2), 143.3 (C(A)), 139.0
(C6), 128.5 (C(C)), 127.9 (C(B)), 127.3 (C(D)), 111.8 (C5), 87.2 (C4-O-Tr),
76.1 (C3°), 76.1 (C1°), 69.0 (C4), 62.6 (C5°), 37.5 (SO,CH3), 12.2 (C7)



Experimentalteil 153

8.3.3.11  Darstellung von 4’-Azido-5’-O-trityl-T-Ganciclovir 71
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500 mg (908 pmol) 5’°-O-Mesyl-4’-O-trityl-T-Ganciclovir 70 wurden in 15 mL wasserfreiem
N,N-Dimethylformamid geldst. 885 mg (13.6 mmol) Natriumazid zugegeben und das
Reaktionsgemisch zwei Stunden auf 105 °C erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur
wurde das Reaktionsgemisch mit 50 mL Dichlormethan verdiinnt und einmal mit je 50 mL
Wasser, gesittigter Natriumhydrogencarbonatldsung, geséttigter Natriumchloridlosung und
wiederum Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und
nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit.
Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit

Methanolgradient von 0 bis 5%).

Ausbeute: 434 mg (872 umol, 96%) eines farblosen Feststoffs
DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.82
'H- NMR d[ppm] (400 MHz, CDCls): 8.62 (s, IH, NH), 7.42 - 7.39 (m, 6H, H(B)),

7.32 - 7.22 (m, 9H, H(C), H(D)), 7.13 (d, 1H, *Juyu = 1.3 Hz, H6), 5.27 (d,
1H, 2Jun = 10.7 Hz, H1’-a), 5.15 (d, 1H, “Juy = 10.7 Hz, H1'-b), 3.88 (dddd,
3Jun = 6.9 Hz, *Jyn = 5.0 Hz, *Juy = 5.0 Hz, *Jun = 3.7 Hz, H3"), 3.39 (dd,
1H, “Juu=13.1 Hz, *Juu= 6.9 Hz, H4’-a), 3.34 (dd, 1H, “Juu=13.1 Hz,
3Jun = 3.7 Hz, H4-b), 3.19 (d, 2H, *Juu=5.0 Hz, H5"), 1.89 (d, 3H,
3Jun = 1.3 Hz, H)

BC-NMR: 8[ppm] (100 MHz, CDCl): 163.6 (C4), 150.9 (C2), 143.5 (C(A)), 139.0
(C6), 128.6 (C(C)), 127.9 (C(B)), 127.2 (C(D)), 111.7 (C5), 87.1 (Cq-O-Tr),
77.7 (C3%), 75.9 (C1°), 63.4 (C5°), 52.3 (C4°), 12.2 (C7)
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8.3.3.12  Darstellung von 1-(2-Azido-1-hydroxymethyl-ethoxymethyl)thymin
(Azido-T-Ganciclovir) 41a

7
\(J\NH 3 4>NH
&O 2% BSA, CH,Cl, Ho. s N%O

N .
\ko N 89% :EOJ
)

)

71 41a

400 mg (804 umol) 5’-Azido-4’-O-trityl-T-Ganciclovir 71 wurden in 1 mL wasserfreiem

Dichlormethan gelost und 3 mL einer 2%igen Losung von Benzolsulfonsidure in

Dichlormethan/Methanol 7:3 v/v (2% BSA) zugetropft. Die Reaktionslosung wurde

24 Stunden bei 40 °C geriihrt und dabei diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach

Beendigung der Reaktion wurde durch Zugabe von ammoniakalischer Methanolldsung

neutralisiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der resultierende

Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt. Als Eluent diente Dichlormethan mit einem

Methanolgradienten von 0 bis 12%.

Ausbeute:
DC:

'"H- NMR

BC.NMR:

IR:

UV (CH5CN):

182 mg (0.71 pmol, 89%) eines farblosen Feststoffs
ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.50

8[ppm] (400 MHz, DMSO-de): 11.3 (s, 1H, NH), 7.6 (d, 1H, *Juu = 1.2 Hz,
H6), 5.18 (d, 1H, “Juu=10.7 Hz, H1’-a), 5.13 (d, 1H, *Jux=10.7 Hz,
HI’-b), 4.86 (t, 1H, *Jyy=5.5Hz, OH), 3.73 (ddt, 1H, *Juy= 6.8 Hz,
Jun=3.8Hz, °Jun=5.5Hz, H3’), 3.39 (dd, 2H, ‘Juyy=5.5Hz
3Jun = 5.5 Hz, H5%), 3.37 (dd, 1H, *Jyy = 13.1 Hz, *Jyy = 3.8 Hz, H4’-a),
327 (dd, 1H, *Jun=13.1Hz, *Juu=6.8Hz, H4’-b), 1.75 (d, 3H,
*Jun = 1.2 Hz, HY)

8[ppm] (100 MHz, DMSO-ds): 164.4 (C4), 151.3 (C2), 140.7 (C6), 109.4
(C5), 78..8 (C37), 75.9 (C17), 61.2 (C57), 51.5 (C4’), 12.2 (C7)

V [em™'] (KBr): 3402, 2102 (N3), 1685, 1673, 1469, 1343, 1287, 1068, 862,
714, 600, 492, 437

Amax [NM]: 232.3

Amin [nm]: 264.5
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HPLC: tr = 7.97 min (98%, Gradient A)
MS (ESI', m/z): ber.: 255.10
gef.: 278.25 (M+Na")

8.3.3.13  Darstellung von 5’-O-Acetyl-4’-azido-T-Ganciclovir 72

@) O

7
NH 1. MsCl, Pyridin 3 NH
| N \'A
- \f:ko 2. NaNg, DMF ACO_, 5 N%O
\EOJ 61% ;EOJT
.

|
OH N;

67 72

212 mg (779 pmol) 4’-O-Acetyl-T-Ganciclovir 67 wurden in 3 mL Pyridin geldst und die
Reaktionslosung auf 0 °C gekiihlt. Innerhalb von 15 Minuten wurden 121 pL (177 mg,
1.56 mmol) Methansulfonsdurechlorid (MsCl) zugetropft. Die Reaktionslosung wurde
16 Stunden bei 4 °C gelagert. Nach Erwidrmen auf Raumtemperatur wurde 1 mL Methanol
zugegeben und das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der Riickstand wurde dreimal mit
je 15 mL Toluol und zweimal mit je 20 mL Dichlormethan koevaporiert. Der Riickstand
wurde in 25 mL Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit je 25 mL Wasser gewaschen.
Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren vom
Trockenmittel unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Der resultierende
Riickstand wurde in 5 mL wasserfreiem N, N-Dimethylformamid gelost. 548 mg (9.21 mmol)
Natriumazid zugegeben und das Reaktionsgemisch zwei Stunden auf 105 °C erhitzt. Nach
Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch mit 25 mL Dichlormethan
verdiinnt und einmal mit je 25 mL Wasser, gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung,
gesittigter Natriumchloridlésung und wiederum Wasser gewaschen. Die organische Phase
wurde tiiber Natriumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter
vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Der resultierende Riickstand wurde am

Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 10%).

Ausbeute: 141 mg (474 umol, 61%) eines farblosen Ols
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.60
'H- NMR 8[ppm] (400 MHz, CDCls): 8.51 (s, 1H, NH), 7.16 (d, 1H, *Juy = 1.2 Hz,

H6), 5.31 (d, 1H, “Jun = 10.8 Hz, H1’-a), 5.20 (d, 1H, “Juu = 10.8 Hz, H1’-
b), 4.24 (dd, 1H, *Jun = 11.6 Hz, *Jun = 3.9 Hz, H5’-a), 4.08 — 3.96 (m, 2H,
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H5’-b, H3), 3.37 (d, 2H, *Jun = 5.3 Hz, H4"), 2.06 (s, 3H, CH3), 1.95 (d,
3H, “Jun = 1.2 Hz, H7)

BC-NMR: 8[ppm] (100 MHz, CDCls): 165.9 (C4), 151.1 (C2), 138.9 (C6), 111.9 (C5),
76.1 (C3), 75.8 (C1°), 63.3 (C5”), 51.8 (C4°), 20.7 (CH3), 12.3 (C7)

IR: V [em™] (KBr): 3467, 2103 (N3), 1679, 1619, 1385, 1224, 1121, 913, 857,
742, 622, 552, 519

UV (CH;CN):  Amax [nm]: 262.0, 208.0

Amin [nm]: 232.0

8.3.3.14  Darstellung von Azido-T-Ganciclovir 41a aus Verbindung 72

\fJ\NH 7\6‘J\NH
O \ &o NaOCHs, CH5OH | N&o
\EOJ 58% \EoJ
’
4

| |
N3 N3

72 41a

121 mg (0.41 mmol) 4’-O-Acetyl-5’-azido-T-Ganciclovir 72 wurden in 2 mL wasserfreiem
Methanol geldst und mit 200 mg Natriummethanolat versetzt. Die Reaktionslosung wurde
20 Stunden bei 40 °C geriihrt. Es wurden 800 mg Dowex 50 W X 8 [H'-Form] hinzugegeben
und 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurde vom Ionentauscher abfiltriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der resultierende Riickstand wurde am
Chromatotron gereinigt. Als Eluent diente Dichlormethan mit einem Methanolgradienten von

0 bis 12%.
Ausbeute: 90.0 mg (0.35 mmol, 86%) eines farblosen Ols, welches durch

Lyophilisieren in einen farblosen Feststoff {iberging.

Die Spektroskopischen Daten entsprechen denen unter 8.3.3.12.
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8.3.3.15  Darstellung von 5’-O-((15)-(-)-Camphanoyl)-Azido-T-Ganciclovir 73

\kaH (1S)-(-)-Camphanséure, DCC,
HO N /go DMAP, CH,Cl,
\ko\] 85%
N3

41a 73

93.0 mg (0.36 mmol) Azido-T-Ganciclovir 41a wurden in 3 mL wasserfreiem Dichlormethan
gelost und 49.0 mg (0.40 mmol) 4-Dimethylaminopyridin sowie 79.0 mg (0.40 mmol)
(15)-(-)-Camphansdure zugegeben. Danach wurden 83.0 mg (0.40 mmol)
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimd, geldst in 0.5 mL Dichlormethan zugetropft. Die Reaktion
wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach 24 Stunden Riihren bei Raumtemperatur
war kein Edukt mehr detektierbar. Das Reaktionsgemisch wurde filtriert und das Filtrat unter
vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde am Chromatotron

aufgereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 3%).

Ausbeute: 135mg (0.31 mmol, 85%) eines farblosen Ols als Gemisch von 2

Diastereomeren im Verhéltnis 1:1
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.60

'H- NMR 8[ppm] (400 MHz, CDCls): 9.30 (s, 1H, NH), 9.29 (s, 1H, NH), 7.17 (d, 1H,
“Juu=1.1Hz, H6), 7.17 (d, 1H, “Juu=1.1Hz, H6), 5.38 (d, 1H,
2Jun = 10.8 Hz, H1’-a), 5.38 (d, 1H, “Jyu = 10.8 Hz, HI’-a), 5.14 (d, 1H,
*Jun = 10.8 Hz, 2xH1’-b), 4.51 (dd, 1H, *Jyy=11.8 Hz, *Juyy=4.1 Hz,
H5’-a), 4.49 (dd, 1H, “Jyy = 11.8 Hz, *Jyy = 4.1 Hz, H5 -a), 4.18 (dd, 1H,
2Jun=11.8 Hz, *Juu=53Hz, H5-b), 4.16 (dd, 1H, *Juy=11.8 Hz,
Jun = 5.3 Hz, H5’-b), 4.11 - 4.05 (m, 1H, H3"), 3.41 (d, 2H, *Juu = 5.5 Hz,
H4%), 3.41 (d, 2H, *Jyu = 5.5 Hz, H4"), 2.46 - 2-38 (m, 1H, H6’’-a), 2.07 -
1.99 (m, 1H, H6’-b), 1.97 - 1.89 (m, 1H, H57-a), 1.94 (d, 3H,
*Jun = 1.1 Hz, H7), 1.73 - 1.66 (m, 1H, H5”’-b), 1.11 (s, 3H, 4°°-CH3), 1.06
(s, 3H, 7"-CH3), 1.05 (s, 3H, 7°°-CH3), 0.97 (s, 3H, 77’-CH3), 0.96 (s, 3H,
7°°-CH3)



158 Experimentalteil

BC-NMR: 8[ppm] (100 MHz, CDCL): 177.9 (C3>), 177.8 (C3>), 167.1 (C10>), 167.1
(C10°"), 163.9 (C4), 151.3 (C2), 151.3 (C2), 139.1 (C6), 138.8 (C6), 112.0
(C5), 112.0 (C5), 90.9 (C17), 76.0 (C1°), 75.9 (C1°), 75.7 (C3°), 75.4 (C3°),
64.1 (C5°), 63.9 (C5°), 54.7 (C4”), 54.7 (C4”*), 51.6 (C4), 51.5 (C4”), 33.5
(C7°"), 30.7 (C5”°), 28.8 (C6>), 16.7 (7-CH3), 16.6 (2x7°°-CHz), 16.6 (7°’-
CHs), 12.2 (C7), 9.6 (4°°-CH)

HPLC: tr = 14.21 min (Gradient E)

8.3.3.16  Darstellung von 5’-O-(Campher-10-sulfonyl)-Azido-T-Ganciclovir 74

O N\
| NH (+)-Campher-10-sulfonylchlorid, . : O
P Pyridin ,, ,
HO N O S// | 4>NH
5 O\I
' 7{ 1,
N3 |4.
N3
41a 74

70.0 mg (0.27 mmol) Azido-T-Ganciclovir 41a wurden zweimal mit je 5 mL wasserfreiem
Pyridin koevaporiert, in 2 mL Pyridin aufgenommen und auf 0 °C gekiihlt. Bei dieser
Temperatur wurden 138 mg (0.55 mmol) (+)-Campher-10-sulfonylchlorid, geldst in 2 mL
Pyridin, zugetropft. Die Reaktionslosung wurde zwei Stunden bei 0 °C geriihrt. AnschlieSend
wurde das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert und der Riickstand dreimal mit je 5 mL
Toluol koevaporiert. Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron aufgereinigt. Als

Eluent diente Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 4%.

Ausbeute: 110 mg (0.23 mmol, 86%) eines farblosen Ols als Gemisch von 2

Diastereomeren im Verhéltnis 1:1
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.85

'H- NMR 8[ppm] (400 MHz, CDCl3): 9.3 (s, 1H, NH), 9.28 (s, 1H, NH), 7.21 (d, 1H,
‘Jun=12Hz, H6), 7.19 (d, 1H, “Jyyu=12Hz, H6), 531 (d, 1H,
*Jun=10.9 Hz, H1’-a), 5.30 (d, 1H, “Juu = 10.9 Hz, Hl’-a), 5.26 (d, 1H,
2Jun=10.9 Hz, H1’-b), 5.25 (d, 1H, *Jux = 10.9 Hz, H1’-b), 4.42 (dd, 1H,
2Jan=109Hz, *Jun=3.5Hz, H5-a), 439 (dd, 1H, “Jyu=10.9 Hz,
3Jun = 3.8 Hz, H5’-a), 4.31 (dd, 1H, “Juyy = 10.9 Hz, *Jyy = 5.2 Hz, H5’-b),
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428 (dd, 1H, *Juy =10.9 Hz, *Juyy = 5.8 Hz, H5>-b), 4.12 - 4.07 (m, 1H,
H3%), 3.60 (d, 1H, 2Juu = 15.2 Hz, H10’-a), 3.58 (d, 1H, “Juy = 15.2 Hz,
H107-a), 3.44 (d, 2H, *Juu=4.8 Hz, H4"), 3.02 (d, 1H, *Juu = 15.2 Hz,
H10’-b), 3.01 (d, 1H, *Juy = 15.2 Hz, H107’-b), 2.45 - 2.35 (m, 2H, H3"’),
2.14 - 1.99 (m, 3H, H4”, H6™), 1.94 (d, 3H, “Juu = 1.2 Hz, H7), 1.66 (ddd,
1H, *Jun = 14.1 Hz, *Juyy = 9.4 Hz, *Juy = 4.7 Hz, H5 ’-a), 1.65 (ddd, 1H,
2Jun = 14.1 Hz, *Jun = 9.3 Hz, *Jun = 3.6 Hz, H57’-a), 1.49 - 1.42 (m, 1H,
H5’-b), 1.09 (s, 3H, 7’-CH3), 1.09 (s, 3H, 7°’-CH3), 0.88 (s, 3H, 7°’-CH3),
0.87 (s, 3H, 7°°-CH3)

HPLC: tr = 7.39 min (Gradient F)

8.3.3.17  Darstellung von 5’-Thiocyanato-4’-O-trityl-T-Ganciclovir 75

7
\fJ\NH 1. MsCl, Pyridin \5(“\2'\“"
. ko 2. NaSCN, DMF 0 PN

N 4 °°N O
\%OJ 66% ;EO\I
©
5

66 75

1.00 g (2.12 mmol) 4’-O-Trityl-T-Ganciclovir 66 wurden in 15 mL Pyridin geldst und die
Reaktionslosung auf 0 °C gekiihlt. Innerhalb von 15 Minuten wurden 490 uL (727 mg,
6.35 mmol) Methansulfonsdurechlorid zugetropft. Die Reaktionsldosung wurde 1 Stunde bei
0°C und anschlieBend 1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Erwédrmen auf
Raumtemperatur wurden 3 mL. Methanol zugegeben und das Losungsmittel im Vakuum
abdestilliert. Der Riickstand wurde dreimal mit je 25 mL Toluol und zweimal mit je 25 mL
Dichlormethan koevaporiert. Der Riickstand wurde in 25 mL Dichlormethan aufgenommen
und zweimal mit je 25 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde {iber
Natriumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck
vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde in 15mL wasserfreiem
N,N-Dimethylformamid geldst. 1.62 g (19.9 mmol) Natriumrhodanid zugegeben und das
Reaktionsgemisch 16 Stunden auf 80 °C erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde
das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der Riickstand wurde in 50 mL Dichlormethan
aufgenommen und dreimal mit je 50 mL Wasser und einmal mit 30 mL gesittigter

Natriumchloridlosung gewaschen. Die wélrige Phase wurde mit 30 mL Dichlormethan
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reextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und
nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit.
Der Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von

0 bis 10%).

Ausbeute: 720 mg (1.40 mmol, 66%) eines farblosen Feststoffs
DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.87
'H- NMR S[ppm] (400 MHz, DMSO-d¢): 11.38 (s, 1H, NH), 7.62 (d, 1H,

*Jun = 1.1 Hz, H6), 7.37 - 7.30 (m, 12H, H(B), H(C)), 7.27 - 7.23 (m, 3H,
H(D)), 5.22 (s, 2H, HI’), 4.11 - 4.05 (m, 1H, H3"), 3.34 (dd, 1H,
2Jun=13.9Hz, *Jun=4.1Hz, H5’-a), 320 (dd, 1H, “Jyu=13.9 Hz,
3Jun =7.1 Hz, H5°-b), 3.09 (dd, 1H, *Jux = 10.1 Hz, *Juu = 4.0 Hz, H4’-a),
3.06 (dd, 1H, “Jyu=10.1Hz, *Juy=5.7Hz, H4-b), 1.73 (d, 3H,
*Jun = 1.1 Hz, HY)

BC-NMR: 8[ppm] (100 MHz, DMSO-de): 164.4 (C4), 151.5 (C2), 143.6 (C(A)), 140.7
(C6), 128.3 (C(C)), 128.1 (C(B)), 127.3 (C(D)), 113.2 (SCN), 109.5 (C5),
86.4 (C,-O-Tr), 76.4 (C3°), 75.8 (C1°), 64.5 (C57), 35.4 (C4’), 12.0 (C7)

8.3.3.18  Darstellung von 1-(2-Thiocyanato-1-hydroxymethyl-ethoxymethyl)thymin
(Thiocyanato-T-Ganciclovir) 41b

7
\fj\NH 3 NH
o ' &o 2% BSA, CH,Cl, Ho_, ¢ N%O
\EOJ 80% ;koj
!
| |’

75 41b

700 mg (1.36 mmol) 5’-Thiocyanato-4’-O-trityl-T-Ganciclovir 75 wurden in 1mL
wasserfreiem Dichlormethan geldst und 10 mL einer 2%igen Losung von Benzolsulfonsdure
in Dichlormethan/Methanol 7:3 v/v (2% BSA) zugetropft. Die Reaktionslosung wurde
16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und dabei diinnschichtchromatographisch verfolgt.
Nach Beendigung der Reaktion wurde durch Zugabe von ammoniakalischer Methanollosung

neutralisiert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der Riickstand
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wurde am Chromatotron gereinigt. Als FEluent diente Dichlormethan mit einem

Methanolgradienten von 0 bis 10%.

Ausbeute: 297 mg (1.10 mmol, 80%) eines farblosen Feststoffs
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.50
'H-NMR d[ppm] (500 MHz, DMSO-d¢): 11.31 (s, 1H; NH), 7.56 (d, 1H,

*Jun=12Hz, H7), 521 (d, 1H, “Jyy=10.7Hz, Hl’-a), 5.13 (d, 1H,
2Jun=10.7 Hz, H1’-b), 4.98 (dd, 1H, *Juu = 5.6 Hz, *Juu = 5.6 Hz, OH),
3.84 - 3.80 (m, 1H, H3"), 3.48 (ddd, 1H; *Juy=11.4 Hz, *Juyu = 5.6 Hz,
Jun=5.2Hz, H5’-a), 3.45 (ddd, 1H, *Jyu=11.4Hz ‘Jyy=5.8Hz,
Jun = 5.6 Hz, H5°-b), 3.35 (dd, 1H, “Juy = 13.7 Hz, *Juyu = 3.6 Hz, H4’-a),
3.11 (dd, 1H, *Jun=13.6Hz, *Juu=7.6Hz, H4-b), 1.76 (d, 3H,
*Jun = 1.2 Hz, HY)

BC-NMR: 8[ppm] (100 MHz, DMSO-ds): 164.4 (C4), 151.3 (C2), 140.8 (C6), 113.4
(SCN), 109.4 (C5), 77.6 (C3°), 75.5 (C1°), 61.7 (C5), 35.4 (C4*), 12.1 (C7)

IR: vV [em™] (KBr): 3459, 3162, 3039, 2152 (SCN), 1668, 1471, 1327, 1275,
1104, 1073, 1005, 859, 765, 715, 585, 551, 460, 439, 422

UV (CH;CN):  Amax [nm]: 262.5
Amin [nm]: 233.6

HPLC: tg = 7.79 min (97%, Gradient A)

MS (ESI', m/z): ber.: 271.06
gef.: 272.23 (M+H"), 294.24 (M+Na")
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8.3.4 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-thiocyanato- und

2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin

8.3.4.1 Darstellung von 2’-Desoxy-5’-O-tritylthymidin 80!''®!

(0] O
7
\f‘\NH N
TrCl, Pyridin
HO N/go Tro, ° N}go
0 84% e}
4'N3' 24 1
|
OH OH
Ph
81 Tr = §—'—A©D 80
Ph g7 ¢

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 3.63 g (15.0 mmol) 2’-Desoxythymidin 81 wurden in 75 mL wasserfreiem
Pyridin geldst, 5.02 g (18.0 mmol) Chlortriphenylmethan (TrCl) zugegeben und die
Reaktionslosung 90 Minuten auf 110°C erhitzt. Die Reaktion wurde dabei
diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die
Reaktionslésung in 600 mL Eiswasser eingetragen, worauf ein farbloser Niederschlag ausfiel.
Der Niederschlag wurde abfiltriert, im Vakuum getrocknet und anschliefend aus
Benzol/Aceton umkristallisiert. Die Mutterlauge der ersten Umkristallisation wurde zur

Trockene eingeengt und erneut umkristallisiert.

Ausbeute: 6.14 g (12.7 mmol, 84%) eines blafigelben Feststoffs
DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.64
'H-NMR 8[ppm] (400 MHz, CDCls): 8.87 (s, 1H, NH), 7.49 (d, 1H, *Jyu = 1.0 Hz,

H6), 7.35 - 7.31 (m, 6H, H(B)), 7.26 - 7.16 (m, 9H, H(C), H(D)), 6.35 (dd,
1H, *Jun = 7.9 Hz, *Jun = 5.8 Hz, H1"), 4.51 - 4.48 (m, 1H, H3"), 3.99 (dt,
3Jun = 3.1 Hz, *Juu = 3.1 Hz, H4%), 3.39 (dd, “Jun = 10.5 Hz, *Juu = 3.1 Hz,
H5’-a), 3.30 (dd, 1H, “Juy = 10.5 Hz, *Juu = 3.1 Hz, H5’-b), 2.95 (d, 1H,
Juu=4.1Hz, OH), 2.35 (ddd, 1H, *Juy=13.7Hz, °Juyy=5.8Hz,
Jan=2.9Hz, H2-a), 224 (ddd, 1H, “Jyu=13.7Hz, *Jyu=7.9 Hz,
3Jun = 6.1 Hz, H2’-b), 1.40 (d, 3H, *Jun = 1.0 Hz, H7)

BC-NMR: 8[ppm] (100 MHz, CDCls): 163.7 (C4), 150.4 (C2), 143.3 (C(A)), 135.6
(C6), 128.6 (C(C)), 128.3 (C(B)), 127.4 (C(D)), 111.3 (C5), 87.5 (C4-O-Tr),
86.1 (C1°), 84.7 (C4%), 72.4 (C3”), 63.7 (C5°), 40.9 (C2°), 11.8 (C7)
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8.3.4.2 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-O-mesyl-5’-O-tritylthymidin 79!}

\f‘\NH ’ 3 NH
MsCI, Pyridin

Tr N/go TrO_, ° N}go

o) 92% e}

4'N3' 24 1
|
OH OMs
80 79

5.99 g (12.4 mmol) 2’-Desoxy-5’-O-tritylthymidin 80 wurden in 60 mL wasserfreiem Pyridin
gelost und die Losung auf 0 °C gekiihlt. Bei dieser Temperatur wurden 2.90 mL (4.25 g,
57.1 mmol) Methansulfonsdurechlorid (MsCl) zugetropft. Die Reaktionslosung wurde
eine Stunde bei 0°C geriihrt und anschlieBend 16 Stunden bei 4 °C gelagert. Die
Reaktionslosung wurde erneut auf 0 °C gekiihlt, 2 mL Wasser zugegeben und eine Stunde bei
dieser Temperatur geriihrt. Die Reaktionslosung wurde unter starkem Riihren in 500 mL
Eiswasser eingetragen. Der entstehende, farblose Niederschlag wurde zunichst abfiltriert,
anschlieend in 250 mL Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit je 100 mL Wasser
gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren
vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Das Produkt wurde

ohne weitere Aufarbeitung fiir die folgenden Umsetzungen verwandt.

Ausbeute: 6.45g (11.5 mmol, 92%) eines blaBgelben Feststoffs
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.73
'H-NMR 8[ppm] (400 MHz, CDCLs): 8.76 (s, 1H, NH), 7.45 (d, 1H, “Jyy = 1.1 Hz,

H6), 7.33 - 7.30 (m, 6H, H(B)), 7.27 - 7.19 (m, 9H, H(C), H(D)), 6.35 (dd,
1H, *Jun=8.7Hz, *Jun=5.5Hz, HI’), 5.33 (ddd, 1H, *Juy=6.2 Hz,
3Jun = 2.0 Hz, *Jyn = 1.5 Hz, H3"), 4.25 (dt, *Jun = 2.6 Hz, *Jyn = 2.0 Hz,
H4%), 3.47 (dd, *Juy=10.8 Hz, *Jyy=2.6 Hz, H5’-a), 3.30 (dd, 1H,
*Jun = 10.8 Hz, *Juy = 2.6 Hz, H5°-b), 2.95 (s, 3H, SO.CHj3), 2.61 (ddd, 1H,
Jun=145Hz, *Jun=5.5Hz, *Jun=1.5Hz, H2-a), 2.40 (ddd, 1H,
Jun=145Hz, *Juu=8.7Hz, *Jun=62Hz, H2-b), 1.41 (d, 3H,
*Jun = 1.1 Hz, HY)

BC-NMR: 8[ppm] (100 MHz, CDCls): 163.4 (C4), 150.3 (C2), 143.1 (C(A)), 135.2
(C6), 128.6 (C(C)), 128.1 (C(B)), 127.5 (C(D)), 111.2 (C5), 87.5 (C4-O-Tr),
83.6 (C17), 81.0 (C4%), 78.6 (C3"), 60.9 (C57), 39.5 (C2°), 38.4 (SO,CH3),
12.5 (C7)
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8.3.4.3

Darstellung von 2,3’-Anhydro-2’-desoxy-5’-O-tritylthymindin 82!'"*!

0] 0]
7

N 4

N

o N 0 Kaliumphthalimid, DMF, H,O TrO > [e) o
\p‘ 99% ‘k - )‘2- .

3

79 82

1.87 g (3.32 mmol) 2’-Desoxy-3’-O-mesyl-5’-O-tritylthymidin 79 wurden zu einer Ldsung
von 3.08 g (16.6 mmol) Kaliumphthalimid in 46 mL N,N-Dimethylformamid und 13 mL

Wasser gegeben. Die Reaktionslosung wurde 15 Minuten unter RiickfluB3 erhitzt. Nach

Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionsldsung in 250 mL Eiswasser eingetragen.

Der entstandene farblose Niederschlag wurde abfiltriert, mit wenig Eiswasser nachgewaschen

und abschliefend im Exsikkator iiber Phosphorpentoxid getrocknet.

Ausbeute:
DC:

"H-.NMR

1.53 g (3.28 mmol, 99%) eines farblosen Feststoffs
Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.40

8[ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 11.33 (s, 1H, NH), 7.61 (d, IH,
*Jun = 1.0 Hz, H6), 7.37 - 7.34 (m, 6H, H(B)), 7.30 - 7.21 (m, 9H, H(C),
H(D)), 5.88 (d, 1H, *Jun=3.6 Hz, H1"), 5.32 - 5.29 (m, 1H, H3’), 4.42
(ddd, *Jyn=7.6 Hz, *Jun=4.9 Hz, *Jyy=2.5Hz, H4), 3.11 (dd, 1H,
Jun=9.7Hz, *Junu=7.6Hz, H5-a), 3.07 (dd, 1H, “Juu=9.7 Hz,
3Jun = 4.9 Hz, H5°-b), 2.56 (d, 1H, “Juu = 12.6 Hz, H2’-a), 2.45 (ddd, 1H,
Jun=12.6 Hz, *Jyu=3.6Hz, °Jun=3.4Hz, H2-b), 1.76 (d, 3H,
*Jun = 1.0 Hz, HY)
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8.3.4.4 Versuch der Darstellung von 2’-Desoxy-3’-thiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83a

0 0
7
N 4
%)j/ NaSCN, DMF °ll i'
oo~ N # Tro, ° N Yo
W 0
-0 N3 2"
SCN
82 83a

1.30 g (2.79 mmol) 2,3’-Anhydro-2’-desoxy-5’-O-tritylthymindin 82 wurden in 15 mL
N,N-Dimethylformamid gelost und 2.26 g (27.9 mmol) Natriumrhodanid zugegeben. Die
Reaktionslosung wurde 12 Stunden auf 110 °C erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur
wurde das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der Riickstand wurde in 100 mL
Dichlormethan aufgenommen und dreimal mit je 75 mL Wasser und einmal mit 50 mL
gesdttigter Natriumchloridlosung gewaschen. Die waillrige Phase wurde mit 30 mL
Dichlormethan reextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurde iliber Natriumsulfat
getrocknet und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom
Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit

Methanolgradient von 0 bis 10%). Es konnte kein eindeutiges Produkt isoliert werden.

8.3.4.5 Darstellung von 1-(2’-Desoxy-5’-O-trityl-B-D-threo-pentosyl)thymin 78

oy, NTO NaOH, C,H50H, H,0 TrO OHO6 N~ o
ﬂ / 86% 4\/ 2/ "

3

79 78

6.40 g (11.4 mmol) 2’-Desoxy-3’-O-mesyl-5’-O-tritylthymidin 79 wurden in 150 mL Ethanol
gelost und 43 mL 1N Natriumhydroxidlosung sowie 110 mL Wasser hinzugegeben. Die
Reaktionslosung wurde vier Stunden unter Riickflu erhitzt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde die Losung im Vakuum auf ca. 150 mL konzentriert. Anschlieend
wurde die Losung auf 0 °C gekiihlt und mit 2N Salzsdure auf pH 2 angeséduert. Der amorphe,
farblose Niederschlag wurde abfiltriert, in 100 mL Dichlormethan aufgenommen und mit
50 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und

nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom L&sungsmittel befreit.
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Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt. Als Eluent diente Dichlormethan

mit einem Methanolgradienten von 0 bis 10%.

Ausbeute: 4.75 g (9.80 mmol, 86%) eines farblosen Feststoffs
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.51
'H-NMR 8[ppm] (400 MHz, CDCls): 8.66 (s, 1H, NH), 7.56 (d, 1H, *Juy = 1.0 Hz,

H6), 7.40 - 7.37 (m, 6H, H(B)), 7.27 - 7.18 (m, 9H, H(C), H(D)), 6.12 (dd,
1H, *Jun=8.3Hz, *Jun=2.4Hz, HI’), 439 (ddd, 1H, *Juy=15.5 Hz,
3Jun = 3.0 Hz, *Jyu = 2.6 Hz, H3"), 3.96 (ddd, *Juu = 5.3 Hz, *Jun = 5.1 Hz,
Jun = 3.0 Hz, H4%), 3.57 (dd, *Jun = 10.2 Hz, *Juyy = 5.1 Hz, H5’-a), 3.42
(dd, 1H, *Juy = 10.2 Hz, *Jyy = 5.3 Hz, H5’-b), 2.94 (d, 1H, *Jyy = 2.6 Hz,
OH), 2.51 (ddd, 1H, *Jun = 14.9 Hz, *Jun = 8.3 Hz, *Juu = 5.5 Hz, H2’-a),
206 (dd, 1H, “Jyy=149Hz ‘Jun=24Hz, H2’-b), 1.72 (d, 3H,
*Jun = 1.0 Hz, HY)

BC-NMR: 8[ppm] (100 MHz, CDCls): 163.7 (C4), 150.4 (C2), 143.3 (C(A)), 135.6
(C6), 128.6 (C(C)), 128.3 (C(B)), 127.4 (C(D)), 111.3 (C5), 87.5 (Cq-O-Tr),
86.1 (C1°), 84.7 (C4%), 72.4 (C3”), 63.7 (C5°), 40.9 (C2°), 11.8 (C7)

8.3.4.6 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-thiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83a und
2’-Desoxy-3’-isothiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83b!' '

0 o)
| NH 1. Tf,0, Pyridin, CH,Cl, 3 ““NH
K. 2.NaSCN, DMF . ;g
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N X0 TrO_ .. N + TrO 6
Jots 85% "o

N3 2"
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78 83a 83b

1.00 g (2.06 mmol) 1-(2’-Desoxy-5’ O-trityl-B-D-threo-pentosyl)thymin 78 wurden zweimal
mit je 10 mL wasserfreiem Pyridin koevaporiert und anschlieBend in 40 mL wasserfreiem
Dichlormethan aufgenommen. Es wurden 672 puL (652 mg, 8.24 mmol) wasserfreies Pyridin
zugetropft und die Reaktionsmischung auf 0 °C gekiihlt. Innerhalb von 30 Minuten wurden
676 uL (1.16 g, 4.12 mmol) Trifluormethansulfonsdureanhydrid (Triflatanhydrid, Tf,O) bei
dieser Temperatur zugetropft. Die gelbe Reaktionslosung wurde 2 Stunden bei 0 °C gertihrt.
Es wurden 1.67g (20.6 mmol) Natriumrhodanid zugegeben. AnschlieBend wurde

wasserfreies N, N-Dimethylformamid (15 mL) zugegeben, bis eine klare Ldésung erhalten
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wurde. Die Reaktionslosung wurde vier Stunden bei 0°C wund eine Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach Abdestillieren des Losungsmittels im Vakuum wurde der
resultierende Riickstand in 50 mL Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit je 50 mL
Wasser sowie einmal mit 50 mL geséttigter Natriumchloridlosung gewaschen. Die
vereinigten walrigen Phasen wurden mit 50 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren vom
Trockenmittel unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde

am Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 5%).

Ausbeute: 919 mg (1.75 mmol) eines sandfarbenen Feststoffs, der als 10:1 Gemisch
aus 2’-Desoxy-3’-thiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83a und 2’-Desoxy-3’-
isothiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83b vorlag.

DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.86

Spektroskopische Daten zu 2’-Desoxy-3’-thiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83a

'H-NMR 8[ppm] (400 MHz, CDCL3): 8.66 (s, 1H, NH), 7.47 (d, 1H, *Jyu = 1.0 Hz,
H6), 7.35 - 7.31 (m, 6H, H(B)), 7.28 - 7.19 (m, 9H, H(C), H(D)), 6.13 (dd,
IH, *Jun=6.6 Hz, *Jyn=4.5Hz, HI’), 4.02 (dt, 1H, *Juy=7.5Hz,
Jim=2.7Hz, H4), 3.85 (ddd, 1H, °Jun=7.5Hz, °Jun=7.5Hz,
3Jun = 7.5 Hz, H3), 3.62 (dd, 1H, *Juy = 11.2 Hz, *Jyy =2.7 Hz, H5 -a),
3.37 (dd, 1H, *Jug=11.2 Hz, *Jyy =2.7 Hz, H5’-b), 2.71 - 2.57 (m, 2H,
H2), 1.50 (d, 3H, *Juu = 1.0 Hz, H7)

Spektroskopische Daten zu 2°-Desoxy-3’-isothiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83b

'H-NMR 8[ppm] (400 MHz, CDCls): 8.55 (s, 1H, NH), 7.52 (d, 1H, “Jun = 1.0 Hz,
H6), 7.35 - 7.31 (m, 6H, H(B)), 7.28 - 7.19 (m, 9H, H(C), H(D)), 6.36 (dd,
1H, *Jyn = 8.6 Hz, *Juy = 5.6 Hz, H1), 4.11 - 4.07 (m, 1H, H4’), 3.86 - 3.81
(m, 1H, H3"), 3.47 (dd, 1H, *Juy = 8.4 Hz, *Jun = 2.7 Hz, H5’-a), 3.42 (dd,
1H, *Juu = 8.4 Hz, *Jun = 2.7 Hz, H5°-b), 2.71 - 2.57 (m, 2H, H2"), 1.36 (d,
3H, *Jun = 1.0 Hz, H7)
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8.3.4.7 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-thiocyanatothymidin 42a und
2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin 42b

\kaH \kaH
2% BSA, CHCl
TrO /go +  TrO. /go i 22

| NH \f‘\NH
HO. ngo + HO /go

SCN 65% 7% NCS
42a 42b

900 mg (1.71 mmol) eines 10:1 Gemisches aus 2’-Desoxy-3’-thiocyanato-5’-O-
tritylthymidin 83a und 2’-Desoxy-3’-isothiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83b wurde in 2 mL
Dichlormethan gelost und 15mL einer 2%igen Losung von Benzolsulfonsdure in
Dichlormethan/Methanol 7:3 v/v (2% BSA) zugetropft. Die Reaktionslosung wurde 3 Tage
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde dabei diinnschichtchromatographisch
verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert und der Riickstand viermal am Chromatotron gereinigt. Die erste Trennung
erfolgte mit Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 5%. Zur Trennung der Isomere
wurde bei weiteren Trennungen Dichlormethan mit einem Methanolgradient von 0 bis 3.75%

als Eluent verwandt.

Ausbeute: 313 mg (1.11 mmol, 65%) eines farblosen Feststoffs, der als 2’-Desoxy-3’-

thiocyanatothymidin 42a charakterisiert werden konnte.

34 mg (0.12 mmol, 7%) eines farblosen Feststoffs, der als 2’-Desoxy-3’-

isothiocyanatothymidin 42b charakterisiert werden konnte
Die Ausbeuten sind bezogen auf die eingesetzte Mischung aus 83a und 83b.
Spektroskopische Daten zu 2’-Desoxy-3’-thiocyanatothymidin 42a
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.52

'H-NMR 8[ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 11.28 (s, 1H, NH), 7.65 (d, IH,
*Jun = 1.0 Hz, H6), 6.08 (dd, 1H, *Jyy=7.1 Hz, *Juy = 4.5 Hz, H1"), 5.24
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BC-NMR:

IR:

UV (CH;CN):

HPLC:

(t, 1H, *Juy=5.5 Hz, OH), 3.99 (ddd, 1H, *Juy = 7.6 Hz, *Jyyy = 8.0 Hz,
*Jun = 7.3 Hz, H3"), 3.91 (dt, 1H, *Jyy = 7.6 Hz, *Juy = 3.6 Hz, H4), 3.70
(ddd, “Jun = 12.3 Hz, *Juu = 5.5 Hz, *Jun = 3.6 Hz, H5’-a), 3.58 (ddd, 1H,
2Jan=123Hz, *Jun=5.5Hz, *Jun=23.6 Hz, H5-b), 2.58 (ddd, 1H,
2Jun = 13.9 Hz, *Jy = 8.0 Hz, *Jyy = 4.5 Hz, H2’-a), 2.46 - 2.38 (m, 1H,
H2’-b), 1.71 (d, 3H, *Jun = 1.0 Hz, H7)

8 [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 163.9 (C4), 150.5 (C2), 136.5 (C6), 111.5
(SCN), 109.6 (C5), 85.1 (C1°), 83.5 (C4’), 60.1 (C57), 42.8 (C3”), 37.9
(C2%), 12.4 (C7)

V [em™] (KBr): 3425, 3054, 2926, 2156 (SCN), 1697, 1472, 1371, 1273,
1107, 1053, 956, 884, 765, 692, 559, 491

Amax [NM]: 264.5
Amin [nm]: 232.3
tr = 16.13 min (99%, Gradient B)

Spektroskopische Daten zu 2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin 42b

DC:

"H.NMR

BC.NMR:

IR:

UV (CH;CN):

R#Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.58

8[ppm] (400 MHz, DMSO-d¢): 11.35 (s, 1H, NH), 7.61 (d, IH,
*Jun = 1.0 Hz, H6), 6.16 (dd, 1H, *Jyy = 6.5 Hz, *Juy = 6.2 Hz, H1"), 5.25
(t, 1H, *Jun=5.5 Hz, OH), 4.61 (ddd, 1H, *Juy=7.3 Hz, *Jun = 5.8 Hz,
3Jun = 5.6 Hz, H3"), 4.01 (dt, 1H, *Jun = 7.3 Hz, *Jun = 3.8 Hz, H4"), 3.65
(ddd, *Jyuy = 12.3 Hz, *Juy = 5.5 Hz, *Jun = 3.8 Hz, H5-a), 3.59 (ddd, 1H,
*Jun = 12.3 Hz, *Jun = 5.5 Hz, *Juy = 3.8 Hz, H5’-b), 2.55 - 2.49 (m, 1H,
H2’-a), 2.45 (ddd, 1H, *Juy = 13.6 Hz, *Juyy = 7.3 Hz, *Jun = 6.2 Hz, H2’-b),
1.71 (d, 3H, *Juu = 1.0 Hz, H7)

8 [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 163.9 (C4), 150.5 (C2), 136.3 (C6), 130.9
(NCS), 109.8 (C5), 84.4 (C1°), 83.5 (C4’), 60.5 (C5°), 55.3 (C3’), 37.4
(C2%), 12.4 (C7)

V [em™] (KBr): 3321, 3014, 2843, 2136 (NCS), 1661, 1483, 1432, 1288,
1226, 1199, 1140, 1098, 1058, 982, 874, 751, 671, 625, 587, 555, 496, 441

Amax [NmM]: 262.5

Amin [nm]: 232.3
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HPLC: tr = 20.81 min (97%, Gradient B)

8.3.4.8 Darstellung von 3’-Azido-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 84

\fJ\NH 1. T6,0, Pyridin, CH,Cl, ’ 3 NH
2. NaN,, DMF
TrO /&O 3 TrO 6 }§

N : N @]
7o 63% "o
N3 2"

78 84

1.65 g (3.41 mmol) 1-(2’-Desoxy-5’ O-trityl-B-D-threo-pentosyl)thymin 78 wurden zweimal
mit je 10 mL wasserfreiem Pyridin koevaporiert und anschlieBend in 40 mL wasserfreiem
Dichlormethan aufgenommen. Es wurden 1.11 mL (1.08 g, 13.7 mmol) wasserfreies Pyridin
zugetropft und die Reaktionsmischung auf 0 °C gekiihlt. Innerhalb von 30 Minuten wurden
1.12 uL (1.93 g, 6.82 mmol) Trifluormethansulfonsdureanhydrid (Triflatanhydrid, Tf,0) bei
dieser Temperatur zugetropft. Die gelbe Reaktionslosung wurde 2 Stunden bei 0 °C gertihrt.
Es wurden 2.22 g (34.1 mmol) Natriumazid zugegeben. AnschlieBend wurde wasserfreies
N,N-Dimethylformamid (15 mL) zugegeben, bis eine klare Losung erhalten wurde. Die
Reaktionslosung wurde vier Stunden bei 0 °C und eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Abdestillieren des Losungsmittels im Vakuum wurde der Riickstand in 50 mL
Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit je 50 mL Wasser sowie einmal mit 50 mL
gesdttigter Natriumchloridlosung gewaschen. Die vereinigten wilirigen Phasen wurden mit
50 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber
Natriumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck
vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt (Dichlormethan

mit Methanolgradient von 0 bis 5%).

Ausbeute: 1.10 g (2.16 mmol, 63%) eines sandfarbenen Feststoffs
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.83
'H-NMR 8[ppm] (400 MHz, CDCl;): 8.40 (s, 1H, NH), 7.56 (d, 1H, *Juy = 1.0 Hz,

H6), 7.42 - 7.39 (m, 6H, H(B)), 7.35 - 7.26 (m, 9H, H(C), H(D)), 6.26 (dd,
1H, *Jun=6.5Hz, *Jun=6.5Hz, HI’), 435 (ddd, 1H, *Juy=6.9 Hz,
him=48Hz, *Jun=47Hz, H3’), 398 (dt, 1H, °Juy=4.7Hz,
Jun = 2.9 Hz, H4%), 3.56 (dd, “Jyn = 10.9 Hz, *Juyy = 2.9 Hz, H5’-a), 3.34
(dd, 1H, “Jyu=109Hz, ‘Jyyu=29Hz, H5-b), 2.48 (ddd, 1H,
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*Jun=13.8Hz, *Jun=6.5Hz, *Jun=4.8Hz, H2’-a), 2.42 (ddd, 1H,
Jin=13.8Hz, *Juu=69Hz, °Juy=6.5Hz, H2’-b), 1.51 (d, 3H,
3Jun = 1.0 Hz, H7)

PC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, CDCls): 163.4 (C4), 150.0 (C2), 143.1 (C(A)), 135.2
(C6), 128.6 (C(C)), 128.1 (C(B)), 127.5 (C(D)), 111.3 (C5), 87.6 (C4-O-Tr),
84.5 (C17), 83.4 (C4’), 63.0 (C5”), 60.5 (C3°), 37.9 (C27), 11.9 (C7)

8.3.4.9 Darstellung von 3’-Azido-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 84 aus AZT 1

O (0]
7
\f‘\NH 7 NH
TrCl, Pyridin
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'e) 89% o
AN 24 1
I
N3 N3
1 84

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 1.00g (3.74 mmol) 3’-Azido-2’-desoxythymidin 1 wurden in 20 mL
wasserfreiem Pyridin gelost, 1.25 g (4.49 mmol) Chlortriphenylmethan (TrCl) zugegeben und
die Reaktionslosung 90 Minuten auf 110°C erhitzt. Die Reaktion wurde dabei
diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden 2 mL
Methanol zugegeben und das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der Riickstand wurde
dreimal mit je 15 mL Toluol und zweimal mit je 20 mL Dichlormethan koevaporiert. Der
Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0
bis 5%).

Ausbeute: 1.71 g (2.74 mmol, 89%) eines blaBgelben Feststoffs

DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.83

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen unter 8.3.4.8.
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8.3.4.10  Darstellung von 3’-Amino-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 85

\fJ\NH 1. PPhs, Pyridin ! 5| “NH
2. NH,OH
TrO N/&O 4 Tro_, ° N}§O
0 94% e)
4N3' 24 1

84 85

1.68 g (3.29 mmol) 3’-Azido-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 84 wurden in 10 mL Pyridin
gelost und die Reaktionsmischung auf 0 °C gekiihlt. Nun wurden bei dieser Temperatur
zundchst 1.73 g (6.57 mmol) Triphenylphosphin zugegeben und anschlieend 2 mL 25%ige
Ammoniumhydroxidldsung innerhalb von 30 Minuten zugetropft. Man lieB die
Reaktionslosung innerhalb von 90 Minuten auf Raumtemperatur erwérmen und lie8 weitere
14 Stunden bei Raumtemperatur rithren. Das Losungsmittel wurde im Vakuum abdestilliert.
Der Riickstand wurde zweimal mit je 35 mL Pyridin, zweimal mit je 35 mL Toluol sowie
zweimal mit je 35 mL Dichlormethan koevaporiert. Der resultierende Riickstand wurde
chromatographisch am Chromatotron aufgereinigt. Als Eluent diente Dichlormethan mit

einem Methanolgradient von 0 bis 15%.

Ausbeute: 1.50 g (3.10 mmol, 94%) eines blaBgelben Feststoffs
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.34
'H-NMR 8[ppm] (400 MHz, DMSO-de): 7.49 (d, 1H, “Juy = 1.0 Hz, H6), 7.41 - 7.36

(m, 6H, H(B)), 7.35 - 7.23 (m, 9H, H(C), H(D)), 6.13 (dd, IH,
3Jun = 6.8 Hz, *Jun = 5.5 Hz, H1"), 3.70 -3.66 (m, 1H, H4"), 3.49 (ddd, 1H,
3Jun = 6.8 Hz, *Jun = 6.7 Hz, *Jun = 6.5 Hz, H3”), 3.23 (dd, *Juu = 10.3 Hz,
3Jun = 4.8 Hz, H5’-a), 3.34 (dd, 1H, Jun = 10.3 Hz, *Juy = 2.7 Hz, H5’-b),
2.19 (ddd, 1H, *Jyy = 13.1 Hz, *Juyu = 6.8 Hz, *Jyn = 5.5 Hz, H2’-a), 2.03
(ddd, 1H, “Jyy = 13.1 Hz, *Jyuyy = 6.8 Hz, *Jyu = 6.7 Hz, H2’-b), 1.47 (d, 3H,
3Jun = 1.0 Hz, H7)

PC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 164.3 (C4), 150.8 (C2), 144.0 (C(A)), 136.4
(C6), 128.7 (C(C)), 128.4 (C(B)), 127.7 (C(D)), 109.8 (C5), 86.7 (C4-O-Tr),
85.8 (C1°), 84.2 (C4’), 64.2 (C57), 51.7 (C3°), 40.8 (C2°), 12.3 (C7)
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8.3.4.11  Darstellung von 2’-Desoxy-3’-isothiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83b

\f‘\NH ! 5| SNH
CS,, DCC, THF
TrO o - TO ., ° N}&O
0 97% 0
4N3' 24 1

85 83b

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 506 mg (1.05 mmol) 3’-Amino-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 85 wurden in
10 mL absolutem Tetrahydrofuran gelost und die Reaktionslosung auf -10 °C gekiihlt. Bei
dieser Temperatur wurden nacheinander 2.50 mL (3.19 g, 41.9 mmol) Schwefelkohlenstoff
sowie 217 mg (1.05 mmol) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimd (DCC) zugegeben. Man lie3 die
Reaktionslosung innerhalb von 3 Stunden auf Raumtemperatur erwérmen und anschlieend
weitere 11 Stunden bei dieser Temperatur rithren. Die Reaktion wurde dabei
diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel
im Vakuum abdestilliert und der resultierende Riickstand mit Dichlormethan mit

Methanolgradient von 0 bis 4% am Chromatotron gereinigt.

Ausbeute: 535 mg (1.02 mmol, 97%) eines farblosen Feststoffs
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.90
'H-NMR 8[ppm] (400 MHz, CDCls): 8.43 (s, 1H, NH), 7.49 (d, 1H, *Jun = 1.0 Hz,

H6), 7.41 - 7.38 (m, 6H, H(B)), 7.36 - 7.26 (m, 9H, H(C), H(D)), 6.28 (dd,
1H, *Jun=6.2Hz, *Juy=6.2Hz, HI’), 4.59 (ddd, 1H, *Juy=7.5Hz,
Jhim=5.7Hz, *Jun=55Hz, H3’), 4.12 (dt, 1H, ‘Juyy=5.5Hz
3Jun = 2.8 Hz, H4"), 3.56 (dd, “Jun = 10.9 Hz, *Juy = 2.8 Hz, H5’-a), 3.40
(dd, 1H, “Juu=109Hz, *Jyy=2.8Hz, H5-b), 2.61 (ddd, 1H,
*Jun=13.7Hz, *Jun=6.2Hz, *Juyy=5.7Hz, H2’-a), 2.52 (ddd, 1H,
Jn=13.7Hz, Juu=7.5Hz, *Jun=6.2Hz, H2’-b), 1.53 (d, 3H,
3Jun = 1.0 Hz, H7)
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8.3.4.12  Darstellung von 2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin 42b

0 0
7
\\Hju\NH 3 SSNH
2% BSA, CH,CI
Tro N/L§o - 22 HO , ° N’i§o
e} 76% e}
4N3 24 1
NCS NCS
83b 42b

200 mg (0.38 mmol) 2’-Desoxy-3’-isothiocyanato-5’-O-tritylthymidin 83b wurden in 1 mL
Dichlormethan geloést und 3 mL einer 2%igen Losung von Benzolsulfonsdure in
Dichlormethan/Methanol 7:3 v/v (2% BSA) zugetropft. Die Reaktionslosung wurde 3 Tage
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde dabei diinnschichtchromatographisch
verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert und der Riickstand am Chromatotron gereinigt. Als Eluent diente Dichlormethan
mit Methanolgradient von 0 bis 4%. Beim Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem
Druck fiel das Produkt als farbloser, kristalliner Feststoff aus. Nach vollstindigem Entfernen

des Losungsmittel wurde das Produkt daher aus Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v

umkristallisiert.
Ausbeute: 82.0 mg (0.29 mmol, 76%) eines farblosen, kristallinen Feststoffs
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.58

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen unter 8.3.4.7.
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8.3.5 Darstellung von 3’-Allyl-2’-desoxythymidin 42¢ und
2’-Desoxy-3’-propargylthymidin 42d

8.3.5.1 Versuch der Darstellung von 3°-Allyl-2’-desoxy-5’-O-tritylthymidin 89

0]
O
N /\/MgBr, THF
A #
LLLONGe) N
/O:
82 89

Die Reaktion wurde zum Ausschlu von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. Zunichst wurde eine Losung von Allylmagnesiumbromid in Tetrahydrofuran
hergestellt. Dazu wurden 800 mg (30 mmol) Magnesiumspine mit 8 mL absolutem
Tetrahydrofuran iiberschichtet und einige Tropfen einer Losung aus 1.50 mL (2.15 g,
18 mmol) Allylbromid in 2 mL Tetrahydrofuran zugetropft. Die Grignard-Reaktion wurde
durch Zugabe von zwei Tropfen 1,2-Dibromethan gestartet. AnschlieBend wurde die
Allylbromidlosung so zugetropft, dal die Reaktionslosung schwach siedete. Nach beendeter
Reaktion wurden zum Lo&sen der entstandenen Salze weitere 2 mL Tetrahydrofuran
zugegeben.

100 mg (214 pmol) 2,3’-Anhydro-2’-desoxy-5’-O-tritylthymindin 82 wurden in 1 mL
Tetrahydrofuran gelost und die Losung auf 0 °C gekiihlt. Nun wurden 500 uL der Grignard-
Losung (dies entspricht 900 pmol Allylmagnesiumbromid) zugetropft. Nach beendeter
Zugabe  wurde die Reaktionslosung 90 Minuten  unter  RiickfluB  erhitzt.
Diinnschichtchromatographische Kontrolle zeigte zu diesem Zeitpunkt eine unvollstindige
Reaktion an. Daher wurden weitere 2 mL (3.6 mmol) der Allylmagnesiumbromidldosung
zugetropft und das Reaktionsgemisch 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe
von 2 mL Methanol wurde das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der Riickstand wurde
in 30 mL Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit je 30 mL Wasser sowie 30 mL
gesdttigter Natriumchloridlosung gewaschen. Die organische Phase wurde {iber Natriumsulfat
getrocknet und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom
Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit

Methanolgradient von 0 bis 10%). Das gewiinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.
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8.3.5.2 Darstellung von 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 91

7
\f‘\NH TBDMSCI, Imidazol, | 7 “SNH
Pyridin 2
HO /§ y Si—O 6 N/&O

o N" "0 83% | e
N3 24 1

81 91

2.00g (8.26 mmol) 2’-Desoxythymidin 81 wurden zweimal mit je 10mL Pyridin
koevaporiert und anschliefend in 40 mL wasserfreiem Pyridin gelost. Zu dieser Losung
wurden nacheinander 1.24g (18.2mmol) Imidazol sowie 1.68g (10.7 mmol)
tert-Butyldimethylsilylchlorid (TBDMSCI) gegeben. Die Reaktionslésung wurde 20 Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde dabei diinnschichtchromatographisch
verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurden 5 mL Methanol zugegeben und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde dreimal mit je 35 mL Toluol und zweimal mit je
25mL  Dichlormethan  koevaporiert. Der  Riickstand  wurde  abschlieBend
sdulenchromatographisch gereinigt. Als Eluent diente Dichlormethan mit Methanolgradient

von 0 bis 10%.

Ausbeute: 2.45 g (6.80 mmol, 83%) eines farblosen Feststoffs
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.60
'H-NMR: 8[ppm] (400 MHz, CDCls): 8.59 (s, 1H, NH), 7.51 (d, 1H, *Jun = 1.0 Hz,

H6), 6.38 (dd, 1H, *Juy = 8.1 Hz, *Juu = 5.6 Hz, H1"), 4.49 - 444 (m, 1H,
H3%), 4.05 (dt, 1H, *Jyy=2.5Hz, *Juy=2.5Hz, H4’), 3.90 (dd, 1H,
2Jun=112Hz, *Jun=2.5Hz, H5’-a), 3.85 (dd, 1H, “Jyu=11.2Hz,
Jun=2.5Hz, H5’-b), 2.37 (ddd, 1H, “Juu=13.5Hz, *Juu=5.6Hz,
3Jun=2.4 Hz, H2’-a), 2.29 (d, 1H, *Jun=4.1 Hz, OH), 2.11 (ddd, 1H,
Jun=13.5Hz, *Jyu=8.1Hz, °Juy=5.7Hz, H2’-b), 193 (d, 1H,
*Jun = 1.0 Hz, H7), 0.93 (s, 9H, 3xCHj3), 0.13 (s, 3H, SiCH3), 0.12 (s, 3H,
SiCH3)

BC-NMR: 8[ppm] (100 MHz, CDCl3): 163.5 (C4), 150.2 (C2), 135.4 (C6), 110.9 (C5),

87.1 (C1°), 84.9 (C4%), 72.6 (C3°), 63.6 (C5°), 41.1 (C2°), 25.9 (3xCHs),
18.4 (Cq-tert-Butyl), 12.5 (C7), -5.4 (SiCH3), -5.5 (SiCHj)
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8.3.5.3 Darstellung von 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’-desoxy-3’-O-
(methoxythiocarbonyl)thymidin 92
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Die Reaktion wurde zum Ausschlu von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 460 mg (1.29 mmol) 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 91
wurden in 5 mL absolutem N,N-Dimethylformamid gelost und 349 mg (1.96 mmol)
Thiocarbonyldiimidazol zugegeben. Die Reaktionslosung wurde drei Stunden auf 80 °C
erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Der Riickstand wurde in 5 mL wasserfreiem Methanol aufgenommen und drei Stunden auf
60 °C erwdarmt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck abdestilliert. Der Riickstand wurde in 50 mL Dichlormethan
aufgenommen und dreimal mit je 30 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde
iiber Natriumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem
Druck vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt. Als

Eluent diente Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 15%.

Ausbeute: 408 mg (0.95 mmol, 73%) eines farblosen Feststoffs
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.77
'H-NMR: 8[ppm] (400 MHz, CDCls): 8.61 (s, 1H, NH), 7.58 (d, 1H, *Juyy = 1.2 Hz,

H6), 6.40 (dd, 1H, *Juu = 9.3 Hz, *Juu = 5.3 Hz, H1"), 5.70 - 5.67 (m, 1H,
H3’), 4.29 (ddd, 1H, *Juu = 1.8 Hz, *Jyun = 2.0 Hz, *Juu = 1.5 Hz, H4"), 4.04
(dd, 1H, *Jug=113Hz, ‘*Jug=2.0Hz, H5-a), 3.96 (dd, IH,
*Jun=113Hz, *Jyg=1.8Hz, H5’-b), 2.58 (dd, 1H, *Jyy=14.0 Hz,
Jun=5.3Hz, H2-a), 2.19 (ddd, 1H, “Jyu=14.0Hz, *Juyu=9.3 Hz
3Jun = 6.0 Hz, H2’-b), 1.93 (d, 3H, *Jun = 1.2 Hz, H7), 0.95 (s, 9H, 3xCHj3),
0.16 (s, 6H, 2xSiCH3)

BC-NMR: S[ppm] (100 MHz, CDCL): 195.5 (C=S), 163.6 (C4), 150.2 (C2), 135.0
(C6), 111.2 (C5), 85.1 (CI’), 84.8 (C4’), 83.5 (C3°), 64.1 (C5°), 59.8
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(OCH;), 38.1 (C2°), 25.9 (3xCHs), 18.3 (Cq-tert-Butyl), 12.5 (C7), -5.4
(SiCH3), -5.4 (SiCH;)

8.3.5.4 Versuch der Darstellung von 3°-Allyl-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-

desoxythymidin 88
0 0
| N SnBuj, AIBN, Toluol
N 3 ’
TBDMSO N/go ~ y
o)
O\H/OCH3
S
92 88

Die Reaktion wurde zum AusschluB von Feuchtigkeit und Sauerstoff in einer
Inertgasatmosphdre durchgefiihrt. 400 mg (0.93 mmol) 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’-
desoxy-3’-O-(methoxythiocarbonyl)thymidin 92 wurden in 5 mL absolutem Toluol gelost
und 2.0mL (2.14g, 6.46 mmol) Allyltri-n-butylstannan sowie 37.0 mg (227 umol)
a,a'-Azoisobutyronitril zugegeben. Die Reaktionslosung wurde wiederholt entgast und
24 Stunden auf 80 °C erhitzt. Es wurden weitere 40.0 mg (0.24 pmol) a,a'-Azoisobutyronitril
zugegeben und die Reaktionslosung weitere 48 Stunden auf 80 °C erhitzt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde das Losungsmittel abdestilliert und der resultierende Riickstand durch
Sdulenchromatographie (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 5%) gereinigt. Das

gewliinschte Produkt konnte jedoch nicht isoliert werden.
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8.3.5.5 Darstellung von 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’-desoxy-3’-O-(phenoxythio-

carbonyl)thymidin 90!'*]
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Die Reaktion wurde zum AusschluB von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphire
durchgefiihrt. 3.20 g (8.98 mmol) 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 91 wurden
in 25 mL absolutem Dichlormethan geldst und 6 mL wasserfreies Pyridin zugegeben. Die
Reaktionslosung wurde auf 0 °C gekiihlt. Bei dieser Temperatur wurden 2.84 mL (4.49 g,
26.0 mmol) Phenoxythiocarbonylchlorid (PTC-Cl) innerhalb von 15 Minuten zugetropft. Die
Losung wurde 1 Stunde bei 0 °C geriihrt und weitere 18 h bei 4 °C gelagert. Die fliichtigen
Anteile wurden im Vakuum abkondensiert und der Riickstand in 50 mL Dichlormethan
aufgenommen. Die organische Phase wurde dreimal mit je 50 mL Wasser gewaschen.
AnschlieBend wurden die vereinigten wélrigen Phasen mit 50 mL Dichlormethan extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und nach
Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Der

Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt (Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v).

Ausbeute: 3.87 g (7.85 mmol, 87%) eines farblosen Schaums
DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.62
'H-NMR: 8[ppm] (400 MHz, CDCl3): 9.58 (s, 1H, NH), 7.56 (d, 1H, *Jyu = 1.0 Hz,

H6), 7.42 - 7.34 (m, 1H, H(C)), 7.29 - 7.22 (m, 1H, H(D)), 7.10 - 7.05 (m,
2H, H(B)), 6.46 (dd, 1H, *Juy=9.2 Hz, *Juyy = 5.1 Hz, HI"), 5.58 (d, 1H,
3Jun = 5.6 Hz, H3”), 4.36 (dd, 1H, *Juu = 1.8 Hz, *Juu = 1.8 Hz, H4"), 3.89
(dd, 1H, *Jun=114Hz, >Jun=18Hz, H5-a), 3.83 (dd, 1H,
“Jun=11.4Hz, *Jyg=1.8Hz, H5’-b), 2.65 (dd, 1H, *Jyy=14.1 Hz,
Jun=5.1Hz, H2-a), 2.09 (ddd, 1H, “Jyu=14.1Hz, *Jyu=9.2 Hz,
3Jun = 5.6 Hz, H2’-b), 1.90 (d, 3H, *Jun = 1.0 Hz, H7), 0.90 (s, 9H, 3xCHj3),
0.11 (s, 6H, 2xSiCH3)
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BC-NMR: 8[ppm] (100 MHz, CDCly): 194.2 (C=S), 163.9 (C4), 153.2 (C(A)), 150.5
(C2), 134.9 (C6), 129.5 (C(B)), 126.7 (C(D)), 121.7 (C(C)), 111.2 (C5),
84.9 (C1°), 84.7 (C4°), 84.4 (C3’), 63.9 (C5°), 38.1 (C2°), 25.8 (3xCHs),
18.2 (Cy-tert-Butyl), 12.5 (C7), -5.4 (SiCHj), -5.5 (SiCHj)

8.3.5.6 Darstellung von 3’-Allyl-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 88!'**!
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Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit und Sauerstoff in einer
Inertgasatmosphdre durchgefiihrt. 3.94 g (8.00 mmol) 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’-
desoxy-3’-O-(phenoxythiocarbonyl)thymidin 90 wurden in 25 mL absolutem Toluol gelost
und 143 mL (153 g, 46.1 mmol) Allyltri-n-butylstannan sowie 263 mg (1.60 mmol)
a,a'-Azoisobutyronitril zugegeben. Die Reaktionslosung wurde wiederholt entgast und
24 Stunden auf 80 °C erhitzt. Es wurden weitere 263 mg (1.60 mmol) a,a'-Azoisobutyronitril
zugegeben und die Reaktionslosung weitere 48 Stunden auf 80 °C erhitzt. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wurde das Losungsmittel abdestilliert und der Riickstand zundchst durch
Sdulenchromatographie (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 5%) gereinigt.
Abschliefend wurde noch einmal am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient

von 0 bis 5%) gereinigt.

Ausbeute: 1.91 g (5.02 mmol, 63%) eines farblosen Feststoffs
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.30
'H-NMR: 8[ppm] (400 MHz, CDCLs): 9.38 (s, 1H, NH), 7.59 (d, 1H, “Jyy = 1.2 Hz,

H6), 6.09 (dd, 1H, *Jyy=5.5Hz, *Juy=5.5Hz, HI’), 5.74 (dddd, 1H,
3Jun=17.0 Hz, *Juu=10.0 Hz, *Juu= 6.9 Hz, *Juu=6.9 Hz, H7"), 5.08
(dd, 1H, °*Juu=17.0Hz, *Juu=15Hz, H®-E), 5.05 (dd, 1H,
Jun=10.0 Hz, “Jyy=1.5Hz, H8-Z), 3.99 (dd, 1H, “Jyy=12.0 Hz,
3Jun=3.2Hz, H5-a), 3.78 - 3.73 (m, 1H, H4’), 3.72 (dd, 1H,
2Jun = 12.0 Hz, *Jup = 2.7 Hz, H5’-b), 2.40 - 2.20 (m, 2H, H6), 2.16 - 2.04
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(m, 3H, H2’, H3"), 1.91 (d, 3H, “Jus = 1.2 Hz, H7), 0.93 (s, 9H, 3xCHj3),
0.11 (s, 3H, SiCHj3), 0.11 (s, 3H, SiCH3)

BC-NMR: S[ppm] (100 MHz, CDCl;): 164.1 (C4), 150.5 (C2), 135.7 (C6), 135.3
(C7), 117.1 (C8), 110.1 (C5), 85.7 (C1°), 84.8 (C4’), 63.1 (C5’), 38.8
(C2°),36.8 (C3’), 36.4 (C6°), 25.9 (3xCH3), 18.5 (Cq-tert-Butyl), 12.6 (C7),
-5.3 (SiCH3), -5.4 (SiCHs)

Neben dem gewliinschten Produkt konnten auch 191 mg (560 pumol) 5°-O-fert-

Butyldimethylsilyl-2’,3’-didesoxythymidin 93 isoliert werden.
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93
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.25
'H-NMR: 8[ppm] (400 MHz, CDCl;): 8.82 (s, 1H, NH), 7.59 (d, 1H, *Juuy = 1.0 Hz,

H6), 6.08 (dd, 1H, *Juy = 6.4 Hz, *Juu = 4.8 Hz, HI1"), 4.19 - 4.12 (m, 1H,
H4%), 3.99 (dd, 1H, *Juy = 11.4 Hz, *Jyy = 2.8 Hz, H5’-a), 3.71 (dd, 1H,
*Jun = 11.4 Hz, *Jyy = 2.8 Hz, H5’-b), 2.41 - 2.32 (m, 1H, H2’-a), 2.03 -
1.95 (m, 3H, H2’-b, H3"), 1.93 (d, 3H, “Jux=1.0 Hz, H7), 0.94 (s, 9H,
3xCHs3), 0.12 (s, 3H, SiCH3), 0.11 (s, 3H, SiCHs)

8.3.5.7 Darstellung von 3’-Allyl-2’-desoxythymidin 42¢
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400 mg (1.05 mmol) 3’-Allyl-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 88 wurden in
15 mL Methanol gelost und 389 mg (10.5 mmol) Ammoniumfluorid zugegeben. Die Reaktion
wurde drei Tage bei Raumtemperatur gerithrt und dabei diinnschichtchromatographisch

verfolgt. Nach beendeter Reaktion wurde die Losung zur Trockene eingedampft und der
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Riickstand zweimal mit je 5 mL Methanol extrahiert. Der nach Entfernen des Losungsmittels

resultierende

Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit

Methanolgradient von 0 bis 10%).

Ausbeute:
DC:

'"H-NMR:

BC.NMR:

UV (CH5CN):

HPLC:

253 mg (0.95 mmol, 91%) eines farblosen Feststoffs
ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.63

S[ppm] (400 MHz, DMSO-d¢): 11.21 (s, 1H, NH), 7.87 (d, 1H,
*Jun = 1.2 Hz, H6), 5.94 (dd, 1H, *Juu = 6.8 Hz, *Juu = 3.5 Hz, H1"), 5.78
(dddd, *Juu = 17.1 Hz, *Jun = 10.2 Hz, *Juy = 6.9 Hz, *Juyu = 6.9 Hz, H7),
508 (t, 1H, °Jyg=5.1Hz, OH), 507 (dd, 1H, *Jyu=17.2 Hz,
*Jun = 1.9 Hz, H8’-E), 4.99 (dd, 1H, *Juy = 10.2 Hz, H8’-Z), 3.71 (ddd, 1H,
Jun=119Hz, *Juu=5.1Hz, *Jun=2.7Hz, H5’-a), 3.62 (ddd, I1H,
him=82Hz, *Jun=34Hz, Jyu=2.7Hz, H4’), 3.55 (ddd, 1H,
*Jun = 11.9 Hz, *Jyy = 5.1 Hz, *Juyy = 3.4 Hz, H5’-b), 2-34 - 2.18 (m, 2H,
H6), 2.07 (ddd, 1H, *Juy = 13.2 Hz, *Juy = 8.1 Hz, *Jyy = 3.5 Hz, H2’-a),
2.04 - 1.95 (m, 2H, H2’-b, H3"), 1.75 (d, 3H, “Ju = 1.2 Hz, H7)

8[ppm] (125 MHz, DMSO-de): 164.0 (C4), 150.5 (C2), 136.6 (C6), 136.5
(C7%), 116.5 (C8”), 108.7 (C5), 85.9 (C1°), 84.0 (C4*), 60.9 (C5°), 38.1
(C2%),36.3 (C3°), 35.8 (C6), 12.4 (C7)

Amax [NM]: 268.8
Amin [nm]: 234.5
tr = 19.09 min (99%, Gradient B)
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8.3.5.8 Darstellung von 3°-(2,3-Dibrompropyl)-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-desoxy-

thymidin 87a!

TBDMSO

N
kj%} 62%

127]

NH
\fk
/&O BI"2, CC|4

88 87a

400 mg (1.05 mmol) 3’-Allyl-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-desoxythymidin 88 wurden in

5mL Tetrachlormethan gelost und unter Lichtausschlu auf 0°C gekiihlt. Bei dieser

Temperatur wurden 1.05 mL (1.05 mmol) einer 1M Lésung von Brom in Tetrachlormethan

innerhalb von 45 Minuten zugetropft. Die Losung wurde weitere 10 Minuten bei 0 °C gertihrt

und anschlieBend fliichtige Anteile im Vakuum entfernt. Der resultierende Riickstand wurde

am Chromatotron gereinigt. Als Eluent diente Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis

8%.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

351 mg (0.65 mmol, 62%) eines farblosen Ols als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhiltnis 1:1
R#Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.39

8[ppm] (400 MHz, DMSO-d¢): 9.44 (s, 1H, NH), 7.78 (d, IH,
*Jun=12Hz, H6), 7.53 (d, 1H, “Juyu=12Hz H6), 6.15 (dd, 1H,
Jin=5.8Hz, °*Jun=62Hz, HI’), 6.11 (dd, 1H, °Juyy=7.1Hz,
3Jun=3.4 Hz, H1"), 4.21 - 5.54 (m, 6H, H4*, H5’, H7’, HS’), 2.74 - 2.06
(m, 4H, H2’-a, H3’, H6"), 1.93 (d, 3H, “Juu=1.2 Hz, H7), 1.92 (d, 3H,
*Jun = 1.2 Hz, H7), 1.89 - 1.81 (m ,1H, H2’-b), 0.94 (s, 9H, 3xCH3), 0.13 (s,
3H, SiCH3), 0.12 (s, 3H, SiCH3), 0.12 (s, 3H, SiCH3), 0.11 (s, 3H, SiCH3)

S[ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 164.1 (C4), 163.9 (C4), 150.5 (C2), 135.4
(C6), 135.3 (C6), 110.6 (C5), 110.4 (C5), 85.8 (C1*), 85.2 (C1”), 84.7 (C4"),
847 (C4), 63.6 (C5), 622 (C5°), 50.5 (C7°), 503 (C7°), 39.4
(C8), 39.3 (C8"), 38.7 (C6”), 38.3 (C6”), 36.5 (C3°), 36.3 (C2°), 36.1 (C2°),
35.6 (C3°), 25.9 (3xCH3), 25.9 (3xCHs), 18.4 (Cy-tert-Butyl), 18.4 (Cy-tert-
Butyl), 12.6 (C7), 12.5 (C7), -5.3 (SiCHs), -5.3 (SiCHs), -5.4 (SiCHj), -5.4
(SiCH)
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Als Nebenprodukt konnte 3’-(2,3-Dibrompropyl)-2’-desoxythymidin 87b isoliert werden.

87b

Ausbeute: 130 mg (0.31 mmol, 29%) eines farblosen Ols als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 1:1
DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.13

'H-NMR: S[ppm] (400 MHz, DMSO-d¢): 9.07 (s, 1H, NH), 7.58 (d, 1H,
*Jun=1.0Hz, H6), 7.57 (d, 1H, *Jun=1.0Hz, H6), 6.16 (dd, 1H,
Jun=7.8Hz, ‘Juy=2.7Hz, HI’), 6.14 (dd, 1H, ‘Jyy=7.4Hz,
3Jun=4.3 Hz, H1"), 421 - 5.58 (m, 6H, H4’, H5°, H7’, H8’), 2.75 - 2.07
(m, 4H, H2’-a, H3’, H6%), 1.99 - 1.87 (m ,1H, H2’-b), 1.92 (d, 3H,
*Jun = 1.0 Hz, H7), 1.91 (d, 3H, *Jun = 1.0 Hz, H7), 0.94 (s, 9H, 3xCHa),
0.13 (s, 3H, SiCHs), 0.12 (s, 3H, SiCH3), 0.12 (s, 3H, SiCHs), 0.11 (s, 3H,
SiCHs)

8.3.5.9 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-propargylthymidin 42d aus Verbindung 87al'*”}

o 0
T
TEDMSO - S N0 KOH, C,HsOH, H,0
36%
Br
Br
87a 42d

171 mg (316 umol) 3’-(2,3-Dibrompropyl)-5’-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-desoxy-
thymidin 87a wurden in 2.5 mL Ethanol geldst und eine Losung von 89 mg (1.58 mmol)
Kaliumhydroxid in 2.5 mL Wasser zugegeben. Die Reaktionslosung wurde drei Stunden unter

RiickfluB} erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Lésung im Vakuum auf die
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Hilfte konzentriert und mit Hilfe von 2N Salzsdure neutralisiert, worauf ein farbloser

Niederschlag entstand. Die waBrige Losung wurde mit Natriumchlorid gesittigt und dreimal

mit je 10 mL Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden

iiber Natriumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem

Druck vom Losungsmittel befreit. Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron

gereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 10%).

Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

BC.NMR:

UV (CH;CN):

HPLC:

30.0 mg (0.11 mmol, 36%) eines sehr hygroskopischen farblosen Feststoffs
Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.56

8[ppm] (400 MHz, CDCLs): 8.99 (s, 1H, NH), 7.57 (d, 1H, “Juu= 1.2 Hz,
H6), 6.14 (dd, 1H, *Jyy=7.2Hz, *Jyu=3.7Hz, HI’), 4.05 (dd, 1H,
2Jun=123Hz, *Juu=2.5Hz, H5’-a), 3.92 (ddd, 1H, *Juu=8.4Hz,
him=3.0Hz, *Juy=2.5Hz, H4"), 3.81 (dd, 1H, “Jyu=12.3Hz
3Jun = 3.0 Hz, H5’-b), 2.66 - 2.57 (m, 1H, H3’), 2.45 - 2.31 (m, 4H, H2’-a,
H6’, OH), 2.26 (ddd, 1H, “Jyy = 13.9 Hz, *Jyuy = 8.5 Hz, *Juy = 3.7 Hz, H2’-
b), 2.06 (dd, 1H, *Juy=2.7Hz, >Juz=2.7Hz, H8’), 1.90 (d, 3H,
*Jun = 1.2 Hz, HY)

S[ppm] (100 MHz, CDCls): 163.0 (C4), 150.3 (C2), 136.4 (C6), 110.6 (C5),
85.1 (C1°), 84.9 (C4%), 80.5 (C7’), 70.8 (C8’), 61.9 (C5°), 37.8 (C2°), 36.7
(C3%), 20.5 (C6°), 12.5 (C7)

Amax [NmM]: 264.5
Amin [nm]: 233.6
tg = 16.50 min (97%, Gradient B)
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8.3.5.10  Darstellung von 2’-Desoxy-3’-propargylthymidin 42d aus Verbindung 87b

0 0
NH
N
Oy o NV O KOH, C,H5OH, H,0
51%
Br
Br
87d 42d

165 mg (387 umol) 3’-(2,3-Dibrompropyl)-2’-desoxythymidin 87d wurden in 4 mL Ethanol
gelost und eine Losung von 434 mg (7.74 mmol) Kaliumhydroxid in 10 mL Wasser
zugegeben. Die Reaktionslosung wurde 20 Stunden unter Riickflul erhitzt. Nach Abkiihlen
auf Raumtemperatur wurde die Losung im Vakuum auf die Hilfte konzentriert und mit Hilfe
von 2N Salzsdure neutralisiert, worauf ein farbloser Niederschlag entstand. Die wéBrige
Losung wurde mit Natriumchlorid geséttigt und dreimal mit je 25 mL Essigsdureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber Natriumsulfat getrocknet und
nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom L&sungsmittel befreit.
Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit

Methanolgradient von 0 bis 10%).
Ausbeute: 52.0 mg (0.20 mmol, 51%) eines sehr hygroskopischen farblosen Feststoffs
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.56

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen unter 8.3.5.9.

8.3.6 Darstellung der Salicylalkohole und cyclischen Chlorphosphite bzw. -amidite

8.3.6.1 Darstellung von 3-Methylsalicylalkohol 95

O
i 6
OH L|A|H4, THF 5 1 OH
83% 4
OH 57 2 0H
94 95

6.20 g (164 mmol) Lithiumaluminiumhydrid wurden in 150 mL trockenem Tetrahydrofuran
geldst und eine Losung von 20.0 g (131 mmol) 3-Methylsalicylsdure 94 in 50 mL trockenem
Tetrahydrofuran so zugetropft, daB3 die Losung schwach siedete. Nach beendeter Zugabe
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wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt sowie eine Stunde unter Riickfluf erhitzt.
Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde zum Hydrolysieren {iiberschiissigen
Lithiumaluminiumhydrids  vorsichtig Wasser zugegeben und der pH-Wert der
Reaktionslosung mit 10%iger Schwefelsdure auf pH 3 eingestellt. Die Losung wurde dreimal
mit je 100 mL Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
iiber Natriumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem

Druck vom Losungsmittel befreit.
Ausbeute: 15.2 g (110 mmol, 83%) eines farblosen kristallinen Feststoffs

"H-NMR: S [ppm] (250 MHz, DMSO-de): 8.38 (s, 1H, phenol. OH), 7.04 (d, 1H,
Jun=7.6 Hz, H6), 6.95 (d, 1H, *Juy=7.6Hz, H4), 6.71 (dd, 1H,
3Jun = 7.6 Hz, *Jyun = 7.6 Hz, H5), 5.27 (s, 1H, benzyl. OH), 4.56 (s, 2H, H-
Benzyl), 2.15 (s, 3H, CH;)

BC-NMR: 8 [ppm] (63 MHz, DMSO-dg): 152.6 (C2), 129.0 (C5), 127.9 (C4), 125.0
(C6), 124.1 (C1), 118.9 (C3), 59.9 (C-Benzyl), 16.1 (CHs)

8.3.6.2 Darstellung von 3,5-Di-fert-Butylsalicylalkohol 140!°%

37% HCHO/H,0,
NaOH, CH50H

OH 81%

139 140

5.00 g (24.2 mmol) 2,4-Di-tert-Butylphenol 139 wurden in 15 mL Methanol gelost, 1.07 g
(26.7 mmol) Natriumhydroxid-Pldtzchen zugegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach Zugabe von 6.25 mL einer 37%igen wifrigen Formaldehydlosung wurde die
Reaktionslosung 44 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde
die Reaktionslosung in 80 mL Wasser eingetragen und der pH-Wert der Losung mittels
konzentrierter Salzsdure auf pH 3 eingestellt. Die waBrige Losung wurde dreimal mit je
35mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber
Natriumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck
vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch gereinigt. Als
Eluent diente n-Hexan/Dichlormethan 1:1 v/v. Der nach Entfernen des Losungsmittels

resultierende Riickstand wurde aus n-Hexan umkristallisiert.

Ausbeute: 4.66 g (19.7 mmol, 81%) eines farblosen, kristallinen Feststoffs
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DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.76

'H-NMR: O [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.51 (br. s, 1H, phenol. OH), 7.28 (d, 1H,
*Jun = 2.5 Hz, H4), 6.89 (d, 1H, *Juu = 2.5 Hz, H6), 4.84 (s, 2H, H-Benzyl),
1.91 (br. s, 1H, benzyl. OH), 1.43 (s, 9H, 3xCH;- C3), 1.28 (s, 9H,
3xCH;-C5)

PC-NMR: d [ppm] (100 MHz, CDCls): 153.1 (C2), 141.6 (C5), 136.5 (C3), 124.1 (C6),
123.9 (C1), 122.6 (C4), 65.9 (C-Benzyl), 34.9 (Cq-tert-Butyl-C3), 34.2 (Cq-
tert-Butyl-C5), 31.6 (3xCH3-C3), 29.7 (3xCH3-C5)

8.3.6.3 Darstellung von 3-Methyl-cycloSalchlorphosphit 96

OH PC|3, Et2O 5 ! O

95 96

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 2.00 g (14.4 mmol) 3-Methylsalicylalkohol 95 wurden in 10 mL absolutem
Diethylether gelost und eine Lésung von 2.30 g (1.45 mL, 16.6 mmol) Phosphortrichlorid in
S5mL absolutem Diethylether zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde das
Reaktionsgemisch zehn Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und anschliefend die fliichtigen

Anteile im Vakuum entfernt. Das Ol wurde mittels einer Kugelrohrdestille destilliert.

Ausbeute: 1.16 g (5.73 mmol, 40%) eines farblosen Ols

'H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, CDCls): 7.14 (d, 1H, *Juu = 7.4 Hz, H4), 7.00 (dd, 1H,
3Jun = 7.4 Hz, *Juy = 7.4 Hz, H5), 6.81 (d, 1H, *Jyy = 7.4 Hz, H6), 5.23 (dd,
1H, /iy = 11.6 Hz, “Jup = 11.6 Hz, H-Benzyl), 2.26 (s, 3H, CH;)

BC-NMR: 8 [ppm] (63 MHz, CDCly): 144.6 (d, “Jep=6.7Hz, C2), 130.5 (d,
*Jep=5.7Hz, C4), 128.4 (d, *Jep=1.9 Hz, C1), 123.3 (d, *Juu = 17.2 Hz,
123.1 (d, *Jep=19.1 Hz, C6), 121.2 (d, *Jep=12.4Hz, C3), 61.2 (d,
2Jep = 1.9 Hz, C-Benzyl), 15.6 (CH;)

*'P-NMR: 8 [ppm] (162 MHz, CDCl3): 140.9
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8.3.6.4 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-N, N-di-iso-propylphosphoramidit 97

0 (i-Pr),NH, Et,0 °

. %
/P /P J\
o~ "cl 92% "o ;N\

6
1
2

96 97

Die Reaktion wurde zum AusschluB von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 1.00 g (4.90 mmol) 3-Methyl-cycloSalchlorphosphit 96 wurden in 5 mL
absolutem Diethylether geldst und eine Losung von 1.39 mL (0.99 g, 9.80 mmol) Di-iso-
propylamin in 2 mL absolutem Diethylether zugetropft. Die Reaktion wurde iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Vom entstandenen farblosen Niederschlag wurde abfiltriert und das

Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Ausbeute: 1.20 g (4.50 mmol, 92%) eines blaBgelben Ols
3'P-NMR: 8 [ppm] (162 MHz, CDCl5): 135.8
8.3.7 Darstellung der modifizierten 3-Methyl-cycloSal-nucleosidmonophosphate

8.3.7.1 Darstellung von 4’-O-Dimethoxytrityl-T-Penciclovir 98

7
\f‘\NH DMTrCI, DMAP, 3 4>NH
. e 2
HO N/&O Pyridin HO_; © N&O
30% P\]
3 T
.

98

30

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 403 mg (1.77 mmol) T-Penciclovir 30 wurden in 10 mL wasserfreiem Pyridin
gelost und 718 mg (2.12 mmol) 4,4’-Dimethoxytritylchlorid (DMTrCl) sowie 23.0 mg
(0.19 mmol) 4-Dimethylaminopyridin zugegeben. Die Reaktionsldsung wurde 24 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde 1 mL Methanol zugegeben und das

Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der Riickstand wurde zweimal mit je
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30 mL Toluol und zweimal mit je 30 mL Dichlormethan koevaporiert und abschlieBend am

Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 20%).

Ausbeute: 280 mg (0.53 mmol, 30%) eines farblosen Feststoffs
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.51
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 11.16 (s, 1H, NH), 7.40 (d, 1H,

*Jun = 1.0 Hz, H6), 7.37 - 7.18 (m, 9H, H(B), H(C), H(D), H(F)), 6.86 (d,
4H, *Juyn = 8.9 Hz, H(G)), 4.44 (t, 1H, *Jun=5.1 Hz, OH), 3.72 (s, 6H,
OCHa), 3.62 (ddd, 1H; 2Jun = 13.5 Hz, *Jun = 7.2 Hz, *Juu = 7.2 Hz, H1 -a),
3.56 (ddd, 1H, “Juy = 13.5 Hz, *Jyy = 6.8 Hz, *Juy = 6.8 Hz, H1’-b), 3.44
(ddd, 1H, “Jy = 10.6 Hz, *Juyy = 5.3 Hz, *Jun = 5.1 Hz, H5’-a), 3.38 (ddd,
1H, “Jun=10.6 Hz, *Juu=5.3 Hz, *Juu= 5.1 Hz, H5-b), 3.01 (dd, 1H,
2hn=9.0Hz, *Jun=5.1Hz, H4’-a), 2.92 (dd, 1H, *Jun=9.0Hz,
3Jun = 5.6 Hz, H4’-b), 1.72 (d, 3H, *Jyy = 1.0 Hz, H7), 1.67 - 1.52 (m, 3H,
H2’, H3)

BC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-dy): 164.5 (C4), 158.2 (C(H)), 151.1 (C2), 145.4
(C(A)), 141.4 (C6), 136.2 (C(E)), 129.9 (C(F)), 128.0 (C(C)), 127.9 (C(B)),
126.7 (C(D)), 113.3 (C(G)), 108.7 (C5), 85.4 (C4-O-DMTr), 63.5 (C4’),
61.7 (C5°), 55.2 (OCH3), 45.8 (C17), 35.1 (C3), 28.2 (C2°), 12.1 (C7)

8.3.7.2 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-T-Penciclovirmonophosphat 37a

0
] Q\”@ . DIPEA,
NH : c CH.CN NH
| Yy 3 oF
\k\] 3.2% BSA
| 35% |

ODMTr OH

98 37a

Die Reaktion wurde zundchst nach AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 120 mg (0.23 mmol)
4’-O-Dimethoxytrityl-T-Penciclovir 98, 58.0 mg (77.0 uL, 0.45 mmol) Di-iso-propylethylamin
(DIPEA), 92.0 mg (42.0 umol) 3-Methyl-cycloSalchlorphosphit 96 in 2.5 mL wasserfreiem
Acetonitril umgesetzt. Zur Oxidation wurden 200 puL (1.00 mmol) einer tert-
Butylhydroperoxidlosung in n-Decan eingesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittel im
Vakuum wurde der Riickstand in 4 mL einer 2%igen Losung von Benzolsulfonsdure in

Dichlormethan/Methanol 7:3 v/v. (2% BSA) aufgenommen und eine Stunde bei
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Raumtemperatur geriihrt. Nach Abdestillieren des Losungsmittels wurde der Riickstand am
Chromatotron gereinigt (1. Essigsdureethylester/Methanol 9:1 v/v + 0.1% Essigsédure), 2.

Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 10%).

Ausbeute: 31.0 mg (0.08 mmol, 35%) eines farblosen Feststoffs als Gemisch zweier

diastereomerer Enantiomerenpaare im Verhiltnis 1:1.

DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.39

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-d¢): 11.16 (s, 1H, NH), 7.45 (d, 1H,
*Jun = 1.1 Hz, H6), 7.42 (d, 1H, “Jun= 1.1 Hz, H6), 7.25 - 7.19 (m, 1H,
Aryl-H5), 7.09 - 7.03 (m, 2H, Aryl-H4, Aryl-H6), 5.45 (dd, 2xI1H,
Jun=145Hz, >Jyp=16.6Hz, 2xH-Benzyl-a), 538 (dd, 2x1H,
2Jun = 14.5 Hz, *Jup = 10.6 Hz, H-Benzyl-b), 4.63 (t, 1H, Juu=5.2 Hz,
OH), 4.61 (t, 1H, *Juy = 5.3 Hz, OH), 4.19 - 4.05 (m, 2H, H5), 3.67 - 3.51
(m, 2H, H1"), 3.36 - 3.23 (m, 2H, H4"), 2.21 (s, 3H, Aryl-CHs), 2.20 (s, 3H,
Aryl-CH3), 1.72 (d, 3H, “Jun = 1.1 Hz, H7), 1.72 (d, 3H, *Juu = 1.1 Hz, H7),
1.71 - 1.60 (m, 1H, H3"), 1.58 - 1.43 (m, 2H, H2)

S'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.96, -8.02

8.3.7.3 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-Azido-T-Ganciclovirmonophosphat 38b

O O
9 | DIPEA, N 7
| NH 1. 0Pl CHyCN IO//O o 4> NH
P 2
HO N/go 2. t-BuOOH 4 3 20 %O s 5N e
60%
Lo o o
| *
N3 N3
41a 38b

Die Reaktion wurde nach AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 44.0 mg (172 umol)
Azido-T-Ganciclovir41a, 3 mL Acetonitril, 59 uL (45.0mg, 345 umol) Di-iso-
propylethylamin (DIPEA), 70.0 mg (345 mol) 3-Methyl-cycloSalchlorphosphit sowie 150 pL
(750 pmol) tert-Butylhydroperoxidlosung in n-Decan eingesetzt.

Ausbeute: 45.0 mg (103 pmol, 60%) eines farblosen Ols, das nach Gefriertrocknung in
einen farblosen Feststoff iiberging, als Gemisch zweier diastereomerer

Enantiomerenpaare im Verhéltnis 1:1

DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.70
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'"H-NMR:

BC.NMR:

3'p_NMR:

IR:

UV (CH;CN):

HPLC:
MS (ESI", m/z):

& [ppm] (500 MHz, DMSO-d¢): 11.32 (s, 1H, NH), 7.53 (d, 1H,
*Jun = 1.2 Hz, H6), 7.52 (d, 1H, “Juu = 1.2 Hz, H6), 7.27 - 7.22 (m, 1H,
Aryl-H5), 7.11 - 7.06 (m, 2H, Aryl-H4, Aryl-H6), 5.45 (dd, 1H,
2Jun =143 Hz, *Jyp=15.4Hz, H5’-a), 5.44 (dd, 1H, “Jyy=14.3 Hz,
Jup = 19.4 Hz, H5’-a), 5.38 (dd, 1H, *Juy = 14.3 Hz, *Jup = 10.2 Hz, H5’-
b), 5.36 (dd, 1H, *Jupy=14.3 Hz, *Jyy=10.1 Hz, H5-b), 5.15 (d, 1H,
2Jun=10.7 Hz, H1’-a), 5.14 (d, 1H, “Jyu = 10.7 Hz, H1’-a), 5.11 (d, 1H,
2Jun = 10.7 Hz, H1°-b), 5.09 (d, 1H, “Jun = 10.7 Hz, H1’-b), 4.24 (ddd, 1H,
2Jun=10.8 Hz, *Jup=69 Hz, *Jun=23.8Hz, H5’-a), 4.18 (ddd, I1H,
2Jun=10.8 Hz, *Jup=6.7Hz, *Juu=3.8Hz, H5’-a), 4.09 (ddd, 1H,
*Jun =108 Hz, °Jup=7.6 Hz, *Juy=5.7Hz, H5’-b), 4.05 (ddd, 1H,
2Jun = 10.8 Hz, *Jyp = 7.6 Hz, *Jyy = 5.7 Hz, H5’-b), 4.02 - 3.95 (m, 1H,
H3), 3.43 (dd, 1H, *Juu = 14.3 Hz, *Jun = 4.6 Hz, H4’-a), 3.39 (dd, 1H,
2Jun=143Hz, *Juu=39Hz, H4-a), 3.32 (dd, 1H, *Juy=14.3Hz,
Jun = 7.4 Hz, H4’-b), 3.31 (dd, 1H, *Juy = 14.3 Hz, *Jy = 5.8 Hz, H4’-b),
2.22 (s, 3H, Aryl-CHs), 2.21 (s, 3H, Aryl-CH3), 1.72 (d, 3H, “Juu = 1.2 Hz,
H7), 1.71 (d, 3H, *Juu = 1.2 Hz, H7)

8 [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 164.3 (C4), 151.4 (C2), 148.1 (Aryl-C2),
148.0 (Aryl-C2), 140.5 (C6), 131.1 (Aryl-C4), 127.1 (Aryl-C3), 127.0
(Aryl-C3), 124.1 (Aryl-C5), 123.7 (Aryl-C6), 121.1 (d, *Jep = 3.5 Hz, Aryl-
C1), 121.0 (d, *Jep = 3.5 Hz, Aryl-Cl1), 109.6 (C5), 76.0 (d, *Jep = 7.6 Hz,
C3%), 75.9 (d, *Jep =7.6 Hz, C3°), 75.7 (C1), 68.1 (d, *Jep = 7.0 Hz, C-
Benzyl), 68.1 (d, “Jep=7.0 Hz, C-Benzyl), 67.2 (d, “Jep =3.7 Hz, C5°),
67.1 (d, “Jep = 3.7 Hz, C5°), 50.5 (C4°), 15.1 (Aryl-CH3), 15.0 (Aryl-CHj),
11.9 (C7)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dy): -7.93, -7.99

V [em] (KBr): 3442, 3067, 2925, 2854, 2105 (N3), 1686, 1471, 1347,
1294, 1191, 1025, 941, 872, 824, 773, 718, 650, 573, 476, 437, 421

Amax [NM]: 262.5

Amin [nm]: 232.3

tr = 14.19 min, 14.32 min (98%, Gradient A)
ber.: 437.11

gef.: 438.38 (M+H"), 460.32 (M+Na")
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8.3.7.4

Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-Thiocyanato-T-Ganciclovirmonophosphat 38¢

)

) ® |, DIPEA, ; o 7
| NH - 0Pl CHyCN IO//O 3 4> NH
A 2. +BUOOH SNPo o N

@] 3 5 N (@]
62%
b 3\%0@'
.
SCN

38c

Die Reaktion wurde nach AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 92.0 mg (0m.34 mmol)
Thiocyanato-T-Ganciclovir 41b, 4 mL Acetonitril, 115 uL (88.0 mg, 0.68 mmol) Di-iso-
propylethylamin (DIPEA), 137 mg (0.68 mol) 3-Methyl-cycloSalchlorphosphit sowie 237 puL

(1.19 mmol) tert-Butylhydroperoxidlosung in n-Decan eingesetzt.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC.NMR:

95.0 mg (0.21 mmol, 62%) eines farblosen Feststoffs als Gemisch zweier

diastereomerer Enantiomerenpaare im Verhiltnis 1:1
R#Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.71

8 [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 11.35 (s, 1H, NH), 11.34 (s, 1H, NH), 7.53
(d, 2x1H, 1H, *Jy = 1.2 Hz, H6), 7.29 - 7.24 (m, 1H, Aryl-H5), 7.12 -7.09
(m, 2H, Aryl-H4, Aryl-H6), 5.47 (dd, 2x1H, “Juy = 14.3 Hz, *Jyp = 17.7 Hz,
2xH-Benzyl-a), 5.44 (dd, 1H, 2 =143 Hz, 3ap = 10.1 Hz, H-Benzyl-b),
5.40 (dd, 1H, “Juu = 14.3 Hz, *Juyp = 10.2 Hz, H-Benzyl-b), 5.20 (d, 1H,
*Jun = 10.7 Hz, H1’-a), 5.18 (d, 1H, *Juy = 10.7 Hz, H1’-a), 5.13 (d, 1H,
2Jun = 10.7 Hz, H1°-b), 5.11 (d, 1H, “Jun = 10.7 Hz, H1’-b), 4.38 (ddd, 1H,
Jun=11.0Hz, *Jun=6.7Hz, *Jup=3.1Hz, H5’-a), 429 (ddd, I1H,
2Jhin=11.0Hz, *Jun=6.5Hz, >Jyp=3.5Hz, H5’-a), 4.18 (ddd, 1H,
*Jun=11.0Hz, °Juy=7.3Hz, *Jiyp=54Hz, H5-b), 4.13 (ddd, 1H,
2Jun = 11.0 Hz, *Jyy = 7.6 Hz, *Jyp = 5.0 Hz, H5’-b), 4.12 - 4.06 (m, 1H,
H3), 3.38 (dd, 1H, “Juu=13.9 Hz, *Juu = 4.1 Hz, H4’-a), 3.36 (dd, 1H,
2Jan=13.9Hz, *Jun=3.5Hz, H4-a), 3.16 (dd, 1H, “Juu=13.9 Hz,
Jun = 7.6 Hz, H4’-b), 3.15 (dd, 1H, *Juy = 13.9 Hz, *Jy = 7.6 Hz, H4’-b),
2.24 (s, 3H, Aryl-CHs), 1.74 (d, 3H, *Juu= 1.2 Hz, H7), 1.73 (d, 3H,
*Jun = 1.2 Hz, H7)

8 [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 164.3 (C4), 151.4 (C2), 148.1 (Aryl-C2),
148.0 (Aryl-C2), 140.5 (C6), 131.1 (Aryl-C4), 127.1 (Aryl-C3), 127.0
(Aryl-C3), 124.1 (Aryl-C5), 123.7 (Aryl-C6), 121.1 (d, *Jep = 3.5 Hz, Aryl-
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C1), 121.0 (d, *Jep = 3.5 Hz, Aryl-Cl), 109.6 (C5), 76.0 (d, *Jcp = 7.6 Hz,
C3%), 75.9 (d, *Jep =7.6 Hz, C3°), 75.7 (C1), 68.1 (d, *Jep = 7.0 Hz, C-
Benzyl), 68.1 (d, 2Jep=17.0 Hz, C-Benzyl), 67.2 (d, 2Jep=3.7 Hz, C5°),
67.1 (d, “Jep = 3.7 Hz, C5°), 50.5 (C4"), 15.1 (Aryl-CH3), 15.0 (Aryl-CH3),

11.9 (C7)
3'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -7.87, -7.97
IR: vV [em™] (KBr): 3418, 3197, 3065, 2925, 2852, 2155 (SCN), 1685, 1471,

1348, 1296, 1191, 1115, 1087, 1021, 941, 889, 822, 776, 719, 651, 573, 469
UV (CH3CN):  Apmax [nm]: 262.5

Amin [nm]: 232.3
HPLC: tr = 13.76 min, 13.87 min (99%, Gradient A)
MS (ESI", m/z): ber.: 453.08

gef.: 476.29 (M+Na")

8.3.7.5 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-O-acetyl-T-Ganciclovirmonophosphat 38d

0 0
1@3 , DIPEA, S & 0.’
NH . o""*cl CHACN 'O 5 * NH
SPN 3 Koo LA
HO N X0 2. t+-BuOOH 3 2707 "0, N YO

\EOJ 80% ;%OJ

!

.

| |
OAc OAc

67 38d

Die Reaktion wurde nach AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 75.0 mg (0.28 mmol)
4’-0O-Acetyl-T-Ganciclovir 67, 3 mL Acetonitril, 94.0 uL (71.0 mg, 0.55 mmol) Di-iso-
propylethylamin (DIPEA), 112 mg (0.55 mmol) 3-Methyl-cycloSalchlorphosphit 96 sowie
200 pL (1.00 mmol) fert-Butylhydroperoxidldsung in n-Decan eingesetzt.

Ausbeute: 100 mg (0.22 mmol, 80%) eines farblosen Feststoffs als Gemisch zweier

diastereomerer Enantiomerenpaare im Verhiltnis 1:1

DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.64

'H-NMR: 8 [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 11.32 (s, 1H, NH), 11.31 (s, 1H, NH), 7.51
(d, 1H, 1H, “Juu = 1.2 Hz, H6), 7.50 (d, 1H, 1H, *Juy = 1.2 Hz, H6), 7.27 -
7.22 (m, 1H, Aryl-H5), 7.10 -7.00 (m, 2H, Aryl-H4, Aryl-H6), 5.44 (dd, 1H,
2Jun = 14.3 Hz, *Juyp = 14.7 Hz, H-Benzyl-a), 5.44 (dd, 1H, “Jyy = 14.3 Hz,
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BC.NMR:

3'p_NMR:

UV (CH;CN):

HPLC:
MS (ESI', m/z):

Jup = 14.7 Hz, H-Benzyl-a), 5.37 (dd, 1H, “Juy = 14.3 Hz, *Jip = 9.8 Hz,
H-Benzyl-b), 5.35 (dd, 1H, “Jyy=14.3 Hz, *Jyp =9.9 Hz, H-Benzyl-b),
5.12 (d, 1H, “Jun=10.7 Hz, H1’-a), 5.11 (d, 1H, *Juuy = 10.7 Hz, H1’-a),
5.07 (d, 1H, *Jug=10.7 Hz, H1’-b), 5.04 (d, 1H, “Juyu = 10.7 Hz, H1’-b),
4.26 (ddd, 1H, *Jyy=11.0 Hz, *Jyy = 7.0 Hz, *Jyp = 3.5 Hz, H5’-a), 4.19
(ddd, 1H, “Jyy = 11.0 Hz, *Juy = 6.8 Hz, *Jyp = 3.9 Hz, H5’-a), 4.13 (ddd,
1H, *Jun=11.0 Hz, *Juu=7.9 Hz, *Jup = 6.1 Hz, H5’-b), 4.09 (ddd, 1H,
2Jun = 11.0 Hz, *Jyu=7.1 Hz, *Jip = 6.8 Hz, H5’-b), 4.07 - 3.99 (m, 2H,
H3’, H4’-a), 3.98 - 3.91 (m, 1H, H4’-b), 2.21 (s, 3H, Aryl-CHs), 2.20 (s,
3H, Aryl-CHs), 1.93 (s, 3H, Acetyl-CH3), 1.92 (s, 3H, Acetyl-CHs), 1.72 (d,
3H, 2Jun = 1.2 Hz, H7), 1.71 (d, 3H, “Jun = 1.2 Hz, H7)

8 [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 170.1 (Acetyl-C=0), 164.3 (C4), 151.3
(C2), 148.1 (Aryl-C2), 148.0 (Aryl-C2), 140.6 (C6), 131.0 (Aryl-C4), 127.1
(Aryl-C3), 127.0 (Aryl-C3), 124.1 (Aryl-C5), 123.7 (Aryl-C6), 121.1 (d,
3Jep = 4.6 Hz, Aryl-Cl), 121.0 (d, *Jcp = 6.0 Hz, Aryl-Cl1), 109.5 (C5), 75.7
(C1°), 74.7 (d, *Jep=7.6 Hz, C3°), 74.6 (d, *Jep=7.6 Hz, C3°), 68.6 (d,
*Jep=7.0Hz, C-Benzyl), 68.5 (d, “Jep=7.0Hz, C-Benzyl), 66.9 (d,
*Jep = 5.5 Hz, C5°), 62.5 (C4”), 20.5 (Acetyl-CH3), 20.5 (Acetyl-CH3), 15.1
(Aryl-CHs), 15.0 (Aryl-CHs), 11.9 (C7)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dy): -7.94, -7.98

Amax [Nm]: 262.5

Amin [nm]: 232.3

tr = 13.04 min, 13.17 min (98%, Gradient A)

ber.: 454.11

gef.: 477.35 (M+Na")
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8.3.7.6

NCS

° , DIPEA, 6
\fJ\NH 1. o"cl CH3CN 5 ! (?O 7\5fi\NH
ko 2. -BuOOH s P, RN

Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-2’-desoxy-3’-isothiocyanatothymidin-
monophosphat 39b

o)

207 "0 4 N~ X0
33% ’ 0

N3 2"

NCS

39b

Die Reaktion wurde nach AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 86.0 mg (0.30 mmol) 2’-Desoxy-
3’-isothiocyanatothymidin 42b, 3 mL Acetonitril, 103 pL (79.0 mg, 0.61 mmol) Di-iso-

propylethylamin (DIPEA), 123 mg (0.61 mmol) 3-Methyl-cycloSalchlorphosphit 96 sowie

150 pL (0.75 mmol) tert-Butylhydroperoxidldsung in n-Decan eingesetzt.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

47.0 mg (0.10 mmol, 33%) eines farblosen Feststoffs als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhiltnis 1:1
ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.80

8 [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 11.34 (s, 1H, NH), 11.32 (s, 1H, NH), 7.40
(d, 1H, *Juy = 1.0 Hz, H6), 7.39 (d, 1H, *Jyuyy = 1.0 Hz, H6), 7.25 - 7.20 (m,
1H, Aryl-H5), 7.10 - 7.04 (m, 2H, Aryl-H4, Aryl-H6), 6.16 (dd, 1H,
Jun=68Hz, Jun=6.5Hz, HI’), 6.15 (dd, 1H, ‘Juu=6.6Hz,
SJun=6.3 Hz, H1%), 5.47 (dd, 1H, *Jun=14.5Hz, >Jup=16.9 Hz, H-
Benzyl-a), 5.46 (dd, 1H, *Jyy = 14.5 Hz, *Jup = 17.3 Hz, H-Benzyl-a), 5.42
(dd, 1H, “Jyu=14.5Hz, “Jyp=10.4 Hz, H-Benzyl-b), 5.41 (dd, 1H,
Jun = 14.5 Hz, *Jup = 10.4 Hz, H-Benzyl-b), 4.71 - 4.64 (m, 1H, H3"), 4.40
(ddd, 1H, “Juy = 11.2 Hz, *Jyp = 7.5 Hz, *Jun = 3.4 Hz, H5’-a), 4.36 (ddd,
1H, “Jyu=11.2 Hz, *Jup = 6.9 Hz, *Juyy = 3.6 Hz, H5’-a), 4.34 (ddd, 1H,
Jin=112Hz, *Juyp=79Hz, *Juy=3.6Hz, H5-b), 429 (ddd, 1H,
2Jun=11.2 Hz, *Jup = 7.4 Hz, *Jun = 5.0 Hz, H5’-b), 4.22 - 4.18 (m, 1H,
H4), 2.58 - 2.46 (m, 2H, H2’), 2.20 (s, 3H, Aryl-CHs), 2.19 (s, 3H, Aryl-
CHs), 1.71 (d, 2x3H, “Juyn = 1.0 Hz, 2xH7)

8 [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 163.4 (C4), 150.4 (C2), 148.1 (Aryl-C2),
148.0 (Aryl-C2), 136.2 (C6), 131.8 (NCS), 131.0 (Aryl-C4), 127.0 (Aryl-
C3), 126.9 (Aryl-C3), 124.2 (Aryl-C5), 124.1 (Aryl-C5), 123.7 (Aryl-C6),
121.0 (d, *Jep = 9.7 Hz, Aryl-C1), 110.2 (C5), 83.9 (C1°), 83.8 (C1°), 81.2
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(d, *Jep =73 Hz, C4°), 81.1 (d, *Jep = 7.3 Hz, C4°), 68.7 (d, “Jep = 6.9 Hz,
C-Benzyl), 68.6 (d, “Jcp = 6.6 Hz, C-Benzyl), 66.7 (d, “Jcp = 4.3 Hz, C5”),
66.6 (d, *Jep = 3.6 Hz, C57), 54.9 (C3’), 54.8 (C3"), 36.9 (C2°), 36.8 (C2°),
15.0 (Aryl-CHs), 15.0 (Aryl-CHs), 12.1 (C7), 12.1 (C7)

SP.NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -7.87, -7.93

IR: V [em] (KBr): 3435, 2923, 2853, 2081 (NCS), 1691, 1469, 1384, 1270,
1190, 1090, 1021, 953, 776, 721, 551, 443, 417

UV (CH3CN):  Amax [nm]: 264.5

Amin [nm]: 231.1
HPLC: tr = 16.06 min, 16.32 min (99%, Gradient A)
MS (ESI", m/z): ber.: 465.08

gef.: 488.38 (M+Na")

8.3.7.7 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-3’-allyl-2’-desoxythymidinmonophosphat 39¢

6
\ﬁJ\NH 5
| °  DIPEA,
HO N)%o 1.5 o™a CH,CN '3
0 2. t-BUOOH
50%
42¢ 39¢

Die Reaktion wurde nach AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 68.0 mg (0.26 mmol) 3’-Allyl-2’-
desoxythymidin 42¢, 3 mL Acetonitril, 87.0 uL (66.0 mg, 0.51 mmol) Di-iso-propylethylamin
(DIPEA), 104 mg (0.51 mmol) 3-Methyl-cycloSalchlorphosphit 96 sowie 150 uL
(0.75 mmol) tert-Butylhydroperoxidlosung in n-Decan eingesetzt.

Ausbeute: 57.0 mg (0.13 mmol, 50%) eines farblosen Feststoffs als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhéltnis 1:1
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.78

'H-NMR: O [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.24 (s, 1H, NH), 11.23 (s, 1H, NH), 7.42
(d, 1H, “Jun = 1.2 Hz, H6), 7.41 (d, 1H, “Juu = 1.2 Hz, H6), 7.25 - 7.21 (m,
1H, Aryl-H5), 7.21 - 7.05 (m, 2H, Aryl-H4, Aryl-H6), 5.99 (dd, 1H,
Jhim=7.6Hz, °*Jun=44Hz, HI’), 598 (dd, 1H, ‘Juyy=7.4Hz,
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BC.NMR:

3'p_NMR:

UV (CH;CN):

HPLC:
MS (ESI', m/z):

Jan=4.3Hz, HI’), 5.75 (dddd, 1H, °Jyy=17.3 Hz, Juy=10.4 Hz,
Jhim=69Hz, *Juu=6.9Hz, H7), 5.66 (dddd, 1H, *Jyy=17.3 Hz
Jun=104Hz, *Juu=69Hz, *Juu=69Hz, H7’), 548 (dd, IH,
2Jun = 14.5 Hz, *Jyp = 8.8 Hz, H-Benzyl-a), 5.45 (dd, 1H, *Juy = 14.5 Hz,
3Jup = 8.5 Hz, H-Benzyl-a), 5.39 (dd, 1H, “Juy = 14.5 Hz, *Jyyp = 8.7 Hz, H-
Benzyl-b), 5.37 (dd, 1H, “Jyu = 14.5 Hz, *Jyp = 9.1 Hz, H-Benzyl-b), 5.07
(dd, 1H, *Juu=173Hz, “Juu=0.9Hz, HY-E), 5.03 (dd, IH,
Jhn=173Hz, “Juu=0.9 Hz, H8-E), 5.00 (dd, 1H, *Juu=10.4 Hz,
*Jun = 0.9 Hz, H8’-7), 4.96 (dd, 1H, *Juy = 10.4 Hz, *Juy = 0.9 Hz, H8’-2),
438 (ddd, 1H, “Jyy=11.6 Hz, *Jyp = 6.5 Hz, *Juy = 2.4 Hz, H5’-a), 4.33
(ddd, 1H, *Juy = 11.6 Hz, *Jip = 6.9 Hz, *Juu = 2.9 Hz, H5’-a), 4.28 (ddd,
1H, “Juu = 11.6 Hz, *Juyp = 7.5 Hz, *Jun = 5.6 Hz, H5’-b), 4.23 (ddd, 1H,
2Jun = 11.6 Hz, *Jup = 7.3 Hz, *Jun = 4.8 Hz, H5’-b), 3.84 - 3.78 (m, 1H,
H4%), 2.31 - 1.99 (m, 5H, H2’, H3’, H6’), 2.20 (s, 3H, Aryl-CH3), 2.19 (s,
3H, Aryl-CHs), 1.71 (d, 3H, “Jun = 1.2 Hz, H7), 1.69 (d, 3H, “Juy = 1.2 Hz,
H7)

d [ppm] (125 MHz, DMSO-ds): 163.9 (C4), 150.5 (C2), 145.6 (Aryl-C2),
136.2 (C7), 136.1 (C7’), 135.8 (C6), 130.9 (Aryl-C4), 127.0 (Aryl-C3),
126.9 (Aryl-C3), 124.1 (Aryl-C5), 123.7 (Aryl-C6), 121.1 (Aryl-C1), 121.0
(Aryl-C1), 116.9 (C8’), 116.8 (C8’), 109.8 (C5), 84.1 (C4’), 84.0 (C4’),
82.5 (C1’), 82.4 (CI’), 68.7 (C-Benzyl), 68.6 (C-Benzyl), 68.5 (C5’), 68.4
(C5%), 37.3 (C37), 37.1 (C3’), 36.9 (C6’), 36.7 C6”), 35.8 (C27), 35.7 (C2°),
15.0 (Aryl-CHj3), 14.9 (Aryl-CH3), 12.2 C7), 12.1 (C7)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-d¢): -7.67, -7.96

Amax [NmM]: 264.5

Amin [nm]: 233.6

tr = 15.23 min, 15.49 min (98%, Gradient A)

ber.: 448.14

gef.: 471.43 (M+Na")
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8.3.7.8

Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-2’-desoxy-3’-
propargylthymidinmonophosphat 39d

6
1 7
NH ° 0o 37 4 NH
| °  DIPEA, b7 |,
Nko 1.5 o e CH4CN o o, © N/go
0
2. t-BuOOH KU ST
57%
6 7
N N

39d

Die Reaktion wurde nach AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 81.0 mg (0.31 mmol) 2’-Desoxy-
3’-propargylthymidin 42d, 3 mL Acetonitril, 115puL (87.0 mg, 0.68 mmol) Di-iso-

propylethylamin (DIPEA), 112 mg (0.55 mmol) 3-Methyl-cycloSalchlorphosphit 96 sowie

185 uL (0.92 mmol) tert-Butylhydroperoxidlosung in n-Decan eingesetzt.

Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC.NMR:

78.0 mg (0.18 mmol, 57%) eines farblosen Feststoffs als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhéltnis 1:1
ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.80

O [ppm] (500 MHz, DMSO-d¢): 11.25 (s, 1H, NH), 7.43 (d, 1H,
*Jun = 1.0 Hz, H6), 7.42 (d, 1H, “Juu = 1.0 Hz, H6), 7.26 - 7.19 (m ,1H,
Aryl-H5), 7.10 - 7.03 (m, 2H, Aryl-H4, Aryl-H6), 6.03 (dd, 1H,
Jan=5.7Hz, °Jun=4.7Hz, HI’), 6.02 (dd, 1H, ‘Jyy=6.3Hz,
Jun=5.7Hz, HI"), 5.46 (dd, 1H, °Jyp =172 Hz, “Jyu=14.3 Hz, H-
Benzyl-a), 5.45 (dd, 1H, S =16.7 Hz, 2T =143 Hz, H-Benzyl-a), 5.39
(dd ,1H, *Jup=16.4Hz, *Juy=14.3 Hz, H-Benzyl-b), 5.38 (dd, 1H,
*Jun = 14.3 Hz, *Jup = 11.0 Hz, H-Benzyl-b), 4.44 (ddd, 1H, *Jyy = 11.3 Hz,
Jup =69 Hz, *Jyy=2.3Hz, H5-a), 440 (ddd, 1H, *Jyu=11.3 Hz,
Jup=6.7Hz, *Jun=2.3Hz, H5’-a), 4.32 (ddd, 1H, *Jun=11.3 Hz,
Jup =69 Hz, *Jun=6.5Hz, H5-b), 429 (ddd, 1H, “Jyu=11.3 Hz,
Jup = 7.3 Hz, *Juy = 5.5 Hz, H5’-b), 3.93 - 3.85 (m, 1H, H4’), 2.91 - 2.84
(m, 1H, H3), 2.45 - 2.32 (m, 3H, H2’, H8"), 2,23 - 2.12 (m, 2H, H6"), 2.19
(s, 3H, Aryl-CHs), 2.18 (s, 3H, Aryl-CHs), 1.71 (d, 3H, *Juu = 1.0 Hz, H7),
1.69 (d, 3H, “Jun = 1.0 Hz, H7)

8 [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 163.9 (C4), 163.8 (C4), 150.5 (C2), 150.4
(C2), 148.1 (d, *Jep = 6.1 Hz, Aryl-C2), 148.0 (d, *Jep = 7.3 Hz, Aryl-C2),
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136.0 (C6), 135.9 (C6), 131.1 (Aryl-C4), 131.0 (Aryl-C4), 127.0 (Aryl-C3),
126.9 (Aryl-C3), 124.1 (Aryl-C5), 123.7 (Aryl-C6), 121.2 (d, *Jep = 9.7 Hz,
Aryl-C1), 121.1 (d, *Jep = 8.5 Hz, Aryl-C1), 109.7 (C5), 84.1 (C1°), 84.0
(C1°), 82.0 (C4), 81.9 (C4’), 81.8 (C7°), 73.0 (C8"), 72.9 (C8), 68.6 (d,
*Jep =713 Hz, C-Benzyl), 68.5 (d, “Jep=7.3 Hz, C-Benzyl), 68.3 (d,
*Jer= 6.1 Hz, C5°), 68.2 (d, *Jep = 6.1 Hz, C5°), 36.8 (C3’), 36.7 (C3’),
36.4 (C2%), 36.3 (C2°), 20.1 (C6), 20.1 (C6”), 15.0 (Aryl-CHs), 14.9 (Aryl-
CHs), 12.2 C7), 12.1 (C7)

SIP.NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -7.69, -7.84

UV (CH3CN):  Apmax [nm]: 254.5
Amin [nm]: 233.6

HPLC: tr = 14.35 min (99%, Gradient A)

MS (ESI", m/z): ber.: 446.12
gef.: 469.34 (M+Na")

8.3.7.9 Darstellung von 3-Methyl-cycloSal-2’-desoxy-3’-thiocyanatothymidin-

monophosphat 39a
0] 0]
0 , PyH*CI, 6
NH 1. O’P"Ni-Pr 5 1 O 7 4 NH
| /g (“Pr)z CH3CN I/O 5 |
- P
HO N o 2. t-BuOOH 4 NN 9 i 6 N}KO
o 60% e}
4'N\3' 24 1
SCN SCN
42a 39a

Die Reaktion wurde nach AAV 2 durchgefiihrt. Es wurden 100 mg (0.35 mmol) 2’-Desoxy-
3’-thiocyanatothymidin 42a, 5 mL Acetonitril, 193 mg (1.41 mmol) Pyridiniumchlorid
(PyH'CI") sowie 245 mg (0.92 mmol) 3-Methyl-cycloSal-N, N-di-iso-propyl-
phosphoramidit 97  eingesetzt.  Zur  Oxidation  wurden 400 uL  (2.00 mmol)
tert-Butylhydroperoxidldsung in n-Decan verwandt.

Ausbeute: 99 mg (0.21 mmol, 60%) eines farblosen Feststoffs als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhéltnis 1:1

DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.69
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'"H-NMR:

BC-NMR:

3'p_NMR:

IR:

UV (CH;CN):

HPLC:
MS (ESI', m/z):

8 [ppm] (500 MHz, DMSO-d¢): 11.33 (s, 1H, NH), 11.31 (s, 1H, NH), 7.44
(d, 1H, *Juyn = 1.0 Hz, H6), 7.42 (d, 1H, *Juy = 1.0 Hz, H6), 7.24 - 7.20 (m,
1H, Aryl-H5), 7.08 - 7.05 (m 2H, Aryl-H4, Aryl-H6), 6.11 (dd, 1H,
Jhim=7.7Hz, *Jin=49Hz, HI’), 6.10 (dd, 1H, °>Juy=7.7Hz,
3Jun =4.9 Hz, H1"), 5.46 (dd, 2x1H, “Juu = 14.3 Hz, *Jup = 17.0 Hz, 2xH-
Benzyl-a), 5.42 (dd, 1H, *Juy = 14.3 Hz, 3Jup =10.7 Hz, H-Benzyl-b), 5.41
(dd, 1H, *Jyy= 143 Hz, *Jyp=10.6 Hz, H-Benzyl-b), 4.45 (ddd, 1H,
Jin=119Hz, *Jyp=72Hz, *Jyu=2.6Hz, H5’-a), 4.41 (ddd, 1H,
Jhimn=119Hz, *Jyp=72Hz, *Jyu=2.6Hz, H5’-a), 434 (ddd, 1H,
Jun=119Hz, *Jup=7.0Hz, *Jug=4.7Hz, H5-b), 431 (ddd, IH,
*Jun = 11.9 Hz, *Jyp = 7.5 Hz, *Jyn = 5.1 Hz, H5’-b), 4.17 - 4.05 (m, 2H,
H3’, H4’), 2.67 (ddd, 2x1H, “Juy = 14.0 Hz, *Juy = 8.8 Hz, *Juy = 4.9 Hz,
2xH2’-a), 2.52 - 2.46 (m, 2x1H, H2’-b), 2.20 (s, 3H, Aryl-CHs),. 2.19 (s,
3H, Aryl-CHs),.1.72 (d, 3H, *Jun = 1.0 Hz, H7), 1.70 (d, 3H, “Jyn = 1.0 Hz,
H7)

8 [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 161.8 (C4), 148.4 (C2), 146.1 (Aryl-C2),
146.0 (Aryl-C2), 134.5 (C6), 129.1 (Aryl-C4), 129.0 (Aryl-C4), 125.0 (d,
3Jep = 3.6 Hz, Aryl-C3), 124.9 (d, *Jep = 2.4 Hz, Aryl-C3), 122.1 (Aryl-C5),
121.7 (Aryl-C6), 119.1 (d, *Jep=9.7Hz, Aryl-Cl), 119.0 1 (d,
3Jep = 9.7 Hz, Aryl-C1), 109.4 (SCN), 108.3 (C5), 82.1 (C1°), 82.0 (C1"),
80.2 (d, *Jep=7.3Hz, C4%), 80.1 (d, *Jep=4.8Hz, C4’), 66.7 (d,
2Jep=6.1 Hz, C-Benzyl), 66.6 (d, *“Jop=7.3 Hz, C-Benzyl), 64.6 (d,
2Jep=9.7Hz, C5°), 64.5 (d, “Jep=7.3 Hz, C5°), 40.8 (C3°), 40.7 (C3),
35.0 (C2°), 34.9 (C2°), 13.0 (Aryl-CH3), 10.1 (C7)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dy): -7.83, -7.96

V [em™] (KBr): 3442, 2925, 2853, 2156 (SCN), 1693, 1471, 1384, 1273,
1191, 1115, 1021, 943, 864, 775, 558

Amax [NmM]: 264.5

Amin [nm]: 232.3

tr = 14.03 min, 14.19 min (99%, Gradient A)
ber.: 465.08

gef.: 488.32 (M+Na")
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8.3.8 Darstellung der modifizierten Nucleosidmonophosphate

8.3.8.1 Darstellung von Azido-T-Penciclovirmonophosphat 31b

@) O
7
Q0 | NH o 0 N
P, On-P 2
oo N/&O H,0, NEt;, CH3CN Na 00/50 o6 NL\O
74% @ z
Na s 1
| "
N3 N3

37b 31b

Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefiihrt. Es wurden 25.0 mg (57.5 umol) 3-Methyl-
cycloSal-Azido-T-Penciclovir 37b* eingesetzt.

Ausbeute: 16.0 mg (42.4 pmol, 74%) eines farblosen Feststoffs
DC: Ry-Wert (iso-Propanol/Wasser/25%ige Ammoniaklosung 14:7:1 v/v/v): 0.50
'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, D,0): 7.47 (s, 1H, H6), 3.74 (t, 2H, *Jun = 7.6 Hz, H1"),

3.65 - 3.59 (m, 2H, H5"), 3.41 (dd, 1H, “Juu = 12.6 Hz, *Jyy = 5.5 Hz, H4-
a), 3.27 (dd, 1H, Juyy = 12.6 Hz, *Juy = 6.6 Hz, H4’-b), 1.82 - 1.75 (m ,1H,
H3%), 1.76 (s, 3H, H7), 1.70 - 1.63 (m 2H, H2")

BC-NMR: 8 [ppm] (150 MHz, D,0): 168.6 (C4), 153.9 (C2), 135.0 (C6), 112.3 (C5),
66.0 (d, 2Jop = 4.6 Hz, C5°), 53.8 (C4), 48.3 (C1), 38.2 (d, *Jep = 8.0 Hz,
C3%), 29.6 (C2’), 13.1 (C7)

3'P-NMR: 8 [ppm] (162 MHz, D,0): 3.64
UV (CH3CN):  Amax [nm]: 272.0, 203.0

Amin [nm]: 238.0
MS (ESI", m/z): ber.: 337.05

gef.: 338.10 (M+H")
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8.3.8.2 Darstellung von Azido-T-Ganciclovirmonophosphat 32b

O @)

e \f‘\NH . o ' SN
P P 2
0 "QO N/go Hzo, NEt3, CH3CN K Odé"o 5 N/go
\EOJ 68% @ ;ko\]
!
| *
N3 N3
38b 32b

Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefiihrt. Es wurden 35.0 mg (80.0 umol) 3-Methyl-
cycloSal-Azido-T-Ganciclovir 38b eingesetzt.

Ausbeute: 19.4 mg (55.0 pmol, 68%) eines farblosen Feststoffs
DC: ReWert (iso-Propanol/Wasser/25%ige Ammoniaklosung 14:7:1 v/v/v): 0.50
'H-NMR: & [ppm] (500 MHz, D,0): 7.57 (d, 1H, “Juy=1.2 Hz, H6), 5.27 (s, 2H,

HI1%), 3.93 (dddd, 1H, *Juu=79Hz, *Jun=5.7Hz, *Juu=4.9 Hz,
him=3.1Hz, H3’), 3.76 (ddd, 1H, *Jun=11.5Hz, °Jup=5.0Hz,
Jun = 4.9 Hz, H5’-a), 3.70 (dd, 1H, “Jyy = 11.5 Hz, *Jyy = 5.7 Hz, H5’-b),
337 (dd, 1H, “Jun=13.6Hz, *Jyu=5.7Hz, H4’-a), 329 (dd, 1H,
Jun = 13.6 Hz, *Juy = 7.9 Hz, H4’-b), 1.76 (d, 3H, *Jun = 1.2 Hz, H7)

BC-NMR: 8 [ppm] (125 MHz, D,0): 176.7 (C4), 152.7 (C2), 142.5 (C6), 111.9 (C5),
78.3 (C3%), 77.6 (C1°), 64.2 (d, *Jep = 9.2 Hz, C5°), 51.8 (C4°), 13.1 (C7)

3'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, D,0): 4.48

IR: vV [em] (KBr): 3429, 2927, 2103, 1697, 1471, 1445, 1350, 1271, 1091,

978, 769, 713, 653, 515, 429
UV (CH3CN):  Amax [nm]: 265.0, 207.0

Amin [nm]: 234.0
MS (ESI", m/z): ber.: 410.97

gef.: 412.26 (M+H")
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8.3.8.3 Darstellung von Thiocyanato-T-Ganciclovirmonophosphat 32¢

o)
7
o a0 4>NH
P"'to Hzo, NEt3, CH3CN K®OOB%O 5 6 N2 o)
70% K@ 3.\%0\1‘
| .
SCN SCN
38c 32c

Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefiihrt. Es wurden 50.0 mg (0.11 mmol) 3-Methyl-

cycloSal-Thiocyanato-T-Ganciclovir 38¢ eingesetzt.

Ausbeute:
DC:

'"H-NMR:

BC.NMR:

3'p_NMR:

IR:

UV (CH;CN):

MS (ESI", m/z):

33.2 mg (77.2 pmol, 70%) eines farblosen Feststoffs

Ry-Wert (iso-Propanol/Wasser/25%ige Ammoniaklosung 14:7:1 v/v/v): 0.50
O [ppm] (500 MHz, D,0O): 7.54 (d, 1H, “Jun = 1.2 Hz, H6), 5.31 (d, 1H,
2Jun=11.1 Hz, H1’-a), 5.24 (d, 1H, “Jun = 11.1 Hz, H1’-b), 4.05 4.00 (m,
1H, H3’), 3.97 (ddd, 1H, “Jy = 11.2 Hz, *Jyp = 5.8 Hz, *Juy = 3.9 Hz, H5’-
a), 3.85 (ddd, 1H, *Juy = 11.2 Hz, *Jup = 6.2 Hz, *Juy = 5.3 Hz, H5’-b), 3.26
(dd, 1H, *Jun=145Hz, >Jun=32Hz, H4-a), 299 (dd, 1H,
2Jun = 14.5 Hz, *Jun = 9.1 Hz, H4’-b), 1.79 (d, 3H, *Jun = 1.2 Hz, HY)

d [ppm] (125 MHz, D,0): 167.2 (C4), 152.6 (C2), 142.5 (C6), 114.8 (SCN),
111.9 (C5), 77.2 (C17), 76.8 (d, *Jcp = 8.1 Hz, C3”), 65.7 (d, *Jep = 5.1 Hz,
C5%),35.1 (C4"), 11.7 (C7)

d [ppm] (202 MHz, D,0): 1.36

vV [em™] (KBr): 3423, 2927, 2156 (SCN), 1685, 1469, 1384, 1350, 1269,
1207, 1053, 960, 780, 714, 576, 491, 416

Amax [nm]: 265.0, 203.0

Amin [nm]: 234.0

ber.: 426.94

gef.: 428.24 (M+H")
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8.3.8.4 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-thiocyanatothymidinmonophosphat 33a

0
0 O Ty
Py k H,0, NEt;, CHsCN ®@0’P"‘o .
62% 0
Na 4'N3' 24 1
SCN SCN
39a 33a

Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefiihrt. Es wurden 55.0 mg (0.12 mmol) 3-Methyl-

cycloSal-2’-desoxy-3’-thiocyanatothymidinmonophosphat 39a eingesetzt.

Ausbeute:
DC:

'"H-NMR:

BC-NMR:

3'P_NMR:

UV (H,0):

HPLC:

MS (ESI", m/z):

33.0 mg (0.07 mmol, 62%) eines farblosen Feststoffs

Re-Wert (iso-Propanol/Wasser/25%ige Ammoniaklosung 14:7:1 v/v/v): 0.53
& [ppm] (500 MHz, D,0): 7.70 (s, 1H, H6), 6.20 (dd, 1H, *Juyy = 7.3 Hz,
Jun = 5.6 Hz, H1”), 4.28 4.23 (m, 1H, H3"), 4.08 (ddd, 1H, *Jux = 11.9 Hz,
3Jup = 3.6 Hz, *Jun = 3.3 Hz, H5’-a), 4.04 -3.96 (m, 2H, H4’, H5’-b), 2.71
(ddd, 1H, *Juy = 14.3 Hz, *Juu = 8.4 Hz, *Jun = 5.6 Hz, H2’-a), 2.63 (ddd,
IH, “Juu=143Hz, *Juu=7.3Hz, *Jun=7.3 Hz, H2’-b), 1.79 (d, 3H,
*Jun = 1.2 Hz, HY)

d [ppm] (125 MHz, D,0): 166.9 (C4), 151.9 (C2), 137.9 (C6), 112.7 (SCN),
111.9 (C5), 85.2 (C1°), 84.3 (d, *Jep = 8.5 Hz, C4), 63.4 (d, “Jep = 3.6 Hz,
C5%),43.1(C3%),38.4(C2%),12.0 (C7)

d [ppm] (202 MHz, D,0): 2.86

Amax [nm]: 264.5, 205.8

Amin [nm]: 232.3

tr = 9.68 min (98%, Gradient D)

ber.: 406.99

gef.: 408.0 (M+H")
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8.3.8.5 Darstellung von 3’-Allyl-2’-desoxythymidinmonophosphat 33¢

0
%0 B
Pl k H0, NEts, CHiCN @@O/P - ] N%o
70% @O@ o
Na 4N3' 241
I,
39¢ 33c

Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefiihrt. Es wurden 38.0 mg (85.0 umol) 3-Methyl-
cycloSal-3’-allyl-2’-desoxythymidinmonophosphat 39¢ eingesetzt.

Ausbeute: 23.2 mg (59.5 pmol, 70%) eines farblosen Feststoffs
DC: R¢-Wert (iso-Propanol/Wasser/25%ige Ammoniaklosung 14:7:1 v/v/v): 0.51
'H-NMR: 8 [ppm] (500 MHz, D,0): 7.71 (d, 1H, *Jun = 1.2 Hz, H6), 6.02 (dd, 1H,

him=7.1Hz, *Juu=3.6Hz, HI’), 5.77 (dddd, 1H, *Jyy=17.0 Hz
Jun=10.1Hz, °Jun=69Hz, °Juu=69Hz H7’), 506 (dd, 1H,
Jun=17.0Hz, *Jyy=13Hz, H8-E), 499 (dd, 1H, *Jyy=10.3 Hz,
*Jun = 1.3 Hz, H8’-Z), 4.08 - 4.03 (m, 1H, H4’), 3.93 - 3.86 (m, 2H, H5"),
230 - 2.27 (m, 1H, H3%), 2.27 -2.02 (m 4H, H2’, H6’), 1.79 (d, 3H,
*Jun = 1.2 Hz, HY)

BC-NMR: & [ppm] (125 MHz, D,0): 167.0 (C4), 152.0 (C2), 138.1 (C6), 136.5 (C7*),
117.2 (C8’), 111.4 (C5), 85.6 (C1°), 85.1 (d, *Jep = 8.6 Hz, C4°), 65.1 (d,
2Jep =4.9 Hz, C5°), 37.6 (C27), 37.2 (C3°), 35.8 (C6), 12.0 (C7)

SIP.NMR: 8 [ppm] (202 MHz, D,0): 2.17

UV (CHsCN):  Amax [nm]: 266.6, 202.9
Amin [nm]: 233.6

HPLC: tr = 9.81 min (98%, Gradient D)

MS (ESI", m/z): ber.: 390.06
gef.: 391.1 (M+H")
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8.3.8.6 Darstellung von 2’-Desoxy-3’-propargylthymidinmonophosphat 33d

/

; )% H,0, NEts, CHsCN
67%

39d 33d

Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefiihrt. Es wurden 38.0 mg (85.1 umol) 3-Methyl-
cycloSal-2’-desoxy-3’-propargylthymidinmonophosphat 39d eingesetzt.

Ausbeute: 22.0 mg (57.0 umol, 67%) eines farblosen Feststoffs
DC: Re-Wert (iso-Propanol/Wasser/25%ige Ammoniaklosung 14:7:1 v/v/): 0.50
"H-NMR: d [ppm] (500 MHz, D,0O): 7.64 (d, 1H, T = 1.0 Hz, H6), 6.04 (dd, 1H,

3Jan = 9.9 Hz, *Jyy = 5.5 Hz, H1"), 4.17 - 4.11 (m, 1H, H4"), 4.04 - 3.98 (m,
2H, H5°), 2.53 - 2.45 (m, 1H, H3"), 2.39 - 2.17 (m, 5H, H2’, H6’, HY"), 1.78
(d, 3H, *Jun = 1.0 Hz, H7)

BC-NMR: 8 [ppm] (125 MHz, D,0): 166.9 (C4), 151.9 (C2), 137.9 (C6), 111.4 (C5),
85.5 (C1°), 83.9 (d, *Jop=8.5 Hz, C4%), 82.3 (C7’), 71.5 (C8"), 65.4 (d,
2Jep = 6.0 Hz, C5”), 37.0 (C2°), 36.2 (C3°), 20.1 (C6), 11.9 (C7)

JIP_NMR: 8 [ppm] (202 MHz, D,0): 1.93
UV (CH3CN):  Amax [nm]: 266.6

Amin [Nm]: 233.6
HPLC: tr = 9.49 min (99%, Gradient D)
MS (ESI', m/z): ber.: 388.04

gef.: 389.0 (M+H")
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8.3.8.7 Versuch der Darstellung von 2’-Desoxy-3’-isothiocyanatothymidin-

monophosphat 33b
0]
0 "SNONH
/g H,0, NEts, CH5CN DO P | P
OO@O N (@]
67% 0]
Na 4'N3' 24 1
I
NCS NH,
39b 106

Die Reaktion wurde nach AAV 3 durchgefiihrt. Es wurden 30.0 mg (64.0 umol) 3-Methyl-
cycloSal-2’-desoxy-3’-isothiocyanatothymidinmonophosphat 39b  eingesetzt.  Statt  des

gewlinschten Produktes konnte nur 3’-Amino-2’-desoxythymidinmonophosphat 106 isoliert

werden.

Ausbeute: 15.7 mg (43.0 pmol, 67%) eines farblosen Feststoffs

DC: R¢-Wert (iso-Propanol/Wasser/25%ige Ammoniaklosung 14:7:1 v/v/v): 0.20

'H-NMR: & [ppm] (500 MHz, D,0): 7.62 (d, 1H, *Jun = 1.0 Hz, H6), 6.26 (dd, 1H,
3Jun = 7.0 Hz, *Jun = 6.9 Hz, H1"), 432 - 428 (m, 1H, H3), 4.09 (dt, 1H,
Jun = 8.2 Hz, *Juy = 5.2 Hz, H4%), 4.03 (d, 1H, *Juyy = 5.2 Hz, H5’-a), 4.02
(d, 1H, *Jun = 5.2 Hz, H5’-b), 2.57 (ddd, 1H, *Jyy = 15.0 Hz, *Jyy = 7.9 Hz,
Jun=7.0Hz, H2’-a), 2.52 (ddd, 1H, “Juu=15.0Hz, *Juu=6.9 Hz,
3Jun = 5.0 Hz, H2’-b), 1.82 (d, 3H, “Jun = 1.0 Hz, H7)

BC-NMR: & [ppm] (125 MHz, D,0): 166.7 (C4), 151.7 (C2), 137.5 (C6), 111.9 (C5),
85.1 (C1°), 51.5 (d, *Jep = 10.1 Hz, C4), 64.3 (d, *Jep = 3.8 Hz, C5), 50.9
(C3%),35.2(C2%), 11.7 (C7)

*'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, D,0): 2.22

MS (ESI', m/z): ber.: 321.07
gef.: 322.07 (M+H"), 344.07 (M+Na")
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8.3.9 Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester von 9-[2-
(Phosphonylmethoxy)ethyl]-adenin (PMEA) 11

8.3.9.1 Darstellung von Acetoxy-2-(chlormethoxy)ethan 120!

[O> Acetylchlorid, ZnCl,, n-Pentan O ;
g 93% Ao OO

2

119 120

21.0 g (19.6 mL, 283 mmol) 1,3-Dioxolan 119 wurden in 100 ml n-Pentan geldst und eine
katalytische Menge Zinkchlorid hinzugegeben. Innerhalb von 40 min wurden bei
Raumtemperatur 22.9 g (20.8 mL, 292 mmol) frisch destilliertes Essigsdurechlorid
hinzugetropft. Nach zweistiindigem Riihren bei Raumtemperatur wurde zunéchst das
Losungsmittel im Wasserstrahlvakuum abdestilliert. Der Riickstand wurde anschlieend im

Olpumpenvakuum destilliert.

Ausbeute: 40.2 g (263 mmol, 93%) einer farblosen Fliissigkeit

Sdp.: 50°C (0.5 mbar)

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, CDCl3): 5.51 (s, 2H, H3), 4.28 (t, 2H, Juyy = 4.58 Hz,
H2), 3.89 (t, 2H, *Jun = 4.58 Hz, H1), 2.09 (s, 3H, H2’)

PC-NMR: d [ppm] (100 MHz, CDCls): 170.8 (C1°), 82.6 (C3), 68.0 (C2), 62.2 (C1),
20.8 (C2)

8.3.9.2 Darstellung von Diethyl-[2-acetoxyethoxymethyl)phosphonat 121!

)Cf\ P(OEt); )Cf\ , O
o~ O G 45% — O/\/OVP\BOEt

120 121

In einer Inertgasatmosphére wurden 40.2 g (263 mmol) Acetoxy-2-(chlormethoxy)ethan 120
zu 43.5 mL (41.4 g; 249 mmol) Triethylphosphit getropft. Das Reaktionsgemisch wurde 30
Minuten auf 120°C erhitzt. AnschlieBend wurden zunichst die Edukte abdestilliert und zuletzt

das Produkt im Olpumpenvakuum destilliert.
Ausbeute: 30.1 g (118 mmol, 45%) einer farblosen Fliissigkeit
Sdp.: 114 °C (0.6 mbar)
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'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, CDCl3): 4.24 (t, 2H, *Juy = 4.6 Hz, H2), 4.18 (m, 4H,
2xCH,), 3.84 (d, 2H, “Jyp = 5.1 Hz, H3), 3.81 (t, 2H, *Juuy = 4.6 Hz, H1),
2.07 (s, 3H, H2"), 1.35 (t, 6H, *Jyy= 7.1 Hz, 2xCH3)

BC-NMR: & [ppm] (100 MHz, CDCls): 170.3 (C1°), 70.60 (d, *Jep=10.7 Hz, C1), 64.9
(d, 'Jep = 167 Hz, C3), 62.8 (C2), 62.03 (d, “Jep = 6.6 Hz, 2xCH,), 20.41
(C2%), 16.04 (d, *Jcp = 5.6 Hz, 2xCH3)

3'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, CDCl5): 21.86

8.3.9.3 Darstellung von Diethyl-[2-hydroxyethoxymethyl)phosphonat 122!+

)?\ o B Dowex 50x8, EtOH . o B
- P~ \"OEt SN ~\"OEt
o nel 99% HO™ ™y gk

121 122

30.1 g (118 mmol) Diethyl-[2-acetoxyethoxymethyl)phosphonat 121 wurden mit Dowex 50x8
in etwa 400 mL abs. Ethanol 67 Stunden unter Riickfluf} erhitzt. Es wurde vom lonentauscher
abfiltriert und dreimal mit Ethanol gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden im Vakuum
eingeengt und dreimal mit jeweils 50 mL Toluol koevaporiert. Der Riickstand wurde im

Exsikkator {iber Phosphor(V)oxid getrocknet.

Ausbeute: 24.8 g (117 mmol, 99%) einer farblosen Fliissigkeit

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, CDCls): 4.39 (s, 1H, OH), 4.18 (dq, 4H, *Jun = 7.0 Hz,
3Jup = 7.1 Hz, 2xCH>), 3.86 (d, 2H, “Jip= 8.13 Hz, H3), 3.68-3.76 (m, 4H,
H1, H2), 1.34 (t, 6H, *Jyy = 7.0 Hz, H5)

BC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, CDCly): 75.1 (d, *Jep=10.2Hz, Cl), 65.3 (d,
'Jep=67.3 Hz, C3), 62.6 (d, *Jep = 6.6 Hz, 2xCH,), 61.6 (C2), 16.40 (d,
3Jcp = 5.6 Hz, 2xCH3)

*'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, CDCl3): 23.14
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8.3.9.4 Darstellung von Diethyl-[2-methansulfonyloxyethoxymethyl)phosphonat 123!+

Q MSsCI, NEts, CH,Cl, Q

1l I
~O I:)\\OEt ~O I:)\\OEt
HO OEt 99% MsO OEt

122 123

Die Reaktion wurde zum Ausschlu von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. Eine Losung von 9.80 g (46.2 mmol) Diethyl-[2-hydroxyethoxymethyl)-
phosphonat 122 in 130 mL wasserfreiem Dichlormethan wurde auf 0°C gekiihlt. Unter
Riithren wurden 4.31 mL (6.35 g, 55.4 mmol) Methansulfonsdurechlorid (MsCl) zugegeben.
AnschlieBend wurden innerhalb von 15 Minuten 9.66 mL (7.01g, 69.3 mmol) Triethylamin
hinzugetropft. Man lie} auf Raumtemperatur erwdrmen und anschlieBend 16 Stunden bei
dieser Temperatur rithren. Das Reaktionsgemisch wurde mit 100 mL Wasser gewaschen und
die wéBrige Phase mit 100 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden sukzessive mit je 100 mL geséttigter Natriumhydrogencarbonatlésung, Wasser und
gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach
Abfiltrieren vom Trockenmittel wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
abdestilliert. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung fiir die folgende Umsetzung

verwandt.

Ausbeute: 13.3 g (45.8 mmol, 99%) eines farblosen Ols

8.3.9.5 Darstellung von 9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124!+

NH,
N5
5 0 Adenin, NaH, DMF & \)N
P
MsO™ >\ OFt 529% 0 oNT N 2
EtO—P~—O~_~1
Et0 >
123 124

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. Eine Suspension von 6.24 g (46.2 mmol) Adenin und 1.22 g (50.8 mmol)
Natriumhydrid in 160 mL wasserfreiem N,N-Dimethylformamid wurde 1 Stunde auf 80°C
erhitzt. Nach Abkiihlen des Reaktionsgemisches auf 50°C wurden 13.3 g (45.8 mmol)
Diethyl-[2-methansulfonyloxy-ethoxymethyl)phosphonat 123, geldst in 10 mL wasserfreiem
N,N-Dimethylformamid, hinzugegeben. AnschlieBend wurde die Suspension 20 Stunden auf

100°C erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das LoOsungsmittel unter
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vermindertem Druck abdestilliert. Der Riickstand wurde dreimal mit je 200 mL heiflem
Dichlormethan extrahiert. Nach Abdekantieren und Filtration iiber Celite wurden die
vereinigten Filtrate unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand
wurde durch Sdulenchromatographie aufgereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von
0 bis 20%) und abschlieend aus einer Mischung von Essigsdureethylester und Petrolether

(8:2, v/v) umkristallisiert.

Ausbeute: 7.87 g (23.9 mmol, 52%) eines farblosen Feststoffs
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 8:2 v/v): 0.49
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 8.12 (s, 1H, H2), 8.07 (s, 1H, HS8), 7.19 (s,

2H, NH,), 4.32 (t, 2H, *Juyn = 5.0 Hz, HI’), 3.9 (dq, 4H, *Juyu=7.1 Hz,
3Jup=7.6 Hz, 2xCH,), 3.88 (t, 2H, *Jun=5.0 Hz, H2’), 3.83 (d, 2H,
2Jup = 8.4 Hz, H3), 1.12 (t, 6H, *Juy = 7.1 Hz, 2xCH3)

PC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 156.1 (C6), 152.5 (C2), 149.7 (C4), 141.2
(C8), 118.8 (C5), 70.5 (d, *Jep = 11.7 Hz, C2°), 63.9 (d, 'Jep = 162 Hz, C3°),
61.8 (d, *Jep = 7.3 Hz, 2xCHy,), 42.6 (C17), 16.3 (d, *Jcp = 5.6 Hz, 2xCHs)

SP.NMR: 8 [ppm] (202 MHz, CDCl3): 22.07
UV (CH3CN):  Amax [nm]: 260.5

Amin [nm]: 227.5
HPLC: tr = 5.60 min (99%, Gradient C)

8.3.9.6 Versuch der Darstellung von N-tert-Butyloxycarbonyl-9-[2-
diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 130 mit Di-tert-Butyldicarbonat

0] J<
NH, HNJ\O
</ | BOC,0, Base, Losungsmittel 8</ |
J / 2,
N N 7 ) N7 N
1l \) 1l \)
Et0-P~-O Et0 PO+
EtO EtO = 2
124 130

a) 50.0 mg (0.15 mmol) 9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124 wurden in
SmL  wasserfreiem Pyridin gelost und 50mg (0.23 mmol) Di-tert-
Butyldicarbonat (BOC,0) hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde zwei Tage bei
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b)

8.3.9.7

Raumtemperatur geriihrt. Diinnschichtchromatographisch konnten nur die Edukte

detektiert werden.

100 mg (0.30 mmol) 9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124 wurden in
2mL Wasser gelost und 80 mg (0.36 mmol) Di-tert-Butyldicarbonat (BOC,0)
hinzugegeben. Zur Reaktionslosung wurden 2mL 1M Natriumhydroxidlésung
getropft. Die Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur geriihrt. Auch nach

20 Stunden zeigte die diinnschichtchromatographische Kontrolle keine Reaktion an.

50 mg (0.15 mmol) 9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124 wurden unter
einer Inertgasatmosphére in 5 mL wasserfreiem Tetrahydrofuran gelost und 230 pL
einer IM Losung von Natriumhexamethyldisilazid hinzugetropft. Anschliefend
wurden 50.0 mg (0.23 mmol) Di-tert-Butyldicarbonat (BOC,0) hinzugegeben und
drei Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von 1 mL Methanol wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der resultierende Riickstand am Chromatotron
gereinigt (Essigsdureethylester mit Methanolgradient von 5 bis 10%). Neben dem

Ausgangsmaterial konnte jedoch kein Produkt isoliert werden.

Versuch der Darstellung von N-tert-Butyloxycarbonyl-9-[2-diethylphosphonyl-
methoxyethyl]adenin 130 mit 2-(tert-Butyloxycarbonyl-oxyimin)-2-

phenylacetonitril
0] J<
NH, HNJ\O
N N N-s \6N
</ | ) BOC-ON, BaS(/e, Lsungsmittel 8</ | )
= ~
C NT N 7 O oN"a N
EtO’,P\/O\) EtO”/P\/O\)1
EtO s 2
(0] OtBu
124 130
BOC-ON = N/O

500 mg (1.52 mmol) 9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124 wurden in
4 mL wasserfreiem N,N-Dimethylformamid geldst und 449 mg (1.82 mmol) 2-(tert-
Butyloxycarbonyl-oxyimin)-2-phenylacetonitril (BOC-ON) sowie 254 puL. (184 mg,
1.82 mmol) wasserfreies Triethylamin hinzugegeben. Die Reaktionsldsung wurde
24 Stunden auf 55 °C erhitzt. Diinnschichtchromatographisch konnten lediglich die

Ausgangsmaterialien detektiert werden.
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b) Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphéire
durchgefiihrt. Zu einer Losung von 1.00 g (3.40 mmol) 9-[2-Diethylphosphonyl-
methoxyethyl]adenin 124 in 30 mL wasserfreiem Tetrahydrofuran wurden 6.08 mL
einer 1M Ldsung von Lithiumhexamethyldisilazid getropft. Nach fiinfzehnminiitigem
Riithren bei Raumtemperatur wurden 1.87 g (7.59 mmol) 2-(tert-Butyloxycarbonyl-
oxyimin)-2-phenylacetonitril (BOC-ON) hinzugegeben und die Reaktionslosung fiir
16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von 5 mL Methanol wurde das
Losungsmittel abdestilliert und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt. Als
Eluent diente Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 20%. Es konnten
lediglich 530 mg (1.80 mmol) 9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124

reisoliert werden.

8.3.9.8 Darstellung von N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-diethylphosphonyl-
methoxyethylJadenin 131al’®!

NH, . N(Fmoc),
N N5 3
¢ A )N FmocCl, Pyridin N A )’\“
C N>\ 78% 0 sNT N 2
£~ O ’

Zu einer Losung von 1.00 g (3.04 mmol) 9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124 in
15 mL wasserfreiem Pyridin wurden 3.14 g (12.2 mmol) Chlorameisensdurefluorenyl-
methoxycarbonylester gegeben und 2.5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Abdestillieren des Losungsmittels im Vakuum wurde der resultierende Riickstand zweimal
mit je 40 mL Toluol koevaporiert. Der Riickstand wurde in 100 mL Essigsdureethylester
aufgenommen und sukzessive mit zweimal je 50 mL Wasser und einmal 50 mL geséttigter
Natriumchloridlésung gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Der Riickstand wurde am

Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 10%).
Ausbeute: 1.84 g (2.38 mmol, 78%) eines farblosen Schaums
DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.71
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'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, CDCl;): 8.84 (s, 1H, H2), 8.34 (s, 1H, HS8), 7.65 (d, 4H,
3Jun = 7.3 Hz, H(D)), 7.36 - 7.32 (m, 8H, H(A), H(C)), 7.20 (dd, 4H,
Jun = 7.3 Hz, *Juy = 7.3 Hz, H(B)), 4.60 - 4.50 (m, 2H, H1"), 4.54 (d, 4H,
Jun = 6.7 Hz, H(H)), 4.15 (t, 2H, *Jun= 6.7 Hz, H(G)), 4.07 (dq, 4H,
3Jun = 7.0 Hz, *Jup = 7.3 Hz, 2xCH,), 4.04 - 3.95 (m, 2H, H2"), 3.74 (d, 2H,
2Jup = 7.9 Hz, H3"), 1.26 (t, 6H, *Ju = 7.0 Hz, 2xCH3)

PC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, CDCl3): 153.1 (C2), 151.0 (C4), 150.9 (C(I)), 148.9
(C6), 143.5 (C(F)), 143.2 (C8), 141.3 (C(E)), 127.8 (C(A)), 127.2 (C(D)),
125.2 (C(B)), 120.0 (C5), 119.9 (C(C)), 70.7 (d, *Jep = 9.6 Hz, C2°), 68.0
(C(H)), 65.3 (d, 'Jep =167 Hz, C3°), 62.5 (d, *Jep = 6.6 Hz, CH,), 46.8
(C(G)), 44.0 (C1°), 16.4 (CH3)

*'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, CDCl): 21.04
Neben dem gewiinschten Produkt131a konnten auch 300mg (0.54 mmol, 18%)
N-Fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 131b als farbloser

Schaum isoliert werden.

NHFmoc

N

&)

N
EtO’P\/O\)
131b
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.47
'H-NMR: O [ppm] (400 MHz, CDCls): 8.81 (s, 1H, H2), 8.44 (s, 1H, HS), 7.77 (d, 2H,

3Jun =73 Hz, H(D)), 7.70 (d, 2H, *Juu=7.3 Hz, H(A)), 7.40 (dd, 2H,
Shim=73Hz, *Juu=73Hz, H(C)), 7.32 (dd, 2H, °*Juu=7.3 Hz
3Jun = 7.3 Hz, H(B)), 4.61 (d, 2H, *Jyy = 7.0 Hz, H(H)), 4.56 - 4.48 (m, 2H,
H1%), 435 (t, 1H, *Jyu=6.7 Hz, H(G)), 4.11 (dq, 4H, *Juyu=7.0 Hz,
3Jup = 7.4 Hz, 2xCH,), 4.04 - 3.94 (m, 2H, H2"), 3.79 (d, 2H, “Jup = 8.0 Hz,
H3"), 1.30 (t, 6H, *Jun = 7.0 Hz, 2xCH3)

PC-NMR: 8 [ppm] (100 MHz, CDCl3): 153.4 (C(I)), 153.2 (C2), 151.0 (C4), 148.3
(C6), 146.5 (C8), 143.1 (C(F)), 141.1 (C(E)), 128.6 (C5), 127.6 (C(A)),
127.0 (C(D)), 125.0 (C(B)), 119.8 (C(C)), 70.7 (d, *Jep = 9.3 Hz, C2°), 69.3
(C(H)), 65.3 (d, 'Jep =166 Hz, C3°), 62.5 (d, *Jep = 6.9 Hz, CH,), 46.4
(C(G)), 44.0 (C1°), 16.5 (CH3), 16.4 (CH3)
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*'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, CDCls): 20.95

8.3.9.9 Darstellung von N-Fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-cycloSal-phosphonyl-
methoxyethyl]adenin 132b

NHFmoc
1. TMSBE, Pyridin, CH5CN 3
Fmoc A
9 \)A 2. (COCl),, DMF, CH,Cl, _ 6 8</ | \)N
ES&P\/O 3. Salicylalkohol, Pyridin, DIPEA, ° 1 (IJ e N7 N/ ’
DMF, THF g POy
5% 3 O 3' 2'
131b 132b

In einer Inertgasatmosphire wurden 300 mg (544 umol) N-Fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-
diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 131b in 3 ml wasserfreiem Acetonitril geldst und
unter Rithren 176 pL (208 mg, 1.36 mmol) Bromtrimethylsilan (TMSBr) hinzugetropft. Nach
achtzehnstliindigem Riihren bei Raumtemperatur wurden fliichtige Bestandteile im
Olpumpenvakuum abdestilliert. Der resultierende farblose Feststoff wurde in 3 mL trockenem
Dichlormethan suspendiert, 5 Tropfen wasserfreies N, N-Dimethylformamid hinzugesetzt und
auf 0°C gekiihlt. Nun wurden 140 pL (207 mg, 1.63 mmol) Oxalylchlorid vorsichtig
hinzugetropft, wobei das Reaktionsgemisch stark schdumte. Nach beendeter Zugabe wurde
1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Abdestillieren des Losungsmittels im
Olpumpenvakuum wurde der resultierende orange Schaum in 5 mL wasserfreiem THF
aufgenommen und eine Losung von 81.0 mg (0.65 mmol) Salicylalkohol, 133 pL (129 mg,
1.63 mmol) Pyridin sowie 1 Tropfen N,N-Di-iso-proypethylamin (DIPEA) in 2.5 mL
trockenem THF hinzugetropft, wobei eine Triibung des Reaktionsgemisches auftrat. Nach
Zugabe von 2.5 mL wasserfreiem N,N-Dimethylformamid klérte sich das Reaktionsgemisch
und wurde 3 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von 10 Tropfen Essigsdure
wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt, der Riickstand in 40 mL
Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit je 30 mL Wasser gewaschen. Die vereinigten
wélrigen Phasen wurden mit 20 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden {iiber Natriumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck vom
Losungsmittel befreit. Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt

(Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 10%).
Ausbeute: 17 mg (29 umol, 5%) eines farblosen Ols
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.58
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'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 10.8 (s, 1H, NH), 8.55 (s, 1H, H2), 8.16 (s,
1H, H8), 7.90 (d, 2H, *Jun = 7.5 Hz, H(D)), 7.85 (d, 2H, *Juyu = 7.5 Hz,
H(A)), 7.43 (dd, 2H, *Juyu = 7.5 Hz, *Juy = 7.5 Hz, H(C)), 7.34 (dd, 2H,
3Jun = 7.5 Hz, *Jyu = 7.5 Hz, H(B)), 7.26 (t, 1H, *Juy = 7.5 Hz, Aryl-H4),
7.16 (dd, *Juu=7.5Hz, *Juu= 1.4 Hz, Aryl-H6), 7.07 (dt, *Jun = 7.5 Hz,
3Jun = 1.4 Hz, Aryl-H5), 6.98 (d, 1H, *Juy = 7.5 Hz, Aryl-H3), 5.30 (dd,
1H, *Juu=13.8Hz, ’Jyp=13.8Hz, H-Benzyl-a), 5.24 (dd, 1H,
2Jun = 13.8 Hz *Jyp = 13.4 Hz, H-Benzyl-b), 4.42 (d, 2H, *Juyy= 7.2 Hz,
H(H)), 4.35 - 429 (m, 3H, H(G), H1’), 420 (dd, 1H, *Juu = 14.5 Hz,
2Jup = 7.9 Hz, H3’-a), 4.15 (dd, 1H, *Juy = 14.5 Hz, *Jup = 7.6 Hz, H3’-b),
3.90 (dd, 1H, “Juy=108Hz, *Jyu=52Hz, H2’-a), 3.85 (dd, 1H,
2Jun = 10.8 Hz, *Jyy = 5.1 Hz, H2’-b)

BC-NMR 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 153.4 (C(I)), 151.5 (C2), 149.6 (C4), 149.5
(Aryl-C2), 144.3 (C8), 143.9 (C(F)), 140.9 (C(E)), 132.9 (C5), 129.8 (Aryl-
C5), 127.9 (C(A)), 127.3 (C(D)), 126.2 (Aryl-C4), 125.7 (C(B)), 124.1
(Aryl-C6), 120-29 (C(C)), 118.0 (Aryl-Cl), 117.8 (Aryl-C3), 70.4 (d,
3Jep =12 Hz, C27), 67.7 (d, “Jep = 7.1 Hz, C-Benzyl), 66.8 (C(H)), 64.0 (d,
'Jep =161 Hz, C3°), 46.5 (C(G)), 42.8 (C1°)

SP.NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 16.61

8.3.9.10  Darstellung von N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-cycloSal-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 132a Variante 1

N

—

Fmoc),
1. TMSBr, Pyridin, CH;CN N_5
2 2.(COCl),, DMF, CHyCl,

J gy G
EtO’P\/O 3. Salicylalkohol, Pyridin, DMAP, 5 |O,O N74 N 2
: P_o_J,
3 2 O 3' 2'

Fmoc)

/o
pzd

.

DMF, THF
12%
131a 132a

In einer Inertgasatmosphére wurden 545 mg (0.70 mmol) N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-
9-[2-diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 131a in 4 ml trockenem Acetonitril geldst und
unter Riihren 228 pL (270 mg, 1.76 mmol) Bromtrimethylsilan (TMSBr) hinzugetropft. Nach
fiinfzehnstiindigem Riithren bei Raumtemperatur wurden fliichtige Bestandteile im
Olpumpenvakuum abdestilliert. Der resultierende farblose Feststoff wurde in 4 mL

wasserfreiem Dichlormethan suspendiert, 10 Tropfen trockenes N,N-Dimethylformamid
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hinzugesetzt und auf 0°C gekiihlt. Nun wurden 181 pL (268 mg, 2.11 mmol) Oxalylchlorid
vorsichtig hinzugetropft, wobei das Reaktionsgemisch stark schidumte. Nach beendeter
Zugabe wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Abdestillieren des Losungsmittels
im Olpumpenvakuum wurde der resultierende orange Schaum in 5 mL trockenem THF
aufgenommen und eine Losung von 105 mg (845 pumol) Salicylalkohol, 379 puL. (368 mg,
2.11 mmol) wasserfreiem Pyridin sowie 7.00 mg (56.0 umol) 4-Dimethylaminopyridin
(DMAP) in 2.5mL trockenem THF hinzugetropft, wobei eine Triibbung des
Reaktionsgemisches auftrat. Nach Zugabe von 2.5 mL wasserfreiem N, N-Dimethylformamid
klarte sich das Reaktionsgemisch und wurde 3 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Zugabe von 10 Tropfen Essigsiure wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt,
der resultierende Riickstand in 40 mL Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit je
30 mL Wasser  gewaschen. Die vereinigten wifirigen Phasen wurden mit 20 mL
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat
getrocknet und unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Der resultierende
Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis

10%).

Ausbeute: 70 mg (87 pumol, 12 %) eines farblosen Ols
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.84
'H-NMR: O [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 8.59 (s, 1H, H2), 8.14 (s, 1H HS), 7.69 (d,

4H, *Jyun = 7.6 Hz, H(A)), 7.32 - 7.25 (m, 9H, H(C), H(D), Aryl-H4), 7.18 -
7.13 (m, 5H, H(B), Aryl-H6), 7.09 (dt, 1H, *Juyy = 7.5 Hz, *Jyn = 0.9 Hz,
Aryl-H5), 7.01 (d, 1H, °Juzu=82Hz, Aryl-H3), 529 (dd, IH,
2Jun = 13.7 Hz, *Jup = 14.0 Hz, H-Benzyl-a), 5.26 (dd, 1H, *Juy = 13.7 Hz,
3Jup = 13.4 Hz, H-Benzyl-b), 4.47 (d, 4H, *Juu = 6.3 Hz, H(H)), 4.45 (dd,
1H, *Juy = 14.5 Hz, *Jyy = 5.7 Hz, H1’-a), 4.40 (dd, 1H, “Jyy = 14.5 Hz,
3Jun = 5.5 Hz, H1’-b), 4.22 (dd, 1H, *Juy = 14.7 Hz, “Jyp = 8.0 Hz, H3 -a),
417 (dd, 1H, *Juu=14.7Hz, *Jup=79Hz, H3’-b), 4.04 (t, 2H,
3Jun = 6.3 Hz, H(G)), 3.96 (dd, 1H, “Jyu = 11.5 Hz, *Jyy = 5.7 Hz, H2’-a),
3.92 (dd, 1H, *Juy = 11.5 Hz, *Jyy = 5.5 Hz, H2’-b)

BC-NMR: 8 [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 153.4 (C2), 151.5 (C4), 150.4 (C(I)), 147.5
(Aryl-C2), 146.9 (C6), 143.0 (C(F)), 140.6 (C(E)), 129.9 (Aryl-C5), 127.7
(C(A)), 126.9 (C(D)), 126.3 (Aryl-C4), 124.7 (C(B)), 124.2 (Aryl-C6),
122.7 (Aryl-Cl1), 122.3 (Aryl-C3), 120.0 (C(C)), 119.5 (C5), 70.3 (d,
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Jep = 9.6 Hz, C2°), 70.2 (C-Benzyl), 68.6 (C(H)), 64.0 (d, 'Jep =161 Hz,
C3), 45.9 (C(G)), 43.1 (C1")

*'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 16.57

8.3.9.11  Darstellung von N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-cycloSal-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 132a Variante 2

N(Fmaoc),
0 AlFmoe), (Tc':wc?g;'z,PgRi/ldl-i?b?-E?:iN i 8 </N 5| SN
EEotaP\/OJ 3. Salicylalkohol, NEts, CH,Cl, 5@(\9//0 N N/)z
. N O/P\(O r
131a 132a

Die Reaktion wurde zum Ausschlu von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 550 mg (0.71 mmol) N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-diethylphos-
phonylmethoxyethyl]adenin 131a wurden zweimal mit je 5 mL wasserfreiem Acetonitril
koevaporiert und anschielend in einer Inertgasatmosphére in 5 mL wasserfreiem Acetonitril
gelost. Unter Rithren wurden 230 pL (273 mg, 1.78 mmol) Bromtrimethylsilan (TMSBr)
hinzugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Abdestillieren der fliichtigen Anteil wurde der resultierende farblose Riickstand in 5 mL
trockenem Dichlormethan aufgenommen, 10 Tropfen wasserfreies N, N-Dimethylformamid
hinzugetropft und die Reaktionslosung auf 0 °C gekiihlt. Unter starkem Riihren wurden
183 uL (271 mg, 2.13 mmol) Oxalylchlorid hinzugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde auf
Raumtemperatur erwarmt und 1 Stunde bei dieser Temperatur geriihrt. Nach Abdestillieren
des Losungsmittels wurde der resultierende gelbe Schaum in 5 mL trockenem Dichlormethan
aufgenommen und auf 0 °C abgekiihlt. Es wurde eine Losung von 353 mg (2.84 mmol)
Salicylalkohol und 694 uL (504 mg, 4.98 mmol) wasserfreiem Triethylamin in 2.5 mL
trockenem Dichlormethan innerhalb von 30 Minuten zugetropft. Man lieB auf
Raumtemperatur erwidrmen und 90 Minuten bei dieser Temperatur rithren. Das
Reaktionsgemisch wurde iiber Kieselgel filtriert. Als Eluent diente eine Mischung aus
Dichlormethan/Methanol (9:1, v/v), dem 0.1% Essigsdure beigemischt wurde. Nach
Abdestillieren des Losungsmittel wurde der Riickstand am Chromatotron aufgereinigt

(Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 10%).
Ausbeute: 200 mg (248 umol, 35%) eines farblosen Schaums

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen unter 8.3.9.10.
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8.3.9.12  Versuche der Darstellung von 9-[2-cycloSal-phosphonylmethoxyethyl]adenin 34a

durch Abspaltung der Fluorenylmethoxycarbonyl-Schutzgruppe

N(Fmoc), NH,
N5

</ | \)N Base, Lésun i 6 8</ | N

_ , gsmittel /)2

]
g, O a1
O/P\/O 4 =2 O/P\/O 1

b)

d)

132a 34a

60.0 mg (75.0 umol) N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-cycloSal-phosphonyl-
methoxyethyl]adenin 132a wurden zweimal mit je 2 mL trockenem Acetonitril
koevaporiert, in einer Inertgasatmosphire in 2 mL trockenem Acetonitril geldst und
die Losung auf 0 °C gekiihlt. Es wurden 6.00 pL 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en
(DBU) hinzugetropft und 15 Minuten bei 0°C geriihrt. Die diinnschicht-
chromatographische Verfolgung der Reaktion zeigte aufgrund der Fluoreszenz die
Bildung von 9-Methylen-9H-fluoren an. Neben der abgespaltenen Schutzgruppe
konnte nur der Startfleck detektiert werden.

80.0 mg (99.0 umol) N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-cycloSal-phosphonyl-
methoxyethyl]adenin 132a wurden zweimal mit je 2.5 mL wasserfreiem Acetonitril
koevaporiert, in einer Inertgasatmosphére in 2.5 mL wasserfreiem Acetonitril gelost
und die Losung auf 0 °C gekiihlt. Es wurden 138 pL (100 mg, 0.99 mmol) trockenes
Triethylamin hinzugetropft und bei 0°C gerithrt. Da sich diinnschicht-
chromatographisch nur die Ausgangsverbindung nachweisen liel, wurde die
Reaktionslosung langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Es lieB sich jedoch weiterhin
nur die Ausgangsverbindung nachweisen.

70.0 mg (87.0 umol) N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-cycloSal-phosphonyl-
methoxyethyl]adenin 132a wurden in 1 mL einer 5%igen Losung von Piperidin in
wasserfreiem N, N-Dimethylformamid aufgenommen und 2 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 150 uL Essigsdure
abgebrochen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde am
Chromatotron aufgereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 35%). Das
gewiinschte Produkt konnte jedoch nicht isoliert werden.

Eine Losung von 70.0 mg (87.0 umol) N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-
cycloSal-phosphonylmethoxyethyl]adenin 132a in 1 mL trockenem Acetonitril wurde
auf 0 °C gekiihlt und 75.0 pL (75.0 mg, 0.87 mmol) Morpholin hinzugetropft. Man

lieB die Reaktionslosung unter Riihren innerhalb von 30 Minuten auf Raumtemperatur
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erwiarmen. Diinnschichtchromatographisch konnte neben Methylen-9H-fluoren nur
der Startfleck detektiert werden.

e) 60.0 mg (74.0 umol) N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-cycloSal-phosphonyl-
methoxyethyl]adenin 132a  wurden in einer Inertgasatmosphidre in 2.5 mL
wasserfreiem Tetrahydrofuran geldst und die Losung auf -20 °C gekiihlt. Nun wurden
150 uL einer 1M Losung von Tetrabutylammoniumfluorid in Tetrahydrofuran
innerhalb von 10 Minuten zugetropft. Die diinnschichtchromatographische Verfolgung
zeigte  bereits  unmittelbar  nach  Beendigung der  Zugabe von
Tetrabutylammoniumfluorid lediglich den Startfleck an.

f) Eine Losung von 15 mg (19 umol) N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-cycloSal-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 132a in 1 mL trockenem Tetrahydrofuran wurde bei
0°C mit 30 uL (30.0 mg, 186 umol) Triethylamin Trihydrofluorid versetzt und
10 Minuten bei dieser Temperatur geriihrt. Diinnschichtchromatographisch konnte

neben Methylen-9H-fluoren nur der Startfleck detektiert werden.

8.3.9.13  Darstellung von 9-[2-cycloSal-phosphonylmethoxyethyl]adenin 34a durch
Abspaltung der Fluorenylmethoxycarbonyl-Schutzgruppe

N(Fmoc), NH>
N N5
¢ f J : ol f J
©(\IOO N N/ NEts, Pyridin 5@(\90 N, N/ 2
PO 20% SN O,pYoz%
132a 34a

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 67.0 mg  (83.0 umol)  N,N-Bis-fluorenylmethoxycarbonyl-9-[2-cycloSal-
phosphonyl-methoxyethyl]adenin 132a wurden in 1 mL wasserfreiem Pyridin geldst und die
Losung auf 0 °C gekiihlt. Nun wurden 116 pL (84.2 mg, 832 umol) trockenes Triethylamin
innerhalb von 15 Minuten hinzugetropft. Man lie die Reaktionslosung unter Riihren
innerhalb von 1 Stunde auf Raumtemperatur erwdrmen. Nach Zugabe von 10 mL Toluol
wurde das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Der Riickstand wurde noch zweimal mit je
10 mL Toluol koevaporiert. Der farblose Riickstand wurde am Chromatotron mit
Dichlormethan mit einem Methanolgradienten von 0 bis 15% sowie 0.1% Essigsdure
gereinigt.

Ausbeute: 6.00 mg (17.0 pmol, 20%) eines farblosen Ols
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DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.29

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen unter 8.3.9.22.

8.3.9.14  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-diethylphosphonylmethoxy-
ethyl]adenin 133"

NH, NHMMTr
7
N N2 \6N1
< ) MMTrCI, NEtz, DMAP, CH,Cl, A )
89% o) oNT N7 2
EtO/P\/O\) s O\)T ’

124

MMTr =

Eine Losung von 1.31 g (3.98 mmol) 9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124 und
49.0 mg (0.40 mmol) 4-Dimethylaminopyridin in 12 mL trockenem Dichlormethan wurde mit
246 g (7.95mmol) 4-Monomethoxytritylchlorid (MMTrCl) und 1.11 mL (805 mg,
7.95 mmol) wasserfreiem Triethylamin versetzt und 4 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Zugabe von 25 mL gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung wurden die Phasen
getrennt und die wilBrige Phase zweimal mit je 10 mL Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit je 15mL Wasser und geséttigter
Natriumchloridlosung  gewaschen, anschlieBend {iiber Natriumsulfat getrocknet und im
Vakuum vom Losungsmittel befreit. Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron

gereinigt (Dichlormethan mit Methanol-Gradient von 0 bis 20%).

Ausbeute: 2.13 g (3.54 mmol, 89%) eines farblosen Schaums
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.66
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 8.17 (s, 1H, H2), 7.90 (s, 1H, HS8), 7.31 -

7.18 (m, 13H, H(B), H(C), H(D), H(F), NH), 6.85 - 6.81 (m, 2H, H(G)),
432 (t, 2H, *Jun = 5.0 Hz, H1"), 3.89 (dq, 4H, *Jyn = 7.3 Hz, *Juu = 7.2 Hz,
2xCH?2), 3.86 (t, 2H, *Juy = 5.0 Hz, H2’), 3.83 (d, 2H, *Jip = 8.4 Hz, H3"),
3.70 (s, 3H, OCH3), 1.10 (t, 6H, *Juy = 7.2 Hz, 2xCH3)

BC-NMR & [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 157.9 (C(H)), 153.6 (C6), 151.2 (C2), 148.9

(C(A)), 145.4 (C4), 141.9 (C8), 137.3 (C(E)), 129.9 (C(F)), 128.6 (C(C)),
127.8 (C(B)), 126.7 (C(D)), 1204 (C5), 113.2 (C(G)), 704 (d,
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Jep=11.6 Hz, C2°), 63.9 (d, 'Jep =162 Hz, C3°), 61.8 (d, “Jop = 6.2 Hz,
2xCH,), 55.2 (OCH3), 42.6 (C17), 16.4 (CH3), 16.3 (CH3)

JlP-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 22.06
UV (CH3CN):  Amax [nm]: 273.0, 196.0

Amin [nNm]: 247.0
MS (FAB; m/z): ber.: 601.25

gef.: 601.4 (M+H")

8.3.9.15  Versuch der Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-cycloSal-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 134a

NHMMTr
1. TMSBr, Pyridin, CH3CN ;e

0 AVMTT 5 (COCI),, DMF, CH,Cl, NN
4

1] Vi 6 8< | )

Eto//P\/O 4 5 ! (0} N7, N/ 2

EtO 3. Salicylalkohol, NEt;, CH,Cl, Y

4 s ) O/P\SI/O > 1

133 134a

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 200 mg (0.33 mmol) N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-diethylphosphonylmethoxy-
ethyl]adenin 133 wurden in 5 mL trockenem Acetonitril geldst, 5 Tropfen wasserfreies
Pyridin hinzugegeben und 113 pL (134 mg, 0.88 mmol) Bromtrimethylsilan (TMSBr)
zugetropft. Nach sechzehnstliindigem Riihren bei Raumtemperatur wurden die fliichtigen
Anteile im Olpumpenvakuum abkondensiert. Der Riickstand wurde in 5 mL trockenem
Dichlormethan aufgenommen und auf 0 °C gekiihlt. Nun wurden 10 Tropfen wasserfreies
N,N-Dimethylformamid zugegen. AnschlieBend tropfte man 90.0 pL (60.8 mg, 1.05 mmol)
Oxalylchlorid vorsichtig zu. Unmittelbar nach Zugabe des ersten Tropfens Oxalylchlorid
nahm das Reaktionsgemisch unter starkem Schdumen eine orange Farbe an. Bei weiterer
Zugabe entstand ein schwarzer Niederschlag. Das Reaktionsgemisch wurde 1 Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend das Losungsmittel abdestilliert. Der Riickstand
wurde in 5 mL trockenem Dichlormethan aufgenommen und eine Ldsung von 174 mg
(1.40 mmol) Salicylalkohol und 340 uL (247 mg, 2.45 mmol) wasserfreiem Triethylamin in
2 mL trockenem Dichlormethan zugetropft. Nach einstiindigem Riihren bei Raumtemperatur
wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und der Riickstand am Chromatotron
aufgereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 5%). Das gewiinschte Produkt

konnte jedoch nicht isoliert werden.
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Bei der erneuten Durchfiihrung des Versuchs wurde im zweiten Reaktionsschritt eine 1M
Losung von Chlormethylen-dimethylammoniumchlorid (Vilsmeier Reagenz), darstellt durch
Zutropfen von 257 pL (380 mg, 3.00 mmol) Oxalylchlorid zu einer Losung von 247 pL
(3.20 mmol) wasserfreiem N, N-Dimethylformamid in 3 mL trockenem Dichlormethan, zu der
Losung des Bis-Trimethylsilylphosphonates hinzugetropft. Es bildete sich jedoch erneut der
schwarze Niederschlag, so dal wiederum das gewlinschte Produkt nicht isoliert werden

konnte.

8.3.9.16  Darstellung von N-Trityl-9-[2-diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 135

NH, NHTr
7
N . N,
</ | ) TrCl, DMAP, DMF, Pyridin 8</ | )
0 NN 65% 0 N7
ei0- PO El0-PO v °
EtO Ph EtO = 2
124 Tr = E—'—AQH 135
Ph s %

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 200 mg (0.61 mmol) 9-[2-Diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 124 wurden
in 1.5mL wasserfreiem N,N-Dimethylformamid gelést und 1.1 mL trockenes Pyridin
hinzugegeben. Anschliefend wurden 542 mg (1.94 mmol) Chlortriphenylmethan sowie
8.00 mg (31.0 pmol) 4-Dimethylaminopyridin zugegeben. Die Reaktionslosung wurde
19 Stunden auf 40°C erhitzt. Nach Zugabe von 1 mL Methanol wurde das Losungsmittel im
Vakuum abdestilliert und der Riickstand zweimal mit je 25 mL Toluol koevaporiert. Der
Riickstand wurde in 20 mL Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit je 15 mL Wasser
sowie 15 mL gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen. Die organische Phase wurde iiber
Natriumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck
vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde abschlieBend am Chromatotron aufgereinigt

(Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 4%).

Ausbeute: 225 mg (0.39 mmol, 65%) eines farblosen Schaums
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.6
'H-NMR: O [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 8.17 (s, 1H, H2), 7.89 (s, 1H, HS), 7.32 -

7.19 (m, 16H, H(B)), H(C)), HD)), NH), 4.32 (d, 2H, *Juu = 5.2 Hz, HI"),
3.89 (dq, *Juu = 7.1 Hz, *Jup = 7.3 Hz, 2xCH,), 3.87 (t, *Jun = 5.2 Hz, H2"),
3.83 (d, “Jyp = 8.5 Hz, H3"), 1.10 (t, 6H, *Juy = 7.1 Hz, 2xCHj3)



Experimentalteil 225

BC-NMR & [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 153.6 (C6), 151.2 (C2), 148.9 (C(A)), 145.1
(C4), 141.9 (C8), 128.7 (C(C)), 127.8 (C(B)), 126.7 (C(D)), 120.4 (C5),
70.4 (C4-N-Tr), 63.9 (d, 'Jep = 161 Hz, C3°), 61.8 (d, *Jep = 6.2 Hz, C2°),
42.7 (C1°), 16.3 (CH3), 16.2 (CHs)

JlP-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 22.05

8.3.9.17  Darstellung von N-Trityl-9-[2-cycloSal-phosphonylmethoxyethyl]adenin 136

NHTr
1. TMSBt, Pyridin, CHzCN Ns 2
(COCI),, DMF, CH,Cl, ] YA N
EtO’P\/O\) ; 5 : N /)2
3. Salicylalkohol, NEt;, CH,Cl, 00 4N
(4
9% 4 . ,P\/O\)T
3
135 136

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. 200 mg (0.35 mmol) N-Trityl-9-[2-diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 135
wurden in 5 mL trockenem Acetonitril gelost, 5 Tropfen wasserfreies Pyridin hinzugegeben
und 113 puL (134 mg, 0.88 mmol) Bromtrimethylsilan (TMSBr) zugetropft. Nach
sechzehnstiindigem Riithren bei Raumtemperatur wurden die fliichtigen Anteile im
Olpumpenvakuum abkondensiert. Der Riickstand wurde in 5 mL trockenem Dichlormethan
aufgenommen und auf O0°C gekithlt. Nun wurden 10 Tropfen wasserfreies
N,N-Dimethylformamid zugegen. AnschlieBend tropfte man 90.0 uL (133 mg, 1.05 mmol)
Oxalylchlorid vorsichtig zu. Unmittelbar nach Zugabe des ersten Tropfens Oxalylchlorid
nahm das Reaktionsgemisch unter starkem Schdumen eine orange Farbe an. Bei weiterer
Zugabe entstand ein griinlicher Niederschlag. Das Reaktionsgemisch wurde 1 Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend das Losungsmittel abdestilliert. Der Riickstand
wurde in 5 mL trockenem Dichlormethan aufgenommen und eine Losung von 174 mg
(1.40 mmol) Salicylalkohol und 340 pL (247 mg, 2.45 mmol) wasserfreiem Triethylamin in
2 mL trockenem Dichlormethan zugetropft. Nach einstiindigem Riihren bei Raumtemperatur
wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und der Riickstand am Chromatotron

aufgereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 5%).

Ausbeute: 20.0 mg (33.0 pmol, 9%) eines farblosen Ols
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.7
'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dq): 7.90 (s, 1H, H2), 7.82 (s, 1H, HS), 7.34 -

7.19 (m, 17H, H(B), H(C), H(D), Aryl-C4, NH), 7.14 (d, 1H, *Jyn = 7.4 Hz
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Aryl-H6), 7.01 (dd, 1H, *Juyy = 7.6 Hz, *Juy = 7.6 Hz, Aryl-H5), 7.01 (d,
3Jun = 7.9 Hz, Aryl-C3), 5.27 (dd, 1H, “Jyy = 13.7 Hz, *Jyp = 14.0 Hz, H-
Benzyl-a), 5.23 (dd, 1H, 2T =13.7 Hz, S =13.4 Hz, H-Benzyl-b), 4.18
(dd, 2H, *Juu = 5.0 Hz, *Jun = 5.0 Hz, H1"), 4.17 (dd, 1H, “Juyu = 14.5 Hz,
*Jup=7.7Hz, H3’-a), 4.13 (dd, 1H, *Juy=14.5Hz, “Jyp=7.9 Hz, H-
Benzyl-b), 3.83 (dd, 1H, *Juy = 10.4 Hz, *Jyy = 5.0 Hz, H2’-a), 3.79 (dd,
1H, /iy = 10.4 Hz, *Jun = 5.0 Hz, H2’-b)

BC-NMR 8 [ppm] (125 MHz, DMSO-d¢): 153.5 (C6), 151.1 (C2), 149.6 (d,
3Jun = 8.1 Hz, Aryl-C2), 149.5 (C(A)), 145.2 (C4), 141.6 (C8), 129.9 (Aryl-
C6), 128.8 (C(C)), 127.9 (C(B)), 126.8 (C(D)), 126.3 (Aryl-C4), 124.2
(Aryl-C5), 122.5 (Aryl-C1), 120.4 (C5), 117.9 (Aryl-C3), 70.7 (C4-N-Tr),
70.2 (d *Jep=12.2 Hz, C2°), 66.9 (d, *Jep = 7.1 Hz, C-Benzyl), 63.7 (d,
'Jep =161 Hz, C37), 42.5 (C1")

S'P-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 16.55

8.3.9.18  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-cycloSal-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 134a nach AAV 5

NHMMTr
1. TMSBr, Pyridin, Acetonitril 6
MMT , ; N5
0 AT 5 PCls, CHoCly . N |\)N
EtE%,P\/OJ 3. Salicylalkohol, NEtz, CH,Cl, 5©f\9,0 N"ONT 2
_P__0O :
46% o Y
133 134a

Die Reaktion wurde nach AAV 5 durchgefiihrt. Es wurden 500 mg (0.83 mmol) N-4-
Monomethoxytrityl-9-[2-diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 133, 269 u. (318 mg,
2.08 mmol) Bromtrimethylsilan (TMSBr) sowie 5 mL trockenes Acetonitril verwandt. Nach
Koevaporieren mit 5 mL Toluol wurden 5 mL wasserfreies Dichlormethan und 364 mg
(1.75 mmol) Phosphorpentachlorid eingesetzt. Nach beendeter Reaktion wurde mit 5 mL
Toluol koevaporiert. Im letzten Reaktionsschritt wurde der Riickstand in 2.5 mL wasserfreiem
Dichlormethan aufgenommen und eine Losung von 207 mg (1.66 mmol) Salicylalkohol und
440 pL (319 mg, 3.16 mmol) wasserfreiem Triethylamin in 2.5 mL trockenem Dichlormethan
verwandt. Bei der abschlieBenden Aufreinigung am Chromatotron wurde ein

Methanolgradient von 0 bis 4% in Dichlormethan verwandt.

Ausbeute: 244 mg (0.39 mmol, 46%) eines farblosen Schaumes
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DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.73

'H-NMR: O [ppm] (500 MHz, DMSO-d¢): 7.89 (s, 1H, H2), 7.3 (s, 1H, HS), 7.32 -
7.26 (m, 9H, H(B), H(C), Aryl-H4), 7.22 - 7.19 (m, 5H, H(D), H(F), NH),
714 (d, 1H, *Juyu=73Hz Aryl-H6), 7.01 (dd, 1H, *Juu=7.2 Hz,
Jun = 7.2 Hz, Aryl-H5), 7.01 (d, *Jun=8.2 Hz, Aryl-C3), 6.84 (d, 2H,
Jun = 8.8 Hz, H(G)), 5.27 (dd, 1H, “Jyy=13.7 Hz, *Jiyp = 13.9 Hz, H-
Benzyl-a), 5.23 (dd, 1H, 2T =13.7 Hz, Sap=13.2 Hz, H-Benzyl-b), 4.22
- 4.15 (m, 3H, H1’, H3’-a), 4.13 (dd, 1H, “Jyu = 14.2 Hz, “Jip = 7.9 Hz,
H3’-b), 3.83 (dd, 1H, “Juyy = 10.4 Hz, *Jyuy = 5.4 Hz, H2’-a), 3.79 (dd, 1H,
2Jun = 10.4 Hz, *Jyy = 5-0 Hz, H2’-b), 3.70 (s, 3H, OCH3)

BC-NMR & [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 157.9 (C(H)), 153.6 (C6), 151.2 (C2), 149.6
(d, Jep = 8.2 Hz, Aryl-C2), 148.8 (C(A)), 145.3 (C4), 141.6 (C8), 137.3
(C(E)), 130.0 (Aryl-C6), 129.9 (C(F)), 128.6 (C(C)), 127.8 (C(B)), 126.7
(C(D)), 126.3 (Aryl-C4) 124.2 (Aryl-C5), 122.6 (Jep =9.1 Hz, Aryl-C1),
120.4 (C5), 118.0 (d, *Jep = 13.6 Hz, Aryl-C3), 113.2 (C(G)), 70.5 (d,
*Jep = 12.8 Hz, C27), 70.1 (C4-N-MMTr), 67.1 (d, *Jep = 7.0 Hz, C-Benzyl),
64.0 (d, 'Jep = 161 Hz, C3”), 55.2 (OCH3), 42.5 (C17)

S'P-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 16.56

MS (FAB; m/z): ber.: 633.21

gef.: 634.5 (M+H")

8.3.9.19  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-(3-Methyl-cycloSal)-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 134b

NHMMTr
1. TMSBr, Pyridin, Acetonitril 6
MMTr ; ; N_5
(”) A 2. PC|5, CH2C|2 6 8</ | \)N
EtO’,P\/O\) 3. 3-Me-Salicylalkohol, NEts, 520 NN 2
EtO CH,Cl, . F_o_J,
32% Y 20T Y
CHs
133 134b

Die Reaktion wurde nach AAV 5 durchgefiihrt. Es wurden 300 mg (0.50 mmol) N-4-
Monomethoxytrityl-9-[2-diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 133, 161 uL (191 mg,
1.25 mmol) Bromtrimethylsilan (TMSBr) sowie 3 mL wasserfreies Acetonitril verwandt.
Nach Koevaporieren mit 5 mL Toluol wurden 4 mL trockenes Dichlormethan und 302 mg

(1.05 mmol) Phosphorpentachlorid eingesetzt. Nach beendeter Reaktion wurde mit 5 mL
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Toluol koevaporiert. Im letzten Reaktionsschritt wurde der Riickstand in 2 mL trockenem
Dichlormethan  aufgenommen und eine Ldésung von 138 mg  (0.99 mmol)
3-Methylsalicylalkohol und 264 pL (192 mg, 1.89 mmol) wasserfreiem Triethylamin in 2 mL
trockenem Dichlormethan verwandt. Bei der abschlieBenden Aufreinigung am Chromatotron

wurde ein Methanolgradient von 0 bis 3% in Dichlormethan verwendet.

Ausbeute: 102 mg (0.16 mmol, 32%) eines farblosen Schaums
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.75
'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-ds): 7.85 (s, 1H, H2), 7.84 (s, 1H, HS), 7.31 -

7.19 (m, 13H, H(B), H(C), H(D), H(F), NH), 7.15 - 7.12 (m, 1H, Aryl-H4),
7.00 - 6.94 (m, 2H, Aryl-H5, Aryl-H6), 6.86 - 6.83 (m, 2H, H(G)), 5.25 (dd,
1H, *Jun=13.8Hz, ‘Jup=13.2Hz, H-Benzyl-a), 526 (dd, 1H,
2Jun = 13.8 Hz, *Jip = 14.0 Hz, H-Benzyl-b), 4.20 - 4.13 (m, 3H, H1’, H3’-
a), 4.09 (dd, 1H, “Jyy=14.5Hz, *Jyp=7.6 Hz, H3’-b), 3.81 (dd, 1H,
2Jun=112Hz, *Jun=5.0Hz, H2’-a), 3.77 (dd, 1H, “Jyu=11.2Hz,
3Jun = 5.0 Hz, H2’-b), 3.71 (s, 3H, OCHj3), 2.09 (Aryl-CH3)

BC-NMR 8 [ppm] (125 MHz, DMSO-dq): 157.9 (C(H)), 153.5 (C6), 151.2 (C2), 148.7
(C4), 148.1 (d, %Jep = 7.6 Hz, Aryl-C2), 145.4 (C(A)), 141.5 (C8), 137.3
(C(E)), 131.1 (Aryl-C4), 130.0 (C(F)), 128.6 (C(C)), 127.8 (C(B)), 126.8
(Aryl-C3), 126.7 (C(D)), 123.8 (Aryl-C6), 123.7 (Aryl-C5), 122.8 (d,
3Jep = 8.7 Hz, Aryl-C1), 120.4 (C5), 113.2 (C(G)), 70.5 (d, *Jep = 12.2 Hz,
C2), 70.0 (C&-N-MMTr), 67.0 (d, *Jep=82Hz, C-Benzyl), 64.0 (d,
'Jep = 161 Hz, C3°), 55.1 (OCH3), 42.5 (C1°), 15.0 (Aryl-CHs)

JlP-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 17.46
MS (FAB; m/z): ber.: 647.23
gef.: 648.4 (M+H")
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8.3.9.20  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-(3-tert-Butyl-cycloSal)-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 134¢

NHMMTr
1. TMSBr, Pyridin, Acetonitril 8
MMT , : N5
0 AT 5 PCly, CHyCly . Vi \)N
EtO’/P\/O\) 3. 3-tBu-Salicylalkohol, NEt;, 52 0 4 N" N 2
=10 CHZCl 4 F_o_J,
48% ¥ 20T T Y
133 134c

Die Reaktion wurde nach AAV 5 durchgefiihrt. Es wurden 500 mg (0.83 mmol) N-4-
Monomethoxytrityl-9-[2-diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 133, 269 uL (318 mg,
2.08 mmol) Bromtrimethylsilan (TMSBr) sowie 5 mL trockenes Acetonitril verwandt. Nach
Koevaporieren mit 5 mL Toluol wurden 5 mL trockenes Dichlormethan und 364 mg
(1.75 mmol) Phosphorpentachlorid eingesetzt. Nach beendeter Reaktion wurde mit 5 mL
Toluol koevaporiert. Im letzten Reaktionsschritt wurde der Riickstand in 2.5 mL trockenem
Dichlormethan aufgenommen und eine Losung von 300mg (1.66 mmol) 3-fert-
Butylsalicylalkohol und 440 pL (319 mg, 3.16 mmol) wasserfreiem Triethylamin in 2.5 mL
trockenem Dichlormethan verwandt. Bei der abschlieBenden Aufreinigung am Chromatotron

wurde ein Methanolgradient von 0 bis 3% in Dichlormethan verwendet.

Ausbeute: 274 mg (0.40 mmol, 48%) eines farblosen Schaums
DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.74
'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dq): 7.84 (s, 1H, H2), 7.81 (s, 1H, HS), 7.31 -

7.26 (m, 9H, H(B), H(C), Aryl-H4), 7.22 - 7.19 (m, 5H, H(D), H(F), NH),
7.07 - 7.02 (m, 2H, Aryl-H5, Aryl-H6), 6.84 (d, 2H, *Jun = 8.8 Hz, H(G)),
524 (dd, 1H, “Juu= 14 Hz, *Jup =14 Hz, H-Benzyl-a), 5.20 (dd, 1H,
*Jun =14 Hz, “Jup =14 Hz, H-Benzyl-b), 4.19 (dd, 2H, *Jyy=5.0 Hz,
*Jun=5.0 Hz, H1"), 4.19 (dd, 1H, “Juy = 14.5 Hz, “Jyp = 7.9 Hz, H3 -a),
413 (dd, 1H, *Jun=14.5Hz, “Jup=8.2Hz, H3’-b), 3.83 (dd, I1H,
Jun=11.0Hz, *Jyu=5.0Hz, H2’-a), 3.80 (dd, 1H, “Juyy=11.0 Hz,
3Jun = 5.0 Hz, H2°-b), 3.70 (s, 3H, OCH3), 1.26 (s, 9H, 3xCH3)

BC-NMR 8 [ppm] (125 MHz, DMSO-dq): 157.9 (C(H)), 153.5 (C6), 151.2 (C2), 148.7
(Aryl-C2), 145.3 (C(A)), 141.6 (C8), 138.3 (C(E)), 137.3 (Aryl-C3), 129.9
(C(F)), 128.6 (C(C)), 127.8 (C(B)), 127.3 (Aryl-C4), 126.6 (C(D)), 124.5
(Aryl-C6), 123.8 (Aryl-C5), 120.4 (C5), 120.3 (Aryl-Cl), 113.2 (C(G)),
70.5 (d, *Jep =13 Hz, C2°), 70.4 (C4-N-MMTr), 67.0 (d, *Jep = 6 Hz, C-
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Benzyl), 64.0 (d, 'Jep = 160 Hz, C3°), 55.1 (OCH3), 42.7 (C1°), 34.4 (Cq-
tert-Butyl), 29.7 (3xCH3)

JlP-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 16.93
MS (FAB; m/z): ber.: 689.28
gef.: 690.5 (M+H")

8.3.9.21  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-(3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal)-
phosphonylmethoxyethyl]adenin 134d

NHMMTr
vvmtr  1- TMSBr, Pyridin, Acetonitril N2
A 2. PCls, CH,Cl, o )N
EtO’P OJ 3. 3,5-Di-tBu-Salicylalkohol, NN 2
NEtS, CH2C|2 . O/P\/O "
N
31%

133 134d

Die Reaktion wurde nach AAV S durchgefiihrt. Es wurden 500 mg (832 pmol) N-4-
Monomethoxytrityl-9-[2-diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 133, 269 uL (318 mg,
2.08 mmol) Bromtrimethylsilan (TMSBr) sowie 5 mL wasserfreies Acetonitril verwandt.
Nach Koevaporieren mit 5 mL Toluol wurden 5 mL trockenes Dichlormethan und 364 mg
(1.75 mmol) Phosphorpentachlorid eingesetzt. Nach beendeter Reaktion wurde mit 5 mL
Toluol koevaporiert. Im letzten Reaktionsschritt wurde der Riickstand in 2.5 mL trockenem
Dichlormethan aufgenommen und eine Losung von 392 mg (1.66 mmol) 3,5-Di-fert-
Butylsalicylalkohol und 440 puL (319 mg, 3.16 mmol) wasserfreiem Triethylamin in 2.5 mL
trockenem Dichlormethan verwandt. Bei der abschlieBenden Aufreinigung am Chromatotron

wurde ein Methanolgradient von 0 bis 3% in Dichlormethan verwandt.

Ausbeute: 193 mg (0.26 mmol, 31%) eines farblosen Schaums
DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.84
'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-d¢): 7.85 (s, 1H, H2), 7.76 (s, 1H, HS8), 7.30 -

7.26 (m, 9H, H(B), H(C), Aryl-H4), 7.22 - 7.19 (m, 4H, H(D), H(F)), 7.07 -
7.02 (m, 2H, Aryl-H6, NH), 6.84 (d, 2H, *Jun = 8.8 Hz, H(G)), 5.27 (dd,
1H, “Juu=13.7Hz, *Jyp=13.6Hz, H-Benzyl-a), 5.22 (dd, 1H,
2Jun = 13.7 Hz, *Jup = 13.9 Hz, H-Benzyl-b), 4.19 (dd, 2H, *Juu = 5.0 Hz,
3Jun=5.0 Hz, H1"), 4.17 (dd, 1H, *Jun = 14.5 Hz, “Jup = 6.9 Hz, H3 -a),
410 (dd, 1H, *Jyy=14.5Hz, “Jyp=8.8Hz, H3’-b), 3.83 (dd, 1H,
2Jun=11.0Hz, *Jun=5.0Hz, H2’-a), 3.80 (dd, 1H, “Jyu=11.0 Hz,
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BC-NMR

3S'P_NMR
MS (FAB; m/z):

3Jan = 5-0 Hz, H2’-b), 3.71 (s, 3H, OCHs), 1.26 (s, 9H, 3xCHs-Aryl-C3),
1.26 (s, 9H, 3xCH;3-Aryl-C5)

d [ppm] (125 MHz, DMSO-ds): 157.9 (C(H)), 153.5 (C6), 151.2 (C2), 148.7
(C4), 148.2 (C(A)), 145.9 (Aryl-C5), 145.3 (d, *Jep = 2.6 Hz, Aryl-C2),
141.6 (C8), 137.5 (C(E)), 137.3 (Aryl-C3), 129.9 (C(F)), 128.6 (C(C)),
127.8 (C(B)), 126.7 (C(D)), 123.9 (Aryl-C4), 123.5 (d, *Jep = 8.5 Hz, Aryl-
C1), 121.5 (Aryl-C6), 120.3 (C5), 113.1 (C(G)), 70.5 (d, *Jep =13.2 Hz,
C2%), 70.1 (Ci-N-MMTr), 67.3 (d, *Jep=7.2Hz, C-Benzyl), 63.9 (d,
'Jep = 162 Hz, C37), 55.2 (OCH3), 42.6 (C1°), 34.5 (Cy-Aryl-C3-tert-Butyl),
34.4 (Cy-Aryl-C5-tert-Butyl), 31.3 (3xCH;-Aryl-C3), 29.7 (3xCH;-Aryl-
C5)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): 16.98

ber.: 745.34

gef.: 746.2 (M+H")

8.3.9.22  Darstellung von 9-[2-cycloSal-phosphonylmethoxyethyl]adenin 34a nach AAV 6

0]
NH, HO)J\CF3
NSy
6 o || J,

o AMMTr TFA, CH3;CN 5 ! o) N
@f\l 0 \) 539 7,0 4°N
O/P\/O 0 4 5 O/P\/O 1
3 '

134a 34a

Die Reaktion wurde nach AAV 6 durchgefiihrt. Es wurden 71.0 mg (0.11 mmol) N-4-

Monomethoxytrityl-9-[2-cycloSal-phosphonylmethoxyethyl]adenin 134a sowie 1 mL

trockenes Dichlormethan und 250 pL Trifluoressigsdure verwendet. Nach Aufreinigung am

Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 8%) konnte das Produkt als

Trifluoracetat isoliert werden.

Ausbeute:
DC:

'"H-NMR:

28.4 mg (0.06 mmol, 53%) eines farblosen Schaums

R#Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.25

S [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 8.47 (br. s, 1H, NH-Ha), 8.43 (br. s, 1H,
NH-Hb), 8.39 (s, 1H, H2), 8.17 (s, 1H, HS8), 7.45 (dd, 1H, *Juy = 7.5 Hz,
3Jun = 7.5 Hz, Aryl-H4), 7.34 (d, 1H, *Jyu=7.5 Hz, Aryl-H6), 7.27 (dd,
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1H, *Juy = 7.5 Hz, *Juy=7.6 Hz, Aryl-H5), 7.16 (d, 1H, *Juy=7.5 Hz,
Aryl-H3), 5.47 (dd, 1H, *Jun = 13.6 Hz, *Jip = 14.0 Hz, H-Benzyl-a), 5.43
(dd, 1H, “Juu = 13.6 Hz, *Jip = 12.9 Hz, H-Benzyl-b), 4.42 — 4.39 (m, 1H,
H1%), 432 (dd, 1H, “Jun = 14.9 Hz, “Jip = 8.0 Hz, H3’-a), 4.29 (dd, 1H,
“Jun=149Hz, *Jyp=6.9Hz, H3’-b), 4.0l (dd, 1H, “Jyy=10.5Hz,
3Jun = 4.9 Hz, H2’-a), 3.97 (dd, 1H, “Juy = 10.5 Hz, *Jyy = 5.4 Hz, H2’-b)

BC-NMR 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 155.2 (C6), 152.8 (C2), 149.6 (Aryl-C2),
148.0 (C4), 142.6 (C8), 129.9 (Aryl-C6), 126.2 (Aryl-C4), 124.2 (Aryl-C5),
122.5 (d, *Jep = 9.2 Hz, Aryl-Cl), 120.5 (C5), 117.9 (d, *Jcp = 6.6 Hz, Aryl-
C3), 70.4 (d, *Jep = 8.2 Hz, C2°), 67.1 (d, “Jcp = 7.6 Hz, C-Benzyl), 63.5 (d,
'Jep =161 Hz, C37)

SIP-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 16.62

PE-NMR 8 [ppm] (471 MHz, DMSO-dg): -74.40

UV (CH3CN):  Apmax [nm]: 260.5
Amax [Nm]: 228.5

HPLC: tr = 9.41 min (98.5%, Gradient A)

MS (ESI; m/z):  ber.: 361.09
gef.: 362.26 (M+H"), 384, 28 (M+Na")

8.3.9.23  Darstellung von 9-[2-(3-Methyl-cycloSal)-phosphonylmethoxyethyl]adenin 34b

0]

NH, Ho)J\CF3
N5 X
T 5, 8</ | /)N
r TFA, CH,CI 2
IO//O \)A 67"/2 : 5 'O//O N7aoN
o PO ° No PO
CHs CHs
134b 34b

Die Reaktion wurde nach AAV 6 durchgefiihrt. Es wurden 88.0 mg (0.14 mmol) N-4-
Monomethoxytrityl-9-[2-(3-Methyl-cycloSal)-phosphonylmethoxyethyl]Jadenin 134b  sowie
2mL wasserfreies Dichlormethan und 500 uL  Trifluoressigsdure verwendet. Nach
Aufreinigung am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 8%) konnte

das Produkt als Trifluoracetat isoliert werden.

Ausbeute: 44.6 mg (91.1 umol, 67%) eines farblosen Feststoffs
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DC:

'"H-NMR:

BC-NMR

3'P_NMR
YF_.NMR

UV (CH;CN):

HPLC:
MS (FAB; m/z):

ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.34

O [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 8.31 (br. s, IH, NH-Ha), 8.28 (br. s, 1H,
NH-Hb), 8.24 (s, 1H, H2), 7.98 (s, 1H, H8), 7.17 (d, 1H, *Juu= 6.3 Hz,
Aryl-H4), 7.03 - 698 (m, 2H, Aryl-H5, Aryl-H6), 5.28 (dd, 1H,
*Jun = 13.7 Hz, *Jup = 13.6 Hz, H-Benzyl-a), 5.23 (dd, 1H, “Juyy = 13.7 Hz,
Jup = 13.9 Hz, H-Benzyl-b), 4.27 (dd, 1H, *Juy = 14.7 Hz, *Jyy = 4.7 Hz,
H1’-a), 4.22 (dd, 1H, “Juu = 14.7 Hz, *Juu = 4.7 Hz, H1’-b), 4.16 (dd, 1H,
2Jun =148 Hz, *Jup=8.5Hz, H3’-a), 4.12 (dd, 1H, *Juu=14.8 Hz,
*Jup = 7.3 Hz, H3’-b), 3.83 (t, 2H, *Juy = 4.7 Hz, H2), 2.11 (s, 3H, Aryl-
CH:)

8 [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 156.1 (C6), 152.5 (C2), 149.6 (C4), 148.2
(Aryl-C2), 140.9 (C8), 131.1 (Aryl-C4), 126.8 (d, *Jun = 5.6 Hz, Aryl-C3),
123.8 (Aryl-C6), 123.8 (Aryl-C5), 122.8 (d, *Jep =9.1 Hz, Aryl-C1), 118.7
(C5), 70.6 (d, *Jep = 12.2 Hz, C2°), 67.0 (d, “Jcp = 7.1 Hz, C-Benzyl), 64.1
(d, 'Jep = 161 Hz, C3°), 42.5 (C17), 15.0 (Aryl-CH;)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): 17.49

O [ppm] (471 MHz, DMSO-dg): -74.46

Amax [nm]: 273.0

Amin [nm]: 240.0

tg = 11.47 min (98%, Gradient A)

ber.: 375.11

gef.: 376.2 (M+H")
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8.3.9.24

Darstellung von 9-[2-(3-tert-Butyl-cycloSal)-phosphonylmethoxyethyl]adenin 34¢

(0]
NH, HO)J\CF3
N SN
MMTr TFA, CH5CN 5 2 ! 8< | /)2
A , L3 %0 NN
82% 4 2 O/P/\/O\)'I
3 2

134c 34c

Die Reaktion wurde nach AAV 6 durchgefiihrt. Es wurden 191 mg (0.28 mmol) N-4-

Monomethoxytrityl-9-[2-(3-tert-Butyl-cycloSal)-phosphonylmethoxyethyl]adenin 134¢ sowie

2 mL wasserfreies Acetonitril und 750 pL Trifluoressigsdure verwendet. Nach Lyophilisieren

und Aufreinigung am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 12%)

konnte das Produkt als Trifluoracetat isoliert werden.

Ausbeute:
DC:

'"H-NMR:

BC.NMR

3S'p_NMR

YF_NMR

120 mg (227 pmol, 82%) eines farblosen Feststoffs
R#Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.30

8 [ppm] (500 MHz, DMSO-dy): 8.09 (s, 1H, H2), 7.81 (s, 1H, H8), 7.46 (s,
2H, NH,), 7.28 (d, 1H, *Jun = 6.9 Hz, Aryl-H4), 7.11 - 7.05 (m, 2H, Aryl-
H5, Aryl-H6), 5.27 (dd, “Jun = 13.8 Hz,, “Jup = 13.6 Hz, H-Benzyl-a), 5.23
(dd, “Jun=13.8Hz, *Jup=142Hz, H-Benzyl-b), 421 (dd, 2H,
3Jun = 5.0 Hz, *Juy = 5.0 Hz, H1’), 4.20 - 4.17 (m, 1H, H3’-a), 4.14 (dd,
1H, *Jun = 14.8 Hz, “Jyp = 7.9 Hz, H3’-b), 3.86 (dd, 1H, “Juy=9.8 Hz,
3Jun = 5.0 Hz, H2’-a), 3.82 (dd, 1H, “Juu = 9.8 Hz, *Jun = 5.0 Hz, H2’-b),
1.27 (s, 9H, 3xCHj)

8 [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 155.1 (C6), 151.3 (C2), 149.4 (C4), 148.6
(d, “Jep = 8.5 Hz, Aryl-C2), 141.4 (C8), 138.3 (d, *Jcp = 5.2 Hz, Aryl-C3),
127.3 (Aryl-C4), 124.6 (Aryl-C5), 124.0 (d, *Jep = 8.5 Hz, Aryl-C1), 123.9
(Aryl-C6), 118.6 (C5), 70.6 (d, *Jep = 12.7 Hz, C2°), 67.0 (d, *Jep = 7.1 Hz,
C-Benzyl), 64.0 (d, 'Jep = 162 Hz, C3°), 42.7 (C1°), 34.4 (C,-tert-Butyl),
29.7 (3xCHs)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 17.06

d [ppm] (471 MHz, DMSO-dg): -74.32
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UV (CH3CN):  Amax [nm]: 259.0, 196.0
Amax [nm]: 231.0
HPLC: tr = 12.08 min (99%, Gradient A)
MS (FAB; m/z): ber.: 417.16
gef.: 418.3 (M+H")
8.3.9.25  Darstellung von 9-[2-(3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal)-phosphonylmethoxyethyl]-
adenin 34d
O
NH, HOJ\CF:,,
8 </N 5| R )N
%% AMMTE  TFA, CH,CN N“ N7 2
0 S 66% s
134d 34d

Die Reaktion wurde nach AAV 6 durchgefiihrt. Es wurden 145 mg (0.19 mmol) N-4-

Monomethoxytrityl-9-[2-(3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal)-phosphonylmethoxyethyl]adenin 134d

sowie 2mL wasserfreies Acetonitril und 500 pL Trifluoressigsdure verwendet. Nach

Lyophilisieren und Aufreinigung am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient

von 0 bis 10%) konnte das Produkt als Trifluoracetat isoliert werden.

Ausbeute:
DC:

'"H-NMR:

75.0 mg (0.13 mmol, 66%) eines farblosen Feststoffs
R#Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.42

8 [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 8.07 (s, 1H, H2), 7.78 (s, 1H, H8), 7.29 (d,
1H, *Juu = 2.5 Hz, Aryl-H4), 7.26 (s, 2H, NH,), 7.16 (d, 1H, *Jyy = 2.5 Hz,
Aryl-H6), 5.29 (dd, “Jun = 13.8 Hz,, *Jup = 13.4 Hz, H-Benzyl-a), 5.24 (dd,
IH, */n=13.8Hz, “Jup=142Hz, H-Benzyl-b), 4.19 (dd, 2H,
Jan=5.2Hz, *Juu=52Hz, HI’), 4.18 (dd, 1H, *Jyy=14.6Hz,
2Jup = 8.0 Hz, H3’-a), 4.11 (dd, 1H, *Jyy = 14.6 Hz, *Jyp = 8.2 Hz, H3’-b),
3.86 (dd, 1H, “Juu=10.3Hz, *Jun=5.2Hz, H2-a), 3.81 (dd, I1H,
2Jun = 10.3 Hz, *Jun = 5.2 Hz, H2’-b), 1.29 (s, 9H, 3xCH3-Aryl-C3), 1.26
(s, 9H, 3xCH;-Aryl-C5)
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BC-NMR 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 155.7 (C6), 152.0 (C2), 149.5 (C4), 146.0
(d, *Jop=9.0Hz, Aryl-C2), 146.0 (Aryl-C5), 141.2 (C8), 137.6 (d,
3Jep = 5.0 Hz, Aryl-C3), 123.9 (Aryl-C4), 123.6 (d, “Jcp = 8.6 Hz, Aryl-Cl),
121.5 (Aryl-C6), 118.7 (C5), 70.6 (d, *Jep=12.8 Hz, C2), 67.4 (d,
*Jep = 7.0 Hz, C-Benzyl), 64.0 (d, 'Jep = 161 Hz, C37), 42.6 (C17), 34.5 (C-
Aryl-C3-tert-Butyl), 34.4 (Cq-Aryl-C5-tert-Butyl), 31.3 (3xCH;-Aryl-C3),
29.7 (3xCH;-Aryl-C5)

S'P-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 17.49

PF-NMR 8 [ppm] (471 MHz, DMSO-dc): -74.46

UV (CH3CN):  Amax [nm]: 259.0, 199.0
Amin [nm]: 234.0

HPLC: tr = 16.43 min (99%, Gradient A)

MS (FAB; m/z): ber.: 473.51
gef.: 474.3 (M+H")

8.3.9.26  Darstellung von Bis-(Triethylammonium)-N-4-monomethoxytrityl-2-(aden-9-

yl)ethoxymethylphosphonat 12957

NHMMTr NHMMTr
NN SN
</ » TMSBr, CH;CN 5 8</N |,
N N
63 % ® I
EtO’P\/O\) ’ Et3NH606,P\/O
®00 = 2
Et;NH
133 129

400 mg (0.67 mmol) N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-diethylphosphonylmethoxyethyl]adenin 133
wurden in 5 mL trockenem Acetonitril gelost und 50 uL wasserfreies Pyridin hinzugegeben.
Unter Rihren wurden 215puL (255mg, 1.66 mmol) Bromtrimethylsilan (TMSBr)
hinzugetropft. Anschlielend lieB man 12 Stunden bei Raumtemperatur rithren. Die orange
Losung wurde im Olpumpenvakuum von fliichtigen Anteilen befreit und der Riickstand in
15 mL 1M wiéBriger Triethylammoniumdihydrogencarbonatpufferlosung aufgenommen. Die
Losung wurde gefriergetrocknet und der resultierende Riickstand am Chromatotron

aufgereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient von 10 bis 60%.
Ausbeute: 312 mg (417 umol, 63%) eines farblosen Feststoffs
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.02
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'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dq): 8.28 (s, 1H, H2), 7.88 (s, 1H, HS), 7.31 -
7.16 (m, 13H, H(B), H(C), H(D), H(F), NH), 6.83 (d, 2H, *Jun = 8.9 Hz,
H(G)), 4.27 (t, 2H, *Juy = 5.0 Hz, H1"), 3.80 (t, 2H, *Jyu = 5.0 Hz, H2"),
3.70 (s, 3H, OCH3), 3.41 (d, 2H, “Jup = 8.5 Hz, H3"), 2.83 (br. s, 12H,
6xCHa), 1.07 (br. s, 18H, 6xCHs)

BC-NMR 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 157.9 (C(H)), 153.6 (C6), 151.2 (C2), 148.8
(C(A)), 145.4 (C4), 142.3 (C8), 137.3 (C(E)), 130.0 (C(F)), 128.6 (C(C)),
127.8 (C(B)), 126.7 (C(D)), 1203 (C5), 1132 (C(G)), 69.8 (d,
3Jep=10.5Hz, C2°), 68.3 (d, 'Jep=154 Hz, C3’), 552 (OCHj), 45.2
(6xCHy,), 42.8 (C1°), 8.9 (6xCH3)

S'P-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 14.22

8.3.9.27  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-9-[2-cycloSal-phosphonylmethoxy-
ethyl]adenin 134a nach AAV 4

NHMMTr NHMMTr
N5

</N | SN MSNT, Salicylalkohol . s</ | oN

o \ ) Pyridin 5 N0 N =
_ 4 <N '
EtNH 05~ Yy 20m Y

EtsNH 129 134

a

Die Reaktion wurde analog zu AAV 4 durchgefiihrt. Es wurden 250 mg (0.39 mmol) Bis-
(Triethylammonium)-N-4-monomethoxytrityl-2-(aden-9-yl)ethoxymethylphosphonat 129,
350 mg (1.18 mmol) Mesitylensulfonyl-3-nitrotriazol (MSNT), 59.0mg (0.47 mmol)

Salicylalkohol sowie 10 mL wasserfreies Pyridin eingesetzt.

Ausbeute: 58 mg (92.0 umol, 23%) eines farblosen Schaums
DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.73
'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-d¢): 7.89 (s, 1H, H2), 7.3 (s, 1H, HS8), 7.32 -

7.26 (m, 9H, H(B), H(C), Aryl-H4), 7.22 - 7.19 (m, 5H, H(D), H(F), NH),
714 (d, 1H, *Jyn=73Hz Aryl-H6), 7.01 (dd, 1H, °Jyy=7.2 Hz,
3Jun =72 Hz, Aryl-H5), 7.01 (d, *Juu=8.2 Hz, Aryl-C3), 6.84 (d, 2H,
3Jun = 8.8 Hz, H(G)), 5.27 (dd, 1H, “Jyu=13.7 Hz, *Jip = 13.9 Hz, H-
Benzyl-a), 5.23 (dd, 1H, *Juy = 13.7 Hz, *Jip = 13.2 Hz, H-Benzyl-b), 4.22
- 4.15 (m, 3H, H1’, H3’-a), 4.13 (dd, 1H, “Jyy = 14.2 Hz, “Jyp = 7.9 Hz,
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H3’-b), 3.83 (dd, 1H, “Juyy = 10.4 Hz, *Jyuy = 5.4 Hz, H2’-a), 3.79 (dd, 1H,
2Jun = 10.4 Hz, *Jyu = 5.0 Hz, H2’-b), 3.70 (s, 3H, OCH3)

BC-NMR & [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 157.9 (C(H)), 153.6 (C6), 151.2 (C2), 149.6
(d, “Jep = 8.2 Hz, Aryl-C2), 148.8 (C(A)), 145.3 (C4), 141.6 (C8), 137.3
(C(E)), 130.0 (Aryl-C6), 129.9 (C(F)), 128.6 (C(C)), 127.8 (C(B)), 126.7
(C(D)), 126.3 (Aryl-C4) 124.2 (Aryl-C5), 122.6 (Jcp=9.1 Hz, Aryl-C1),
120.4 (C5), 118.0 (d, *Jep=13.6 Hz, Aryl-C3), 113.2 (C(G)), 70.5 (d,
*Jep = 12.8 Hz, C27), 70.1 (C4-N-MMTr), 67.1 (d, *Jcp = 7.0 Hz, C-Benzyl),
64.0 (d, 'Jep = 161 Hz, C3”), 55.2 (OCH3), 42.5 (C17)

S'P-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 16.56

MS (FAB; m/z): ber.: 633.21

gef.: 634.5 (M+H")

8.3.10 Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester von (R)-9-[2-
(Phosphonomethoxy)propyl]adenin (PMPA) 12

8.3.10.1  Darstellung von (R)-9-[2-(3-tert-Butyl-cycloSal)-phosphonylmethoxypropyl]-

adenin 35a
NH,
NH, NSy
N 3-tBu-Salicylalkohol, PR +{ ,
¢ MSNT, Pyridin 09 NTIN
P L/
9 N N 41% 4 A O/P\/O 1
3 4 2
HO—-P~-O 3
HO
12 35a

Die Reaktion wurde nach AAV 4 durchgefiihrt. Es wurden 100 mg (0.35 mmol) (R)-9-[2-
Phosphonylmethoxypropyl]adenin (PMPA) 12, 10 mL wasserfreies Pyridin, 309 mg
(1.18 mmol) Mesitylensulfonyl-3-nitrotriazol (MSNT) sowie 69.0 mg (0.38 mmol) 3-tert-
Butylsalicylalkohol eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 16 Stunden. Nach Aufarbeitung und
Aufreinigung am Chromatotron mit Dichlormethan, dem 0.1% Essigsdure beigemischt wurde
sowie einem Methanolgradienten von 0 bis 6%, konnte das Produkt als farbloser Feststoff

isoliert werden.
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Ausbeute:

DC:

'"H-NMR:

BC.NMR

3'P_NMR

UV (CH;CN):

HPLC:
MS (FAB; m/z):

62.0 mg (0.14 mmol, 41%) eines farblosen Feststoffs als Gemisch von 2

Diastereomeren im Verhéltnis 1:1
ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.32

O [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 8.09 (s, 1H, H2), 8.05 (s, 1H, H2), 7.79 (s,
1H, HS), 7.71 (s, 1H, H8), 7.33 - 7.29 (m, 2x1H, Aryl-H4), 7.25 (s, 2H,
NH,), 7.22 (s, 1H, NH>), 7.12 - 7.07 (m, 4x1H, Aryl-H5, Aryl-H6), 5.32
(dd, 1H, “Jyy=13.2Hz, *Jyp=13.0Hz, H-Benzyl), 5.30 (dd, 1H,
2Jun = 13.2 Hz, *Jup = 13.4 Hz, H-Benzyl), 5.25 (dd, 1H, “Jyy = 14.2 Hz,
2Jup = 14.0 Hz, H-Benzyl), 5.24 (dd, 1H, “Juy = 14.2 Hz, *Jup = 14.3 Hz, H-
Benzyl), 4.21 (dd, 1H, *Juny = 14.2 Hz, “Jyp = 9.1 Hz, H4"), 4.21 - 4.09 (m,
6x1H, 3xH1’, 3xH4’), 4.04 (dd, 1H, *Juy = 14.5 Hz, *Juy = 6.0 Hz, H1"),
3.87 - 3.89, 2x1H, H2"), 1.32 (s, 9H, 3xCH3), 1.29 (s, 9H, 3xCHj3), 0.95 (d,
3H, *Jun = 6.6 Hz, H3"), 0.94 (d, 3H, *Juu = 6.3 Hz, H3")

& [ppm] (100 MHz, DMSO-ds): 155.9 (C6), 155.8 (C6), 152.3 (C2), 152.2
(C2), 149.9 (C4), 149.5 (Aryl-C2), 141.3 (C8), 141.2 (C8), 138.3 (Aryl-C3),
138.2 (Aryl-C3), 127.3 (Aryl-C4), 127.3 (Aryl-C4), 124.6 (Aryl-C6), 124.5
(Aryl-C6), 124.2 (Aryl-C1), 124.2 (Aryl-C1), 123.9 (Aryl-C5), 123.8 (Aryl-
C5), 121.0 (C5), 75.3 (d, *Jep = 12.7 Hz, C2°), 75.2 (d, *Jep = 13.7 Hz, C2°),
67.2 (d, *Jep = 6.6 Hz, C-Benzyl), 67.1 (d, *Jep = 7.0 Hz, C-Benzyl), 62.1
(d, 'Jep =162 Hz, C4), 62.0 (d, 'Jep = 163 Hz, C4’), 46.7 (C1°), 46.6 (C1°),
34.6 (Cq-Aryl-C3-tert-Butyl), 34.4 (Cq-Aryl-C5-tert-Butyl), 29.8 (3xCHj),
16.7 (C3), 16.6 (C3°)

O [ppm] (202 MHz, DMSO-d¢): 17.48, 17.21 (2 Diastereomere im
Verhiltnis 1:1)

Amax [nm]: 259.0, 196.0

Amin [nm]: 233.0

tr = 12.83 min, 13.55 min (99%, Gradient A)
ber.: 431.17

gef.: 432.2 (M+H")
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8.3.10.2  Darstellung von (R)-9-[2-(3,5-Di-tert-Butyl-cycloSal)-phosphonylmethoxy-

propyl]adenin 35b
NH,
NH, N_5 \6N
N\ 3/5-Di-tBu-Salicylalkohol, s || J,
</ | ) MSNT, Pyridin N7N
~
9 N N 35% A O/P\./O - 1
HO/,P\/o 5
HO
12 35b

Die Reaktion wurde analog zu AAV 4 durchgefiihrt. Es wurden 100 mg (0.35 mmol) (R)-9-
[2-Phosphonylmethoxypropyl]adenin (PMPA) 12 in 10 mL wasserfreiem Pyridin geldst und
309 mg (1.18 mmol)  Mesitylensulfonyl-3-nitrotriazol (MSNT) zugegeben. Nach
dreiligminiitigem Riihren bei Raumtemperatur wurden 90.5 mg (0.38 mmol) 3,5-Di-fert-
Butylsalicylalkohol zugegeben und weitere 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Aufarbeitung und Aufreinigung am Chromatotron mit Dichlormethan, dem 0.1% Essigsdure
beigemischt wurde sowie einem Methanolgradienten von 0 bis 5%, konnte das Produkt als

farbloser Feststoff isoliert werden.

Ausbeute: 60 mg (0.12 mmol, 35%) eines farblosen Feststoffs als Gemisch von 2

Diastereomeren im Verhéltnis 1:1
DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.43

'H-NMR: O [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 8.07 (s, 1H, H2), 8.04 (s, 1H, H2), 7.81 (s,
1H, H8), 7.71 (s, 1H, H8), 7.29 (d, 1H, *Juy = 2.5 Hz, Aryl-H4), 7.28 (d,
1H, *Juy = 2.5 Hz, Aryl-H4), 7.16 (d, 1H, *Jyy = 2.5 Hz, Aryl-H6), 7.15 (s,
2H, NH2), 7.15 (d, 1H, *Jup=2.5Hz, Aryl-H6), 531 (dd, IH,
2Jun = 13.3 Hz, “Jup = 13.2 Hz, H-Benzyl), 5.30 (dd, 1H, *Juu=13.3 Hz,
2Jup = 13.6 Hz, H-Benzyl), 5.25 (dd, 2x1H, 2Jiqu = 14.3 Hz, 2 Jup = 14.0 Hz,
2xH-Benzyl), 4.18 (dd, 1H, “Jyy = 14.2 Hz, “Jyp = 8.8 Hz, H4"), 4.17 - 4.07
(m, 6x1H, 3xH1’, 3xH4’), 4.00 (dd, 1H, *Juy = 14.5 Hz, *Jyy = 6.0 Hz,
H1’), 3.94 - 3.89 (m, 2x1H, H2"), 1.33 (s, 9H, 3xCH;-Aryl-C3), 1.31 (s, 9H,
3xCH3-Aryl-C3), 1.25 (s, 9H, 3xCHs-Aryl-C5), 1.23 (s, 9H, 3xCH;-Aryl-
C5), 0.92 (d, 3H, *Jun = 6.3 Hz, H3”), 0.92 (d, 3H, *Jyy = 6.3 Hz, H3")

BC-NMR 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-ds): 156.0 (C6), 155.9 (C6), 152.5 (C2), 152.5

(C2), 150.0 (C4), 149.9 (C4), 149.6 (Aryl-C2), 149.5 (Aryl-C2), 146.0
(Aryl-C5), 145.9 (Aryl-C5), 141.2 (C8), 141.2 (C8), 137.7 (Aryl-C3), 137.6
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(Aryl-C3), 123.9 (Aryl-C4), 123.8 (Aryl-C4), 123.6 (Aryl-C1), 123.5 (Aryl-
Cl1), 121.5 (Aryl-C6), 121.4 (Aryl-C6), 118.5 (C5), 118.4 (C5), 75.8 (d,
3Jep=12.7Hz, C2°), 75.7 (d, *Jep = 12.9 Hz, C2°), 67.6 (d, *Jep = 6.1 Hz,
C-Benzyl), 67.5 (d, *Jcp = 6.5 Hz, C-Benzyl), 62.2 (d, 'Jep = 163 Hz, C4),
62.0 (d, 'Jep = 164 Hz, C4’), 46.6 (C17), 46.4 (C17), 34.6 (Cy-Aryl-C3-tert-
Butyl), 34.6 (C4-Aryl-C3-tert-Butyl), 34.5 (Cq-Aryl-C5-tert-Butyl), 34.4
(Cq-Aryl-C5-tert-Butyl), 31.3 (3xCH;3-Aryl-C3), 31.3 (3xCH3-Aryl-C3),
29.8 (3xCHs-Aryl-C5), 29.8 (3xCH3-Aryl-C5), 16.7 (C3), 16.6 (C3”)
S'P.NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg¢): 17.57, 17.31 (2 Diastereomere im
Verhiltnis 1:1)

UV (CH3CN):  Amax [nm]: 258.0, 199.0

Amin [nm]: 234.0
HPLC: tg = 17.23 min, 17.52 min (99%, Gradient A)
MS (FAB; m/z): ber.: 431.17

gef.: 432.2 (M+H")

8.3.11 Darstellung der cycloSal-Phosphonatdiester von (S)-9-[3-Hydroxy-2-
phosphonylmethoxypropyl]cytosin (HPMPC) 13

8.3.11.1  Versuche der Darstellung von (S)-9-[3-Hydroxy-2-(3,5-di-tert-butyl-cycloSal-
phosphonylmethoxypropyl]cytosin 36
NH,
~N
|N/go 3,5-Di-tBu-Salicylalkohol,

i
P 0]
Hl(_?o/ ~~ MSNT, Pyridin, (CH,Cl,)
OH

13

a) Die Reaktion wurde zundchst analog zu AAV 4 durchgefiihrt. Es wurden 100 mg
(0.36 mmol) (S5)-9-[3-Hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl]cytosin (HPMPC) 13 mit
233 mg (0.79 mmol) Mesitylensulfonyl-3-nitrotriazol (MSNT) in 10 mL Pyridin
aktiviert. Nach dreiffigminiitigem Riihren bei Raumtemperatur wurden 93.0 mg

(0.39 mmol) 3,5-Di-tert-Butylsalicylalkohol zugegeben und die Losung 12 Stunden
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bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung

am Chromatotron konnte jedoch lediglich 3-Nitrotriazol isoliert werden.

b) Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphéire
durchgefiihrt. 100 mg (358 umol) (S5)-9-[3-Hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl]-
cytosin (HPMPC) 13 wurden in 6 mL trockenem Dichlormethan suspendiert, 233 mg
(0.79 mmol) Mesitylensulfonyl-3-nitrotriazol (MSNT) hinzugegeben und 30 Minuten
bei Raumtemperatur geriihrt. Nun wurde eine Losung von 93.0 mg (0.39 mmol) 3,5-
Di-tert-Butylsalicylalkohol sowie 44.0 puL (42.7 mg, 0.54 mmol) wasserfreiem Pyridin
in 1 mL trockenem Dichlormethan innerhalb von 1 Stunde zugetropft. AnschlieSend
wurde das Reaktionsgemisch 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe
von 50 pL Essigsdure wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der
Riickstand zweimal mit je 5 mL Toluol koevaporiert. Nach chromatographischer
Aufreinigung am Chromatotron mit Dichlormethan mit Methanolgradient konnte

jedoch erneut nur 3-Nitrotriazol isoliert werden.

8.3.11.2  Darstellung von 0-4,4’-Dimethoxytrityl-(S)-9-[3-Hydroxy-2-
phosphonylmethoxypropyl]cytosin 135

NH, NH;
4
AN N 5 AN N
Q (S
2. DMTrCI, DMSO _ :
HO-P~© HOZPN O
HO 019 HO
OH ° ¥ >SopMmTr

135

Zu einer Suspension von 250 mg (0.79 pumol) (5)-9-[3-Hydroxy-2-phosphonylmethoxy-
propyl]cytosin Dihydrat (HPMPC) 13 in 20 mL Methanol wurden 3.77mL (2.94 g,
15.9 mmol) Tri-n-butylamin hinzugegeben, worauf eine klare Losung entstand. Das
Losungsmittel wurde im Olpumpenvakuum abdestilliert und das resultierende Ol zweimal mit
je 10mL Acetonitril koevaporiert. Der Riickstand wurde in 7 mL wasserfreiem
Dimethylsulfoxid aufgenommen und 805 mg (2.38 mmol) 4,4'-Dimethoxytritylchlorid

(DMTrCI) zugegeben. Die Reaktionslosung, welche sich langsam von rot nach gelb verfarbte,
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wurde 14 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend in 60 mL Diethylether
eingetragen. Aus der Losung schied sich ein gelbes Ol ab. Die etherische Phase wurde
abgetrennt und das Ol erneut mit 50 mL kaltem Diethylether behandelt. Es kristallisierte ein
farbloser Festsoff aus. Die etherische Losung wurde abdekantiert und der Feststoff mit 25 mL
Essigsdureethylester gewaschen. Nach Abfiltrieren und Trocknen im Olpumpenvakuum

konnte das Produkt als farbloser Feststoff isoliert werden.

Ausbeute: 420 mg (0.72 mmol, 91%) eines farblosen Feststoffs
DC: ReWert (iso-Propanol/Wasser/25%ige Ammoniaklosung 14:7:1 v/v/v): 0.47
'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 7.75 (br. s, 1H, P-OH), 7.65 (br. s, 1H, P-

OH), 7.52 (d, 1H, *Jun = 7.6 Hz, H6), 7.40 - 7.07 (m, 11H, H(B), H(C),
H(F), NH,), 6.87 (d, 4H, *Juu = 8.8 Hz, H(G)), 5.62 (d, 1H, *Juu = 7.6 Hz,
H5), 3.94 (dd, 1H, “Jyu = 13.0 Hz, *Juu = 3.8 Hz, H1’-a), 3.80 - 3.75 (m,
1H, H2%), 3.72 (s, 6H, 2xOCH;), 3.63 (dd, 1H, *Jyu=12.9 Hz,
2Jup = 9.1 Hz, H4’-a), 3.62 (dd, 1H, “Jyy = 13.0 Hz, *Juy = 7.3 Hz, H1’-b),
341 (dd, 1H, *Jun=129Hz, “Jup=9.8Hz, H4’-b), 3.09 (dd, 1H,
2Jun=10.1Hz, *Jun=3.8Hz, H3’-a), 2.90 (dd, 1H, “Juu=10.1 Hz,
3Jun = 4.4 Hz, H3’-b)

BC-NMR 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-dq): 164.5 (C4), 158.2 (C(D)), 152.9 (C2), 147.8
(C6), 144.9 (C(E)), 135.7 (C(A)), 135.6 (C(A)), 129.9 (C(B)), 128.0 (C(G)),
127.9 (C(F)), 126.8 (C(H)), 113.4 (C(C)), 93.1 (C5), 85.6 (C4-O-DMTT),
78.6 (2, *Jep = 12.2 Hz, C2°), 66.7 (d, 'Jep = 160 Hz, C4), 62.8 (C3), 55.2
(2xOCHj3), 50.1 (C1°)

JlP-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 16.95
UV (CH5CN):  Amax [nm]: 277.0, 196.0

Amin [nm]: 253.0
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8.3.11.3  Versuche der Darstellung von O-4,4’-Dimethoxytrityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-(3-tert-
butyl-cycloSal-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 136 nach AAV 4

NH, e
ﬁN Il o
6 2
N&o 3-tBu-Salicylalkohol, 5 1 0 ) Nko
I 4
_P_ O PO
HI(-?o’ ~~ \l\) MSNT, Base, (CH3CN) I A
- ¥ SODMTr
. 136

a) Die Reaktion wurde zundchst nach AAV 4 durchgefiihrt. Es wurden 140 mg
(0.24 mmol) 0-4,4’-Dimethoxytrityl-(S5)-9-[3-Hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl]-
cytosin 135, 7 mL wasserfreies Pyridin, 214 mg (0.72 mmol) Mesitylensulfonyl-3-
nitrotriazol (MSNT) sowie 48.0 mg (0.27 mmol) 3-fert-Butylsalicylalkohol verwandt.
Nach beendeter Zugabe wurde die Reaktionsldsung fiir 6 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach Aufarbeitung und chromatographischer Aufreinigung konnte das

gewlinschte Produkt nicht isoliert werden.

b) In einem weiteren Versuch wurde eine Losung von 140 mg (0.24 mmol) O-4,4’-
Dimethoxytrityl-(S5)-9-[3-Hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 135  sowie
67 uL  (48.6 mg, 0.48 mmol) wasserfreiem Triethylamin in 4 mL trockenem
Acetonitril  unter einer  Inertgasatmosphire mit 157 mg  (0.53 mmol)
Mesitylensulfonyl-3-nitrotriazol ~ (MSNT)  versetzt und 30 Minuten  bei
Raumtemperatur geriihrt. Darauthin wurde eine Losung von 48 mg (0.27 mmol)
3-tert-Butylsalicylalkohol sowie 67 pL.  (48.6 mg, 0.48 mmol) wasserfreiem
Triethylamin in 2 mL trockenem Acetonitril innerhalb von 15 Minuten zugetropft.
Nach beendeter Zugabe wurde filir weitere 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Aufarbeitung und chromatographischer Aufreinigung konnte das gewdinschte

Produkt nicht isoliert werden.
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8.3.11.4  Versuch der Darstellung von O-4,4’-Dimethoxytrityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-(3-tert-
butyl-cycloSal-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 136 mit Phosphorpentachlorid

INH2 NH,
4
N N 5 N N
| ) 1. PCls, Pyridin, CH,Cl, 6 Al P
o) N0 7 P 0, N~ 0
1l %
-tBu-Sali P, O .
HO-P~_©O 2. 3-tBu-Salicylalkohol, NEtj, 4 o~ -
HO f CH,Cl, RN
ODMTr ¥ SoDMTr
135 136

Die Reaktion wurde zum AusschluB von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphire
durchgefiihrt. 255 mg (439 pmol) O0-4,4’-Dimethoxytrityl-(S)-9-[3-Hydroxy-2-phosphonyl-
methoxypropyl]cytosin 135 wurden in 5 mL wasserfreiem Dichlormethan geldst und auf 0 °C
gekiihlt. Zunédchst wurde die Losung mit 75 pL (72.8 mg, 921 pmol) wasserfreiem Pyridin
versetzt und 5 Minuten bei 0 °C gerlihrt. AnschlieBend wurden 266 mg (921 pmol)
Phosphorpentachlorid zugegeben. Die Reaktionslosung nahm unmittelbar nach der Zugabe
von Phosphorpentachlorid eine orange Farbe an. Zunédchst wurde 30 Minuten bei 0 °C und
dann weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Die diinnschichtchromatographische
Verfolgung des Reaktionsverlaufs zeigte jedoch lediglich eine vollstdndige Abspaltung der
Schutzgruppe an.
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8.3.11.5  Versuch der Darstellung von N,0-Bis-4,4’-Dimethoxytrityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-
(3-tert-butyl-cycloSal-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 138

NH; NHDMTr |
ﬁ“ ]
DMT'CI, NEts,
Q Nko 2 0 Nko
CH,;CN
HO-P~.© ’ HO-P~_©
HO HO
ODMTr . ODMTr |
135 137
6
3-tBu-Salicylalkohol, 5 l o comTr
2 o
MSNT, NEt;, CH;CN R0 Y N
¥ >SODMTr
138

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphire
durchgefiihrt. Zundchst wurden 180 mg (0.31 mmol) O-4,4’-Dimethoxytrityl-(S)-9-[3-
hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 135 in 5 mL trockenem Acetonitril geldst und
nacheinander 173 pL (125.6 mg, 1.24 mmol) wasserfreies Triethylamin und 209 mg
(0.62 mmol) 4,4’-Dimethoxytritylchlorid zugegeben. Die Reaktionslosung wurde bei
Raumtemperatur geriihrt und der Verlauf der Reaktion diinnschichtchromatographisch
verfolgt. Nach 2.5 Stunden war das Ausgangsmaterial vollstindig verbraucht und das
Losungsmittel wurde nach Zugabe von 1 mL Methanol im Vakuum entfernt. Der Riickstand
wurde in 4 mL trockenem Dichlormethan aufgenommen und mit einer Losung von 61.0 mg
(0.34 mmol) 3-tert-Butylsalicylalkohol sowie 86 pL (62.4 mg, 0.62 mmol) wasserfreiem
Triethylamin in 2 mL trockenem Dichlormethan behandelt. Die diinnschicht-

chromatographische Verfolgung der Reaktion lief3 jedoch keinerlei Produktbildung erkennen.



Experimentalteil 247

8.3.11.6  Darstellung von O-Trityl-(S5)-9-[3-hydroxy-2-diethylphosphonylmethoxypropyl]-
cytosin 140

». SF\N
NaOCH,, CHOH 2
0 N/go 7;/ s 0 ° N/go
EtO//P\/O ° EtO//P\'/O -
EtO E0 ¥ ]2
OTr Ph ¥ OTr
139 Tr= §—'—A©D 140
Ph s c

Die Reaktion wurde zum Ausschlul von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphére
durchgefiihrt. N-Benzoyl-O-trityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-diethylphosphonylmethoxypropyl]-
cytosin 139 (2.00 g, 2.93 mmol) wurde in 5 mL wasserfreiem Methanol gelost und mit
158 mg (2.93 mmol) Natriummethanolat versetzt. Zundchst lieB man die Reaktionslosung
6 Stunden bei Raumtemperatur rithren. Die diinnschichtchromatographische Verfolgung der
Reaktion zeigte jedoch nur geringen Umsatz an. Die Reaktionslosung wurde bei 50 °C
geriihrt, bis diinnschichtchromatographisch ein vollstandiger Umsatz detektiert werden konnte
(12 h). Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionslosung zur Neutralisation
mit 200 mg Dowex 50 X8 (H'-Form) versetzt und 5 Minuten geriihrt. AnschlieBend wurde
vom lonentauscher abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck abdestilliert.
Der Riickstand wurde am Chromatotron aufgereinigt. Als Eluent diente Dichlormethan mit

einem Methanolgradienten von 0 bis 20%.

Ausbeute: 1.23 g (2.13 mmol, 73%) eines farblosen Feststoffs
DC: Re-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.36
'H-NMR: S [ppm] (500 MHz, DMSO-d¢): 7.41 - 7.24 (m, 16H, H(B), H(C), H(D),

H6), 7.05 (br. s, 1H, NH-Ha), 6.95 (br. s, 1H, NH-Hb), 5.55 (d, 1H,
Jun=7.3Hz, H5), 402 - 393 (m, 4H, 2xCH,), 3.88 (dd, IH,
2Jun = 132 Hz, *Jun = 4.4 Hz, H1’-a), 3.85 - 3.82 (m, 1H, H2"), 3.83 (dd,
1H, *Jun=13.8 Hz, *Jup = 8.7 Hz, H4’-a), 3.72 (dd, 1H, *Juu=13.8 Hz,
2Jup = 9.1 Hz, H4’-b), 3.66 (dd, 1H, “Juu = 13.2 Hz, *Juy = 7.3 Hz, H1’-b),
3.18 (dd, 1H, “Juy=10.6Hz, *Jyu=3.3Hz, H3’-a), 2.91 (dd, 1H,
2Jun = 10.5 Hz, *Juy = 4.7 Hz, H3’-b), 1.18 (t, 6H, *Jyuy = 6.9 Hz, 2xCHa)

BC-NMR 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 166.0 (C4), 155.7 (C2), 146.9 (C6), 143.6
(C(A)), 128.4 (C(C)), 128.1 (C(B)), 127.3 (C(D)), 93.0 (C5), 86.2 (Cy-O-
Tr), 78.8 (d, *Jep = 12.2 Hz, C2°), 63.4 (d, 'Jep = 163 Hz, C4°), 62.9 (C3"),
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61.9 (d, 2Jep = 6.7 Hz, CH,), 61.8 (d, Jcp = 6.6 Hz, CH,), 50.1 (C1°), 16.4
(CH3), 16.3 (CH3)

JlP-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 21.93

8.3.11.7  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-O-trityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-
diethylphosphonylmethoxypropyl]cytosin 141

NH, NHMMTr

~N

f\ |
MMTrCI, NEt;,DMAP, 2

9 N/§O r 3 0 6 N/&O

CHCI I
-P_O 2v2 -P.__0O 1
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Die Reaktion wurde zum Ausschlu von Feuchtigkeit in einer Inertgasatmosphire
durchgefiihrt. Es wurden 1.23 g (2.13 mmol) O-Trityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-diethylphosphonyl-
methoxypropyl]cytosin 140 in 10 mL wasserfreiem Dichlormethan gelost und nacheinander
742 uL (539 mg, 5.32mmol) wasserfreies Triethylamin, 26.0mg (0.21 mmol)
4-Dimethylaminopyridin sowie 1.64 g (5.32 mmol) 4-Monomethoxytritylchlorid zugegeben.
Die Reaktion wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach sechzehnstiindigem
Rithren bei Raumtemperatur konnte ein vollstindiger Umsatz detektiert werden. Die
Reaktionslosung wurde mit 10 mL Dichlormethan verdiinnt und nacheinander mit je 15 mL
gesdttigter Natriumhydrogencarbonatlosung, Wasser sowie geséttigter Natriumchloridlosung
gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und nach Abfiltrieren
vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom Losungsmittel befreit. Der Riickstand

wurde abschlieBend am Chromatotron mit Dichlormethan mit einem Methanolgradienten von

0 bis 4% aufgereinigt.

Ausbeute: 1.45 g (1.71 mmol, 73%) eines farblosen Feststoffs

DC: Re~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.77

'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dq): 8.22 (s, 1H, H2), 7.37 - 7.10 (m, 28H,

15xTr-H, 12xMMTr-H, H6), 6.81 (d, 2H, *Juu = 8.2 Hz, H(G)), 6.08 (d, 1H,
3Jun = 6.6 Hz, H5), 3.95 (q, 4H, *Juu = 7.0 Hz, 2xCH,), 3.90 - 3.72 (m, 3H,
Hl’-a, H4%), 3.71 (s, 3H, OCHj;), 3.65 (dd, 1H, “Juy=13.9 Hz
*Jun = 9.1 Hz, HI’-b), 3.09 (dd, 1H, *Juyy = 10.5 Hz, *Juy = 2.7 Hz, H3 -a),
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2.87 (dd, 1H, *Jyu=10.5Hz, ‘Jug=3.5Hz, H3’-b), 1.17 (t, 6H,
3Jun = 7.0 Hz, 2xCHa)

BC-NMR 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 161.8 (C4), 152.1 (C2), 145.5 (C6), 143.6
(C(A)-Tr), 130.1, 128.8, 128.4, 128.1, 127.5, 127.3, 126.3 (C-Tr, C-MMTr),
112.9 (C(C)-MMTr), 95.4 (C5), 86.2 (C4-O-Tr), 78.6 (d, *Jep = 12.2 Hz,
C2’), 63.4 (d, 'Jep = 162 Hz, C4°), 62.9 (C{-N-MMTr), 62.0 (C3°), 61.9 (d,
*Jep = 6.2 Hz, CH,), 55.1 (OCH3), 50.1 (C1°), 16.5 (CH3), 16.4 (CH)

S'P-NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): 22.91

8.3.11.8  Versuch der Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-O-trityl-(S)-9-[3-hydroxy-
2-(3-tert-butyl-cycloSal-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 142 nach AAV 5

1. TMSBr, Pyridin, Acetonitril

MMTr MMTr
0 ¢ 2. PCls, CH,Cl, ¢
Eto-P~© # .
EtO )
3.2 Aquiv. 3,5-Di-tBu-Salicylalkohol, s
OTr 3.8 Aquiv. NEts, CH,Cl, OTr
141 142

Die Reaktion wurde nach AAV 5 durchgefiihrt. Es wurden 500 mg (0.59 mmol) N-4-
Monomethoxytrityl-O-trityl-(S)-9-[ 3-hydroxy-2-diethylphosphonylmethoxypropyl]cytosin 141,
190 uL (225 mg, 1.47 mmol) Bromtrimethylsilan (TMSBr) sowie 5 mL wasserfreies
Acetonitril verwandt. Nach Koevaporieren mit 5 mL Toluol wurden 5 mL trockenes
Dichlormethan und 257 mg (1.24 mmol) Phosphorpentachlorid eingesetzt. Nach beendeter
Reaktion wurde mit 5 mL Toluol koevaporiert. Im letzten Reaktionsschritt wurde der
Riickstand in 2.5 mL trockenem Dichlormethan aufgenommen und eine Losung von 278 mg
(1.18 mmol) 3,5-Di-tert-Butylsalicylalkohol und 312 pL (226 mg, 3.16 mmol) wasserfreiem
Triethylamin in 2 mL trockenem Dichlormethan verwandt. Diinnschichtchromatographisch
konnten neben dem Startfleck und dem Salicylalkohol keine weiteren Produkte detektiert

werden.
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8.3.11.9  Darstellung von N-4-Monomethoxytrityl-O-trityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-(3,5-Di-tert-
butyl-cycloSal-phosphonylmethoxypropyl]cytosin 142

0 cMMTr 1. TMSBr, Pyridin, Acetonitril 0o
I 2. PCls, CH,ClI %
Et0-P~© 2Tz o PO
EtO 3. 1.1 Aquiv. 3,5-Di-tBu-Salicylalkohol,
oTr 1.5 Aquiv. NEts, CH,Cl,
141 44% 142

Die Reaktion wurde analog zu AAV 5 durchgefiihrt. Es wurden 700 mg (0.82 mmol) N-4-
Monomethoxytrityl-O-trityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-diethylphosphonylmethoxypropyl]cytosin 141,
260 uL (315 mg, 2.06 mmol) Bromtrimethylsilan (TMSBr), sowie 6 mL wasserfreies
Acetonitril verwandt. Nach Koevaporieren mit 5 mL Toluol wurden 5 mL trockenes
Dichlormethan und 360 mg (1.73 mmol) Phosphorpentachlorid eingesetzt. Nach beendeter
Reaktion wurde mit 5 mL Toluol koevaporiert. Im letzten Reaktionsschritt wurde der
Riickstand in 2.5 mL trockenem Dichlormethan aufgenommen und eine Losung von 214 mg
(0.91 mmol) 3,5-Di-tert-Butylsalicylalkohol und 172 pL (125 mg, 1.24 mmol) wasserfreiem
Triethylamin in 2 mL trockenem Dichlormethan verwandt. Bei der abschlieenden
Aufreinigung am Chromatotron wurde ein Methanolgradient von 0 bis 3% in Dichlormethan

verwendet.

Ausbeute: 360 mg (0.36 mmol, 44%) eines farblosen Feststoffs als Gemisch von 2

Diastereomeren im Verhéltnis 1:1.5
DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 30:1 v/v): 0.29

'H-NMR: 8 [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 8.23 (s, 1H, NH), 7.32 - 7.09 (m, 29H,
15xTr-H, 12xMMTr-H, Aryl-H4, Aryl-H6), 6.98 (d, 1H, *Juy= 6.3 Hz,
H6), 6.93 (d, 1H, *Jun = 5.3 Hz, H6), 6.03 (d, 1H, *Juu = 6.3 Hz, H5), 5.94
(d, 1H, *Jun = 5.3 Hz, H5), 5.35 (dd, 2x1H, “Juu = 11.3 Hz, *Jup = 11.3 Hz,
H-Benzyl), 5.24 (dd, 2x1H, 2 Jun =148 Hz, 3 = 14.8 Hz, H-Benzyl), 4.05
- 3.55 (m, 4H, H1’-a, H2’, H4"), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.69 (s, 3H, OCH3),
3.48 - 3.39 (m, 1H, H1’-b), 3.09 (dd, 1H, “Jyy = 10.1 Hz, *Jyy = 3.2 Hz,
H3’-a), 2.85 - 2.75 (m, 1H, H3’-b), 1.34 (s, 9H, 3xCH;), 1.29 (s, 9H,
3xCHs), 1.25 (s, 18H, 6xCHs)

BC-NMR 8 [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 163.9 (C4), 151.3 (C2), 150.1 (Aryl-C2),
146.0 (Aryl-C5), 145.6 (C6), 143.5 (C(A)-Tr), 136.4 (Aryl-C3), 130.1,
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3SIP_NMR

UV (CH5CN):

MS (Maldi; m/z):

128.8, 128.3, 128.0, 128.0, 127.5, 127.2, 127.2 (C-Tr, C-MMTr), 123.9
(Aryl-C4), 123.8 (Aryl-C4), 122.7 (Aryl-C1), 121.3 (Aryl-C6), 112.9 (C(C)-
MMTr), 112.8 (C(C)-MMTr), 97.6 (C5), 86.2 (C4-O-Tr), 78.8 (d,
3Jep = 13.8 Hz, C2°), 67.7 (d, “Jcp = 8.4 Hz, C-Benzyl), 64.3 (Cq-N-MMTr),
63.5 (d, 'Jep = 161 Hz, C4), 62.7 (C3"), 55.1 (OCH3), 53.6 (C1°), 34.6 (Cq-
Aryl-C3-tert-Butyl), 34.6 (Cq-Aryl-C3-tert-Butyl), 34.5 (Cq-Aryl-C5-tert-
Butyl), 31.3 (3xCH3-Aryl-C3), 29.8 (3xCH;-Aryl-C5), 29.8 (3xCH;3-Aryl-
C5)

O [ppm] (202 MHz, DMSO-d¢): 17.07, 15.92 (2 Diastereomere im
Verhiltnis 1:1.5)

Amax [nm]: 277.0, 211.0

Amin [nm]: 258.0

ber.: 993.45

gef.: 1016.22 (M+Na"), 1032.41 (M+K")

8.3.11.10 Darstellung von (S)-9-[3-Hydroxy-2-(3,5-Di-fert-butyl-cycloSal-

phosphonylmethoxypropyl]cytosin 36

o P\/O\L) 78%

142

o C TFA, CH,Cl,

Die Reaktion wurde analog zu AAV 6 durchgefiihrt. Es wurden 120 mg (0.12 mmol) von N-

4-Monomethoxytrityl-O-trityl-(S)-9-[3-hydroxy-2-(3-tert-butyl-cycloSal-phosphonylmethoxy-

propyl]cytosin 142, 2 mL wasserfreies Dichlormethan sowie 500 pL Trifluoressigsdure

verwandt. Die Reaktionslosung wurde 30 Minuten auf 40 °C erwiarmt. AnschlieBend wurde

die Reaktionslésung direkt am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient von O bis

15% sowie 0.1% Essigsdure) aufgereinigt.

Ausbeute:

56.0 mg (0.09 mmol, 78%) eines farblosen Feststoffs als Gemisch von 2

Diastereomeren im Verhéltnis 1:1.5
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DC: ReWert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.21

'H-NMR: O [ppm] (500 MHz, DMSO-ds): 11.96 (s, 2H, NH), 7.29 (d, 2x1H,
“Jun=2,5Hz, Aryl-H4), 7.25 (d, 1H, *Juy= 6.4 Hz, H6), 7.18 (d, 1H,
3Jun = 6.4 Hz, h&9; 7.17 (d, 1H, *Jun=2.5 Hz, Aryl-H6), 7.15 (d. 1H,
*Jun=2.5Hz, Aryl-H6), 5.67 (d, 1H, *Juy = 6.4 Hz, H5), 5.53 (d, 1H,
Jun = 6.4 Hz, 5.44 (dd, 1H, *Jyy = 14.0 Hz, *Jiyp = 10.7 Hz, H-Benzyl-a),
5.36 (dd, 1H, “Jun = 13.6 Hz, *Jup = 13.4 Hz, H-Benzyl-a), 5.26 (dd, 1H,
2Jun = 14.0 Hz, *Jyp = 14.5 Hz, H-Benzyl-b), 5.25 (dd, 1H, *Juy = 13.6 Hz,
3Jup = 16.4 Hz, H-Benzyl-b), 4.28 (dd, 1H, *Juy = 14.5 Hz, “Jyp = 7.7 Hz,
H4’-a), 4.20 (dd, 1H, “Juyy = 14.5 Hz, “Juyp = 8.2 Hz, H4’-a), 4.13 (dd, 1H,
2Jun=14.5Hz, *Jup=8.5Hz, H4’-b), 4.09 (dd, 1H, *Juu=14.5Hz,
*Jup = 8.5 Hz, H4’-b), 3.86 - 3.78 (m, 4H, H3"), 3.67 - 3.61 (m, 2x1H, H2"),
3.58 (dd, 1H, “Jug=13.8Hz, Jyu=7.3Hz, Hl’-a), 3.55 (dd, 1H,
Jun = 13.8 Hz, *Juyu = 7.25 Hz, H1’-b), 1.34 (s, 9H, 3xCH3-Aryl-C3), 1.33
(s, 9H, 3xCH3-Aryl-C3), 1.26 (s, 9H, 3xCHj3-Aryl-C5), 1.26 (s, 9H, 3xCH3-
Aryl-C5)

SIP.NMR 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): 17.56, 16.86 (2 Diastereomere im
Verhiltnis 1:1.5)

PF-NMR 8 [ppm] (471 MHz, DMSO-dg): -74.17
UV (CH3CN):  Apax [nm]: 277.0, 198.0

Amin [Nm]: 248.0
MS (FAB; m/z): ber.: 479.22

gef.: 480.3 (M+H")
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8.4 Hydrolyseexperimente

8.4.1 Hydrolysekinetiken in Phosphatpuffer

Die Hydrolysekinetiken wurden mit Hilfe einer 50.0 mM Phosphatpufferlésung bei pH 7.3
und pH 6.8 durchgefiihrt.

Von den Prodrug-Verbindungen wurden 1.9 mM Stammldsungen in Wasser angesetzt, indem
man 11.4 pL einer 50 mM Stammldsung der Prodrugs in DMSO mit 300 uL Wasser mischte.
300 uL der Pufferlosung sowie 5 pL einer AZT-Losung (10 mg/mL; interner Standard)
wurden in einem Eppendorf-Cap vorgelegt und mit Hilfe eines Thermomixers auf 37 °C
temperiert. Durch Hinzupipettieren von 300 ul. der Stammldsungen und kurzes
Durchmischen (Vortex) wurden die Hydrolysen gestartet (ty). (Gesamtkonzentrationen der
Hydrolyselosungen: cCpyfrer = 24.8 MM, Crriester = 0.94 mM). Unmittelbar nach Zugabe der
Pufferlosung wurde ein erstes Aliquot (60 pL) entnommen zum Stoppen der Hydrolyse in ein
Eppendorf-Cap zu einem Tropfen Essigsdure pipettiert und sofort auf -196 °C (fliissiger
Stickstoff) abgekiihlt. Zu verschiedenen Zeitabstinden wurden weitere Aliquote entnommen
die analog der Nullprobe behandelt wurden. Alle Proben wurden HPLC-analytisch untersucht.
Die Auswertung erfolgte anschlieBend mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft
Excel® indem der Quotient der Peakflichen des Triesters und des internen Standards (AZT)
(normierte Integrationseinheiten) gegen die Hydrolysezeit (h) graphisch aufgetragen wurde.
Die Geschwindigkeitskonstante & der Hydrolyse der Phosphattriester konnte berechnet
werden, indem eine exponentielle Ausgleichskurve durch die experimentell bestimmten
Punkte gelegt wurde. Aus diesen Werten fiir £ konnten anschlieBend nach der Gleichung fiir

Geschwindigkeitsgesetze 1. Ordnung

In2
tp = T
die Hydrolysehalbwertszeiten t;, errechnet werden (wegen des Uberschusses an Wasser kann

die Hydrolyse als Reaktion pseudo-1. Ordnung angesehen werden).

8.4.2 Hydrolysekinetiken in Zellextrakt (CEM/0)

Das CEM/0 Zellhydrolysat wurde von Prof. J. Balzarini, Katholische Universitdt Leuven zur
Verfiigung gestellt. Die Studien wurden bei einer konstanten Temperatur von 37 °C in einem
Thermomixer durchgefiihrt. Von den Phosphattriestern wurde eine 1.5 mM Stammldsung in

Dimethylsulfoxid angesetzt. 20 pL dieser Stammldsung wurden in ein Eppendorf-Cap zu
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100 puL Zellextrakt und 20 pL einer 70 mM Magnesiumchloridldsung gegeben. Durch kurzes
Durchmischen (Vortex) wurde die Hydrolyse gestartet (tp). Fiir jeden zu untersuchenden
Zeitpunkt der Kinetik wurde ein separates Cap bereitet, um eine Kontamination des Mediums
zu verhindern. Zum Stoppen der Hydrolyse wurden 300 pL einer essigsauren Methanolldsung
zugegeben, durchmischt und 5 Minuten bei 0 °C gelagert. AnschlieBend wurde bei 13.000
Umdrehungen pro Minute 10 Minuten zentrifugiert, filtriert (Schleicher-Schuell Spartan
13/30, 0.2 um) und das Filtrat mittels reversed-phase HPLC analysiert. Die Auswertung
erfolgte durch Auftragen der Absolutflichen des Triester gegen die Hydrolysezeit (t). Die
Geschwindigkeitskonstante & wurde durch eine exponentielle Ausgleichskurve bestimmt und

aus ihr die Hydrolysehalbwertszeit t;, berechnet.

8.4.3 Hydrolysekinetiken in humanem Serum

Die Studien wurden bei einer konstanten Temperatur von 37 °C in einem Thermomixer
durchgefiihrt. Von den Phosphattriestern wurde eine 1.5mM Stammldsung in
Dimethylsulfoxid angesetzt. 20 uL dieser Stammldsung wurden in ein Eppendorf-Cap zu
einer 20%igen Losung von humanem Serum in Phosphatpuffer (pH 6.8) sowie 20 pL einer
70 mM Magnesiumchloridlosung gegeben. Durch kurzes Durchmischen (Vortex) wurde die
Hydrolyse gestartet. Fiir jeden zu untersuchenden Zeitpunkt der Kinetik wurde ein separates
Cap bereitet, um eine Kontamination des Mediums zu verhindern. Zum Stoppen der
Hydrolyse wurden 300 pL einer essigsauren Methanollosung zugegeben, durchmischt und 5
Minuten bei 0 °C gelagert. AnschlieBend wurde bei 13.000 Umdrehungen pro Minute 10
Minuten zentrifugiert, filtriert (Schleicher-Schuell Spartan 13/30, 0.2 um) und das Filtrat
mittels reversed-phase HPLC analysiert. Die Auswertung erfolgte durch Auftragen der
Absolutflachen des Triester gegen die Hydrolysezeit (t). Die Geschwindigkeitskonstante &
wurde durch eine exponentielle Ausgleichskurve bestimmt und aus ihr die

Hydrolysehalbwertszeit t;, berechnet.

8.4.4 3'P_.NMR-Hydrolysestudien

Es wurden 7 umol des jeweiligen cycloSal-Nucleotids eingewogen, in 300 pL DMSO-de
gelost und 700 uL eines 50 mM Imidazol-Salzséure-Puffers (pH = 7.3) zugegeben. Die
Kinetiklésung wurde sofort >'P-NMR-spektroskopisch ('H-entkoppelt, 202 MHz) vermessen.

Die Hydrolyselosung wurde bei Raumtemperatur gelagert und der zeitliche Verlauf der
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Hydrolyse *'P-NMR-spektroskopisch verfolgt. Zur Identifizierung der Hydrolyseprodukte

wurden teilweise auch 'H-gekoppelte *'P-NMR-Spektren aufgenommen.

8.5 Cholinesterase-Assay

Es wurden nacheinander 40 uL. der Natrumchlorid-Losung, 370 uL. m-Nitrophenol-Ldsung,
40 uL  Acetylcholinchlorid-Losung, 20 uL einer Ldsung des jeweiligen cycloSal-
Phosphattriesters bzw. -Phosphonatdiesters in Dimethylsulfoxid sowie 430 pL Wasser in eine
Quarzkiivette pipettiert. Die Konzentrationen der Prodrug-Losungen wurden, falls notwendig,
wie folgt variiert: 2.5 mM, 1.5mM, 500 uM, 250 uM, 50 uM, 25 uM, 5 uM. Daraus
resultierten folgende finale Inhibitor-Konzentrationen in der Gesamtmischung: 50 uM,
30 uM, 10 uM, 5 uM, 1 uM, 0.5 uM, 0.1 uM. Falls die Substanz keinerlei Inhibition bei einer

Konzentration von 50 uM zeigte, wurde auf weitere Verdiinnungen verzichtet.

Die enzymatische Reaktion wurde anschlieBend durch Zugabe von 100 pL. humanen
Blutserums (Mix von fiinf Probanden) und Durchmischen gestartet. Die Kiivetten wurden
sofort in das zuvor auf 25 °C temperierte UV-Spektrometer gestellt und die Extinktion bei
420 nm (Zweistrahlmodus gegen Wasser als Referenz) in Abstidnden von 1 Minute iiber einen
Zeitraum von maximal 17 Minuten gemessen. Ein Reaktionsansatz mit reinem
Dimethylsulfoxid lieferte als Referenzwerte eine Abnahme der Extinktion von 0.1329 nach

5 Minuten und von 0.2768 nach 15 Minuten Reaktionszeit.

Zur Auswertung wurde fiir jede getestete Substanz die Abnahme der Extinktion bei der
jeweiligen Inhibitor-Konzentration nach 5 bzw. 15 Minuten ermittelt. Diese Werte wurden
graphisch gegen die Inhibitor-Konzentration aufgetragen. Die so erhaltenen empirischen
Kurven zeigten einen pseudolinearen Bereich, in dem mit Hilfe eines
Tabellenkakulationsprogrammes eine lineare Regression erfolgte. Aus der so erhaltenen
Geraden lieB sich der entsprechende ICso-Wert, représentiert durch eine Extinktionsabnahme

von 0.0665 nach 5 Minuten bzw. 0.1384 nach 15 Minuten, ablesen.
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Verbindung R-Satze S-Satze

Acetonitril 11-23/24/25 16-27-45

Allylbromid 11-23/24/25-36/37/38 16-26-36/37/39-45
a,a'-Azoisobutyronitril 2-11-20/22-52/53 39-41-47.1-61

Benzol 20/21/22-40-52/53 36/37-61
Benzolsulfonsiure 22-34 26-36/37/39-45
Bromtrimethylsilan 10-34 26-36/37/39-45

2,4-Di-tert-butylphenol
(15)-(—)-Camphansdure
(+)-Campher-10-sulfochlorid
Chlorameisensdurefluorenyl-
methoxycarbonylester
Chloroform
Chlortriphenylmethan
Dichlormethan
1,3-Dichlor-2-propanol
Dicyclohexylcarbodiimid
Diethylether
Di-iso-propylethylamin
4,4’-Dimethoxytritylchlorid
4-Dimethylaminopyridin
N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

Essigsdure
Essigsdureethylester
Hexamethyldisilazan
Lithiumaluminiumhydrid
Mesitylensufonyl-3-nitrotriazol
Methanol

Natrium

Natriumazid

Natriumhydrid

36/38-51/53

34-

34

22-38-40-48/20/22
38

40

21-25-45
22-24-41-43
12-19-22-66-67
11-22-34-52/53
25-36/38
61-E20/21-36
36/38

10-20/22-34
11-36-66-67
11-21/22/24

15
23/24/25-39/23/24/25-40-43
14/15-34
28-32-50/53

15-34

26-61
22-24/25
26-36/37/39-45

26-36/37/39-45

36/37

22-25
23.2-24/25-36/37
45-53

24-26-37/39-45
9-16-29-33
16-26-36/37-39-45-61
22-24/25

37-45

53-45

26

26-36/37/39-45
16-26-33
16-26-36/37/39-45
7/8-24/25-43.6
22-24/25
26-36/37/39-45-51
5.1-8-43.12-45
28-45-60-61
7/8-26-36/37/39-43.6-45
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Verbindung R-Satze S-Sétze
Natriummethanolat 11-14-34 8-16-26-43.6-45
Natriumrhodanid 20/21/22-32 13

Natronlauge 34 26-36/37/39-45
Oxalylchlorid 14-23-34-37 26-36/37/39-45
Phosphorpentachlorid 14-22-26-34-48/20 7/8-26-36/37/39-45
di-Phosphorpentoxid 35 22-26-45
Phosphorséure 11-36/38-67 7-16-23.3-24-26-51
Phosphortrichlorid 14-26/28-35-48/20 7/8-26-36/37/39-45
Pyridin 25-26-36/37/38-50/53 26-28.1-36/37-45-61
Salzsdure 34-37 26-36/37/39-45

tert-Butyldimethylsilylchlorid
tert-Butylhydroperoxid
Tetrabutylammoniumfluorid
Tetrabutylammoniumhydroxid
Tetrabutylammoniumiodid
Tetrachlormethan
Tetrahydrofuran

Toluol

Tri-n-butylamin
Tri-n-butylstannan
Triethylamin
Trifluoressigsiure
Trifluormethansulfonsdure-
anhydrid
Trimethylorthoacetat
Trimethylsilyltrifluormethan-

sulfonat

10-34
7-21/22-23-34-44-52/53
11-23/24/25-34

34

22-36/37/38
23/24/25-40-48/23-52/53-59
11-19-36/37

22-43-50/53

24/25-34
21-25-36/38-48/23/25-50/53
11-20/21/22-35

20-35-52/53

35

11-38-43

10

26-36/37/39-45
3/7-14.11-26-36/37/39-45
16-26-36/37/39-45
26-36/37/39-45

26-36
23.2-36/37-45-59-61
16-29-33

24-37-60-61
36/37/39-45
35-36/37/39-45-60-61
3-16-26-29-36/37/39-45
9-26-27-28.1-45-61

26-36/37/39-45

9-16-24/25-37
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