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,Wozu ist das?”

,Das ist blaues Licht”
,Und was macht es?”
,Es leuchtet blau”
,Verstehe!”

-Rambo Il

,La lutte elle-méme vers les sommets suffit
a remplir un cceur d’homme.
Il faut imaginer Sisyphe heureux.”

-Albert Camus, , Le Mythe de Sisyphe”

[Der Kampf gegen Gipfel vermag ein Menschenherz auszufiillen.
Wir miissen uns Sisyphos als einen gliicklichen Menschen vorstellen.]
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ABKURZUNGEN UND SYMBOLE

6-H-2'-dBCNA 3-(2’-Desoxy-B-b-ribofuranosyl)-2,3-dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on

6-H-BCNA 3-(B-b-Ribofuranosyl)-2,3-dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on

6-H-ddBCNA 3-(2’,3’-Didesoxy-B-b-ribofuranosyl)-2,3-dihydrofuro-
[2,3-d]pyrimidin-2-on

6-H-di-OAc-BCNA 3-(2’,3’-Di-0O-acetyl-B-b-ribofuranosyl)-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on

6-Prop-2’-dBCNA 3-(2’,3’-Didesoxy-B-b-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro-
[2,3-d]pyrimidin-2-on

6-Prop-d4BCNA 3-(2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydro-B-b-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-
dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on

6-Prop-ddBCNA 3-(2’,3’-Didesoxy-B-b-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro-
[2,3-d]pyrimidin-2-on
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Einleitung

1. EINLEITUNG

Als Grundbausteine der DNA und RNA gehéren die Nucleoside zu den wichtigsten
Naturstoffen. Sie sind zusammengesetzt aus einem Glycon (schwarz), das aus Ribose (RNA)
oder Desoxyribose (DNA) besteht und einer Nucleobase (Aglycon, blau) dessen Grundgeriist
auf Purin bzw. Pyrimidin basiert (Abb. 1). Die Verknlipfung dieser beiden Einheiten erfolgt
Uber eine N-glycosidische Bindung zwischen dem C-1' des Glycons und dem N-1
(Pyrimidinnucleoside) bzw. dem N-9 (Purinnucleoside) des Aglycons. Zur Bildung eines DNA-
bzw. RNA-Stranges sind jeweils die 3’- und die 5’-Hydroxyfunktionen eines Nucleosids Giber
Phosphatbriicken (griin) mit den benachbarten Nucleosiden verbunden. Wahrend die RNA in
der Regel als Einzelstrang vorliegt, lagern sich zwei DNA-Einzelstrange zu einer Doppelhelix
zusammen, in der die beiden gegenilberliegenden Stringe Uber Wasserstoff-
brickenbindungen (rot) zwischen den Nucleobasen miteinander verbunden sind. GemaR
Watson-Crick-Basenpaarung bilden Guanin (G) und Cytosin (C) das eine, Adenin (A) und
Thymin (T) das zweite Basenpaar. In RNA ist das Thymin durch Uracil (U) ersetzt, das keine

Methylgruppe am C-5 trégt.m

5'-Ende 0 e H\N/H
NH---- N“ >N
|T/§ k\A| \>
Vo Sy
R R

O _________
H\N,H

NH -~

¢ lle N7
NN L C
| ,,O [}j
R

R = Ribose/Desoxyribose

Abb. 1: Aufbau eines DNA-Einzelstrangs und H-Briicken zwischen den Nucleobasen im Doppelstrang.



Einleitung

Die wesentliche biologische Funktion der DNA besteht in der Speicherung der
Erbinformation. Bei der Genexpression ist sie Vorlage fir die Synthese von mRNA durch eine
RNA-Polymerase (Transkription), die dann ihrerseits die Aminosaduresequenz fir den Aufbau
der Proteine codiert (Translation). Zur Biosynthese von DNA und RNA werden Nucleosid-5’-
triphosphate benétigt, die durch eine Polymerase unter Pyrophosphatabspaltung mit dem
3’-Ende des vorigen Nucleotids verknipft werden, sodass die 3’-Hydroxyfunktion fiir die

Bindung zum folgenden Nucleotid zur Verfligung steht.!"

Analoga der natirlichen Nucleoside, die Modifikationen im Glycon, im Aglycon oder in
beiden Teilen tragen kénnen, haben breite Anwendung in der Behandlung unterschiedlicher
viraler Erkrankungen und in der Krebstherapie. Dazu gehort die Bekampfung des Humanen
Immundefizienzvirus (HIV), das zu den Retroviren gehort und die Ursache fiir die Krankheit
AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) ist. Der Replikationscyclus des Virus beginnt mit
der Bindung des Viruspartikels an die Wirtszelle (in der Regel T-Lymphozyten, die den CD-4-
Rezeptor tragen). Danach folgen die Fusion des Viruspartikels mit der Zellmembran sowie
die Aufnahme viraler RNA und viraler Proteine in die Wirtszelle. AnschlieRend wird diese
RNA durch das viruseigene Enzym Reverse Transkriptase (RT) in DNA transkribiert, die dann
schlieBlich durch ein weiteres virales Enzym, die Integrase, in das Wirtsgenom integriert
wird. Durch die Expression der entsprechenden Gene werden neue Viruspartikel gebildet,

die die Wirtszelle verlassen kénnen.?

RNAse-H
RMNAse-H

virale_ RNA

virale RNA

~— neugebildeter
Reverse =~ DNA-Strang

Transkriptase Reverse

Transkriptase
Inhibitor

Abb. 2: Wirkmechanismus nucleosidischer Reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTI) nach [4].
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Einleitung

Der erste nucleosidische antiretrovirale Wirkstoff ist 3’-Azidothymidin (AZT 1), das seit seiner
Zulassung 1987 gegen das HI-Virus eingesetzt wird."®! Der Wirkmechanismus beruht auf der
Inhibition der RT. Durch das Fehlen der 3’-Hydroxyfunktion ist nach Einbau des Wirkstoffs
anstelle eines natirlichen Nucleosids keine weitere Elongation des neu gebildeten DNA-
Strangs moglich. Dadurch wird die Virusreplikation gestoppt, da die RT im Unterschied zu
humanen DNA-Polymerasen keine Exonucleasefunktion besitzt, um falsch eingebaute

Nucleotide wieder zu entfernen (Abb. 2, S. 2).[4]

Auf einem identischen Wirkmechanismus beruht auch die anti-HIV Aktivitat von 3’-Desoxy-
2’,3’-didehydrothymidin (d4T 2), das 1994 als Medikament zugelassen wurde.”! Insgesamt
gibt es sieben NRTI, die in der HIV-Therapie eingesetzt werden. Dazu gehoren u. a. das
L-Nucleosid Emtricitabin (FTC 3), das sich von L-Cytidin ableitet und Modifikationen sowohl
im Glycon, als auch im Aglycon trégt[B] sowie das carbocyclische Nucleosidanalogon Abacavir
(ABC 4), bei dem neben anderen Modifikationen der Ringsauerstoff des Glycons durch eine
Methylengruppe ersetzt ist”]. Bei dem acyclischen Phosphonat Tenofovir (TDF 5) handelt es
sich um einen nucleotidischen RT-Inhibitor (NtRTI), dessen Zulassung in Form des

Disoproxilfumarats 2001 erfolgte.[sl

(0] (0] NH,
F
L8 Lo SN
HO N/go HO N/go (@) N OH
(0] CO: COJ
S
N3
AZT 1 (1987) d4T 2 (1994) FTC 3 (2003)

HO

HN {NfN
N~ ) NH
N
</j|\/tk 0 NN \fk/&
N N~ "NH, HO\F;/ 0 HO N~ "O
;S
_l@ HO /J@
=

ABC 4 (1998) TDF 5 (2001) Festinavir 6

Abb. 3: Ausgewahlte gegen das HI-Virus wirksame N(t)RTI (Jahr der Zulassung in den USA).



Einleitung

Ein aussichtsreicher Kandidat als anti-HIV Wirkstoff ist das 4’-Ethinyl-substituierte d4T-
Analogon Festinavir 6, das bei geringerer Toxizitat eine 5-10-fach hohere Aktivitat gegen das

HI-Virus besitzt als d4T 2 und derzeit klinisch getestet wird >0

Da die RT im Vergleich zu humanen DNA-Polymerasen eine hohe Fehlerrate beim Einbau von
Nucleotiden aufweist (ein falsches pro 1700 Nucleotide), kann es bei der Monotherapie mit

MU Dies fiihrte zur Entwicklung der

N(t)RTI schnell zur Resistenzbildung kommen.
hochaktiven, antiretroviralen Therapie (HAART), bei der in der Regel zwei N(t)RTI (sog.
Backbone) mit einem nicht-nucleosidischen RT-Inhibitor (NNRTI) oder einem
Proteaseinhibitor (PI) kombiniert werden.*? Die Wirkung der NNRTI beruht auf
allosterischen Effekten, die aus der Bindung des Wirkstoffs in der Ndhe des aktiven Zentrums
der RT resultieren.™ weitere Ansatzpunkte fur die HIV-Therapie sind die Unterbindung der
Integration der viralen DNA in das Wirtsgenom (Integraseinhibitoren)[14] sowie das

)[15]. Trotz aller

Verhindern des Eindringens des Viruspartikels in die Zelle (Entry-Inhibitoren
Fortschritte in der Therapie von HIV und AIDS in den letzten Jahrzehnten stellt eine Infektion
nach wie vor eine grofle medizinische Herausforderung dar, da die bekannten
Therapieverfahren die Viruslast im Korper zwar drastisch senken, das Virus aber nicht
vollstandig entfernen kénnen. So lebten im Jahr 2010 ca. 34 Millionen Menschen mit einer
HIV-Infektion.™ Zusatzlich macht die hohe Mutationsrate des Virus die Verbesserung der

bekannten Behandlungen, die weitere Suche nach neuen Wirkstoffen und neuartigen

Therapieansatzen nétig.

Ein weiteres Anwendungsgebiet fir Nucleosidanaloga ist die Behandlung einer Hepatitis-B-
Infektion, von der weltweit ca. 350 Mio. Menschen betroffen sind.!*®! Das Hepatitis-B-Virus
(HBV) ist ein Hepadnavirus, das seine Erbinformation im Gegensatz zu HIV in Form von DNA
in die Wirtszelle einbringt. Allerdings besitzt auch das HBV eine RT, die nach Transkription
und Translation der Strukturproteine die virale RNA in DNA umschreibt, die als Teil eines
neuen Viruspartikels die Wirtszelle verlasst. Daher ist auch im Fall des HBV die RT ein

(18] Derzeit sind sieben NRTI zur Behandlung von

effektiver Angriffspunkt fir Therapeutika.
HBV-Infektionen zugelassen. Dazu gehort neben den auch als anti-HIV-Wirkstoffe

eingesetzten Emtricitabin 3 und Tenofovir5 u.a. das carbocyclische Desoxyguanosin-
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analogon Entecavir (ETV 7), das trotz des Vorhandenseins einer 3’-Hydroxyfunktion hohe
Aktivitat als RT-Inhibitor zeigt. In diesem Fall wird nach dem Einbau des Wirkstoffs der DNA-
Strang noch um einige Nucleotide verlangert, bevor die Replikation abbricht. Dieser
Mechanismus ist vermutlich auf die Konformationsanderung im Glycon zurlickzufiihren, die
aus dem Austausch des Ringsauerstoffs durch eine Methylengruppe resultiert und eine
Veranderung der Ausrichtung der 3’-Hydroxyfunktion im aktiven Zentrum der RT zur Folge

hat.™*”!

Bei dem Hepatitis-C-Virus (HCV) handelt es sich um ein RNA-Virus aus der Familie der
Flaviviren. Ein Target fur Wirkstoffe zur Behandlung einer HCV-Infektion ist die RNA-
abhangige RNA-Polymerase NS5B, die eine entscheidende Rolle im Replikationscyclus des
HCV spielt. Zu den gangigen Therapeutika gehort das Ribonucleosid Ribavirin 8, das als NS5B-

Inhibitor in Kombination mit Interferon-a eingesetzt wird.!*8

Ein vielversprechender
Wirkstoff ist auch das in 2’-Position methyl- und fluorsubstituierte Uridinanalogon 9, das in
Form eines Phosphoramidatpronucleotids (Sofosbuvir) klinisch getestet wird.™! Weiterhin

ist eine grolRe Zahl nucleosidanaloger anti-HCV-Wirkstoffe in der Entwicklung.[zol

0]

0
O HzNJg\
N NH 7N ﬁ“”

<L N,

HO NN NH, HO N HO N™ "0
0]
OH OH OH OH F
ETV 7 (anti-HBV) Ribavirin 8 (anti-HCV) 9 (anti-HCV)

H11Cs

0]
N

NH
¢
N N/)\NHQ

HO
Lo
OH OH

ACV 10 (anti-Herpes) Cf-1743 11 (anti-VzV) Gemcitabin 12 (anti-Tumor)

=

Abb. 4: Nucleosidanaloga mit unterschiedlicher pharmakologischer Wirkung.
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Das acyclische Guanosinanalogon Aciclovir (ACV 10) zeigt Aktivitdt gegen eine Reihe von
Herpesviren, wie das Herpes-Simplex-Virus (HSV), das Varicella-Zoster-Virus (VZV), das
Epstein-Barr-Virus (EBV) sowie das humane Cytomegalie-Virus (HCMV) und ist der Wirkstoff
des bekannten anti-Herpes Medikamentes Zovirax® (GIaxoSmithKIine).[m Ein Wirkstoff, der
selektiv und potent gegen das VZV wirkt, das Windpocken und Gilirtelrose hervorruft, ist das

bicyclische Nucleosidanalogon (BCNA) Cf-1743 11, das sich in klinischen Studien befindet.*

Ein Beispiel fiir den Einsatz von Nucleosidanaloga in der Krebstherapie ist das Cytostatikum
2’,2’-Difluoro-2’-desoxycytidin (Gemcitabin 12).[23] Nach Einbau des Wirkstoffs anstelle von
Desoxycytidin wahrend der DNA-Replikation wird der DNA-Strang noch um ein weiteres
Nucleotid verldngert, was das Herausschneiden des Wirkstoffs durch Exonucleasen
verhindert. Anschlieend bricht die DNA-Replikation ab.? zusstzlich  kénnen
phosphorylierte Metabolite von Gemcitabin 12 auch weitere Enzyme inhibieren, die bei der
DNA-Replikation wichtige Funktionen (bernehmen. Neben 12 werden noch weitere

Nucleosidanaloga als Cytostatika in der Chemotherapie gegen Krebs eingesetzt.[zsl

Wie die natirlich vorkommenden Nucleoside miissen auch die Nucleosidanaloga als
5’-Triphosphate vorliegen, um in DNA oder RNA eingebaut werden zu konnen und antivirale
bzw. cytostatische Wirkung zu zeigen. Diese Triphosphate werden in drei voneinander
unabhangigen Phosphorylierungsreaktionen durch humane Kinasen des salvage-pathway
oder viruseigene Kinasen aufgebaut. Da diese Enzyme hohe Substratspezifitat aufweisen, ist
hdufig einer der Phosphorylierungsschritte geschwindigkeitsbestimmend fir die
Bioaktivierung der Nucleosidanaloga. Ist einer der Schritte stark gehemmt, kann dies die
Aktivitdat des Wirkstoffs signifikant verringern oder ganzlich unterbinden.’”® Die
Untersuchung unterschiedlicher Strategien, dieses Problem zu umgehen, stellt den

Schwerpunkt dieser Arbeit dar.
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2. KENNTNISSTAND

2.1. Prodrugs und Pronucleotidkonzepte

Als Prodrugs werden im Allgemeinen biologisch inaktive Verbindungen bezeichnet, die an
ihrem Wirkort chemisch oder enzymatisch in eine biologisch aktive Verbindung
umgewandelt werden. Mit Hilfe solcher Vorlauferverbindungen lassen sich beispielsweise
Probleme wie schlechte Wasserloslichkeit, chemische Instabilitdt, schlechte Aufnahme in
den Korper und in die Zellen sowie first-pass Effekte und Toxizitat umgehen.m] Dazu mussen
die Prodrugs wahrend des Transports zu ihrem Wirkort in unterschiedlichen Medien stabil
sein (je nach Applikationsform z.B. im Magensaft, Blutplasma etc.), eine gute
Membrangangigkeit aufweisen um in Zellen eindringen oder die Blut-Hirn-Schranke
Uberwinden zu konnen und an ihrem Wirkort schnell den entsprechenden Wirkstoff

[27]
NH
o LY

freisetzen.

1]
lipophile Maske —O—FI’—O N o
:' O koﬂ
cyclisch |
oder . . _
acyclisch  ~~-___ lipophile Maske
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Abb. 5: Prinzip des Pronucleotidkonzepts am Beispiel von d4T 2.
Die als pharmazeutische Wirkstoffe eingesetzten Nucleosidanaloga sind in der Regel
Prodrugs ihrer bioaktiven Nucleosid-5’-triphosphate. Die intrazelluldre Phosphorylierung

wird schrittweise durch virale Kinasen oder humane Kinasen des salvage-pathway
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bewerkstelligt. Aufgrund der hohen Substratspezifitit dieser Enzyme kann einer oder
mehrere dieser Phosphorylierungsschritte fiir die Nucleosidanaloga stark verlangsamt
sein.’® so st zum Beispiel fur den anti-HIV Wirkstoff d4T2 der erste
Phosphorylierungsschritt, der durch die Thymidinkinase (TK) katalysiert wird, gehemmt.m]
Im Fall von AZT 1 stellt hingegen die zweite Phosphorylierung durch die Thymidylatkinase

(TMPK) den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar.”®!

Eine Strategie, dieses Problem zu umgehen, ist die direkte Verabreichung der bereits
phosphorylierten Nucleoside (sog. TK-Bypass). Aufgrund der negativen Ladungen der
Phosphatgruppe(n) ist es diesen hydrophilen Molekilen allerdings nicht moglich, die
lipophile Zellmembran zu Uberwinden. Dies fihrte zur Entwicklung unterschiedlicher
Konzepte, durch lipophile Substituenten die Ladungen des Phosphats zu maskieren und so
membrangadngige Prodrugs zu generieren, die intrazelluldr die entsprechenden Nucleosid-5’-
phosphate freisetzen. Dieses Konzept ist am Beispiel von d4T 2 (Abb. 5, S. 7) gezeigt. Der
Uberwiegende Teil dieser Konzepte befasst sich mit Nucleosidmonophosphatprodrugs, die

auch als Pronucleotide bezeichnet werden.%3!

2.1.1. Unterschiedliche Pronucleotidkonzepte

Einige der wichtigsten Pronucleotidkonzepte sind in Abb.6 (S.9) gezeigt. Bei dem
Uberwiegenden Teil findet intrazellular eine enzymatische Abspaltung der lipophilen
Substituenten statt, was zur Freisetzung des entsprechenden Monophosphats fiihrt. Alle hier
vorgestellten Konzepte wurden auf eine Vielzahl unterschiedlicher Nucleosidphosphate und
-phosphonate angewendet und mit diversen unterschiedlich substituierten Masken
evaluiert. Die ersten Nucleosidmonophosphatprodrugs wurden 1984 von FARQUHAR ET AL.
verdffentlich.®” Dabei wurden zwei Acyloxyalkylestergruppen verwendet, die intrazellular
zunachst durch Carboxyesterasen an der Esterfunktion gespalten werden, um dann aus dem
daraus gebildeten Hydroxymethyl-Intermediat durch Abspaltung von Formaldehyd das
Nucleosidmonophosphat freizusetzen. In Abb. 6 (S. 9) ist exemplarisch das Bis[pivaloyloxy-

methyl] (BisflPOM])-Prodrug des Antitumorwirkstoffs 5-Fluor-2’-desoxyuridin 16 gezeigt.[ag]
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Auch bei dem Bis[S-acylthioethyl] (Bis[SATE])-Prodrug 17 nach ImMBACH ET AL. erfolgt die

Initilerung der Spaltung der Maske durch eine Carboxyesterase. Nach anschlielender

Abspaltung von Thiiran wird das Nucleosidmonophosphat erhalten 343!

(@] (@]
O 0]
o F By
L NH Q NH
0 | 0 |
0-P-0 N™ O 0-P—0 N" 0o
; o— & 0 s— 6 O
@] @)
OH
Bis[POM]-Prodrug 16 Bis[SATE]-Prodrug 17

N /

N NfN
N

S 'e) 4
? /§ o (ID 3 < | N/)\NH
Oﬁo —= |0-P-0-Nucl.| =—— ©O7P~0 2
) o HN 0]
OH OH
Ac Bis[AB]- Prodrug 18 / \ >H ProTide 19
NH,
o G
N /g
S«
O/ﬁ\/o\)
0]
Cl
HepDirect-Prodrug (Pradefovir) 20 cycloSal-Prodrug 21

Abb. 6: Pronucleotide als Beispiele fiir unterschiedliche Pronucleotidkonzepte.

Die Freisetzung von AZT-Monophosphat aus dem Bis[acyloxybenzyl] (Bis[AB])-Prodrug 18
beginnt mit der Spaltung des Acylesters in para-Position des Phenylrings. Aus dem so
gebildeten 4-Hydroxybenzylester spaltet sich ein Chinonmethid ab, das mit Wasser zu

4-Hydroxybenzylalkohol reagiert. Nach der Abspaltung der zweiten Maske auf analogem

Weg wird AZT-Monophosphat gebildet.Bs]

Eines der am meisten angewendeten und am besten untersuchten Konzepte stellen die

Phosphoramidatprodrugs (ProTides) nach MCGUIGAN ET AL. dar.®” In diesem Fall befinden sich

9
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zwei unterschiedliche Substituenten an der Phosphateinheit: Ein Alkylester einer
L-Aminosaure sowie eine Aryloxy- oder Alkyloxyeinheit. An der Abspaltung der Masken sind
vermutlich zwei Enzyme beteiligt. Eine Esterase spaltet den Aminosdureester, was zu einer
spontanen Cyclisierung unter Verlust des Alkyl- oder Aryloxysubstituenten fihrt. Nach der
folgenden Ringoffung wird die Aminosdaure unter Bildung des Nucleosidmonophosphats
durch eine Phosphoramidase abgespalten.Bs} Das in Abb. 6 (S. 9) gezeigte Pronucleotid 19 ist

ein hochpotenter anti-HCV-Wirkstoff, der sich derzeit in klinischen Studien befindet.?

Zur selektiv in der Leber stattfindenden Wirkstofffreisetzung wurden die HepDirect-Prodrugs
entwickelt. Der Freisetzungsmechanismus beruht auf Cytochrom P4so-vermittelter Oxidation
des direkt der Phosphateinheit benachbarten Kohlenstoffatoms. Das so gebildete Hemiketal
reagiert nach spontaner Ringdffnung und B-Eliminierung unter Abspaltung eines
Arylvinylketons zum freien Phosphat.[‘w] Aufgrund dieses Mechanismus wurde das Hep-
Direct-Konzept auf eine Vielzahl von Wirkstoffen gegen Lebererkrankungen angewendet,

wie das als Beispiel gezeigte Phosphonatprodrug Pradefovir 20.1

Bei dem von MEIER ET AL. entwickelten cycloSal-Konzept erfolgt die Abspaltung der Maske
durch hydrolytische Spaltung der Phenylesterbindung und anschlieRenden Bruch der
Benzylesterbindung.m] Bei der in Abb. 6 (S. 9) gezeigten Verbindung handelt es sich um das
3-Methyl-cycloSal-d4T-monophosphat 21.*% pa die Untersuchung und Anwendung des
cycloSal-Konzepts einen Schwerpunkt dieser Arbeit darstellt, wird dies im folgenden

Abschnitt ausfuhrlich beschrieben.

2.1.2. Pronucleotide nach dem cycloSal-Konzept

Bei Pronucleotiden nach dem cycloSal-Konzept werden zur Maskierung Salicylalkohole
unterschiedlicher Substitutionsmuster verwendet. Einfache cycloSal-Prodrugs kommen ohne
enzymatische Spaltung aus. Im Vergleich zu den meisten gangigen Pronucleotidkonzepten
zeichnet sich die cycloSal-Technik dadurch aus, dass mit nur einer cyclischen Maske beide
Ladungen des Phosphats geschiitzt werden, sodass pro Mol freigesetzten Wirkstoffs nur ein
Mol der Maske als Nebenprodukt entsteht. Der in Abb.7 (S.11) am Beispiel des d4T-

Prodrugs 21 gezeigte Mechanismus der intrazelluldren Phosphatfreisetzung beruht auf einer
10
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rein chemischen hydrolytischen Spaltung der Phenylesterbindung in einer SyP-Reaktion aus
der der Benzylphosphatdiester 22 resultiert. Durch die erste Bindungsspaltung wird der zur
Benzylesterbindung ortho-stiandige Substituent von einem schwachen Donor (Phosphat) zu
einem starken Donor (Hydroxy). Durch diese Umpolung wird ein spontaner Bruch der
Benzylesterbindung induziert, aus dem das entsprechende Nucleosidmonophosphat
(d4TMP 13) und der Salicylalkohol 23 resultieren. Letzterer wird vermutlich zunachst als
Chinonmethid 24 abgespalten und nach Addition von Wasser erhalten. Findet zundchst in
einer Syl-artigen Reaktion die Spaltung der Benzylesterbindung statt, wird der
hydrolysestabile Phenylphosphatdiester 25 gebildet, aus dem eine Freisetzung des

Nucleosidphosphats 13 nicht zu erwarten ist.!42!

oH i
\\\ O @
i %0 YIH
o/ NH O N" 0
2 0 | Y S\P, pH>7 o)
0f 0 N™ ™0 OH k&ﬁ
) J CO;
OH SnP —
3-Me-cycloSal-d4TMP 21 Benzylphosphatdiester 22
| C)
! (0] @]
1Syl Chinonmethid 24 induzierter
+ +H,0 C-0O-Bindungsbruch
| +H,0
¥
O O

)
S) CO)

Phenylphosphatdiester 25 3-Methylsalicylalkohol 23 d4TMP 13

OH
o O 7 NH \kaH
P N No on- 8_,@)_0 o
OH o
o

Abb. 7: Hydrolysemechanismus des cycloSal-Pronucleotids 3-Me-cycloSal-d4TMP 21.

Die Hydrolysegeschwindigkeit und der Hydrolyseweg koénnen durch die Wahl der
Substituenten am Salicylalkohol gesteuert werden. Donorsubstituenten in 3-Position fihren

zu einer Erhohung der Hydrolysehalbwertszeit, wahrend Akzeptorsubstituenten in der

11
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5-Position diese verringern, da sie die Elektrophilie des Phosphorzentrums erhéhen und
somit den Angriff eines Nucleophils erleichtern. Donorsubstituenten in Benzylposition
fihren zu einer Bevorzugung der Syl-Reaktion durch Stabilisation des intermediar
gebildeten Carbokations. Eine Auswahl an Substitutionsmustern fiir cycloSal-Pronucleotide
der 1. Generation sind am Beispiel eines d4T-Prodrugs in Abb. 8 gezeigt. Neben d4TMP 13
wurde das cycloSal-Konzept auf eine Vielzahl weiterer Nucleosidphosphate und

-phosphonate angewendet.!*

l X=R=IH
X=5-Cl,R=H
N R7 o X=6-Cl,R=H
1 X =3-Me, R =H
57 | 26 | NH X =3,5-Me, R = H
X U pA X =3-t-Bu, R =H
20" o N~ ~O X =3,5-t-Bu,R=H
3 X = 3,5-t-Bu, 6-F, R=H
T —O~ X =H, R = Me
X =6-Cl, R = Me

Abb. 8: Ausgewahlte Substitutionsmuster von cycloSal-Pronucleotiden der 1. Generation.

Eine Weiterentwicklung des Konzepts stellen die cycloSal-Pronucleotide der 2. Generation
mit ,lock-in“~-Modifikationen dar. Diese tragen Substituenten am Salicylalkohol, die nach
dem Eindringen in die Zelle schnell enzymatisch gespalten werden, wodurch ein polares
Intermediat erzeugt wird, dem ein erneutes Passieren der Zellmembran nicht moglich ist.
Intrazellular werden diese Intermediate anschlieend nach dem in Abb. 7 (S. 11) gezeigten
Mechanismus hydrolysiert. Ein Beispiel ist die in Abb.9 (S.13) gezeigte 5-Acylal-
funktionalisierte Verbindung 26, die durch Esterasespaltung und Verlust von Formaldehyd zu
dem polaren Intermediat 27 reagiert.[45] Eine weitere Moglichkeit der ,lock-in“-Modifikation

%8} |n beiden Fillen

ist die Verwendung von Aminosaurestern als enzymspaltbarer Gruppe.
verhindert ein Ethylenspacer zwischen enzymatisch spaltbarer Gruppe und Phenylring einen
direkten Einfluss der Enzymreaktion auf die Hydrolysegeschwindigkeit. Im Unterschied dazu
fihrt bei den enzymatisch aktivierbaren cycloSal-Prodrugs der 3. Generation die
enzymatische Esterspaltung zu einer Umpolung des Substituenten von einem schwachen zu
einem starken Akzeptor, was eine schnelle chemische Hydrolyse zur Folge hat."*”! Anhand
des in Abb.9 (S.13) gezeigten 5-(1-Acetoxyvinyl)-substituierten Pronucleotids 28 ist die
Bildung der 5-acetylsubstituierten Verbindung 29 nach enzymatischer Spaltung der

Esterfunktion mit anschlieBender schneller Hydrolyse zum d4TMP 13 gezeigt. Der ,lock-in“

12
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findet bei diesen Verbindungen auf der Stufe des Nucleotids statt.*® Trotz erfolgreicher

intrazellularer Freisetzung des Wirkstoffs konnte bei den cycloSal-Pronucleotiden der 2. und

3. Generation keine Verbesserung der antiviralen Aktivitdt erreicht werden. Dies ist

vermutlich auf eine anteilige extrazelluldre Spaltung der Verbindungen zuriickzufiihren.

| 2. Generation - "lock-in"|

11
P
0" o

==

26 (R = Me, iPr, t-Bu)

1. Esterase (schnell)
2. - Formaldehyd

(O)e;
g |
O
\
/\<O
O
Z/_éz
pd
Jd T

27

[3. Generation - enzymatisch aktiviert]

O
o)]\ o)
NH
g//o \fi&
o \O N (0]
* @
28 (X=H, Me, t-Bu)
Esterase (schnell)
(0]
0 \ﬁj\NH
s,/O |
o ™o N)*o
X —@
29

Hydrolyse (langsam)

d4TMP 13

Hydrolyse (schnell)

Abb. 9: cycloSal-Pronucleotide der 2. und 3. Generation mit jeweiligem Spaltungsmechanismus.

Ein besonders effizientes Verhaltnis von Maske zu Wirkstoff von 1:2 wurde durch die in

Abb. 10 (S. 14) gezeigten Verbindungen realisiert. Neben d4T-Prodrugs wie Verbindung 30!

wurde das Konzept von PARANG und AHMADIBENI aufgegriffen, die die Freisetzung zweier

(50]

unterschiedlicher Wirkstoffe aus dem asymmetrischen Prodrug 31 zeigen konnten™"".
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30 31 N3
Abb. 10: Symmetrisches (30) und asymmetrisches (31) Bis-cycloSal-Pronucleotid.

Werden in Pronucleotidsystemen zwei unterschiedliche oder cyclische Masken verwendet,
wie es bei dem cycloSal-Konzept aber auch bei den in Abb. 6 (S. 9) gezeigten HepDirect- und
ProTide-Verbindungen der Fall ist, befindet sich ein stereogenes Zentrum am Phosphoratom.
Diese Verbindungen liegen daher als Gemische zweier Diastereomere vor, deren Trennung
sich als sehr aufwédndig erweist und nur in einigen Féllen erfolgreich ist. Da sich die
Hydrolysegeschwindigkeit und die antivirale Aktivitdit der Diastereomere signifikant
voneinander unterscheiden kénnen, wurde eine stereoselektive Synthese entwickelt, die
unter Verwendung chiraler Auxiliare den Zugang zu cycloSal-Pronucleotiden mit hohen
Diastereoselektivitdten ermaoglicht. In Abb. 11 ist die Synthese von (Rp)-21 durch Kupplung

von d4T 2 mit dem chiralen Phosphorchloridat (Sp)-32 gezeigt.[51]
0]
9//0 "/‘/CN | i* 1.0 Aquiv. Cu(OT¥),, BEN CI’//o \fj\/t'
O\‘PVN/kO +HO N e Et;N, CH,Cl,, 5-7 d, Rt P’
COD

(Sp)-32 2 (Rp)-21 (94% de)

Abb. 11: Diastereoselektive Synthese von cycloSal-Pronucleotiden am Beispiel von (Rp)-21.
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2.1.3. Prdparative Nutzung des cycloSal-Konzepts

Durch Angriff geeigneter Nucleophile am elektrophilen Phosphorzentrum eines cycloSal-
Phosphattriesters lasst sich eine Vielzahl unterschiedlicher phosphorylierter Biomolekiile
synthetisieren. So wurde dieses Konzept zur Synthese von Nucleosiddi- und -triphosphaten
sowie zur Darstellung von Dinucleosidpolyphosphaten genutzt.[52’531 Unter Verwendung von
deprotonierten Zuckern und Zuckerphosphaten als Nucleophile lassen sich Nucleosidmono-

54571 Diese Synthesestrategie eignet sich nicht nur zur

und -diphosphatzucker synthetisieren.
Darstellung anomerenreiner Nucleosidmono- und diphosphatglycopyranosen mit kurzen
Reaktionszeiten und hohen Ausbeuten, sondern ermoéglicht auch die Synthese dieser
Verbindungen mit unterschiedlichen Modifikationen im Nucleosid- sowie im

Glycopyranoseteil.52 )

Zur Synthese werden cycloSal-Phosphattriester mit starken
Akzeptorsubstituenten (NO,, Cl) in 5-Position des Salicylalkohols verwendet. Eine Ubersicht

Uber die synthetischen Moglichkeiten gibt Abb. 12.

b b4
HOV—\_ @ 9 5 HO Q 5
0-P-0-P—0 O-P-0
O O o] o) o)
© o ©
OH OH/H OH OH/H
Acc
o \©\A<//O o ©°
S) _P )
0-P—0 B 0" o B —— 0-P-0-P—0 B
o) o] o] O O o]
© © o
OH OH/H OH OHMH OH OHMH

HHO  OH
n=13 OH OHMH

Abb. 12: Ubersicht des Synthesepotentials des cycloSal-Konzepts (Acc = Akzeptorsubstituent).
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2.1.4. Nucleosiddiphosphatprodrugs nach dem DiPPro-Konzept

Waéhrend der Bioaktivierung von AZT 1 stellt die zweite Phosphorylierungsreaktion von
AZTMP 33 zu AZTDP 34 den gehemmten Schritt dar (Abb. 13). Bei der HIV-Therapie mit AZT 1
kommt es daher zur intrazelluldren Akkumulation von AZTMP 33, was zu Nebenwirkungen

und ineffizientem Aufbau von AZTTP 35 fiihrt.?”!

0O
l NH

/&O

0]

lipophile Maske —O—FI’—O—

|
lipophile Maske N
3

-0 N
0]

®©O0-1=0

2 |lipophile Maske 4
0]

NH
O 0 |
TK TMPK S NDPK
AZT1l ————> AZTMP33 ------- - o—|'|3'—O—IF|'>—O NAO AZTTP 35
(0] (0] (0]
© O
AZTDP 34 N3

Abb. 13: Prinzip des DiPPro-Konzepts am Beispiel von AZT 1.

Im Gegensatz zu der Vielfalt unterschiedlicher Strategien zur intrazellularen Freisetzung von
Nucleosidmonophosphaten gibt es fir die Entwicklung von Nucleosiddiphosphatprodrugs
nur wenige Ansdtze. HOSTETLER ET AL. nutzten Dimyristoylglycerol, um das B-Phosphat des
Diphosphats von Aciclovir 10 zu maskieren, wahrend zwei negative Ladungen an der
Diphosphateinheit verblieben. Es wurde allerdings festgestellt, dass diese Verbindungen
intrazelluldar nicht wie gewilinscht das Diphosphat, sondern durch Bruch der
Phosphoanhydridbindung lediglich das Monophosphat freisetzen.®™ Ein weiteres System
untersuchten BONNAFFE ET AL, die Nucleosidmono-, -di- und -triphosphate an der
endstandigen Phosphateinheit mit einer Acylfunktion schitzten. Allerdings waren diese
Verbindungen im RPMI-Zellkulturmedium bei der Durchfiihrung antiviraler Tests nicht

stabil.®®! Erste Versuche von JESSEN ET AL., das cycloSal-Konzept auf Nucleosiddiphosphate
16
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anzuwenden, fihrten ebenfalls nicht zum Erfolg, da auch hier der Bruch der
Anhydridbindung gegeniiber der Abspaltung der Maske Uberwog.[63'64] Die Anwendung des
bereits in Abb. 6 (S.9) fiir Nucleosidmonophosphate gezeigten Bis(acyloxybenzyl)-Systems

B3¢ war dagegen erfolgreich. Fiir die Modellverbindungen mit d4T 2 und

nach THOMSON ET AL.
AZT 1 als Nucleoside und Acylresten unterschiedlicher Kettenlange wurde die Freisetzung
des entsprechenden Nucleosiddiphosphats bei Hydrolysen in Phosphatpuffer (pH 7.3) und in
CEM/0-Zellextrakten nachgewiesen, wahrend die aus der Spaltung der Anhydridbindung
resultierende Bildung des Monophosphats nur in untergeordnetem MaRe beobachtet

wurde.
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Abb. 14: Spaltung eines DiPPro-Nucleotids am Beispiel eines AZT-Prodrugs.

Der postulierte Spaltungsmechanismus ist in Abb. 14 gezeigt.[63'64] Zunachst wird die

Acylesterfunktion einer der Masken enzymatisch oder hydrolytisch gespalten, gefolgt von
17
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einer 1,6-Eliminierung, die zur Abspaltung eines Chinonmethids fiihrt, das nach Addition von
Wasser zu 4-Hydroxybenzylalkohol 36 reagiert.[65] Das so gebildete einfach maskierte
Intermediat besitzt eine deutlich héhere Stabilitat als das zweifach maskierte Prodrug, zeigt
aber einen identischen Spaltungsmechanismus fir die zweite Maske, nach dem schlief3lich
AZTDP 34 freigesetzt wird. Durch den Vergleich der Hydrolysehalbwertszeiten in
Phosphatpuffer (pH 7.3) und CEM/0-Zellextrakt konnte gezeigt werden, dass die
enzymatische Hydrolyse der Acylfunktion signifikant schneller ablauft. Fir das AZT-Prodrug
mit einem Methylsubstituenten konnte eine 500-fach schnellere Spaltung fir die erste
Hydrolyse und eine um das 2500-fache beschleunigte Hydrolyse fiir den zweiten Schritt im
Zellextrakt gefunden werden.®¥ Dies ist eine wichtige Eigenschaft dieser Prodrugs, da eine
stark beschleunigte enzymatische Hydrolyse zu einer selektiven intrazelluldren Freisetzung

des Diphosphats fiihren sollte.

In ersten Versuchen zur Synthese von Nucleosiddiphosphatprodrugs war die Synthese von
Tris(acyloxybenzyl)-Prodrugs, bei denen zusatzlich zu den Ladungen am B-Phosphat auch die
am a-Phosphat maskiert ist, nicht erfolgreich. Zur Stabilitat der Prodrugs ist offenbar die
negative Ladung am a-Phosphat notwendig, da diese einen nucleophilen Angriff, der zur

%] Die daraus resultierende

Spaltung der Anhydridbindung flihren wirde, erschwert.
Polaritat kann durch die Wahl der Substituenten an der Acylfunktion kompensiert werden.
Allerdings nimmt mit zunehmender Kettenldnge nicht nur die Lipophilie, sondern auch die
Halbwertszeit des Prodrugs zu, was wiederum zu einem verstarkten Auftreten der
konkurrierenden Anhydridspaltung fiihrt. Dieses Phanomen wurde unter Verwendung
unterschiedlicher Kettenlangen eingehend untersucht.®” Durch Verwendung von Aryl- statt
Alkylgruppen an der Acylfunktion kann die Hydrolysestabilitdt der Prodrugs in Abhangigkeit
vom Substitutionsmuster am Aromaten gesteuert werden. Die Auswirkungen von
aktivierenden und desaktivierenden Substituenten auf das Hydrolyseverhalten der Prodrugs
konnten anhand unterschiedlicher Beispiele evaluiert werden.'®® |n Abgrenzung zu anderen

Prodrugkonzepten wird das hier vorgestellte System als DiPPro-Konzept bezeichnet, was sich

von Diphosphatprodrug ableitet.
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2.2. Verfahren zur Bestimmung der intrazellularen Konzentration von Wirkstoffen

Um die Effektivitat pharmazeutischer Wirkstoffe zu evaluieren ist es notwendig, deren
Konzentration an ihrem Wirkort sowie die Konzentration potentiell toxischer Metabolite
bestimmen zu kdnnen. Dazu genutzte analytische Verfahren missen hochspezifisch fir die
untersuchten Verbindungen sein und eine hohe Sensitivitdt aufweisen. Je nach analysiertem
Medium ist haufig eine aufwandige Probenvorbereitung notig, wahrend der der Analyt stabil
sein muss. Drei Verfahren und deren Anwendung auf Nucleosidanaloga und
Nucleotidprodrugs werden im Folgenden vorgestellt: radioaktive Markierung,

Fluoreszenzmarkierung und LC-MS Methoden.

2.2.1. Radioaktiv markierte Pronucleotide

Radioaktiv markierte Verbindungen lassen sich mit sehr niedrigen Nachweisgrenzen in
biologischen Medien nachweisen. Dazu ist die Synthese entsprechender Verbindungen, die
ein radioaktives Isotop in einem geeigneten Molekilteil tragen, nétig. Ein Vorteil dieser
Methoden ist, dass die Isotopenmarkierung nahezu keinen Einfluss auf die chemischen und
physikalischen Eigenschaften und auf die enzymatische Umsetzung des Analyten hat. Ein
allgemeiner Nachteil ist der hohe experimentelle Aufwand, die Notwendigkeit strikter
Sicherheitsauflagen sowie hohe Kosten fiir die markierten Molekiile. Eine klassische
Anwendung der Isotopenmarkierung zur Aufklarung biochemischer Prozesse stellt die DNA-
Sequenzierung dar, bei der in der Regel *’P- oder **S-markierte Nucleosidtriphosphate als

Sonden verwendet werden.®”

Erste Untersuchungen zu Zellaufnahme und intrazellularem Metabolismus von 3-Methyl-
cycloSal-d4TMP 21 und 3-Methyl-cycloSal-AZTMP wurden mit Verbindungen durchgefihrt,
die an der Methylgruppe der Nucleobase eine Tritiummarkierung tragen. Zellen
verschiedener Zelllinien wurden fiir unterschiedliche Zeitrdume und mit verschiedenen
Konzentrationen inkubiert. Nach anschlieBender Zelllyse und Extraktion der Analyten
wurden diese via HPLC getrennt und die einzelnen Fraktionen mit einem

Szintillationsdetektor analysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass in
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beiden Fallen das Nucleosidmonophosphat effizient freigesetzt wird, dieses im Fall von AZT 1

aber wie erwartet akkumuliert und nur wenig zum AZTDP 34 umgesetzt wird.7o74

KORTYLEWICZ ET AL. synthetisierten unterschiedliche cycloSal-Pronucleotide von 5-[**’1]-2’-
desoxyuridin, das aufgrund seiner Radiotoxizitat einen potentiellen anti-Tumor Wirkstoff
darstellt. Da diese Wirkung rdaumlich begrenzt ist, tritt ein Effekt nur auf, wenn das
Nucleosidanalogon in einen DNA-Strang eingebaut wird und somit irreparable Briiche in
diesem Strang hervorrufen kann. Daher ist eine effektive Zellaufnahme und Umsetzung zum
Nucleosidtriphosphat notwendig. Anhand der radioaktiv markierten Nucleobase lief§ sich die
Zellaufnahme dieser Verbindungen detailliert beobachten. Die Untersuchung der getrennten
Diastereomere zeigte eine Abhéangigkeit der Zellaufnahme von der absoluten Konfiguration

am Phosphorzentrum.m]

2.2.2. Fluoreszenzmarkierte Pronucleotide

Die Verwendung fluoreszenzmarkierter Biomolekiile stellt eine weit verbreitete Methode in
der Bioanalytik dar. Ein besonders prominentes Beispiel ist die Verwendung des grin
fluoreszierenden Proteins (GFP) fir dessen Entwicklung CHALFIE, SHIMOMURA und TSIEN im Jahr
2008 den Chemienobelpreis erhielten. Daneben gibt es eine groRe Zahl unterschiedlicher
Fluoreszenzfarbstoffe, die als Fluorophore eingesetzt werden kénnen, um biochemische
Prozesse in vitro und in vivo zu untersuchen. Diese Farbstoffe missen sich in ihrer
Anregungswellenlange ausreichend von denen anderer in der Zelle vorhandener
Fluorophore (z. B. aromatische Aminosduren) unterscheiden, um eine selektive Anregung zu
gewdhrleisten und dirfen Struktur und Eigenschaften des Analyten moglichst wenig
verandern. Zusatzlich mussen sie Uber ausreichende chemische Stabilitdt im untersuchten
Medium, Stabilitat gegenliber Photobleaching sowie hohe Quantenausbeuten verft’jgen.[73]
Die Fluoreszenzmarkierung bietet gegeniiber anderen Methoden den Vorteil, den Analyten
durch wellenlangenselektive Anregung mittels Fluoreszenzmikroskopie direkt in der Zelle

oder anderen komplexen Medien untersuchen zu kénnen.
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Nucleoside und Nucleotide kdnnen sowohl Markierungen am Glycon oder am Aglycon

tragen. Zwei Beispiele sind das in Abb. 15 gezeigte, mit Fluorescein markierte Adenosin-

analogon 37 und das mit Dansyl markierte Uridinderivat 3874
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Abb. 15: Mit Fluorescein und Dansyl markierte Nucleosidanaloga.

Aufgrund ihrer GroRe kdnnen die in Abb. 15 gezeigten Farbstoffe flr die Markierung grolSer
Molekiile wie DNA- oder RNA-Strange verwendet werden, sind fiir die Untersuchung der
Zellaufnahme von vergleichsweise kleinen Molekiilen wie Pronucleotiden nicht geeignet, da
sie deren Diffusionseigenschaften zu sehr verdandern. Eine Moglichkeit, diese Verbindungen
zu untersuchen, bietet die Verwendung intrinsisch fluoreszierender Nucleosidanaloga, bei
denen eine in ihrer Struktur nur leicht modifizierte Nucleobase als Fluorophor dient. Einige

Beispiele solcher modifizierter Nucleobasen sind in Abb. 16 gezeigt.”s]

HN@ NH, o; NH Q
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R R R
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R = Ribose, Desoxyribose
Abb. 16: Beispiele modifizierter Nucleobasen als Fluorophore.

Erste Untersuchungen zur Zellaufnahme von cycloSal-Pronucleotiden unter Verwendung

intrinsisch fluoreszierender Nucleosidanaloga wurden von JESSEN durchgefiihrt. Dazu wurden

21



Kenntnisstand

die 3-Methyl-cycloSal-Triester sowie Prodrugs mit ,lock-in“-Modifikationen der in Abb. 17
gezeigten Nucleoside dm’K 39a, ddm’K 39b, iso-dA 40a, iso-ddA 40b und iso-d4A 40c sowie

carba-iso-ddA 40d und carba-iso-d4A 40e und das DiPPro-Nucleotid 41 synthetisiert.!*®7®!
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Abb. 17: Prodrugs von Nucleosiden der m>K- und der iso-A-Reihe.

Die in Abb. 17 gezeigten Verbindungen wurden auf ihre Fluoreszenz- und Hydrolyse-
eigenschaften hin eingehend untersucht. Allerdings war die Anwendung fir
Zellaufnahmestudien unter Verwendung der Fluoreszenzmikroskopie nicht erfolgreich. Die
Anregungswellenldngen (Aex = 314 nm fiir m°K-Derivate, Aex = 305 nm fiir iso-A-Derivate) sind
zu kurzwellig, um mit den fir die Messungen zur Verfigung stehenden Lichtquellen
ausreichend angeregt zu werden, da die minimale Anregungswellenldnge hier 350 nm

betrug.'®®
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2.2.3. Kopplung von Fliissigkeitschromatographie und Massenspektrometrie

Eine weitere haufig verwendete Methode, um die intrazelluldre Konzentration
pharmazeutischer Wirkstoffe und deren Metabolite zu analysieren, ist die Kopplung
flissigkeitschromatographischer Trennmethoden mit massenspektrometrischer Analyse.
Hierzu ist eine Isolierung der Analyten aus dem biologischen Medium nétig, der sich eine
chromatographische Trennung anschlieft. Hierzu wird in der Regel die
Hochleistungsfliissigchromatographie  (HPLC) verwendet.””!  Die folgende massen-
spektrometrische Detektion erlaubt sowohl die qualitative als auch die quantitative Analyse
der zu untersuchenden Verbindungen. Fir die Anwendung dieser Methode auf die
Untersuchung von Nucleosiden und Nucleotiden in unterschiedlichen Medien stellt die
chromatographische Trennung der polaren Nucleotide unter fiir die Massenspektrometrie
geeigneten Bedingungen die grofRte Herausforderung dar. Indirekte Methoden beruhen auf
der Dephosphorylierung der Nucleotide und Trennung der resultierenden Nucleoside unter
RP—HPLC—Bedingungen.[78’79] Aufgrund der aufwandigen Probenvorbereitung sind indirekte
Methoden mit einem vergleichsweise grolRen systematischen Fehler behaftet. Bei der
Verwendung direkter Methoden werden fiir die Trennung der Nucleotide in der Regel
lonenpaarungsreagenzien bei der RP-HPLC verwendet, die zu lonensuppression und
Kontamination der lonenquelle bei der Massenspektrometrie fihren kénnen. Neuere direkte
Methoden beruhen auf einer Trennung der Nucleotide an alternativen Sdulenmaterialien

wie z. B. HILIC- oder Graphitsgulen./7%"®
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3. AUFGABENSTELLUNG

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von Methoden zur Untersuchung der intrazelluldaren
Freisetzung von Nucleosidmono- und -diphosphaten aus Prodrugs. Dazu sollten drei Anséatze
verfolgt werden. Zum einen sollten cycloSal- und DiPPro-Nucleotide von 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-
didehydrouridin (d4U) 42 und 2’,3’-Didesoxyuridin (ddU) 43 synthetisiert werden, um deren
Hydrolyseverhalten bei pH-abhdngiger und enzymatischer Hydrolyse sowie deren Aktivitat
gegen das HI-Virus zu untersuchen. Zum anderen sollten cycloSal- und DiPPro-Nucleotide
bicyclischer Nucleosidanaloga (BCNA) dargestellt und ebenfalls auf ihr Hydrolyseverhalten
hin untersucht werden. Da die BCNA starke Autofluoreszenz zeigen, sollten die
synthetisierten Verbindungen als Sonden fiir die Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt werden,

um auf diese Weise Riickschliisse auf deren intrazelluldare Konzentration ziehen zu kénnen.
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R =alkyl; R = H, C;H,; R2=H, OH

Abb. 18: Ubersicht der zu synthetisierenden cycloSal- und DiPPro-Nucleotide.
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In einem dritten Ansatz sollte eine Methode zur Bestimmung der intrazelluldren
Konzentration von Nucleosidanaloga entwickelt werden, die auf der Kopplung von HPLC und
Massenspektrometrie beruht. Dazu sollten zunachst geeignete Bedingungen gefunden
werden, die eine Trennung der Nucleosidphosphate und deren Prodrugs unter fir die
Massenspektrometrie geeigneten Bedingungen erlaubt. AnschlieBend sollte die neue
Methode auf die Isolierung der Analyten aus zellularem Medium und schlieRlich zur

Durchfiihrung von Zellaufnahmestudien angewendet werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Synthese einer fluoreszenzmarkierten
Nucleosiddiphosphatpyranose unter Verwendung eines BCNA (Abb. 19). Verbindungen
dieser Art stellen potentielle Fluoreszenzsonden fiir die Durchflihrung biochemischer
Untersuchungen wie beispielsweise Ligandenaustauschassays zur Identifikation von

Glycosyltransferaseinhibitoren dar. Fir die Synthese sollte das cycloSal-Konzept genutzt

werde.
R' OH

R2 O

HO © 9
oH ¢ ©
O—I|=]’—O—I|:|’—O
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Rl=H,R2=0OH OH OH
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Abb. 19: Fluoreszenzmarkierter Nucleosiddiphosphatzucker.
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4, RESULTATE UND DISKUSSION

4.1. Nucleosidmono- und -diphosphatprodrugs von 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin
(d4U) 42 und 2’,3’-Didesoxyuridin (ddU) 43

4.1.1. Synthese von DiPPro-Nucleotiden

Die Synthese von DiPPro-Nucleotiden ist anhand eines Retrosyntheseschemas in Abb. 20
gezeigt. Dabei stellt die Kupplung eines Nucleosidmonophosphats mit einem geeigneten
Diisopropylaminophosphoramidit, das die zur Maskierung verwendeten Acyloxybenzyl-
gruppen tragt, gefolgt von der Oxidation des B-Phosphoratoms den Schliisselschritt der

konvergenten Syntheseroute dar.
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Abb. 20: Retrosyntheseschema der Darstellung von DiPPro-Nucleotiden.

Die Phosphoramidite werden ausgehend von 4-Hydroxybenzylalkohol 36 durch Veresterung

der phenolischen Hydroxyfunktion mit einem Carbonsaurechlorid, das einen
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entsprechenden Alkylrest trdgt und anschlieRende Reaktion mit Dichloro-N,N-diisopropyl-
aminophosphoramidit 44 erhalten. Das Reagenz 44 wird durch Umsetzung von Phosphor(lll)-
chlorid 45 mit Diisopropylamin 46 hergestellt, wahrend die Nucleosidmonophosphate in der

Regel Giber wenige Stufen aus den entsprechenden Nucleosiden herstellbar sind.[6®¢7]

4.1.2. Hydrolysemechanismus und antivirale Aktivitdt der DiPPro-Nucleotide von AZT 1 und
a4t 2
Nucleosiddiphosphatprodrugs nach dem DiPPro-Konzept wurden gezielt entwickelt, um
intrazellular die 5’-Diphosphate von Nucleosidanaloga freizusetzen und so die ersten zwei
Phosphorylierungsschritte des Aufbaus der 5’-Triphosphate zu umgehen. Die Hydrolyse
dieser Verbindungen in unterschiedlichen Medien wurde von JESSEN und ScHuLz eingehend
untersucht.®**6567] Alternativ zur hydrolytischen oder enzymatischen Spaltung der Maske
(Weg A), kann es zum Bruch der Phosphorsdureanhydridbindung zwischen dem a- und dem
B-Phosphat durch nucleophilen Angriff eines Hydroxidanions (Weg B) kommen, der trotz der

negativen Ladung am a-Phosphat nicht vollstandig unterbunden werden kann (Abb. 21).
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Abb. 21: Hydrolysemechanismus und alternative Spaltung der Anhydridbindung eines DiPPro-Nucleotids.

Durch diese Spaltung kommt es zur Freisetzung des Nucleosidmonophosphats sowie eines
Phosphatdiesters, der zwei intakte Masken tragt. Aus dem einfach maskierten Intermediat

konnte die Freisetzung des Monophosphats nicht beobachtet werden, da vermutlich die
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zusatzliche negative Ladung am B-Phosphat einen nucleophilen Angriff ausschlieBt. Aufgrund
dieser Tatsache ist die Menge des bei der Hydrolyse entstehenden Monophosphats abhangig
von der Stabilitdt des intakten Prodrugs bzw. von der Geschwindigkeit der Bildung des
einfach geschiitzten Intermediats. Da diese Geschwindigkeit wiederum von der Lange der
Alkylkette der Acylfunktion abhdngt, lasst sich der Schluss ziehen, dass mit zunehmender
Liange der Alkylkette die Menge des gebildeten Monophosphats zunimmt.'**®”! Die ersten
DiPPro-Nucleotide wurden mit unterschiedlichen Substituenten an der Acylfunktion mit
AZT 1 und d4T 2 als Nucleoside synthetisiert und untersucht. Dabei zeigten einige dieser
Verbindungen gute antivirale Aktivitat gegen HIV-1 und HIV-2 und behielten diese Aktivitat
auch in Thymidinkinase defizienten Zellen (TK’). Diese Ergebnisse lassen auf eine erfolgreiche
Diffusion der Verbindungen durch die Zellmembran sowie auf die intrazellulare Bildung des

bioaktiven 5’-Triphosphats schlieRen. Einige Beispiele sind in Tabelle 1 gezeigt.

Tabelle 1: Antivirale Daten unterschiedlicher DiPPro-Nucleotide.

ECso” [UM] CCso” [uM]
CEM/0 CEM/TK CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
NR“f"C =:'4[Ts7f' 0.47 +0.28 1.1+0.14 1.2+0.28 85+2.1
= 613
NRUE"C =:'4[Ts7f' 0.080+0.042  0.32+0.12 0.11 +0.042 62+6.4
= “9fl19
';'{“f': :4T[672]' 0.16£0.042  0.35+0.078 0.23 £ 0.064 39£0.71
= 111123
';‘“_CL:e:%ﬁ' 020£00  030£0.14 0.85 +0.07 365
NLI‘:'_' z k/ﬁgﬂll 0.065 +0.074 0.037 +0.037 25.0 £+ 0.0 73+14
- 3
';“‘_CL:;?IS%]' 0174014  0.05+0.025 >10 23
dat 2'¢7! 0.86 + 0.45 23+24 173+ 70 >250
AZT 1167 0.024+0.0  0.024 +0.013 >250 >250

®50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation; °50% cytotoxische Konzentration

Da aber im Fall von AZT1 und d4T 2 sowohl aus dem Nucleosid, als auch aus dem

Nucleosidmonophosphat ausreichende Mengen des entsprechenden 5’-Triphosphats
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gebildet werden kdnnen um antivirale Aktivitat hervorzurufen, kann aus diesen Daten nicht

auf eine erfolgreiche intrazelluldre Freisetzung der 5’-Diphosphate geschlossen werden.

4.1.3. 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin 42 und 2’,3’-Didesoxyuridin 43

Trotz ihrer engen strukturellen Verwandtschaft zu d4T 2 zeigen die Uridinanaloga
2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin (d4U) 42 und 2’,3’-Didesoxyuridin (ddU) 43 in ihrer
nucleosidischen Form keinerlei antivirale Aktivitdt gegen das HI-Virus. Ihre 5'-Triphosphate
hingegen sind effektive Inhibitoren der HIV-RT, was durch Tests mit dem isolierten Enzym

belegt wurde (Abb. 22).%%%!
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Abb. 22: Strukturen von d4UTP 47 und ddUTP 48 und deren ICso-Werte (50% inhibitorische Konzentration).lsl}

Die Hypothese, dass die Inaktivitit der Nucleoside auf unzureichende intrazelluldre
Phosphorylierung zurlickzufuhren ist, fiihrte zur Synthese und Evaluierung unterschiedlicher
Nucleosidmonophosphatprodrugs beider Verbindungen, wobei flir ddU-Prodrugs lediglich
moderate, fir d4U-Prodrgus keine anti-HIV-Aktivitdt beobachtet werden konnte. 826!
MCGUIGAN ET AL. untersuchten neben Phosphoramidatprodrugs dieser Nucleosidanaloga mit
Hilfe von in silico Dockingstudien deren Phosphorylierung durch humane Thymidinkinase 1
(hTK-1). Dabei zeigte sich, dass im Vergleich zum natirlichen Substrat Thymidin die zu
phosphorylierende 5’-Hydroxyfunktion von der idealen Position um 0.1 nm (ddU 43) bzw.
0.2 nm (d4U 42) abweicht. Dies ist auf konformative Unterschiede im Glycon zurtickzufiihren

und eine mogliche Erkldrung fir eine ineffektive erste Phosphorylierung.[87] Fiir den zweiten

Phosphorylierungsschritt wurde ebenfalls durch molecular modeling die Lage der Nucleosid-
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5’-monophosphate mit der von Thymidin-5’-monophosphat (TMP) im aktiven Zentrum der
Thymidylatkinase verglichen. Die Phosphatgruppe von d4UMP 49 zeigt einen grofien
Abstand zu der Position des Phosphats von TMP, was eine ineffiziente zweite
Phosphorylierung nahelegt, aus der eine niedrige Konzentration von d4UTP 47 und eine
entsprechend geringe antivirale Aktivitat trotz der Umgehung der ersten Phosphorylierung
resultieren.’®® Im Gegensatz dazu liegt die 5’-Phosphateinheit von ddUMP 50 an nahezu der
gleichen Stelle wie die von TMP, sodass eine zweite Phosphorylierung méglich wird und die

untersuchten Pronucleotide von ddU 43 moderate anti-HIV-Aktivitat zeigen (ECso =

15-43 pMm).[58
X N
o) 0
© fJ\NH ) fJ\NH
¢ @ NG ? 9Q N
0-P-0-P-0 0-P-0-P-0
O O —O— O O O
R =iPr51 = iPr 55
R = CgHy3 52 R CeHq3 56
R = CoHyq 53 R = CqH,q 57
\ﬂ/ R=Cy1Hy3 54 \ﬂ/ R=Cy,H,3 58
o) o}

Abb. 23: Zielverbindungen 51-58.

Aufgrund dieser Eigenschaften stellen Nucleosiddiphosphatprodrugs von d4U 42 und ddU 43
nach dem DiPPro-Konzept interessante Verbindungen dar um zu untersuchen, ob sich durch
Umgehung des zweiten Phosphorylierungsschritts die anti-HIV-Aktivitat von ddU 43 steigern
lasst und ob die intrazelluldre Freisetzung von d4UDP 59 zu anti-HIV-Aktivitat fihrt. Als
maskierende Gruppen wurden solche ausgewahlt, die bei der Verwendung zur Maskierung
von d4TDP 14 zu guter antiviraler Aktivitat geflihrt haben und bei denen die Freisetzung des
Nucleosiddiphosphats in Hydrolysestudien nachgewiesen wurde. Des Weiteren sollte durch
Wahl der Maske ein breiter Bereich unterschiedlicher Lipophilie der Prodrugs abgedeckt

werden. Die Zielverbindungen sind in Abb. 23 gezeigt.
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4.1.4. Synthese von d4U 42 und ddU 43

Fiir die Darstellung von d4U 42 wurde zunéachst auf die von McGUIGAN ET AL. beschriebene

Synthese zurilickgegriffen, die in Abb. 24 gezeigt ist. (8]

(0] (@] (0]
fJ\NH 1.2.5 Aquiv. MeSO,Cl f{’i" . | /t'
HO N O2. 6.0 Aquiv. NaOH/MeOH N o 3.0 Aquiv. NaH HO N o
-72% % -72% %
o 38-72% (71%) 5 34-72% (78%) o
OH
60 61 42

Abb. 24: Synthese von d4U 42 nach [89] (Literaturausbeute in Klammern).

Die Umsetzung von 2’-Desoxyuridin 60 zu 3’,5’-Anhydro-2’-desoxyuridin 61 wurde in einer
one-pot Reaktion durchgefiihrt, bei der zunachst durch Reaktion mit Methansulfonylchlorid
in Pyridin 3’,5’-Di-O-mesyl-2’-desoxyuridin 62 gebildet wird, das anschlieBend durch
intramolekulare nucleophile Substitution zu Verbindung 61 umgesetzt wird. Die
schwankenden Ausbeuten von 38-72% sind im Wesentlichen durch Schwierigkeiten bei der
Reinigung zu erklaren. Die in der Literatur beschriebene Extraktion mit siedendem Aceton
wurde auf unterschiedliche Weise versucht, so wurde zunachst das Rohgemisch in Aceton
suspendiert, diese Suspension zum Sieden erhitzt und heil filtriert. Trotz mehrmaliger
Wiederholung dieses Verfahrens war es nicht moglich, das vergleichsweise polare Produkt
von den wahrend der Reaktionen entstandenen Salzen vollstdandig zu trennen. Auch die
Durchfiihrung einer Soxhlet-Extraktion mit Aceton Uber Nacht fiihrte nicht zu einer
Optimierung der Reinigung. Eine Extraktion des Produktes mit Ethylacetat aus einer
wassrigen Losung des Rohproduktes erbrachte ebenfalls nicht den gewlinschten Erfolg. Die
beste Ausbeute von 72% wurde durch eine Saulenfiltration des Rohproduktes an Kieselgel
mit Aceton als Eluent erzielt. Allerdings war dieses Verfahren sehr zeitaufwendig und es

wurde eine grolRe Menge Aceton verbraucht.

Auch fur die folgende Reaktion der 3’,5’-Anhydro-Verbindung61 zu d4U 42 mit
Natriumhydrid als Base und N,N-Dimethylformamid als Losungsmittel bei 100 °C konnten
keine reproduzierbar hohen Ausbeuten erreicht werden. Ein Grund dafiir ist eine

Nebenreaktion, die zur Abspaltung der Nucleobase fiihrt und in Abb. 25 (S. 32) gezeigt ist.
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Abb. 25: Nebenreaktion bei der Bildung von d4U 42 durch B-Eliminierung.

Die Doppelbindung von d4U 42 zwischen der 2’- und der 3’-Position wird durch
B-Eliminierung des zum 4’-Sauerstoffatom anti-standigen Protons in 2’-Position nach einem
E2-Mechanismus gebildet (Weg A). Die liber Weg B verlaufende Konkurrenzreaktion fiihrt
nach dem gleichen Mechanismus zur Eliminierung von Uracil 63 und zur Bildung des
Glycals 64. Reaktionen dieser Art sind literaturbekannt und kénnen bei Erhéhung der

Austrittstendenz der Nucleobase zur selektiven Synthese von Glycalen genutzt werden.%94

Ein weiteres Problem stellt das sehr dhnliche Elutionsverhalten von Uracil 63 und d4U 42 bei
der chromatographischen Reinigung dar, sodass die vollstandige Abtrennung der Nucleobase
selten moglich war. Dies filihrte ebenfalls dazu, dass die Nucleobase in der Regel nicht
vollstandig rein isoliert werden und deren Menge daher nicht zuverldssig quantifiziert

werden konnte.

Aufgrund der genannten Probleme der in Abb. 24 (S. 31) gezeigten Reaktionssequenz wurde
die Synthese von d4U 42 analog zu der von HORWITZ ET AL. beschriebenen Syntheseroute

d.? Diese begann erneut mit

durchgefiihrt, die als Standardsynthese fir d4T 2 genutzt wir
der Umsetzung von 2’-Desoxyuridin 60 zu 3’,5’-Di-O-mesyl-2’-desoxyuridin 62, das in diesem
Fall vor der weiteren Umsetzung isoliert wurde. Die Reinigung erfolgte durch Ausfallen des
Produkts aus wassriger Losung und Extraktion des restlichen in der wassrigen Phase
verbliebenen Produkts mit Ethylacetat. Auf diesem Weg konnte Verbindung 62
reproduzierbar mit hohen Ausbeuten von bis zu 85% erhalten werden. Die Umsetzung zu
3’,5’-Anhydro-2’-desoxyuridin 61 erfolgte wie bei der zuvor beschriebenen Route durch
Umsetzung mit Natriumhydroxid. Die Reinigung erfolgte wie im ersten Schritt durch

Kristallisation aus Wasser und anschlieRende Extraktion des restlichen Produkts mit

Ethylacetat. So konnte Verbindung 61 mit Ausbeuten von bis zu 80% erhalten werden.
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(0] (0] O
| NH 2.5 Aquiv. Meso,Cl | NH 3.0Aquiv. NaoH ﬁﬁ
HO N/&O Pyridin, 0°C, 3 h MO N/&O H,0,100°C,3 h NYe)
o 85% (66%) o 80% (71%) o} o
OH OMs
60 62 61

Abb. 26: Synthese von 3’,5’-Anhydro-2’-desoxyuridin 61 nach HORWITZ ET AL (Literaturausbeute in Klammern)

Fiir die weitere Umsetzung der 3’,5’-Anhydro-Verbindung 61 wurde Kalium-tert-butanolat in
Dimethylsulfoxid verwendet. Zur vollstandigen Umsetzung des Edukts war zwar eine lange
Reaktionszeit von ca. 70h notwendig, nichtsdestoweniger lief diese Reaktion bei
Raumtemperatur ab, was zu einer Verringerung der Abspaltung der Nucleobase fiihrte. Das
Produkt konnte nach sdaulenchromatographischer Reinigung mit Ausbeuten von bis zu 70%

erhalten werden (Abb. 27).

O o) 0
[ B B g b Y
N o R, HO N~ So_MeOHRL70h N0
%5 70% (76%1°%) o- 85% (96%.%) o
o 42 43

Abb. 27: Synthese von d4U 42 und ddU 43 (Literaturausbeuten in Klammern).

Die Darstellung von ddU 43 erfolgte durch Hydrierung der Doppelbindung im Glycon von
d4U 42 unter Wasserstoffatmosphéare an Palladium auf Aktivkohle (10% Pd) und Methanol
als Lésungsmittel.[89] Das Produkt konnte auf diesem Weg mit Ausbeuten von bis zu 85%

erhalten werden.
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4.1.5. Synthese der 5’-Monophosphate von d4U 42 und ddU 43

Bei der Synthese der DiPPro-Nucleotide stellt die Kupplung des Nucleosid-5’-monophosphats
mit dem Diisopropylaminophosphoramidit der maskierenden Gruppe den Schliisselschritt
dar (Abb. 20, S. 26). Hierfir war es zunachst notwendig, d4UMP 49 und ddUMP 50 zu
synthetisieren. Es wurde wie in Vorarbeiten bereits fir AZT 1 und d4T 2156571 die Methode
nach Sowa und OUCHI verwendet[93], die eine Variante der von YOSHIKAWA entwickelten

selektiven 5’-Phosphorylierung nicht geschitzter Nucleoside darstellt®Y,

Dabei wird zur
Phosphorylierung ein Gemisch aus Phosphorylchlorid, Wasser und Pyridin im Verhiltnis
2:1:2 (mol/mol/mol) verwendet. Die genaue Einhaltung dieses Verhéltnisses ist
entscheidend fir den Erfolg der Reaktion, da so aus den Komponenten das eigentliche
Phosphorylierungsreagenz Tetrachloropyrophosphat 65 gebildet werden kann. Durch

Reaktion mit der 5’-Hydroxyfunktion des Nucleosids wird zundchst das entsprechende

Dichlorophosphat gebildet, das durch Hydrolyse in das 5’-Phosphat tGberfihrt wird P!
Q 2 POCI, + H,0 + 2 CHoN 1.H,0 2 n-Bu,N® Q
N g J 2.NH,HCO;
| NH o o 3. DOWEX H* S [ NH
/& I I 4. (n-Bu,N)OH O 3 /g
HO N~ "0, oo fag) + 2GHsNHO ————  0-P-0 N0
= _c_)_:_ Cl~ Cl o) - _c_)_:_
dau a2 65 d4UMP 49 (83%)
ddu 43 ddUMP 50 (80%)

Abb. 28: Synthese von d4UMP 49 und ddUMP 50 nach Sowa und Ouct.”™

Durch Neutralisation der Reaktionslosung mit Ammoniumhydrogencarbonat wird das
Ammoniumsalz des Nucleosidphosphats erhalten, das sdulenchromatographisch an
RP-Kieselgel gereinigt werden kann. Um fir die anschlielende Kupplungsreaktion sowohl die
Aktivitdt des Nucleotids, als auch dessen Loslichkeit in Acetonitril zu erhéhen, wurden die
Ammoniumgegenionen gegen sterisch anspruchsvolle, lipophile Tetra-n-butylammonium-
kationen getauscht. Dies erfolgte zunachst durch Austausch der Ammoniumionen gegen
Protonen an DOWEX 50WX8 lonentauscherharz (H*-Form) und anschlieRende Titration der
wassrigen Losung mit Tetra-n-butylammoniumhydroxidlosung (40% in Wasser w/w) auf
pH 6-7. Uber diesen Syntheseweg konnten ddUMP 50 und d4UMP 49 mit guten Ausbeuten
von 80% bzw. 83% erhalten werden (Abb. 28).
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Als Alternative zu der in Abb.28 (S.34) gezeigten Reaktion wurde die Synthese von
ddUMP 50 in Anlehnung an einen von EISENHUTH und RICHERT beschriebenen Weg
durchgefiihrt, der in Abb. 29 gezeigt ist.” Dabei wurde d4U 42 zunichst in einer DCI-
vermittelten Kupplungsreaktion mit Dibenzyldiisopropylaminophosphoramidit und Oxidation
mit meta-Chlorperbenzoesdure zu dem Dibenzylphosphat 66 umgesetzt. Anschliefend
wurden die Benzylgruppen hydrogenolytisch abgespalten, wéahrend gleichzeitig die
Doppelbindung im Glycon zur Einfachbindung hydriert wurde. DAUMP 50 wurde auf diesem
Weg als Triethylammoniumsalz erhalten. Mit 91% und 63% verliefen beide Reaktionen mit
guten Ausbeuten, dennoch ist die Gesamtausbeute ausgehend von d4U 42 niedriger als bei
der zuvor gezeigten Syntheseroute (85% und 80%). Des Weiteren bietet die erste Route den
Vorteil, dass sich neben dem ddUMP 50 auch ddU 43 isolieren ldsst und fiir andere

Verwendungen zur Verfligung steht.

1. 1.5 Aquiv. Dibenzyldi-

isopropylphosphoramidit
1.3 Aquiv. DCI
ﬁ”” DMF, 23 h, 0°C- Rt | NH

2. 1.9 Aquiv. mCPBA, 2.5 h, Rt

0 _p—
HO oL BnO-P-0
0 O o

42 66
o)
S ﬁNH H,, Pd/C
® 9O ] NAO abs. MeOH
2 Et;NH O-P=0 Et;N, 30 h, Rt
o O 63%
50

Abb. 29: Alternative Synthese von ddUMP 50.
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4.1.6. Synthese der Bis(4-acyloxybenzyl)-diisopropylaminophosphoramidite

Den zweiten Baustein flir die Kupplung zum DiPPro-Nucleotid stellen die
Diisopropylaminophosphoramidite 67-70 dar, die die zur Maskierung verwendeten
Acyloxybenzylgruppen tragen. Deren Darstellung erfolgte analog zu den von JESSEN und
ScHULZ beschriebenen Synthesen.[66’67] Ausgehend von 4-Hydroxybenzylalkohol 36 wurden
zunadchst durch Veresterung der phenolischen Hydroxyfunktion mit einem geeigneten
Carbonsaurechlorid (71-74) in Anwesenheit von Triethylamin die 4-(Hydroxymethyl)-
benzylalkanoate 75-78 erhalten. Im Fall der Synthese des Heptanoats 76 wurde das doppelt
acylierte Produkt 79 bei der Saulenchromatographie mit einer Ausbeute von 27% isoliert. Bei
den weiteren Synthesen wurde auf eine genaue Untersuchung der Nebenprodukte
verzichtet, obwohl deren Bildung auch hier diinnschichtchromatographisch beobachtet
wurde. Durch Verwendung von jeweils nur einem Aquivalent Triethylamin und Saurechlorid
wurden die phenylsubstituierten Verbindungen 75-78 dennoch mit ausreichender

Selektivitat erhalten, um gréBere Mengen davon herzustellen.

e i
oH ” o r
1.0 Aquiv. Et3N

) o THF, 0 °C - Rt
+ 1.0 Aquiv. )]\
R Cl
OH
36 R=iPr71 = iPr 75 (41%)

R=CeHys 72 R CeHy3 76 (51%) R = CoHys 79 (27%)
R = CoHyy 73 R = CoHyq 77 (51%)

R=Cy My, 74 R = C;,H,3 78 (46%)

Abb. 30: Synthese der 4-(Hydroxymethyl)-benzylalkanoate 75-78.
Die Synthese von Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 44 erfolgte durch
Umsetzung von frisch destilliertem Phosphor(lll)-chlorid 45 mit N,N-Diisopropylamin 46 bei
-10 °C. Dabei wurden 2.0 Aquiv. der Base verwendet, die geldst in Diethylether langsam zu
einer Lésung des Phosphor(lll)-chlorids 45 getropft wurden. Das zusatzliche Aquivalent der
Base diente zur Bindung des entstehenden Chlorwasserstoffs als Diisopropylammonium-
chlorid, das nach vollstandiger Reaktion durch Filtration unter Schutzgas abgetrennt wurde.

Verbindung 44 konnte auf diesem Weg mit einer Ausbeute von 45% erhalten werden
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(Abb. 31). Ausbeuteverluste kénnen im Wesentlichen auf nicht ausreichendes Waschen des

Feststoffs nach der Filtration zuriickgefiihrt werden.

ol apanac g
P. .+ 2.0Aquiv. N ~p~
Cl H

45% P
Cl
a5 46 a4

Cl”

Abb. 31: Synthese von Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 44.

Zur Darstellung der Diisopropylaminophosphoramidite 67-70 wurde eine L&sung von
2.2 Aquiv. des entsprechenden 4-(Hydroxymethyl)-benzylalkanoats 75-78 und 2.4 Aquiv.
Triethylamin in Tetrahydrofuran bei -78 °C liber eine Stunde zu einer L6sung des
Phosphorreagenzes 44 getropft. Die Reaktionsldsungen wurden jeweils bis zur vollstandigen

Umsetzung der Edukte bei Raumtemperatur gerihrt.

X
O R
Y 2.4 Aquiv. Et3N, THF g \/
2.2 Aqu“/ + N\ CI -78 °C - Rt, 16-21h \P_N
OH
R

A g
Cl
44
_iPrs R = iPr 67 (85%)
R=C.H..76 o R = CgH, 5 68 (87%)
R=CoHro 77 }/-7R R = CgH,4 69 (95%)
—+9''19 —
R=Coyiog 78 S R = C;;H,; 70 (98%)

Abb. 32: Synthese der Phosphoramidite 67-70.

AnschlieBend wurde das gebildete Triethylammoniumchlorid durch Filtration abgetrennt
und das Rohprodukt durch circuldre praparative Dunnschichtchromatographie am
Chromatotron™ gereinigt. Dabei war es unverzichtbar, zu dem Eluenten Petrolether (50-70)
10% Triethylamin hinzuzufiigen, um den sauren Charakter des gipshaltigen Kieselgels zu
kompensieren. Versuche der Reinigung ohne Zusatz von Base fiihrten zur vollstandigen
Zersetzung der Produkte. Auf dem beschriebenen Weg konnten die Phosphoramidite 67-70

mit sehr guten Ausbeuten von 85-98% erhalten werden (Abb. 32).
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4.1.7. Synthese der Diphosphatprodrugs von d4U 42 und ddU 43

GemaR der in Abb.20 (S.26) gezeigten Syntheseroute erfolgte die Darstellung der
Zielverbindungen 51-58 durch eine 4,5-Dicyanoimidazol (DCl) vermittelte Kupplungsreaktion
der unter 4.1.5 (S. 34) beschriebenen Nucleosidmonophosphate 49 und 50 und der im
vorigen Kapitel behandelten Phosphoramidite 67-70 (4.1.6, S. 36) gefolgt von der Oxidation
des B-Phosphoratoms mit tert-Butylhydroperoxid. Die Reaktionsbedingungen sind in Abb. 33
fiir die d4U-Prodrugs 51-54 gezeigt.

0] O
>R oAog
0 1. 1.8 Aquiv. DCI
CH,CN, 20 h, Rt
) n_Bu4N® 2. 1.8 Aquiv. t-BuOOH n- BU4N /NH4
o 45 min, -20 °C -Rt
.
g \/ 5 3. DOWEX 50WX8 (NH,") o
. \ O 3 4. RP-18 Chromatographie I
1.7 Aquiv. P—N + O—Ilzl’—Od4U Oo- II:I’ o- P Od4uU
S )— o] o)
49
R=iPr67 = iPr 51 (33%)
O R=C¢H,; 68 R R CeHy3 52 (41%)
}/*R R=C4H,q 69 \[r R = C4H,q 53 (31%)
o R=Cy4H,570 O R=Cy4H,354(32%)

Abb. 33: Synthese der d4U-Diphosphatprodrugs 51-54.

D4UMP 49 wurde Uber Nacht gefriergetrocknet und mit einer kleinen Menge Acetonitril in
den Reaktionskolben uberfiihrt. AnschlieBend wurde zwei bis drei Mal mit Acetonitril
coevaporiert, bis das Monophosphat als farbloser Schaum vorlag. Die Phosphoramidite
wurden vor ihrer Verwendung mehrere Stunden im Olpumpenvakuum getrocknet und direkt
zu der Losung des Monophosphats in Acetonitril gegeben, wobei die Verbindungen 67-69
sich problemlos in dem Losungsmittel l0sten. Lediglich das undecansubstituierte
Phosphoramidit 70 l6ste sich erst nach Zugabe des DCl vollstandig. Die
diinnschichtchromatographische Verfolgung der Reaktionen stellte eine Schwierigkeit dar,
da das Produkt zwar detektiert werden konnte, aber nicht eindeutig festgestellt werden
konnte, ob das ebenfalls detektierte Monophosphat nicht vollstandig reagiert hatte oder aus
einer anteiligen Zersetzung des Produkts wahrend der Diinnschichtchromatographie

stammte. Um also eine moglichst quantitative Umsetzung des Monophosphats zu
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gewadhrleisten, wurden die Reaktionslosungen fiir 20 h bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend wurden sie auf -20 °C abgekiihlt und mit 1.8 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid
(5.5M in n-Decan) versetzt. Nach Riihren bei Raumtemperatur fiir 45 min wurde das
Losungsmittel entfernt. Die Reinigung dieser Substanzen stellte die groRte Herausforderung
wahrend der Synthese dar. In Vorarbeiten wurden bereits verschiedene Reinigungs-
methoden erprobt, wie z.B. Normalphasen-, Umkehrphasen- und GroRenausschluss-
chromatographie sowie Kristallisation. Die besten Trennergebnisse konnten allerdings durch
mehrfache chromatographische Trennung mit unterschiedlichen Methanol/Wasser
Gemischen an RP-18 Kieselgel erreicht werden, so dass auch in dieser Arbeit auf diese
Methode zuriickgegriffen wurde.®®®”! Dabei wurde in allen Fillen zundchst ein
Laufmittelgemisch von Methanol/Wasser (1:1 v/v) gewahlt, um polare Verunreinigungen wie
Uberschissiges Monophosphat und DCI abzutrennen und anschlieRend ein Laufmittel mit
hoherem Methanolanteil verwendet, um das Produkt zu eluieren. Danach schloss sich
mindestens eine weitere Umkehrphasenchromatographie an. Um das Trennergebnis zu
verbessern, wurde vor den weiteren Reinigungsschritten ein Kationenaustausch
vorgenommen, bei dem die lipophilen Tetra-n-butylammoniumionen gegen
Ammoniumionen ersetzt wurden. Dazu wurde das Produkt in einem Gemisch aus Wasser
und Acetonitril (3:1 v/v) geldst und lber einen DOWEX 50WX8 lonentauscher (NH;-Form)
eluiert. Die folgenden Chromatographien wurden dann ebenfalls mit Methanol/Wasser als
Laufmittel durchgefiihrt, wobei die Zusammensetzung sich nach der Polaritdt der
Verbindungen richtete. Das entscheidende Problem bei der Reinigung stellte die Abtrennung
der Phosphatdiester 80-83 (Abb. 34, S. 40) dar, deren Bildung sowohl aus (iberschiissigem
Phosphoramidit bzw. daraus entstandenem Phosphoramidat durch Hydrolyse oder aus dem
Bruch der Anhydridbindung (vgl. Abb. 21, S. 27) moglich ist. Wahrscheinlich tragen beide
Reaktionen zur Bildung des Nebenproduktes bei, da JESSEN eine Zunahme der Bildung der
Phosphatdiester bei Erhdhung des Uberschusses an Phosphoramidit beobachten konnte!®®
und trotz quantitativer Abtrennung des Nucleosidmonophosphats bei der ersten
Chromatographie bei den folgenden Reinigungsschritten geringe Mengen Monophosphat
isoliert werden konnten, was auf eine anteilige Zersetzung des Produktes bei der Reinigung

hindeutet.
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Abb. 34: Phosphatdiester 80-83 als Nebenprodukte bei der Synthese der Diphosphatprodrugs.

Aufgrund des nahezu identischen Elutionsverhaltens dieser Phosphatdiester und der
Produkte konnte in keinem Fall eine vollstandige Abtrennung des Nebenprodukts erreicht
werden, sodass sich die in Abb. 33 (S. 38) angegebenen Ausbeuten von 32-41% auf die
isolierte Menge reiner Verbindung beziehen, wahrend stets weiteres Produkt in
Mischfraktionen vorhanden war. Nicht alle der Zielverbindungen wurden nach mehrmaliger
Chromatographie als reine Ammoniumsalze erhalten. Obwohl der vor der Chromatographie
durchgefiihrte Kationenaustausch in der Regel vollstandig stattfand (dies wurde per NMR-
Spektroskopie Uberprift), lagen die Verbindungen nach der Chromatographie teilweise als
Tetra-n-butylammoniumsalze vor. Vermutlich wurde ein Teil der Kationen wéahrend der
Chromatographie ausgetauscht, da sich die Tetra-n-butylammoniumionen durch Spilen
nicht vollstandig von der Saule entfernen lassen. In Fallen, in denen sich der anteilige
Kationenaustausch auf die Ausbeute auswirkte, wurde dies bei der Berechnung
berticksichtigt. In Abb. 35 (S.41) ist exemplarisch das 'H-NMR-Spektrum des Co-d4UDP-
Prodrugs 53 gezeigt. Die Signale der Tetra-n-butylammoniumionen sind gekennzeichnet, in
diesem Fall war deren Menge allerdings nicht relevant fir die Bestimmung der Ausbeute.
Das in Abb. 36 (S. 41) dargestellte *'P-NMR der Verbindung 53 zeigt die typische Aufspaltung

in je ein Dublett flir das a- und das B-Phosphat durch 2Jp,p—KoppIung.
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Abb. 35: "H-NMR-Spektrum des Co-d4UDP-Prodrugs 53 (Methanol-d,;, 400 MHz).

-14 ppm

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ R N e I I I A
45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 -5 -10 -15 -20 -25 -30 -35 -40 ppm

Abb. 36: *'P-NMR des Cy-d4UDP-Prodrugs 53 (‘H- und “C-entkoppelt, Methanol-d,, 162 MHz).
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Fir die Synthese der ddU-Prodrugs 55-58 wurden die gleichen Reaktionsbedingungen
verwendet wie fir die d4U-Prodrugs 51-54. Da ddUMP 50 (iber die in Abb.29 (S. 35)
dargestellte Syntheseroute als Triethylammoniumsalz erhalten wurde, wurde anhand der
Kupplung mit dem isopropyl- und dem hexylsubstituierten Phosphoramidit 55 und 56
untersucht, ob sich auch mit diesem Gegenion die Kupplungsreaktion erfolgreich
durchfiuhren lasst. Dabei wurden im Wesentlichen zwei Beobachtungen gemacht: Zum einen
nimmt die Loslichkeit des Monophosphats in Acetonitril signifikant ab, sodass zu der
Reaktionslésung gerade so viel N,N-Dimethylformamid gegeben wurde, um das
Monophosphat vollstandig zu I6sen. Zum anderen war der Umsatz des Monophosphats sehr
viel geringer, sodass bei der ersten chromatographischen Reinigung im Vergleich zu den
vorigen Reaktionen viel unumgesetztes Monophosphat isoliert wurde. Da dieses aber stets
im Gemisch mit dem DCI-Salz isoliert wurde, konnte keine zuverldssige Quantifizierung
vorgenommen werden. Aus diesen Grinden lagen die Ausbeuten bei Verwendung der
Triethylammoniumsalze mit 15% bzw. 9% deutlich unter denen, die bei Verwendung der
Tetra-n-butylammoniumsalze erreicht wurden (29% bzw. 35%, Abb. 37), sodass bei den

weiteren Synthesen wieder auf letztere zuriickgegriffen wurde.

v B
(0]

1. 1.8 Aquiv. DCI
o o CH5CN/DMF, 20 h, Rt
2. 1.8 Aquiv. t-BuOOH n-Bu N/NH
2n- Bu4N/2 Et;NH 45 min, -20 °C -Rt 4 4
3. DOWEX 50WX8 (NH,*)
O 4 (0]
. o} © 3 4. RP-18 Chromatographie I
1.7 Aquiv. /P N + O- I|:|’ OddU Oo- ||:I’ Oo— P Oddu
> 0] 0] O
50
Q R
)R
0] O
R =iPr 67 = iPr 55 (31% (Bu, N*)*)
R=CgH,; 68 =iPr 55 (15% (Et, NH+)*)
R = CgH, 4 69 R CgHq3 56 (35%(Bu N*)*)
R=C,,H,3 70 R = CeHys 56 (9% (Et;NH')¥)

R = CgHyq 57 (38% (Bu,N*)*)
R = Cy;H,; 58 (31% (Bu,N*)*)
*Gegenion des ddUMP 50

Abb. 37: Synthese der ddU-Diphosphatprodrugs 55-58.
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Die Reinigung erfolgte wie zuvor fir die d4U-Prodrugs 51-54 beschrieben durch mehrfache
Umkehrphasenchromatographie, wobei auch hier eine vollstdndige Abtrennung der
Phosphatdiester 80-83 nicht mdglich war und sich die Ausbeuten von 29% - 38% auf die rein
isolierten Verbindungen beziehen, wiahrend weiteres Produkt in Mischfraktionen vorhanden
war. Um die Reaktionen trotz der bereits erwdahnten Probleme bei der DC-Verfolgung
genauer untersuchen und feststellen zu kénnen, ob das Kupplungsprodukt unter den
Reaktionsbedingungen stabil ist oder ein anteiliger Bruch der Anhydridbindung bereits bei
langen Reaktionszeiten auftritt, wurden zur Reaktionskontrolle HPLC-Ldufe durchgefiihrt.
Dazu wurden zu geeigneten Zeitpunkten wahrend der Reaktion Proben von 5 pL entnommen

und mit 150 pL Acetonitril verdiinnt. Diese Proben wurden nun mittels HPLC vermessen.

j\ H13Ce
O
0" "CgHys O):
I ©
| o @
P-0-P-0ddU

Y o)
/ 84
J 3 h Oxidation

H13Ce 1 h Oxidation

‘ | 20 h Kupplung

‘ \
j \w j\ 0.5 hl(upplung

ddUMP50 ——

vor der Kupplung
L B I

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
tg [min]
Abb. 38: Reaktionsverfolgung der Synthese des Cc-ddUDP-Prodrugs 56 (Methode II, 260 nm).

In Abb. 38 ist die Reaktionsverfolgung der Synthese des Cs-ddUDP-Prodrugs 56 gezeigt.
Dabei ist deutlich ersichtlich, dass bereits nach einer Reaktionszeit von 30 min das
Monophosphat 50 nahezu vollstandig reagiert hat und sich das Kupplungsprodukt 84
gebildet hat. Des Weiteren ist zu erkennen, dass Verbindung84 unter den
Reaktionsbedingungen auch bei langen Reaktionszeiten stabil ist und es auch nach 20 h

Rihren bei Raumtemperatur nicht zur Zersetzung kommt. Ebenfalls deutlich zu sehen ist die
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Oxidation von Verbindung 84 zum Produkt 56. Offensichtlich sind beide Verbindungen auch
unter den Bedingungen der Oxidation stabil, da keine Zersetzungsprodukte detektiert
werden konnten. Dabei ist anzumerken, dass die Oxidation nur zur Durchfliihrung der
Reaktionsverfolgung fiir einen so langen Zeitraum durchgefihrt wurde. In der Regel wurde
diese nach 45 min durch Entfernung des Losungsmittels beendet. In diesem Fall ist davon
auszugehen, dass durch das Konzentrieren des Oxidationsmittels die Oxidation vollstandig
ablauft. Wie zu erwarten war, ist das Phosphoramidit 68 bei einer Wellenlange von 260 nm
nahezu nicht detektierbar. Fiir die Synthese des iPr-ddUDP-Prodrug 55 konnte nach 1 h keine
vollstindige Umsetzung festgestellt werden, so dass weitere 1.8 Aquiv. des Phosphoramidits
und 1.3 Aquiv. DCI zugegeben wurden, was zur schnellen Vervollstindigung der Reaktion
flihrte. Bei den Co- und C;;-ddUDP-Prodrugs 57 und 58 zeigte die Reaktionsverfolgung ein
sehr dhnliches Ergebnis, wie das in Abb. 38 (S. 43) gezeigte: die Kupplungsreaktion verlief
sehr schnell, wahrend keine Zersetzung der Kupplungsprodukte detektiert werden konnte.
Generell hat sich die Verfolgung dieser Reaktionen per HPLC als sehr nitzlich erwiesen, da
diese auch fir eine Vielzahl weiterer Reaktionen mit unterschiedlichen Nucleosidphosphaten

eingesetzt werden konnte und dabei wertvolle Informationen lieferte.

Beispielhaft fur die ddUDP-Prodrugs 55-58 ist in Abb. 39 (S. 45) das ‘H-NMR-Spektrum des
Ce-ddUDP-Prodrugs 56 gezeigt, das als reines Ammoniumsalz vorlag. Wie zu erwarten war,
zeigt das in Abb. 40 (S.45) abgebildete *'P-NMR-Spektrum der Verbindung56 eine
identische Aufspaltung in zwei Dubletts durch 2Jp_p—KoppIung, wie es bereits fir die d4U-

Prodrugs 51-54 beobachtet wurde.
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Abb. 39: "H-NMR-Spektrum des C,-ddUDP-Prodrugs 56 (Methanol-d,, 400 MHz).
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Abb. 40: *'P-NMR des Ce-ddUDP-Prodrugs 56 (‘H- und “C-entkoppelt, Methanol-d,, 162 MHz).
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4.1.8. Synthese der 3-Methyl-cycloSal-Triester 85 und 86 von d4U 42 und ddU 43.

Als Referenzverbindungen fiir die Untersuchung der antiviralen Aktivitdt der in Kapitel 4.1.7.
(S. 38) vorgestellten Nucleosiddiphosphatprodrugs 51-58, wurden die 3-Methyl-cycloSal-
Triester 85 und 86 synthetisiert, die durch intrazelluldre Hydrolyse die entsprechenden
Nucleosidmonophosphate d4UMP 49 bzw. ddUMP 50 freisetzen sollen. Der Hydrolyse-
mechanismus von Pronucleotiden nach dem cycloSal-Konzept wurde bereits in Abb. 7 (S. 11)
detailliert dargestellt. Unterschiedliche Madoglichkeiten zur Synthese dieser Art von
Verbindungen wurden in einer Vielzahl friherer Arbeiten ausfiihrlich beschrieben.!***¥ Die
am haufigsten verwendete Variante stellt die Kupplung des Nucleosids mit einem
entsprechend substituierten Saligenylchlorphosphit mit anschlieBender Oxidation des
Phosphits zum Phosphat dar. Auf diese Methode wurde auch flr die Synthese der
Verbindungen 85 und 86 zurlickgegriffen. Das 3-Methylsaligenylchlorphosphit 87 wurde
dabei durch Umsetzung von 3-Methylsalicylalkohol 23 mit Phosphor(lll)-chlorid 45 erhalten,
wahrend der Salicylalkohol 23 durch Reduktion von 3-Methylsalicylsdaure 88 mit Lithium-

[96]

aluminiumhydrid zuganglich war. Unter den in Abb.41 angegebenen Reaktions-

bedingungen wurde 3-Methylsalicylalkohol 23 mit einer Ausbeute von 75% erhalten.

1. 1.0 Aquiv. PCl,, Et,0,

(o) ) -20 °C, 10 min
2.0 Aquiv. LiAlH, 2. 1.8 Aquiv. Pyridin,
OH THF,Rt-70°C,4h OH -20°C-Rt,5h (@]
S
(1) 0,
OH 75% OH 90% o P\CI
88 23 87

Abb. 41: Synthese von 3-Methylsaligenylchlorphosphit 87 ausgehend von 3-Methylsalicylsdure 88.

In zwei aufeinanderfolgenden SyP-Reaktionen wurde der Salicylalkohol 23 mit Phosphor(lll)-
chlorid 45 zu dem Saligenylchlorphosphit 87 umgesetzt. Durch langsame Zugabe des Pyridins
bei -20°C wurde eine moglichst quantitative Prazipitation des wahrend der Reaktion
gebildeten Pyridiniumchlorids gewahrleistet. Dieses wurde durch Filtration unter Schlenk-
Bedingungen abgetrennt und nach Entfernung des Losungsmittels Verbindung 87 als

racemisches Gemisch zweier Enantiomere mit einer Ausbeute von 90% erhalten.

Zur Darstellung der 3-Methyl-cycloSal-Phosphattriester 85 und 86 wurden d4U 42 und

ddU 43 mit jeweils 2.0 Aquiv. des Chlorphosphits 87 in Anwesenheit von 2.0 Aquiv.
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Diisopropylethylamin (DIPEA) zur Reaktion gebracht. Nach vollstindiger Umsetzung des
Nucleosids wurde durch Zugabe von 3.0 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan)
der Phosphittriester zum Phosphattriester oxidiert. Nach vollstandiger Oxidation wurde das
Rohprodukt durch wassrige Extraktion zur Entfernung von Salzen und préaparative circulare
Dinnschichtchromatographie am Chromatotron™ gereinigt. Die Zielverbindungen 85 und 86
konnten so mit Ausbeuten von 18% und 19% als Diastereomerengemische (Verhaltnis ca.

1:1) erhalten werden (Abb. 42).

Q 1. DIPEA, CH4CN, 0

-20°C-Rt, 2.5 h
NH ' NH
| 2. t-BUOOH © 0o fj\
0 N/§O -20°C-Rt, 2 h o P\/o Nko
==

87 42 (d4U) 85 (3-Me-cycloSal-d4UMP, 18%)
43 (ddU) 86 (3-Me-cycloSal-ddUMP, 19%)

Abb. 42: Synthese der cycloSal-Pronucleotide 85 und 86.

Ausbeuteverluste sind im Wesentlichen auf die Tatsache zurtickzufiihren, dass die
Verbindungen mehrfach gereinigt werden mussten und wahrend der Reinigung eine
anteilige Zersetzung der Produkte auftrat. Durch Zusatz von Essigsdure zum Laufmittel
wahrend der Chromatographie sollte sich die Zersetzung des Produkts bei diesem Schritt
minimieren lassen.’”! In Abb. 43 ist das 3Ip_NMR-Spektrum von Verbindung 85 gezeigt.

Deutlich zu erkennen ist je ein Singulett fir beide Diastereomere.

Abb. 43: *'P-NMR des 3-Me-cycloSal-d4UMP 85 (‘H- und “C-entkoppelt, DMSO-dj, 162 MHz).
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4.1.9. Synthese der Nucleosiddiphosphate 59 und 89 von d4U 42 und ddU 43

Die Nucleosiddiphosphate 59 und 89 wurden als Vergleichssubstanzen fir die Untersuchung
des Hydrolyseverhaltens und der Zellaufnahme der Nucleosiddiphosphatprodrugs 51-58
bendtigt. Die Synthese dieser beiden Verbindungen erfolgte durch praparative Nutzung des
cycloSal-Konzepts, auf die bereits in Abb. 12 (S. 15) eingegangen wurde. Dabei wird von
cycloSal-Triestern ausgegangen, die einen starken Akzeptorsubstituenten (z. B. Cl oder NO,)
in Position 5 der Maske tragen. Durch Umsetzung einer solchen cycloSal-Verbindung mit
Tetra-n-butylammoniumphosphat werden die entsprechenden Nucleosiddiphosphate
erhalten.®>*¥ Daher wurden zunichst die 5-Chlor-substituierten cycloSal-Triester 90 und 91
von d4U 42 und ddU 43 synthetisiert. Diese Synthesen erfolgten wie bereits in Abb. 42
(S. 47) fur die 3-Methyl-substituierten Verbindungen 85 und 86 gezeigt durch Kupplung des
Nucleosids mit dem entsprechenden Saligenylchlorphosphit und anschliefende Oxidation.
Das 5-Chlorsaligenylchlorphosphit 92 wurde durch Reduktion von 5-Chlorsalicylsdure 93 mit
Lithiumaluminiumhydrid zum 5-Chlorsalicylalkohol 94 und anschlieRende Umsetzung mit

Phosphor(lll)-chlorid 45 erhalten.®

1. 1.0 Aquiv. PCl,, Et,0

0 ) -20°C, 10 min
Cl 2.0 Aquiv. LiAIH, cl 2. 1.8 Aquiv. Pyridin, cl
OH THF, Rt-70°C, 19 h \@\OH 220°CRt, 5 h \@\9
0, 0,
oH 79% oH 72% 0P
93 94 92

Abb. 44: Synthese des 5-Chlorsaligenylchlorphosphits 92.

Im Unterschied zu den vorangegangenen Synthesen wurden fiir die 5-Chlor-substituierten
Verbindungen 90 und 91 Oxone® als Oxidationsmittel verwendet. Dabei handelt es sich um
ein Tripelsalz der Zusammensetzung 2KHSOs-KHSO,4-K,SO4, wobei das Kaliumperoxo-
monophosphat das eigentliche oxidierende Reagenz darstellt. Dieses Oxidationsmittel hat
sich insbesondere fiir hydrolyseempfindliche cycloSal-Verbindungen bewahrt, da nicht nur
die Oxidation in sehr kurzer Zeit erfolgt, sondern der saure Charakter des Salzgemisches in
wassriger Losung zusatzlich der basischen Hydrolyse des Produkts wahrend der Aufarbeitung

[99

entgegenwirkt. I Auf diesem Weg konnten die beiden 5-Chlor-substituierten cycloSal-

Triester 90 und 91 mit Ausbeuten von 63% und 64% erhalten werden.

48



Resultate und Diskussion

Q 1. DIPEA, CH;CN, (@)
-20 °C-Rt, 45 min Cl
cl (0] fJ\NH 2. Oxone® \@(\Q/O fj\i_'
\CE\I; . Ho N O__~20 °C-Rt, 15 min o p\o N o
o _@ <O

92 42 (d4u) 90 (5-Cl-cycloSal-d4UMP, 63%)
43 (ddu) 91 (5-Cl-cycloSal-ddUMP, 64%)

Abb. 45: Synthese der 5-Cl-substituierten cycloSal-Triester 90 und 91.

Die Nucleosiddiphosphate 59 und 89 wurden durch Umsetzung der 5-Chlor-cycloSal-
Triester 90 und 91 mit Tetra-n-butylammoniumphosphat erhalten. Daflir wurde ein von

' Fur den Erfolg dieser

WARNECKE ausgearbeitetes Syntheseprotokoll angewendet.[98
Reaktionen ist es entscheidend, sie unter vollstdndigem Ausschluss von Feuchtigkeit
durchzufiihren. Dazu wurde das hygroskopische Phosphatsalz zunachst in N,N-Dimethyl-
formamid geldst und fir eine Stunde (iber aktiviertem Molsieb geriihrt. Anschliefend wurde
der jeweilige 5-Chlor-cycloSal-Triester ebenfalls geldst in N,N-Dimethylformamid lber eine
Stunde zugetropft, sodass stets ein groRer Uberschuss des Phosphatsalzes vorhanden war.
Nach vollstandiger Umsetzung der cycloSal-Triester wurden die Rohprodukte durch
Extraktion und mehrfache Umkehrphasenchromatographie gereinigt. Dabei stellte die
Abtrennung der Nucleosidmonophosphate 49 und 50, die trotz der intensiven Trocknung
vermutlich durch Hydrolyse des Edukts durch Restfeuchtigkeit in der Reaktionslésung als
Nebenprodukte entstanden, die groRte Hiirde dar. Zusatzlich wirkte sich die Bildung der

Monophosphate negativ auf die Ausbeuten aus, sodass diese mit 32% (d4UDP 59) und 28%
(ddUDP 89) niedrig ausfielen.

1. DMF, Rt O

0]
Cl 16-18 h NH
O NH 2.Dowex 50WX8
Lo o 9 o rorm o 9 LK
o~ N - N (@]

-0 ————=0-P-0-

4
90 (5-Cl-cycloSal-d4UMP) 59 (d4UDP, 32%)
91 (5-Cl-cycloSal-ddUMP) 89 (ddUDP, 28%)

Abb. 46: Synthese der Nucleosiddiphosphate d4UDP 59 und ddUDP 89.
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4.1.10. Hydrolyseverhalten der Prodrugs von d4U 42 und ddU 43 in Phosphatpuffer (pH 7.3)

Zur Untersuchung der chemischen Hydrolyse der Prodrugs von d4U 42 und ddU 43 wurden

Hydrolysestudien in einem Phosphatpuffer bei pH 7.3 durchgefiihrt.

0]

T-00

©
O—P-0d4y

8o

oo
0=1-0

T
0=1-00

o)

S]
o9
0-P—0—
(0]
S 59
/ O—I|=II’—Od4U /
o)
49

”—Od4U
0]

Abb. 47: Verfolgung der Hydrolyse von 51 mittels 31P-NMR-Spektroskopie (Methanol-d,;, 162 MHz).
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Zunichst wurde die Hydrolyse des iPr-d4UDP-Prodrugs51 mit Hilfe der 3'P-NMR-
Spektroskopie verfolgt. Dazu wurde eine Losung der Verbindung in Methanol-d; im
Verhéltnis 1:1 (v/v) mit dem Phosphatpuffer versetzt und bei 37 °C inkubiert. Die in Abb. 47
(S. 50) dargestellten Spektren zeigen die Hydrolyse nach drei und sieben Tagen. Dabei ist
deutlich die Bildung des einfach maskierten Intermediats 95 zu erkennen, aus dem das
d4UDP 59 freigesetzt wird. Ebenfalls ist die Bildung von d4UMP49 und dem

Phosphatdiester 80 zu sehen, der bei langerer Inkubation ebenfalls hydrolysiert wird.

Um die Hydrolysen quantitativ besser untersuchen und die Kinetik der Abbau- bzw.
Bildungsreaktionen bestimmen zu kdénnen, wurden diese per HPLC verfolgt. Dazu wurden
Losungen der zu untersuchenden Verbindungen in Phosphatpuffer (pH 7.3) hergestellt und
in der Regel Uber mehrere Wochen bei 37 °C inkubiert. Zu geeigneten Zeitpunkten wurden
Proben entnommen und mittels HPLC vermessen, um die Hydrolyseprodukte zu

identifizieren und die Kinetiken zu bestimmen.

€]
Q
Iﬁ—Od4U

o

1030 h

305 h

137h

20 h

18

tg [min]
Abb. 48: Verlauf der Hydrolyse des Cs-d4UDP-Prodrugs 52 bei pH 7.3 (Methode II, 260 nm).

Die Untersuchung der Kinetik der Zersetzung bzw. Bildung der Verbindungen erfolgte durch
Integration der Peakflachen und Auftragung dieser Flachen gegen die Hydrolysedauer. Dabei

wurde festgestellt, dass die Prodrugs von d4U 42 und ddU 43 mit gleichen Masken ein
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identisches Hydrolyseverhalten zeigen, sodass bei der folgenden Diskussion der Ergebnisse

exemplarisch nur auf je eine Verbindung eingegangen wird.

Die in Abb. 48 (S.51) gezeigte Verfolgung der Hydrolyse des C¢-d4UDP-Prodrugs 52 zeigt
deutlich die Abnahme des Prodrugs unter Bildung des Intermediats 96 und d4UDP 59 sowie
d4UMP 49 gemaB des in Abb. 21 (S. 27) gezeigten Hydrolysemechanismus. Die Zuordnung
der Peaks fiir 49 und 59 erfolgte durch Coinjektion der Referenzsubstanzen (Abb. 49). Es ist
zu erkennen, dass zu Beginn der Hydrolyse zunachst das d4UMP 49 durch Bruch der
Anhydridbindung und das Hydrolyseintermediat 96 durch Abspaltung der ersten Maske
entstehen. Solange noch das Prodrug 52 in der Hydrolyseldsung vorhanden ist, finden
Bildung und Abbau des Intermediats 96, aus dem durch Abspaltung der zweiten Maske
d4UDP 59 gebildet wird, gleichzeitig statt. DAUMP 49 wird vermutlich nur gebildet, solange

das Prodrug noch nicht vollstédndig abgebaut ist.

Q Q
0] o)

(O] |
O-P—0—P-0d4U

140 h + d4UDP 59

140 h + d4UMP 49

(S

4 6 8 10 12 14 16
tg [min]
Abb. 49: Coinjektion von 49 und 59 nach 140 h Hydrolyse des C¢-d4UDP-Prodrugs 52 (Methode I, 260 nm).

Die Auftragung der Peakflachen gegen die Hydrolysedauer zeigt anschaulich den Verlauf der
in Abb. 48 (S. 51) abgebildeten Hydrolyse (Abb. 50, S. 53). Fiir lange Hydrolysedauern zeigte
sich eine anteilige Zersetzung von d4UMP 49 und d4UDP 59. Beide Verbindungen wurden
isoliert mit dem Hydrolysepuffer inkubiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass nach
zwolf Tagen sowohl das Mono- als auch das Diphosphat vollstandig zersetzt waren. Dies war
in vorangegangenen Arbeiten bereits fiir d4TMP 13 und d4TDP 14 beobachtet worden,
wobei die Zersetzung deutlich langsamer verlief.®”) Zusitzlich kam es zu einer Veranderung
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der Peakform des d4UMP 49, die eine genaue Integration dieses Peaks erschwerte. Dabei
kann nicht genau geklart werden, ob es sich dabei lediglich um eine Peakverbreiterung bzw.
um die Bildung von Doppelpeaks fiir das Monophosphat oder um eine Uberlagerung mit
benachbarten Peaks unbekannter Nebenprodukte handelte. Dieses Problem wurde bei allen
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten DiPPro-Nucleotide beobachtet, sodass keine
verlassliche Aussage Uber das Verhaltnis der bei den Hydrolysen entstandenen Mengen an
Nucleosidmono- und -diphosphat gemacht werden kann. Solche Phanomene treten bei der
HPL-Chromatographie von geladenen Verbindungen haufig auf, wenn diese bei dem
vorliegenden pH-Wert in unterschiedlichen Protonierungszustianden vorliegen. Bei den
durchgefiihrten Hydrolysen ist es maoglich, dass sich der pH-Wert (ber die Zeit durch
Freisetzung der Spaltprodukte (4-Hydroxybenzylalkohol 36, Carbonsdure) &ndert, was
zusatzlich einen Einfluss auf die Hydrolysegeschwindigkeit des Prodrugs und des

Intermediats sowie auf die Stabilitdt der Hydrolyseprodukte haben kann.

Cs-d4UDP-Prodrug 52

Intermediat 96

Peakflache

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
t [h]

Abb. 50: Verlauf der Hydrolyse des C¢-d4UDP-Prodrugs 52 bei pH 7.3.
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Widhrend die beiden iPr-substituierten Prodrugs51 und 55 ein sehr ahnliches
Hydrolyseverhalten zeigten wie die Cg-substituierten Verbindungen 52 und 56, verlief die
Hydrolyse der Co-substituierten Verbindungen 53 und 57 deutlich langsamer. Dies flihrte
zum einen zur Bildung deutlich geringerer Mengen der einfach geschitzten Intermediate 97
und 98, zum anderen zur Freisetzung von mehr d4UMP 49 als bei den vorigen Verbindungen,
da Uber einen deutlich langeren Zeitpunkt das jeweilige Prodrug in der Losung vorhanden
war. Der Verlauf der Hydrolyse des Co-d4UDP-Prodrugs 53 ist in Abb. 51 gezeigt. Dieser
Effekt war noch ausgepréagter fiir die Ci1-substituierten Verbindungen 54 und 58 bei denen

kaum noch einfach maskiertes Intermediat (99, 100) gebildet wird (Abb.52, S.55).

'S Cy-d4UDP-Prodrug 53

Peakflache

X

300 350 400 450 500 550 600
t[h]

Abb. 51: Verlauf der Hydrolyse des Co-d4UDP-Prodrugs 53 bei pH 7.3.
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Abb. 52: Verlauf der Hydrolyse des C,,-ddUDP-Prodrugs 58 bei pH 7.3 (Methode II, 260 nm).

Zur Bestimmung der Halbwertszeiten der zweifach maskierten Prodrugs und der einfach
geschitzten Intermediate wurden die durch Integration der Peaks der HPL-
Chromatogramme erhaltenen Peakflachen gegen die Hydrolysedauer aufgetragen. Mit Hilfe
eines Tabellenkalkulationsprogramms wurde eine Ausgleichsfunktion fiir die exponentielle
Abnahme der Peakflaichen bestimmt und daraus die Geschwindigkeitskonstante k der
jeweiligen Hydrolyse erhalten. Unter der Annahme, dass es sich bei den Hydrolysen

aufgrund des hohen Wasseriiberschusses um Kinetiken pseudo-erster-Ordnung handelt,
wurden die Halbwertszeiten nach der Formel t1/2=nT2 bestimmt. Fiir die Bestimmung der

Halbwertszeiten der Intermediate wurden die Peakflachen zu Zeitpunkten bestimmt, zu
denen das jeweilige Prodrug bereits vollstindig umgesetzt war. Die Ergebnisse dieser

Bestimmungen sind in Abb. 53 (S. 56) und Abb. 54 (S. 57) gezeigt.
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B Prodrug M Intermediat
350 + 326
300 - 275
250 - 223
200 -
ti/ [h]

150 -

100 -

50 - 30

n.b.

iPr-d4UDP Ce-d4UDP Cy-d4UDP Cy;-d4UDP

Abb. 53: Hydrolysehalbwertszeiten der d4U-Prodrugs 51-54 und Intermediate 95-97, 99.

Wie zu erwarten war, erhohte sich die Halbwertszeit der Prodrugs, die unverzweigte
Alkylketten tragen, mit zunehmender Kettenlange. Die iPr-substituierten Prodrugs 51 und 55
zeigen Halbwertszeiten, die in der gleichen GroRenordnung wie die der Cs-substituierten
Verbindungen 52 und 56 liegen. Dieser Trend ist zu erkldaren, geht man davon aus, dass die
Veranderung der Hydrolysegeschwindigkeit im Wesentlichen auf sterischen Effekten beruht.
Eine unterschiedlich gute Zugdnglichkeit der Carbonylfunktion fiir das angreifende
Nucleophil flihrt zu einer Verlangsamung der Hydrolyse. Zusatzlich kann es zu intra- und
intermolekularen hydrophoben Wechselwirkungen kommen, die Einfluss auf die
Hydrolysegeschwindigkeit haben. Im Fall der iPr-substituierten Verbindungen 51 und 55

fihrt die Verzweigung in der Alkylkette zu einem entsprechend groReren Raumanspruch.

Die Halbwertszeiten fiir die Hydrolyse der zweiten Maske aus den Intermediaten liegen fiir
kurze Alkylketten um ein vielfaches hoher, als die der ersten Hydrolyse. Eine mogliche
Ursache dafir ist die zusatzliche negative Ladung an der Phosphateinheit, die zu repulsiven
elektronischen Wechselwirkungen mit dem angreifenden Nucleophil fihrt. Fir die
Halbwertszeiten der Intermediate ist ein umgekehrter Trend zu beobachten als fiir die
Prodrugs: Mit zunehmender Kettenlange nimmt die Halbwertszeit ab. Fur die

Cii-substituierten Verbindungen 54 und 58 wurden nur sehr kleine Mengen der
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Intermediate detektiert, so dass auf eine Bestimmung der Halbwertszeit ihrer Hydrolyse

verzichtet werden musste (s. Abb. 52, S. 55).

B Prodrug M Intermediat

400 +

337

350 -

290

300 -
255
250
t1/2 [h] 200 n
150 -~
100 -

so 36 28
n.b.

iPr-ddUDP Ce-ddUDP Co-ddUDP Cy;-ddUDP

Abb. 54: Hydrolysehalbwertszeiten der ddU-Prodrugs 55-58 und Intermediate 98, 100-102.

Das fiir die Prodrugs 51-58 beobachtete Hydrolyseverhalten ist sowohl bezlglich des

Hydrolysemechanismus, als auch in Bezug auf die Hydrolysehalbwertszeiten in guter

Ubereinstimmung mit den fiir d4TDP-Prodrugs mit gleichen Masken ermittelten Daten.[¢®¢7]

|
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Abb. 55: Hydrolyse von 3-Me-cycloSal-ddUMP 86 in Phosphatpuffer (pH 7.3) (Methode I, 264 nm).
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Zusatzlich zur Untersuchung der DiPPro-Nucleotide von d4U 42 und ddU 43 wurde auch das
Hydrolyseverhalten der beiden 3-Me-cycloSal-Triester 85 und 86 in Phosphatpuffer (pH 7.3)
untersucht. Dabei wurde genauso vorgegangen wie zuvor fiir die DiPPro-Nucleotide
beschrieben. Die Verfolgung der Hydrolyse von 3-Me-cycloSal-ddUMP 86 ist in Abb. 55
(S. 57) gezeigt. Unter der Voraussetzung, dass es sich bei den in der Abbildung markierten
Verbindungen um ddUMP 50 und den Benzylphosphatdiester 103 handelt, ist davon

auszugehen, dass die Hydrolyse nach dem in Abb. 7 (S. 11) gezeigten Mechanismus ablauft.

10 - 9
g . 7
6 .
ty2 [h]
4 -

2 -

0 -

3-Me-cycloSal-ddUMP 86 3-Me-cycloSal-d4UMP 85

Abb. 56: Hydrolysehalbwertszeiten von 86 und 85.

Der Verlauf der Hydrolysen war fiir beide untersuchten Verbindungen identisch, so sind auch
die Halbwertszeiten nahezu gleich. Im Fall des 3-Me-cycloSal-ddUMP 86 war in der HPL-
Chromatographie keine Trennung der Diastereomere zu beobachten, hingegen konnten fir
3-Me-cycloSal-dAUMP 85 zwei Peaks detektiert werden, die allerdings nicht
basisliniengetrennt vorlagen, sodass eine getrennte Bestimmung der Hydrolyse-

halbwertszeiten der Diastereomere nicht vorgenommen werden konnte.

58



Resultate und Diskussion

4.1.11. Hydrolyseverhalten der Prodrugs von d4U 42 und ddU 43 in CEM/0-Zellextrakten

Die Hydrolysen in Phosphatpuffer stellen ein sehr artifizielles System dar, mit dem sich nur
die rein chemische Hydrolyse untersuchen lasst. Um die intrazelluldare Metabolisierung der
Mono- und Diphosphatprodrugs moglichst realitdtsnah simulieren zu kdénnen, wurden
Hydrolysestudien in CEM/0-Zellextrakten durchgefiihrt, die von PROF. JAN BALZARINI von der
Universitdt Leuven, Belgien zur Verfligung gestellt wurden. Diese Extrakte wurden
ausgewahlt, da die Evaluierung der antiviralen Aktivitat der untersuchten Verbindungen in
CEM/0- bzw. CEM/TK-Zellen durchgefiihrt wird. Dabei galt es zu untersuchen, welche
Auswirkungen die enzymatische Spaltung der Prodrugs auf die Hydrolysegeschwindigkeit
sowie auf die Bildung der Hydrolyseprodukte hat. Fir die Untersuchungen wurde ein in der
Arbeitsgruppe etabliertes Verfahren verwendet.®”! Es wurden Losungen der Prodrugs in
DMSO und Wasser hergestellt, die mit den Zellextrakten versetzt und filir unterschiedliche
Zeitrdume bei 37 °C inkubiert wurden. Nach Prazipitation der Proteine durch Zugabe von
Methanol und Zentrifugation wurden die Proben, wie im vorangegangenen Kapitel
beschrieben, mittels HPLC vermessen und die Hydrolysekinetiken ermittelt. Fir alle
untersuchten DiPPro-Nucleotide wurde eine drastische Beschleunigung der Hydrolyse
festgestellt, wie dies auch fiir die in vorigen Arbeiten untersuchten Verbindungen der Fall
war.'®®”! Dieser Effekt ist auf eine enzymatische Spaltung der Esterfunktionen der Prodrugs
durch im Zellextrakt vorhandene Esterasen zuriickzufiihren. Dabei ist davon auszugehen,
dass die chemische Hydrolyse aufgrund der kurzen Hydrolysedauern und wegen des
vergleichsweise geringen pH-Werts (pH 6.8[1001) des Zellextrakts keine Rolle spielt. Im
Zellextrakt findet die Bildung des einfach maskierten Intermediats nur in untergeordnetem
MaBe statt, so dass eine Kinetik der Bildung bzw. Hydrolyse dieser Verbindungen nicht
ermittelt wurde. Dies gilt auch fir die freigesetzten Nucleosidmono- und -diphosphate, die
einer schnellen enzymatischen Zersetzung unterliegen und sich die Monophosphatpeaks
zusatzlich mit denen der Zersetzungsprodukte und bei gleicher Wellenlange absorbierender
Zellextraktbestandteile Uberlagern. Die Untersuchung der Stabilitdit der Nucleosid-
diphosphate im Zellextrakt ergab sowohl fir d4UDP 59, als auch fiir ddUDP 89 eine

Halbwertszeit von 2 h.
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Die Hydrolyse des Cg-d4UDP-Prodrugs 52 ist anhand der HPL-Chromatogramme in Abb. 57

dargestellt.

80 min

40 min

[
H/L 20 min

|

11 12 13 14 15 16 17

Abb. 57: Verlauf der Hydrolyse des C4-d4UDP-Prodrugs 52 in CEM/0-Zellextrakt (Methode 1l, 260 nm).

Die Hydrolysehalbwertszeiten der Zellextrakthydrolysen der DiPPro-Nucleotide sind in
Abb. 58 und Abb. 59 (S. 61) im Vergleich zu denen der chemischen Hydrolysen gezeigt. Wie
bereits bei den chemischen Hydrolysen in Phosphatpuffer ist hier eine Zunahme der
Halbwertszeit bei Verlangerung der Alkylkette zu beobachten, wahrend die Werte der iPr-
und Cg-substituierten Verbindungen 51, 52, 55, und 56 in der gleichen GréRenordnung
liegen. Dabei ist anzumerken, dass diese Werte aufgrund der experimentellen Durchfiihrung
mit einem groReren Fehler behaftet sind als die der chemischen Hydrolyse, da fir jeden

Messwert eine separate Hydrolyselésung angesetzt wurde.
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HPBS (pH 7.3) ® CEM/0-Zellextrakt

80 - 76
70 - 63
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50 -
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tl/Z [h] 40 T
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30 -
20
10 -
0.3 0.4 1.1 19
0

iPr-d4UDP 51 Ce-d4UDP 52 Cs-d4UDP 53 C1;-d4UDP 54

Abb. 58: Hydrolysehalbwertszeiten der d4U-Prodrugs 51-54 bei pH 7.3 und in CEM/0-Zellextrakt.

HPBS (pH 7.3) ® CEM/0-Zellextrakt

80
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70 - 66
60 -
50 -
ty, [h] 40 - 36
30 - 28
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10 -
0.3 0.5 0.7 1.7
0

iPr-ddUDP 55 Ce-ddUDP 56 Co-ddUDP 57 Cy;-ddUDP 58

Abb. 59: Hydrolysehalbwertszeiten der ddU-Prodrugs 55-58 bei pH 7.3 und in CEM/0-Zellextrakt.
Die im Vergleich zu den chemischen Hydrolysen sehr schnellen Hydrolysen im Zellextrakt
deuten auf eine schnelle intrazellulare Degradation hin. Unter der Voraussetzung, dass die
Konzentration der daflir verantwortlichen Esterasen intrazellular hoher ist als extrazellular,
sollte die Freisetzung der Hydrolyseprodukte mit hinreichender Selektivitat intrazellular
ablaufen. Des Weiteren hat eine schnelle Spaltung der maskierenden Gruppen den Vorteil,
dass fir die daraus gebildeten Verbindungen aufgrund ihrer Polaritdt ein ,lock-in“-Effekt

resultieren sollte.

61



Resultate und Diskussion

Wie die DiPPro-Nucleotide wurden auch die 3-Me-cycloSal-Prodrugs 85 und 86 in CEM/0-
Zellextrakt hydrolysiert und deren Halbwertszeiten in diesem Medium bestimmt. Aufgrund
des rein pH-abhdngigen Hydrolysemechanismus dieser Verbindungen wurde kein Einfluss
durch die Anwesenheit von Esterasen erwartet. Der niedrigere pH-Wert (pH 6.81%%) lieR
aber eine im Vergleich zur Hydrolyse im Phosphatpuffer hohere Halbwertszeit annehmen.
Diese Vermutung wurde durch das Experiment bestdtigt. Die entsprechenden

Halbwertszeiten sind in Abb. 60 widergegeben.

HPBS (pH 7.3) ® CEM/O Zellextrakt

18 +

16

16 A
14 A
12

10
ty [h]

e )] 0o
1

3-Me-cycloSal-ddUMP 86 3-Me-cycloSal-d4UMP 85
Abb. 60: Hydrolysehalbwertszeiten von 86 und 85 bei pH 7.3 und in CEM/0-Zellextrakt.

4.1.12. Aktivitdt der Prodrugs von d4U 42 und ddU 43 gegen HIV-1 und HIV-2

Die Testung der antiviralen Aktivitdt der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Prodrugs
wurde von PROF. JAN BALZARINI an der Universitdt Leuven, Belgien, durchgefiihrt. Dazu wurden
mit HIV-1 und HIV-2 infizierte T-Lymphozytzellen des Wildtyps (CEM/0) sowie einer Zelllinie,
in der die Thymidinkinase (TK) nicht produziert wird (CEM/TK’), verwendet.

Zur Interpretation der antiviralen Daten ist zunachst ein Blick auf die Lipophilie der
untersuchten Verbindungen nutzlich. Eine Mdglichkeit, die Lipophilie von Verbindungen
relativ zueinander abzuschatzen ist der Vergleich der Retentionszeiten bei der RP-HPLC.*Y
Abb. 61 (S. 63) zeigt die HPL-Chromatogramme der Coinjektion der DiPPro-Nucleotide der

d4U- und der ddU-Reihe. Dies zeigt zum einen, dass die Modifikation im Glycon
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erwartungsgemald keinen Einfluss auf die Lipophilie des Prodrugs hat und zum anderen, dass

die Verbindungen mit zunehmender Lange der Alkylkette lipophiler werden.

iPr-ddUDP 55 Cs-ddUDP 56 Co-ddUDP 57  Cy;-ddUDP 58

iPr-d4UDP 51 Ce-d4UDP 52 Cy-d4UDP 53  C;;-d4UDP 54

T T T T T T T T T T
5 16 17 18 19 20 21

11 12 13 14 1

22
tg [min]
Abb. 61: Coinjektion der DiPPro-Nucleotide der d4U- und ddU-Reihe (Methode Il, 260 nm).

Es ist davon auszugehen, dass die Verbindungen mit zunehmender Lipophilie besser in der
Lage sind, die unpolare Zellmembran zu (iberwinden. Andererseits wurde gezeigt, dass
gerade die Verbindungen mit langen Alkylketten an der Maske hdhere
Hydrolysehalbwertszeiten aufweisen. Dies kann zum einen zu einer vermehrten Freisetzung
des entsprechenden Nucleosidmonophosphats fiihren und zum anderen beginstigt die

langsame Abspaltung der ersten Maske den Efflux des Prodrugs.

Die in Tabelle 2 (S. 64) widergegebenen ECso-Werte zeigen zunachst einmal, dass d4U 42 und
ddU 43 in ihrer nucleosidischen Form erwartungsgemaR keine Aktivitat gegen HIV-1 und
HIV-2 zeigen. Das gleiche gilt fir die 3-Me-cycloSal-Pronucleotide 85 und 86, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass auch die Freisetzung der entsprechenden
Nucleosidmonophosphate in diesen Fdllen keine antivirale Aktivitat hervorzurufen vermag
oder aus den cycloSal-Verbindungen keine ausreichenden Mengen an Monophosphat
gebildet werden. Allerdings ist dieses Ergebnis teilweise im Widerspruch zu den Ergebnissen
von MCGUIGAN ET AL., die unter gleichen Bedingungen fiir ddU-Monophosphatprodrugs ECso-
Werte von 15 uM - 43 uM ermittelten.®”!
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Tabelle 2: Antivirale Daten der Prodrugs von d4U 42 und ddU 43.

ECso” [UM] CCso” [uM]
CEM/0 CEM/TK CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
d4au 42 >250 >250 >250 >250
3'2"4‘3‘;&"‘;"2553" >50 >50 >10 93+7.1
iPr-d4UDP 51 32+16 23+1.4 250 110+1.4
Cs-d4UDP 52 35+2.1 30+4.2 24 +2.8 109t2.1
Co-d4UDP 53 36+ 20 20+£3.5 >10 95+3.5
C11-d4UDP 54 >50 >50 >50 116+£2.8
dduU 43 >250 >250 >250 >250
3'2";[;"‘"\;’;";563" >50 >50 >50 104 +3.5
iPr-ddUDP 55 >50 >50 >50 >250
Cs-ddUDP 56 26+9.9 30+4.9 >50 124 £ 11
Co-ddUDP 57 250 42 +12 >50 99+3.5
Cy11-ddUDP 58 >50 >50 >50 144+ 7.1

®50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation; °50% cytotoxische Konzentration

Die Ergebnisse fiir die DiPPro-Nucleotide waren zunachst tiberraschend. Eine Freisetzung des
Nucleosiddiphosphats vorausgesetzt, war davon ausgegangen worden, dass daraus schnell
das entsprechende Triphosphat gebildet wird, da die Nucleosiddiphosphatkinase (NDPK)
aufgrund ihrer Struktur eine wesentlich geringere Substratspezifitat aufweist als die Kinasen,
die die ersten beiden Phosphorylierungsschritte katalysieren.m] Tatsachlich konnte bei den
ddU-Prodrugs lediglich fiir das Cc-ddUDP 56 eine moderate antivirale Aktivitat gegen HIV-1
und HIV-2 gefunden werden, eine geringe Aktivitat ist auch fir das Cg-ddUDP 57 gegen HIV-2
moglich. Die Interpretation dieser Daten und der direkte Vergleich sind jedoch durch die
teilweise sehr groRen Standardabweichungen erschwert. Fiir die DiPPro-Nucleotide der d4U-
Reihe konnte fir die iPr-, Cs- und Cy-substituierten Verbindungen eine geringe Aktivitat
gegen HIV-1 und HIV-2 gefunden werden. Da bisher keine Aktivitat durch die Freisetzung von
d4UMP 49 bekannt ist, ist davon auszugehen dass die hier gemessene Aktivitat nur durch die
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intrazellulare Bildung des d4UDP 59 aus dem entsprechenden Prodrug hervorgerufen
werden kann. Erstaunlich ist jedoch, dass bis auf das Cg-d4UDP 52 alle Verbindungen ihre
Aktivitat in den Thymidinkinase defizienten Zellen (TK') verlieren, da das Fehlen dieses
Enzyms bei Freisetzung des Nucleosiddiphosphates keinen Einfluss haben sollte. Allerdings
lasst der Wert fiir Co-d4UDP 53 keine schlissige Interpretation zu. In Bezug auf die Struktur-
Aktivitats-Beziehung der untersuchten Verbindungen ist festzuhalten, dass offenbar trotz
seiner vergleichsweise geringen Lipophilie das iPr-d4UDP 51 in der Lage ist, die Zellmembran
zu Giberwinden und d4UDP 59 freizusetzen. Dies gilt ebenso fiir die Cs- und Cs- substituierten
Verbindungen. Die Inaktivitdt der beiden Cy;-substituierten Verbindungen deutet darauf hin,
dass aufgrund der hoheren Hydrolysehalbwertszeit die Bildung des jeweiligen
Monophosphats zur Freisetzung geringerer Mengen des entsprechenden Diphosphats fiihrt.
Zusatzlich wadre es moglich, dass ein Efflux der Verbindungen vermehrt auftritt. Die

gemessenen Cytotoxizitaten waren fir alle untersuchten Verbindungen gering.

Fir die insgesamt niedrige Aktivitat der untersuchten Verbindungen sind verschiedene
Grinde denkbar. Zum einen ist es moglich, dass die Verbindungen nicht in ausreichenden
Mengen in die Zelle gelangen. Zum anderen konnte durch Konkurrenzreaktionen im
komplexen zellularen Medium die freigesetzte Menge an Nucleosiddiphosphat zu gering sein
oder das Diphosphat enzymatisch zersetzt werden, bevor es zur Triphosphatbildung kommt.
Ebenfalls moglich ist, dass der durch die NDPK katalysierte Aufbau des Triphosphats nicht
mit der angenommenen Effizienz stattfindet. Im Unterschied zu anderen humanen Kinasen
wird bei der NDPK die zu Ubertragende Phosphatgruppe von einem Donor (ATP oder GTP)
auf das aktive Zentrum Ubertragen und dort kovalent gebunden. Das Akzeptorsubstrat ragt
mit der Diphosphateinheit und dem Glycon in das aktive Zentrum und wird dort ber ein
I\/Ig2+—Kation koordiniert. Diese Koordination erfolgt zwischen beiden Phosphateinheiten und
der 3’-Hydroxyfunktion des Glycons. Dies hat zur Folge, dass Modifikationen im Glycon einen
sehr viel gréBeren Einfluss auf die Effizienz dieser Phosphorylierung haben, als
Modifikationen im Aglycon. Insbesondere das Fehlen der 3’-Hydroxyfunktion flihrt zu einem
Verlust der enzymatischen Aktivitat.”® Eine schwache Koordination ist allerdings auch mit

einer Doppelbindung zwischen der 2’- und der 3’-Position des Glycons moglich, so berichten
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SCHNEIDER ET AL. dass aufgrund dieser Wechselwirkung d4TDP 14 um den Faktor 10 effizienter

umgesetzt wird als AZTDP 34, wo diese Koordination nicht moglich ist.[10%

Um die Effektivitdit der Umsetzung der Nucleosiddiphosphate zu den entsprechenden
Triphosphaten durch die NDPK zu untersuchen, wurden in der Arbeitsgruppe von PROF. JAN
BALzARINI Tests mit dem isolierten Enzym durchgefiihrt. Das lberraschende Ergebnis dieser
Studien war, dass sowohl flir d4UDP 59, als auch fir ddUDP 89 keine Umsetzung zum
Triphosphat beobachtet werden konnte. Nach diesem Ergebnis kann davon ausgegangen
werden, dass diese Tatsache der Hauptgrund fiir die geringe antivirale Aktivitat der
untersuchten Verbindungen ist. Neben der NDPK sind weitere Enzyme in der Lage, die
Phosphorylierung von Nucleosiddiphosphaten zu katalysieren. Ein Beispiel ist die
Phosphoglyceratkinase, die u.a. in der Lage ist, d4TTP 15 und AZTTP 35 zu synthetisieren.[ma]
Moglicherweise konnen also auch d4UDP 59 und ddUDP 89 durch andere Enzyme als die

NDPK phosphoryliert werden.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass von den Nucleosiden 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-
didehydrouridin (d4U) 42 und 2’,3’-Didesoxyuridin (ddU) 43 jeweils vier DiPPro-Nucleotide
mit unterschiedlichen Masken (iPr-, Cs-, Co-, C11- substituiert) synthetisiert werden konnten.
Zusatzlich wurden die 3-Me-cycloSal-Triester 85 und 86 sowie die Nucleosiddiphosphate 59
und 89 beider Nucleoside als Vergleichssubstanzen dargestellt. Das Hydrolyseverhalten der
DiPPro-Nucleotide wurde in unterschiedlichen Medien untersucht. Dabei wurde festgestellt,
dass in Ubereinstimmung mit vorangegangenen Arbeiten die rein chemische Hydrolyse in
Phosphatpuffer (pH 7.3) nach dem in Abb. 21 (S. 27) gezeigten Mechanismus ablauft, bei
dem durch konkurrierende Spaltung der Anhydridbindung das Nucleosidmonophosphat und
ein Phosphatdiester als Nebenprodukte entstehen. Die Hydrolysehalbwertszeit steigt mit
zunehmender Lange der Alkylkette an, wahrend die Halbwertszeit des einfach maskierten
Intermediats abnimmt. Aufgrund einer schnellen enzymatischen Spaltung sind die
Halbwertszeiten in CEM/0-Zellextrakten deutlich geringer. Allerdings kommt es dabei auch
zu einem schnellen Abbau der Nucleosiddiphosphate, so dass liber die freigesetzten Mengen
keine zuverldssige Aussage gemacht werden kann. Die Untersuchung der antiviralen Aktivitat

gegen HIV-1 und HIV-2 zeigte keine Aktivitdt fir die Nucleoside 42 und 43 sowie fir die
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cycloSal-Verbindungen 85 und 86. Fiir die DiPPro-Nucleotide wurde in den Féllen des
iPr-d4UDP 51, C¢-d4UDP 52, Co-d4UDP 53 und Ce-ddUDP 56 lediglich moderate Aktivitat
gegen HIV-1 und HIV-2 (ECso=23 uM—-42 uM) gefunden, wahrend die weiteren
Verbindungen inaktiv waren. Dies kann maoglicherweise auf eine unzureichende
Membrangadngigkeit, eine ineffiziente Freisetzung der Nucleosiddiphosphate oder eine nicht
ausreichende  Phosphorylierung  zum  Nucleosidtriphosphat  zurilickzufiihren sein.
Untersuchungen zur Phosphorylierung der Nucleosiddiphosphate durch isolierte NDPK
zeigten keine Umsetzung zu den Triphosphaten. Dieser unerwartete Befund ist vermutlich

der Hauptgrund fiir die niedrige antivirale Aktivitat der getesteten Verbindungen
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4.2. Bicyclische Nucleosidanaloga als analytische Sonden fiir Fluoreszenzstudien

Die Nutzung von Fluoreszenzphdanomenen zur Aufklarung biochemischer Prozesse gehort zu
den Standardverfahren in der Bioanalytik, die breite Anwendung finden. Ein groRer Vorteil
fluoreszenzbasierter Methoden ist die Mdglichkeit, durch wellenlangenselektive Anregung
der Fluorophore qualitative und quantitative Informationen aus komplexen biochemischen
Systemen (z. B. intakten Zellen) in vitro und in vivo erhalten zu kénnen. Zusatzlich lassen sich
beispielsweise durch Ausnutzung der Konzentrationsabhangigkeit der Fluoreszenzintensitat,

Quenching- oder Bleaching-Effekte dynamische Prozesse verfolgen.

4.2.1. Entstehung von Fluoreszenz

Bei der Fluoreszenz handelt es sich um ein Lumineszenzphdanomen, das wie die
Phosphoreszenz auf der Anregung von Elektronen durch Absorption von Strahlung und
anschlieBender Relaxation beruht (Abb. 62). Da es sich dabei in der Regel um n > oder

> Uberginge handelt, sind fiir die Anregung ausgedehnte mi-Systeme notwendig.

Y
‘\"‘\ strahlungslose Relaxation
"“\\ (Schwingung, Rotation, elastischer StoB)
S =
1 *:system crossing
h V strahlungs- hV 1
A loser Fl
Ubergang h Vv
strahlungs- Ph
Fluoreszenz loser
Ubergang | phosphoreszenz
A [ |
L1 1
1 LY
i %

S0 So
Abb. 62: Vereinfachtes Jablonski-Diagramm (verdndert nach [75]). Sy: Singulettgrundzustand, S;: erster

angeregter Singulettzustand, T,: erster angeregter Triplettzustand, h: Planck’sches Wirkungsquantum, v,:
Absorptionswellenlange, vg: Fluoreszenzwellenlange, vp,: Phosphoreszenzwellenldange.
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Durch Absorption der Anregungsenergie (Ea=h - va) in Form von Strahlung der Anregungs-
wellenldnge (va) wird ein Elektron vom Singulettgrundzustand (Sg) in einen angeregten
Schwingungszustand des ersten angeregten Singulettzustands (S;) angehoben. Es erfolgt
zunadchst strahlungslose Relaxation beispielsweise durch Schwingung, Rotation oder
elastischen StoR bis zum Grundzustand von S;. Ist der Energieunterschied zwischen dem
Grundzustand von S; und den angeregten Zustdanden von Sg grof3, kann die zur Relaxation
abzugebende Energiemenge nicht strahlungsfrei an die Umgebung abgegeben werden. Die
Relaxation erfolgt durch Emission von Strahlung der Fluoreszenzwellenlange (vg). Im
Vergleich zur Anregungswellenldnge ist die Fluoreszenzwellenldnge rotverschoben (sog.
,Stokes Shift“). Dies ist zum einen durch den Energieverlust durch die strahlungslose
Relaxation vor Aussendung der Fluoreszenzstrahlung begriindet, zum anderen ist eine
Relaxation in einen angeregten Zustand von Sy moglich, der eine weitere strahlungsfreie

Desaktivierung folgt.”sl

Ist Spinumkehr moglich, kann ein Ubergang von S; in den ersten angeregten Triplettzustand
(T1) stattfinden (intersystem crossing). Da dieser Ubergang spinverboten ist, ist die
Wahrscheinlichkeit dafiir gering und die Relaxationszeit deutlich langer als bei der
Fluoreszenz. Die bei der Relaxation von T; nach Sy, abgegebene Strahlung wird als
Phosphoreszenz bezeichnet. Aufgrund der geringen Wahrscheinlichkeit und der langen

Relaxationszeiten spielt die Phosphoreszenz in der Bioanalytik praktisch keine Rolle.[®

Da die Lebensdauer der angeregten Zustinde bei der Fluoreszenz (10°-107s) in der
GroBenordnung liegen wie die Zeiten, die fir Diffusion, Rotation oder
Konformationsanderungen von Biomolekiilen bendtigt werden, ist eine Untersuchung

solcher Prozesse durch Fluoreszenzmessungen méglich.!®”!

4.2.2. Bioanalytische Nutzung von Fluoreszenzphdnomenen

Neben der einfachen Fluoreszenzspektroskopie wurde eine Vielzahl bioanalytischer
Verfahren entwickelt, die auf Fluoreszenzphdanomenen beruhen. Durch Fluoreszenz-
mikroskopie lassen sich Fluoreszenzphdanomene in biologischen Medien (z. B. Zellen und

Geweben) verfolgen. Dabei wird in der Regel die Epifluoreszenzmikroskopie verwendet, bei
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der die Probe nicht durchstrahlt, sondern durch ein Objektiv beleuchtet wird. Als

Anregungsquellen dienen heutzutage in der Regel Laser.

Zu den modernen Verfahren gehort z. B. FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching).
Mit dieser Methode lassen sich Diffusionseigenschaften von Molekiilen durch eine Membran
untersuchen. Dazu werden die Molekiile mittels kurzer intensiver Bestrahlung durch
irreversible Zerstorung des Fluorophors gebleicht (Photobleaching). Anschliefend kommt es
durch Diffusion fluoreszenzmarkierter Molekiile aus der Umgebung durch die Membran zu

einer Riickkehr des FIuoreszenzsignaIs.“MJ

Durch FRET (Fé6rster Resonance Energy Transfer) lasst sich die rdaumliche Ndhe zweier
Fluorophore untersuchen. Durch strahlungsfreien intra- oder intermolekularen Energie-
transfer, der auf Dipol-Dipol-Wechselwirkungen beruht, wird Energie von einem angeregten
Donor auf einen Akzeptor Ubertragen. Dieser Transfer tritt auf, wenn Donor und Akzeptor
nicht weiter als ca. 10 nm voneinander entfernt sind. Wird der Donor angeregt, ohne dass
sich der Akzeptor in der Nahe befindet, ist nur Donorfluoreszenz zu detektieren. Wird der
FRET-Abstand nicht Uberschritten, wird zusatzlich Akzeptorfluoreszenz beobachtet.*"
Aufgrund dieser Eigenschaften lassen sich mittels FRET unter anderem enzymatische

Bindungskniipfungs- und -spaltungsreaktionen untersuchen.

Eine Moglichkeit, Zellen nach bestimmten Kriterien zu trennen stellt FACS (Fluorescence
Assisted Cell Sorting) dar. Dabei konnen beispielsweise infizierte Zellen durch einen
fluoreszierenden Antikérper markiert und anschliefend mittels Durchflusszytometrie von

nicht infizierten Zellen getrennt werden.®

Multicolor Imaging erlaubt das gleichzeitige Markieren unterschiedlicher Zell- oder
Gewebebestandteile mit verschiedenen Farben. Diese Methode wird haufig fir medizinische

Studien in vivo eingesetzt.[ms]

Weitere Methoden beruhen darauf, dass das Fluoreszenzverhalten eines Fluorophors durch
Parameter wie Losungsmittel, pH-Wert und Packungseffekte in Kristallen beeinflusst wird.
Beim Quenching der Fluoreszenz kommt es zur reversiblen Ausloschung der Fluoreszenz bei

intaktem Fluorophor z. B. durch Energietibertragung auf ein anderes Molekdil.
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4.2.3. Bicyclische Nucleosidanaloga (BCNA)

Die hohe und selektive Aktivitat bicyclischer Nucleosidanaloga (BCNA) gegen das Varicella-
Zoster-Virus (VZV) wurde 1999 erstmals durch McGUIGAN ET AL. beschrieben.'® Das bereits
in Abb. 4 (S.5) gezeigte Cf-1743 11 ist der potenteste bekannte anti-VZV-Wirkstoff und
Ubersteigt die Wirkung des aktuell zur Behandlung der Infektion verwendeten ACV 10 um
das 1000-fache.™®” Die allgemeine Struktur dieser Verbindungen ist in Abb. 63 gezeigt.
Ausgehend davon wurde eine Reihe von Analoga synthetisiert und untersucht, die
Modifikationen im Glycon und im Aglycon tragen. Dabei fiihrten diese Modifikationen
bestenfalls zu einer Retention der antiviralen Aktivitat im Vergleich zu 11, in den meisten

Fillen war sie geringer oder ging vollstindig verloren.%70!

Ein interessantes Ergebnis
wurde bei der Untersuchung der 2’,3’-Didesoxyanaloga gefunden: Wahrend sie ihre anti-
VZV-Aktivitat vollstéandig verloren, zeigten die D-Nucleoside selektive Aktivitat gegen
HCMV.® Die 2’,3’-Didesoxyanaloga der L-Reihe zeigen dagegen Aktivitat gegen das Vaccinia-

und das Masern-Virus.**"

R! = alkyl (verzweigt, unverzweigt, cyclisch),
alkenyl, ether, glycol

X=0,S,NH

ortho-Halogen / /

meta-Halogen /

R4_CIH/ @
Y=0,CH,
/ \ R? = a/B-OH, o/B-F, H

Abb. 63: Allgemeine Struktur und Beispiele fiir Modifikationen eines BCNA (verdndert nach [107]).

R3=a/B-OH, Cl, F, H

Es wurde nachgewiesen, dass die BCNA nur durch VZV-eigene Kinasen in ihre Mono- und
Diphosphate uberfiihrt werden. Allerdings sind BCNA-Diphosphate keine Substrate der
humanen NDPK, sodass unklar ist, ob und auf welchem Weg BCNA-Triphosphate gebildet
werden. In Zellen, in denen viruseigene Thymidinkinase nicht produziert wird, verlieren die
Verbindungen ihre Aktivitdt, sodass davon auszugehen ist, dass phosphorylierte Metabolite
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der BCNA fiir die Aktivitit verantwortlich sind.™®® Ein moglicher Wirkmechanismus ist die

Inhibition der VZV-Polymerase durch diese Metaboliten.!*%”!

Neben der Anwendung der BCNA als antivirale Wirkstoffe zeichnen sie sich durch starke
Autofluoreszenz aus. Zusatzlich unterscheiden sich einfache BCNA in ihrer Struktur nur
gering von den natiirlichen Pyrimidinnucleosiden. Sie wurden daher schon haufig erfolgreich
als Fluoreszenzsonden fiir unterschiedliche Untersuchungen eingesetzt. MCGUIGAN ET AL.
untersuchten die Zellaufnahme von FV-100 104, dem 5’-O-L-Valinylester von Cf-1743 11, der
als Prodrug zur Steigerung der Bioverfligbarkeit durch Verbesserung der Wasserloslichkeit
eingesetzt wird. Die Aufnahme in Hela-Zellen wurde dabei mittels Fluoreszenzmikroskopie

bei einer Anregungswellenldnge von 350 nm beobachtet.™!!

CsHq4

HN O

—\ O

N /go

HO HO
FO: @) o

OH OH R? OH R
FV-100 104 R1=H,R2=H 105 R=H, X=5108
1_ 2_ R=0H,X=S109
R =H R"=0H106 R=OH, X = NH 110
R™=CH;, R%=0H 107 R=H,X=NH 111

Rl=CH; RZ=H 112
Abb. 64: Beispiele fir BCNA als Fluoreszenzsonden.
Zur Untersuchung der Transportprozesse von Nucleosiden durch die Zellmembran mit Hilfe
von Nucleosidtransportproteinen verwendeten ZHANG ET AL. die Verbindungen 105 und 106,
mit denen unter anderem FRAP-Experimente durchgefiihrt wurden (Abb. 64).[112] Ahnliche
Studien wurden auch von DAMARAJU ET AL. durchgefiihrt. Dazu wurden u. a. die Verbindungen
106-110 verwendet.™*! Berry ET AL. gelang der Einbau der Pyrroloderivate 110 und 111 in
Oligonucleotide durch automatisierte Festphasensynthese unter Verwendung der
entsprechenden Phosphoramidite. Anhand des Quenching der Fluoreszenz unter

bestimmten Bedingungen lasst sich das Hybridisierungsverhalten dieser Oligonucleotide
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untersuchen.'**

I Auf Basis der Verbindungen 107 und 112 fiihrten LuTz ET AL. eine Vielzahl
von Modifikationen im Glycon ein (z.B. 2’,3’-Didesoxy, 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydro,
3’-Azido). Diese Nucleosidanaloga wurden verwendet, um deren intrazelluldre
Phosphorylierung durch unterschiedliche Kinasen mit Hilfe von FACS-Experimenten zu

untersuchen, 11116

Uber die ersten fluoreszenzmarkierten Prodrugs nach dem cycloSal- und dem DiPPro-
Konzept wurde bereits im Kenntnisstand berichtet (S. 25f). Diese konnten aufgrund ihrer
niedrigen Anregungswellenlange mit den zur Verfigung stehenden Methoden nicht
erfolgreich als Fluoreszenzsonden eingesetzt werden.'®® |n eigenen Arbeiten wurden daher

die beiden in Abb. 65 gezeigten cycloSal-Triester 113 und 114 zweier BCNA synthetisiert, um

[117]

deren Eignung als Fluoreszenzsonden fiir Zellaufnahmestudien zu untersuchen.

(o) \O
0]
OH OH
113 114

Abb. 65: Erste cycloSal-Triester zweier BCNA.M

Ziel dieser Arbeit war es, weitere BCNA-Prodrugs nach dem cycloSal- und dem DiPPro-
Konzept zu synthetisieren und deren Eigenschaften, insbesondere bezlglich ihrer Eignung als
Fluoreszenzsonden, zu untersuchen. Dabei sollte der Schwerpunkt auf der Synthese der
2’,3’-Didesoxyanaloga liegen, da diese am besten geeignet sein sollten, das
Diffusionsverhalten antiviral aktiver 2’,3’-Didesoxynucleoside zu simulieren. Anhand der
DiPPro-Nucleotide 117-128 sollte der Einfluss der 3’-Hydroxyfunktion und der Propylgruppe
an der Nucleobase auf die Lipophilie und das Hydrolyseverhalten evaluiert werden. Die

Zielverbindungen 115-128 sind in Abb. 66 (S. 74) gezeigt.
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Rl=C;H,, R? = OH, R® = iPr 117

Rl =C3H,, R? = OH, R®=C,H,; 118
R = C3H,, R? = OH, R3 = C4H,4 119
R!=C4H,, R? = OH, R®=C,;H,; 120
Rl=C;H,, R?=H, R3=jPri121
Rl=C4H,, R?=H, R¥=C4H,5 122
Rl=C4H,, R? =H, R¥=C4H,4 123
R'=C4H,, R?=H,R¥=C;H,; 124
R'=H,R?=H, R*=Pr125
R!=H,R?=H, R®=CgH,; 126
R1=H,R?=H, R®= CgH,4 127
R'=H,R?=H, R®=C,;H,; 128

Abb. 66: Zielverbindungen 115-128.

4.2.4. Synthese der Bicyclischen Nucleosidanaloga (BCNA)

Den Schlisselschritt der Synthese bicyclischer Nucleosidanaloga stellt die Sonogashira-
Kupplung eines geeigneten Alkins mit einem 5-lod-Uridinderivat mit anschlieRender
kupferkatalysierter 5-endo-dig-Cyclisierung dar. Erste Reaktionen dieser Art wurden von

[118,119]

ROBINS ET AL. beschrieben und von MCGUIGAN ET AL. optimiert, sodass Kupplung und

S Analogie zu

Cyclisierung in einer one-pot-Reaktion durchgefiihrt werden kdnnen.
dieser Syntheseroute wurde in eigenen Arbeiten 6-Prop-2’-dBCNA 129 dargestellt.[lm
Ausgehend von kommerziell erhéltlichem 5-lod-2’-desoxyuridin 130 wurde die Sonogashira-
Kupplung mit Pent-1-in und Tetrakis(triphenylphosphin)-palladium(0) als Katalysator sowie
Kupfer(l)-iodid und Diisopropylethylamin (DIPEA) als Cokatalysatoren bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Die Cyclisierung erfolgte unter Rickfluss nach Zugabe zusatzlichen Kupfer(l)-
iodids und Triethylamin. Verbindung 129 konnte auf diesem Weg mit Ausbeuten bis zu 58%
Uber zwei Stufen erhalten werden (Abb. 67, S. 75). Fur die Synthese von 6-H-2’-dBCNA 105
wurde ebenfalls von 5-lod-2’-desoxyuridin 130 ausgegangen. Als Kupplungspartner wurde
Trimethylsilylacetylen verwendet. Dies hatte zwei Grinde: Zum einen handelt es sich im
Gegensatz zu Ethin um eine Flissigkeit, was die praparative Arbeit wesentlich erleichtert.
Zum anderen sollte durch die Silylschutzgruppe die Dimerisierung durch eine Glaser-
Kupplung zwischen den Nucleosiden verhindert werden. Der Ringschluss konnte nicht wie

bei 129 in einer one-pot-Reaktion durchgefiihrt werden. Daher erfolgte zunachst die
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Abspaltung der Silylgruppe von 131 mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) um 132 zu
erhalten. Der Ringschluss zu 105 wurde anschlieRend unter den gleichen Bedingungen wie
fiir 129 durchgefiihrt. Allerdings waren hierzu 1.2 Aquiv. Kupfer(l)-iodid notwendig.[m’m]
Unter diesen Reaktionsbedingungen besteht wieder die Moglichkeit der Glaser-Kupplung als
Nebenreaktion. Das entsprechende Dimer konnte bei keiner der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Synthesen isoliert werden, wurde aber von JANEBA ET AL. flir sehr dhnliche

Cyclisierungsreaktionen besch rieben.*?!

3.9 Aquiv. Pent-1-in

O 0.1 Aquiv. Pd(PPh,), O
0.2 Aquiv. Cul X
I -2 Aquiv. Lu 0.2 Aquiv. Cul
| NH 1.9 Aquiv. DIPEA | NH 31 Aquiv. Et;N
DMF, Rt, 24 h 1
N 0 N o DMF, 80 °C, 16 h
HO HO 58% (2 Stufen)
o o) ’ o
OH OH OH
130 129
3.3 Aquiv. TMS-Acetylen
0.1 Aquiv. Pd(PPh;),
0.3 Aquiv. Cul
1.1 Aquiv. DIPEA
DMF, Rt, 24 h
73%
H S O
N NH 1.2 Aquiv. Cul
/g 3.0 Aquiv. TBAF | 23 Aquiv. Et3N
THF, Rt 45 min N o) DMF, 100 °C, 6.5 h
7 m o 60%
O O
OH OH OH
131 132 105

Abb. 67: Synthese von 6-Prop-2’-dBCNA 129 und 6-H-2"-dBCNA 105.™"

Zur Darstellung des 2’,3’-Didesoxyanalogon von 129 (6-Prop-ddBCNA 133) wurde in einem
ersten Ansatz nach dem in Abb. 68 (S.76) gezeigten Retrosyntheseschema vorgegangen.
Den Schlisselschritt dieser Route sollte die der Barton-McCombie-Reaktion analoge
radikalische Desoxygenierung des Phenylthiokohlensaureesters 134 zu 135 darstellen, der

aus dem 5’-O-TBDMS-geschiitzten 6-Prop-2’-dBCNA 136 hergestellt werden sollte.
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Verbindung 136 sollte nach Silylschitzung der 5’-Hydroxyfunktion von 5-lod-2’-
desoxyuridin 130 durch die in Abb. 67 (S. 75) gezeigte Sequenz aus Sonogashira-Kupplung

und Cyclisierung erhalten werden.

ko

N

P |
O —— TBDMSO
FO:

133 135 S O 134
O

' NH ' NH
| JY | PN
HO N" "0 —— TBDMSO N" "0 «—— 1BDMSO
T/'O: T/_o:

OH OH
130 137 136

Abb. 68: Retrosyntheseschema zur Darstellung von 6-Prop-ddBCNA 133.

Die Silylschitzung der 5’-Hydroxyfunktion von 5-lod-2’-desoxyuridin 130 erfolgte durch
Umsetzung mit 1.1 Aquiv. tert-Butyldimethylsilylchlorid in Pyridin unter den in Abb. 69

angegebenen Reaktionsbedingungen.mz] Dabei konnte Verbindung 137 mit einer Ausbeute

von 76% erhalten werden.

(@] (@]

|

\fj\NH 1.1 Aquiv. TBDMSCI | | NH
N/go Pyridin, Rt, 40 h N/§O

HO o TBDMSO
(]
(@) (@]
OH 130 OH 137

Abb. 69: Selektive Silylierung der 5’-Hydroxyfunktion von 130.
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Die Bildung einer geringen Menge der vermutlich zweifach silylierten Verbindung konnte
mittels Diinnschichtchromatographie beobachtet werden, deren Abtrennung war bei der
chromatographischen Reinigung allerdings problemlos mdglich. Die anschlieBende
Sonogashira-Kupplung gefolgt von der Cyclisierung in einer one-pot-Reaktion lieferte 136 mit

einer Ausbeute von 75% (Abb. 70).

1. 4.2 Aquiv. Pent-1-in
0.1 Aquiv. Pd(PPh;),
0.2 Aquiv. Cul
1.9 Aquiv. DIPEA
9 DMF, Rt, 22 h
I 2.0.2 Aquiv. Cul
| /’i" 41 Aquiv. Et;N
DMF, 90 °C, 16 h
N™ "0 TBDMSO
75%

0 )

TBDMSO

OH OH
137 136

Abb. 70: Synthese von 5’-O-TBDMS-2’-dBCNA 136.

Zur Synthese des Phenylthiokohlensdureesters 134 wurde 5’-O-TBDMS-2’-dBCNA 136 mit

t.[123]

Phenoxythiocarbonylchlorid (PTC-Cl) umgesetz Unter den in Abb.71 angegebenen

Reaktionsbedingungen wurde Verbindung 134 mit einer Ausbeute von 72% erhalten.

3.1 Aquiv. PTC-CI
CH,Cl,, Pyridin, 4 °C, 20 h

TBDMSO 22% TBDMSO
0 0]
OH S0
136 134

©

Die Desoxygenierung wurde analog der Barton-McCombie-Reaktion durchgef[]hrt.[124] Im

Abb. 71: Darstellung des Phenylthiokohlensdureesters 134.

Hinblick auf die spatere Anwendung in biologischen Tests wurde im Gegensatz zur

urspringlichen Durchfihrung dieser Reaktion auf die Verwendung des giftigen
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Tributylstannans  verzichtet. Als  Wasserstoffatomdonor  fungierte  stattdessen
Tris(trimethylsilyl)silan (TTMSS). Als Radikalstarter wurde Azoisobutyronitril (AIBN)
eingesetzt.[125’126] Nach vollstandiger Umsetzung des Edukts konnte allerdings als einziges
Produkt, das die fiir die BCNA typische blaue Fluoreszenz aufwies, die abgespaltene
bicyclische Nucleobase 138 mit einer Ausbeute von 66% isoliert werden (Abb. 72). Die

weiteren Produkte konnten anhand der spektroskopischen Daten nicht identifiziert werden.

2.2 Aquiv. TTMSS
0.4 Aquiv. AIBN
Toluol, Riickfluss, 24 h

TBDMSO TBDMSO

135 138
nicht isoliert 66%

©

Abb. 72: Versuch der Synthese von 135 durch Barton-McCombie-Desoxygenierung.

Auch durch Veranderung der Reaktionsbedingungen konnte die Reaktion nicht zum Erfolg
gefihrt werden: Bei Raumtemperatur fand keinerlei Umsetzung statt und auch bei einer
Reaktionszeit von nur 4 h unter Riickfluss wurde bereits eine signifikante Menge der

Nucleobase gebildet, wahrend der groRte Teil des Edukts noch nicht umgesetzt war.

Da die in Abb. 68 (S. 76) gezeigte Syntheseroute nicht erfolgreich zu Ende gefiihrt werden
konnte, wurde auf einen von MCGUIGAN ET AL. entwickelten Weg zur Darstellung der
2’,3’-Didesoxyanaloga der BCNA zurlickgegriffen, bei der zuerst die Desoxygenierung des
Glycons und anschlieBend der Aufbau der bicyclischen Nucleobase erfolgt.[ggl In Anlehnung
daran sollte zur Synthese von 133 und 139 von 2’-Desoxyuridin 60 ausgegangen werden. Die
ersten vier Schritte bis zum 2’,3’-Didesoxyuridin (ddU) 43 sollten dabei wie bereits in Kapitel
4.1.4. (S.31) beschrieben durchgefiuhrt werden. AnschlieBend sollte die lodierung in der
5-Postion der Nucleobase zu 140 erfolgen, gefolgt von der Sonogashira-Kupplung mit Pent-1-
in und der Cyclisierung, um 6-Prop-ddBCNA 133 zu erhalten (Weg 1). Fir 6-H-ddBCNA 139

sollte als Kupplungspartner Trimethylsilylacetylen verwendet werden, um 141 zu erhalten
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und die Ringschlussreaktion ausgehend von 142 nach Abspaltung der Silylschutzgruppe
erfolgen (Weg 2, Abb. 73).

0 0
A8 (.
Weg 1
— HO N0 —— Ho N" 0
@ @
R=H 139
R =C;H, 133 140 43
H HWeg 2 H
H 0 T™S 0 0
A X
o o 8%
HO N0 — 1o N" 0 HO N° "0
O —O— —O—
142 141 42
0 0 0
HO N O &— MsO N o —— o N O
o) o) -0
OH OMs
60 62 61

Abb. 73: Retrosyntheseschema zur Darstellung von 6-Prop-ddBCNA 133 und 6-H-ddBCNA 139.

Da die Synthese von ddU 43 bereits ausfiuhrlich behandelt wurde (S.31), wird die
Syntheseroute ausgehend von 43 diskutiert. Die lodierung in 5-Position erfolgte durch
Umsetzung mit  lodmonochlorid (ICI) in einer elektrophilen aromatischen
Substitutionsreaktion. Wahrend die Reaktion laut dinnschichtchromatographischer
Verfolgung mit vollstandigem Umsatz des Edukts ablief und selektiv das Produkt lieferte,
stellte die Aufarbeitung ein Problem dar. Bei den ersten Synthesen wurde exakt nach
Literaturvorschrift gearbeitet. Diese sah das Waschen des in Ethylacetat gelosten
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Rohprodukts mit Natriumthiosulfatlosung vor.® Dabei wurde festgestellt, dass sich nach
der Extraktion eine erhebliche Menge des Produkts in der wassrigen Phase befand, das auch
durch Extraktion dieser Phase mit weiterem Ethylacetat nicht vollstandig isoliert werden
konnte. So wurde die wassrige Phase gefriergetrocknet und separat chromatographisch
gereinigt. Dennoch konnte das Produkt auf diesem Weg nur mit einer Gesamtausbeute von
18-45% erhalten werden. Eine Alternative stellte die direkte chromatographische Reinigung
des Rohprodukts dar, bei der zundchst die iodhaltigen Verunreinigungen mit reinem
Dichlormethan und anschlieBend das Produkt unter Verwendung eines geeigneten
Methanolgradienten eluiert wurden. Allerdings war auf diesem Weg besonders fir groRere
Ansdtze eine mehrfache Reinigung notwendig und eine Verbesserung der Ausbeute war
nicht moglich. Das beste Ergebnis lieferte die folgende Durchfiihrung: Das Rohprodukt
wurde in Wasser aufgenommen und so lange mit Dichlormethan extrahiert, bis sich die
organische Phase nicht mehr violett verfarbte. Nach Gefriertrocknung der wassrigen Phase
und sdulenchromatographischer Reinigung konnte das Produkt mit einer Ausbeute von 73%

erhalten werden (Abb. 74).

O O
|
fJ\NH 2.2 Aquiv. IC \fj\NH
N/go MeOH, Rt, 5 h N/go
HO 73% HO
(@) (@)
43 140

1. 4.1 Aquiv. Pent-1-in
0.1 Aquiv. Pd(PPh,),
0.2 Aquiv. Cul
1.9 Aquiv. DIPEA
DMF, Rt, 24 h

2. 0.2 Aquiv. Cul
33 Aquiv. Et;N
DMF, 80°C, 16 h

51%

Abb. 74: Synthese von 5-lod-2’,3’-didesoxyuridin 140 und 6-Prop-ddBCNA 133.
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Das so erhaltene 5-lod-2’,3’-didesoxyuridin 140 wurde durch Sonogashira-Kupplung und
Cyclisierung in einer one-pot-Reaktion zu 6-Prop-ddBCNA 133 umgesetzt, das auf diesem

Weg mit einer Ausbeute von 51% erhalten werden konnte.

Zur Synthese von 6-H-ddBCNA 139 wurde ebenfalls von 140 ausgegangen und analog zu der
in Abb. 67 (S.75) gezeigten Syntheseroute eine Sonogashira-Kupplung mit Trimethylsilyl-
acetylen durchgefiihrt. Da das Kupplungsprodukt trotz Sdulenchromatographie nicht
vollstdndig gereinigt werden konnte, wurde es leicht verunreinigt in der Folgestufe
eingesetzt. Die Abspaltung der Silylschutzgruppe erfolgte durch Umsetzung mit
Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF). Die Ausbeute fir 142 (ber zwei Stufen betrug 68%
(Abb. 75).

3.1 Aquiv. TMS-Acetylen

o 0.1 Aquiv. Pd(PPh,), T™S S o H S o
I NH 0.3 Aquiv. Cul N NH N NH
| 1.9 Aquiv. DIPEA | TBAF | JY
N 0 DMF, Rt, 26 h 0 THF,Rt, 1 h N e

N ELLLEEL. AL
HO o HO o 68% (2 Stufen) HO o

140 141 142

Abb. 75: Synthese von 142 durch Sonogashira-Kupplung und Desilylierung.
Die 5-endo-dig-Cyclisierung wurde durch Kupfer(l)-iodid und Triethylamin katalysiert. Wie
bereits flir 105 beschrieben wurde in diesem Fall eine aquimolare Menge des Kupfersalzes
bendtigt. 6-H-ddBCNA 139 wurde unter den in Abb. 76 angegebenen Reaktionsbedingungen

mit einer Ausbeute von 66% erhalten.

N N
N NH 1.3 Aquiv. Cul

| /§ 21 Aquiv. Et;N
0 DMF, 80 °C, 5 h

N
HO 6% HO
o) o)

Abb. 76: Synthese von 6-H-ddBCNA 139.

Ein Syntheseweg zur Darstellung von 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydroanaloga der BCNA
(d4BCNA) ist in der Literatur beschrieben. Dabei wird die Sonogashira-Kupplung mit

anschlieBendem Ringschluss an 5-lod-2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin durchgerhrt.[lm
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Experimentelle Details zu den entsprechenden Reaktionen wurden allerdings nicht

veroffentlich. Da eine solche Kupplungsreaktion mit Pent-1-in in eigenen Arbeiten nicht

[117]

, wurden zwei alternative Strategien in

erfolgreich durchgefiihrt werden konnte

Testansatzen erprobt.

MsO

Y L L
HO N" "0 —— TBDMSO N "0 —— TBDMSO N~ O
—O0— —O— o)
OH OH
143 147 146
0 o) o)
fkr I\fk/t' I\fkﬁ
HO N" "0 —— HO N° "0 «— TBDMSO N™ "0
o) o) o)
OH OH OH OH OH OH
148 149 150

Abb. 77: Retrosyntheseschema zweier moglicher Syntheserouten zur Darstellung von 6-Prop-d4BCNA 143.
Zum einen sollte ausgehend von 6-Prop-2’-dBCNA 129 (iber den fiir die Synthese von d4U 42
genutzten Weg zunachst die 3’- und die 5’-Position mesyliert werden (144), um anschlieBend

die 3’,5-Anhydroverbindung 145 zu erhalten und diese in 6-Prop-d4BCNA 143 zu
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Uberfihren. Zum anderen sollte die Desoxygenierung des bicyclischen Ribonucleosids 146
durch eine von GAREGG und SAMUELSSON beschriebene Reaktion zu 147 erfolgen.[m] Dafiir
sollte ausgehend von Uridin 148 zundchst 5-loduridin 149 dargestellt und an der
5’-Hydroxyfunktion mit der TDBMS-Schutzgruppe versehen werden (150). Durch die
bekannte Sequenz aus Sonogashira-Kupplung und 5-endo-dig-Cyclisierung sollte 146
erhalten werden. In Abb. 77 (S. 82) ist das Retrosyntheseschema der genannten Synthesen

gezeigt.

Die Umsetzung von 6-Prop-2’-dBCNA 129 mit 2.9 Aquiv. Methansulfonylchlorid in Pyridin

lieferte Verbindung 144 mit einer Ausbeute von 71%.

2.9 Aquiv. MeSO,Cl
Pyridin, 0 °C-Rt, 2 h

1% MsO .
OH OMs
129 144

Abb. 78: Synthese von 3’,5’-Di-O-mesyl-6-Prop-2’-dBCNA 144.
Bei der folgenden Umsetzung in waéssriger Natriumhydroxidlésung konnte die 3’,5'-
Anhydroverbindung 145 allerdings nicht isoliert werden (Abb.79, S.84). Wahrend bei
Raumtemperatur zunachst keinerlei Umsetzung zu beobachten war, kam es beim Erwarmen
der Reaktionslosung zu einer schnellen Umsetzung des Edukts. Als einzige fluoreszierende
Verbindung konnte die abgespaltene Nucleobase 138 erhalten werden. Eine mogliche
Erklarung dafir ist, dass nach der Bildung von 145 unter den basischen Bedingungen
aufgrund der hohen Austrittstendenz der Nucleobase bereits eine B-Eliminierung ablauft, die

zur Spaltung der glycosidischen Bindung flihrt ( vgl. Abb. 25, S. 32, Weg B).
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3.0 Aquiv. NaOH

MsO N 0 Wasser, Rt - 100 °C, 2 h
S

OMs
144 145 138

nicht isoliert Hauptprodukt
Abb. 79: Versuch der Synthese der 3’,5’-Anhydroverbindung 145.

Die Darstellung von 5-loduridin 149 erfolgte, wie in Abb. 74 (S. 80) fiir 140 beschrieben,
durch Umsetzung mit lodmonochlorid. Unter den in Abb. 80 angegebenen Reaktions-
bedingungen wurde das Produkt mit eine Ausbeute von 70% erhalten. Die anschliefende
Silylierung der 5’-Hydroxyfunktion durch Reaktion mit tert-Butyldimethylsilylchlorid lieferte
Verbindung 150 mit einer Ausbeute von 72%. Durch Sonogashira-Kupplung mit Pent-1-in

und Cyclisierung als one-pot-Reaktion wurde Verbindung 146 mit einer Ausbeute von 48%

erhalten.
[ 1.1 Aquiv. TBDMSCI |
ka 1.4 Aquiv. ICI NH 2.4 Aquiv. Imidazol | /tl
N O.MeOH, Rt, 4h_ o DMF,Rt, 16 h N o

HO 0% 2% TBDMSO

O 0

OH OH OH OH OH OH
148 149 150

1. 3.0 Aquiv. Pent-1-in
0.1 Aquiv. Pd(PPh;),
0.2 Aquiv. Cul
1.7 Aquiv. DIPEA
DMF, Rt, 24 h

2. 0.2 Aquiv. Cul
30 Aquiv. Et;N
DMF, 80°C,21h

48%

TBDMSO

OH OH
146

Abb. 80: Synthese von 146 ausgehend von Uridin 148.
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Die von GAREGG und SAMUELSSON beschriebene Desoxygenierung von vicinalen Diolen unter

Bildung von Olefinen!*?”!

wurde bereits von Luzzio und MENES zur Synthese von d4T 2
eingesetzt.[m] Diese Reaktion unter Verwendung von Triphenylphosphin, Imidazol und lod
wurde zur Synthese von 6-Prop-d4BCNA 143 erprobt. Nach 20 h Reaktionszeit bei 90 °C
konnte allerdings nur die vollstindige Zersetzung des Edukts zu einer Vielzahl nicht

identifizierbarer Reaktionsprodukte festgestellt werden.

4.0 Aquiv. lod
8.0 Aquiv. Imidazol
4.0 Aquiv. PPh,
Toluol/CH,CN, 90 °C, 20 h
7 TBDMSO

TBDMSO

OH OH
146 147

Abb. 81: Versuch der Synthese von 147 durch Desoxygenierung nach GAREGG und SAMUELssON. %!

Nach der Erfolglosigkeit der in Abb.79 (S.84) und Abb. 81 gezeigten Testansdtze zur
Synthese eines d4BCNAs wurden keine weiteren Syntheseversuche unternommen, sondern
das Hauptaugenmerk auf die Synthese von Nucleosidmono- und -diphosphatprodrug der

2’-Desoxy- und 2’,3’-Didesoxyanaloga gerichtet.

4.2.5. Synthese der cycloSal-Pronucleotide der bicyclischen Nucleosidanaloga

Die Synthese der cycloSal-Phosphattriester 113 und 114 wurde bereits in eigenen
Vorarbeiten erfolgreich durchgefiihrt (Abb. 65, S. 73).[117] Diese Synthesen erfolgten durch
Kupplung des entsprechenden Nucleosids mit 3-Methylsaligenylchlorphosphit 87 und
anschlieffende Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid. Zur Durchfiihrung von Fluoreszenz- und
Hydrolysestudien wurde die Synthese von 3-Me-cycloSal-6-Prop-2’-dBCNAMP 113 erneut
durchgefiihrt und ist daher in Abb. 82 (S. 86) gezeigt. Auf dem gleichen Weg konnten auch
die cycloSal-Verbindungen 115 und 116 der Didesoxyanaloga 133 und 139 erhalten werden.
Bei der Darstellung von 113 wurde diinnschichtchromatographisch die Bildung geringer

Mengen eines Nebenprodukts beobachtet, bei dem es sich vermutlich um eine Verbindung
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mit cycloSal-Masken an der 3’- und der 5’-Position handelt. Bei den Synthesen von 115 und
116 wurden keine diinnschichtchromatographisch detektierbaren Neben-produkte erhalten,
allerdings mussten Ausbeuteverluste durch die Notwendigkeit mehrfacher Reinigung und

der dabei auftretenden teilweisen Zersetzung der Produkte in Kauf genommen werden.

1. 2.0 Aquiv. 87
1.8 Aquiv. DIPEA
CH4CN, -20 °C-Rt, 2-3 h
2. 3.0 Aquiv. t-BuOOH
CH5CN, -20 °C-Rt, 1.5-2 h

R? R?
R!=C3H,, R =0H 129 R!=C,;H,, R* = OH 113, 28%
R!=C3H,, R?=H 133 R!=C,;H,, R? = H 115, 34%
R!=H,R?=H 139 R=H, R? = H 116, 35%

Abb. 82: Synthese der cycloSal-Phosphattriester 113-116.

4.2.6. Synthese der DiPPro-Nucleotide der bicyclischen Nucleosidanaloga

Die Synthese der DiPPro-Nucleotide der BCNA 117-128 sollten nach der in Abb. 20 (S. 26)
gezeigten Syntheseroute durch Kupplung des entsprechenden Nucleosidmonophosphats mit
einem der Bis(4-acyloxybenzyl)-diisopropylaminophosphoramidite 67-70 und anschlieBende
Oxidation des B-Phosphoratoms erhalten werden. Dazu war zundchst die Synthese der
Nucleosidmonophosphate 151-153 notwendig. Die einzige literaturbekannte Synthese fir
ein BCNA-Monophosphat ist die Umsetzung mit Phosphorylchlorid in Triethylphosphat nach
YosHikawa.®*MY Da das Arbeiten in Triethylphosphat aufgrund des hohen Siedepunkts
praparativ aufwendig ist, wurde nach Alternativen flr diese Reaktion gesucht. Da mit der
Variante der Yoshikawa-Reaktion nach Sowa und OucHI bereits gute Erfahrungen gemacht
wurden (Abb. 28, S. 34), wurde in einem Testansatz zunachst versucht, 6-Prop-2’-dBCNA 129
unter diesen Bedingungen zu 6-Prop-2’-dBCNAMP 151 umzusetzen (Abb. 83, S. 87).[93]
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2.0 Aquiv. POCly
2.0 Aquiv. Pyridin
1.0 Aquiv. Wasser
CH4CN, Rt, 4 h

OH OH
129 151

Abb. 83: Versuch der Synthese von 151 nach SowA und oucH.?

Nach vier Stunden Reaktionszeit konnten bei der dinnschichtchromatographischen
Verfolgung zwei Spots detektiert werden. Einer zeigte blaue Fluoreszenz aber keine Reaktion
mit dem schwefelsdaurehaltigen Zuckerfarbereagenz. Der zweite Spot war bei UV-Detektion
nicht sichtbar, liel sich aber mit dem Farbereagenz anfarben. Aufgrund dieses Befundes
wurde davon ausgegangen, dass es unter den leicht sauren Reaktionsbedingungen zur
Spaltung der glycosidischen Bindung kam und es sich bei den Reaktionsprodukten um die
abgespaltene Nucleobase und das phosphorylierte Glycon handelte. Der Ansatz wurde daher

nicht weiter aufgearbeitet.

Eine mogliche Alternative stellt die bereits fiir die Synthese von ddUMP 50 verwendete
Strategie dar, die das Nucleosidmonophosphat durch hydrogenolytische Debenzylierung des
entsprechenden Dibenzylphosphats liefert (Abb. 29, S.35).* Um vor der Synthese des
Dibenzylphosphats zu testen, ob Verbindung 129 unter den Bedingungen der Entschitzung
stabil ist, wurde das Nucleosid in Anwesenheit von Palladium auf Aktivkohle unter
Wasserstoffatmosphdre gerihrt. Nach 20h konnte diinnschichtchromatographisch die
vollstandige Zersetzung von 129 festgestellt werden, dabei war kein Spot zu detektieren der
blaue Fluoreszenz zeigte. Flir die Messung aussagekraftiger Spektren der Reaktionsprodukte

war die fiir den Testansatz verwendete Menge zu gering.

DAVISSON ET AL. berichteten Uber die Darstellung von Nucleosiddiphosphaten ausgehend von
den 5’-O-tosylierten Nucleosiden durch nucleophile Substitution mit Pyrophosphat.“zg] Diese
Methode wurde von LIANG ET AL. aufgegriffen, um methylenverbriickte Nucleosiddiphosphate

(130 ynd sollte zur Synthese der BCNA-Monophosphate unter Verwendung

zu synthetisieren
von Tetra-n-butylammoniumphosphat 154 als Nucleophil erprobt werden. Die Reaktion zu
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den 5’-0-Tosyl-Verbindungen 155-157 erfolgte durch Umsetzung mit p-Toluolsulfonylchlorid
(p-TsCl) in Pyridin (Abb. 84). Die Zugabe des p-Toluolsulfonylchlorids gelést in Pyridin
erfolgte flir 129 Uber drei Stunden bei 4 °C, fiir 133 und 139 lber 30 min ebenfalls bei 4 °C.
Zur vollstandigen Umsetzung der Edukte waren lange Reaktionszeiten und im Fall von 133
und 139 die Zugabe weiteren Reagenzes notig. Bei der Umsetzung des 6-Prop-2’-dBCNA 129
konnte zusatzlich die zweifach tosylierte Verbindung 158 mit einer Ausbeute von 30% isoliert

werden. Diese liel$ sich allerdings saulenchromatographisch problemlos abtrennen.

1.5-2.7 Aquiv. p-TsCl
Pyridin, 4 °C-Rt, 44-89 h

R =C3H,, R = 0OH 129 R!=C3H,, R? = OH 155, 46%
R'=C3H,, R =H 133 R!=C3H,, R2=H 156, 70%
R1=H, R2=H 139 R!=H, R?=H 157, 55%

Abb. 84: Synthese der 5’-O-tosylierten BCNA 155-157.

Die Umsetzung der tosylierten Nucleoside 155-157 zu den entsprechenden Nucleosid-
monophosphaten erfolgte durch Reaktion mit Tetra-n-butylammoniumphosphat 154, das
durch Titration von Phosphorsdure mit Tetra-n-butylammoniumhydroxidlésung bis pH 6
erhalten wurde. Bei diesem pH-Wert ist davon auszugehen, dass das Salz mit etwa 1.5 Tetra-
n-butylammoniumkationen vorliegt.[%] In einem ersten Testansatz wurde Verbindung 155
mit 2.0 Aquiv. des Phosphatsalzes 154 in Acetonitril geldst und fiir 48 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Da nach dieser Zeit kein Umsatz des Edukts zu beobachten war, wurde der
Reaktionsansatz fiir insgesamt 2 h in der Mikrowelle auf 70 °C erhitzt. Nach dieser Zeit hatte
sich das Edukt vollstandig umgesetzt. Um die Reaktionen bei hdherer Temperatur
durchfihren zu kénnen und damit die Reaktionszeit zu verkirzen, wurde fiir die folgenden
Reaktionen DMF als Losungsmittel verwendet. Bei einer Temperatur von 100 °C erfolgte die
vollstdndige Umsetzung des Edukts in der Regel nach 10-30 min. Bei der Reaktion kam es
stets zur Bildung eines Nebenprodukts, das ebenfalls blaue Fluoreszenz aufwies und sich bei

der RP-Chromatographie nur schlecht entfernen lieS. Durch Extraktion einer Losung des
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Rohprodukts in Wasser mit Dichlormethan war es allerdings problemlos moglich, dieses
Nebenprodukt abzutrennen. Die NMR-spektroskopische Untersuchung des Riickstands der
organischen Phase zeigte jedoch lediglich Signale, die einer p-Toluolsulfonylgruppe sowie
Tetra-n-butylammoniumkationen zugeordnet werden konnten. Die blaue Fluoreszenz legte
dennoch die Vermutung nahe, dass es wahrend der Reaktion zur Abspaltung der Nucleobase
kam und diese Abspaltung verantwortlich fir die niedrigen Ausbeuten sein konnte. Daher
wurde untersucht, ob sich durch Zusatz von Triethylamin diese Nebenreaktion verhindern
|sst. Bei der Umsetzung von 155 in Anwesenheit von 1.0 Aquiv. Triethylamin zeigte sich
allerdings, dass die Bildung des Nebenprodukts auch unter diesen Bedingungen auftritt und

sich durch Zusatz der Base die Ausbeute nicht steigern lieR.

N
N «

o /& 2.0 Aquiv. BuyN-Phosphat 154

I N~ o DMF, p-Welle, 100 °C, 10-30 min

TQf_O

O FO:

R2

Rl=C;H,, RZ=0H 155 R!=C;H,, R?=0OH 151, 32%
Rl=C3H,, RZ=H 156 R!=C;H,, R2=H 152, 26%
Rl=H,R?=H 157 R1=H, R? = H 153, 34%

Abb. 85: Synthese der 5’-Monophosphate der BCNA 151-153.
Die Abb. 86, Abb. 87 und Abb. 88 (S.91) zeigen die 'H-, **C- und >'P-NMR-Spektren von
Verbindung 153. Die Bildung des 5’-Phosphats ldsst sich anhand der e bzw. Jep-
Kopplungen des C-4’ und C-5’' nachweisen, die zur Aufspaltung zu je einem Dublett fiihrt

(Abb. 88, S 91).
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Abb. 86: *'P-NMR-Spektrum von 153 (D,0, 162 MHz, ‘H- und “*C-entkoppelt).
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Abb. 87: "H-NMR-Spektrum von 153 (D,0, 400 MHz).
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Abb. 88: C-NMR-Spektrum von 153 (D,0, 101 MHz).

Die Synthese der DiPPro-Nucleotide erfolgte, wie bereits in Kapitel 4.1.7 (S. 38) fiir die d4U
und ddU-Prodrugs diskutiert, durch DCI-vermittelte Kupplung des Nucleosidmonophosphats
mit einem geeigneten Phosphoramidit und anschlieBende Oxidation mit tert-
Butylhydroperoxid. Die Reaktionen wurden mittels HPLC verfolgt und dabei in allen Fallen
eine vollstandige Umsetzung des Monophosphats beobachtet. Auch bei der Umsetzung von
151 zu 118-120 wurde dabei die Bildung nur eines Kupplungsprodukts beobachtet, sodass
davon auszugehen ist, dass eine Reaktion des Phosphoramidits mit der freien 3’-OH-
Funktion nicht stattfindet. Die Reinigung der Rohprodukte erfolgte ebenfalls wie zuvor
beschrieben durch mehrfache Umkehrphasenchromatographie mit Methanol/Wasser-

Gemischen (Abb. 89, S. 92).
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0]
MR
0 1. 1.3 Aquiv. DCI
CH,CN, 20 h, Rt
2. 1.8 Aquiv. t-BuOOH
45 min, -20 °C -Rt
o 3. DOWEX 50WX8 (NH,*)
o 0 ®O T N0 4. RP-18 Chromatographie
1.7 Aquiv. P—N + 1.0-1.6 BuyN O—FI’—O
0] OH 0)
R2
0 R =CgH,; 68 R!=C;H,, R?=0H 151
}-—R R =CgH,q 69 R!=C3H,, R2=H 152
O R=Cy4H,3 70 R1=H,R2=H 153
X
0" "R
R1
®O o
Bu,N/NH, )/ R!=C3H,, R2=OH, R® = C¢H,; 118, 47%
o N R!=C3H,, R? = OH, R® = C4H,4 119, 19%

O O | R!=C3H,, R? = OH, R® = C;,H,; 120, 18%
O_%_O_'ﬁ_o N~ 0 Ri = C3H,, Ri =H, Rz = CgHy3 122, 41%

O O o R!=C3H,, R? = H, R® = CgH,4 123, n.b.

R!=H, R*=H, R® = CgH,5 126, 50%
=2 Rl=H,R?=H,R3=CgH,4 127, 29%

Abb. 89: Synthese der Zielverbindungen 118-127 (n.b. = nicht bestimmt).

Die in Abb. 89 angegebenen Ausbeuten beziehen sich auf die rein isolierten Produkte.
Weiteres Produkt war in allen Fallen in Fraktionen vorhanden, die mit den entsprechenden
Phosphatdiestern 81-83 verunreinigt waren. Von Verbindung 123 konnten auch nach
viermaliger Chromatographie keine reinen Fraktionen erhalten werden, sodass hier keine
Ausbeute angegeben werden kann. Die besten Ausbeuten wurden jeweils fir die
Cs-substituierten Verbindungen 118, 122 und 126 erhalten. Dies ist darauf zuriickzufiihren,
dass hier die Abtrennung des Phosphatdiesters 81 am besten gelang. Da von den drei BCNA
die DiPPro-Nucleotide mit unterschiedlichen Masken synthetisiert wurden und anhand

dieser Verbindungen der Einfluss des Propylsubstituenten an der Nucleobase und der

3’-Hydroxyfunktion auf die Lipophilie und das Hydrolyseverhalten untersucht werden
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konnte, wurde auf die Synthese der iPr- und Cy;-substituierten Verbindungen 117, 121, 124,
125 und 128 verzichtet.

4.2.7. Hydrolyseverhalten der BCNA-Prodrugs in Phosphatpuffer (pH 7.3)

Um deren Eignung als Fluoreszenzsonden fir Zellaufnahmestudien zu evaluieren, wurde das
Hydrolyseverhalten der BCNA-Prodrugs in Phosphatpuffer (pH 7.3) untersucht. Diese Studien
wurden unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt wie fiir die d4U- und ddU-Prodrugs
(s. Kapitel 4.1.10., S. 50). In Abb. 90 ist die Hydrolyse des C¢-6-Prop-2’-dBCNADP 118 gezeigt.
In guter Ubereinstimmung mit dem in Abb. 48 (S. 51) gezeigten Verlauf der Hydrolyse von
Ce-d4UDP 52 ist deutlich die Abnahme der Prodrugkonzentration unter Bildung der
Hydrolyseprodukte zu erkennen. Dabei ist davon auszugehen, dass es sich um das einfach
geschitzte Intermediat 159 sowie das Nucleosiddiphosphat 160 handelt. Als
Referenzverbindung stand lediglich 6-Prop-2’-dBCNAMP 151 zur Verfligung, dessen
Retentionszeit durch Coinjektion bestatigt werden konnte. Die Halbwertszeit von 29 h
stimmt mit den fur die entsprechenden d4U- und ddU-Prodrugs 52 (30 h) und 56 (28 h)
Uberein. In Abb.91 (S.94) ist der Verlauf der Hydrolyse anhand der Auftragung der

Peakflachen der Chromatogramme gegen die Hydrolysedauer gezeigt.

/ O
5 o | \/IL H o SN
o
©
6-P—0—P—0 N"70 ? 9 lN/go
O O o) H O-P=0—P—0
o © 0
OH ‘f‘"\ K
\ L OH
160 J . J RN A 159 1104 h
647 h
195 h
T L
17 18 19

Abb. 90: Hydrolyse von Cg-6-Prop-2’-dBCNADP 118 bei pH 7.3 (Methode II, 330 nm).
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Ce-6-Prop-2’-dBCNADP 118

Intermediat 159

Peakflache

6-Prop-2’-dBCNAMP 151

0 50 100 150 200 250 3?h0] 350 400 450 500 550 600
t

Abb. 91: Verlauf der Hydrolyse von C¢-6-Prop-2’-dBCNADP 118 bei pH 7.3.

Ein ahnliches Ergebnis wurde bei der Hydrolyse des Co-6-Prop-2’-dBCNADP 119 erhalten.
Sowohl das Hydrolyseverhalten, als auch die ermittelte Halbwertszeit von 58 h stimmen gut
mit den Werten der d4U- und ddU-Prodrugs 53 (63 h) und 57 (66 h) tiberein. Der Verlauf der

Hydrolyse ist in Abb. 92 gezeigt.

Cy-6-Prop-2’-dBCNADP 119

X X
6-Prop-2’-dBCNAMP 151

Peakflache

Intermediat 161

0 100 200 300 400t [h] 500 600 700 800 900

Abb. 92: Verlauf der Hydrolyse von Cy-6-Prop-2’-dBCNADP 119 bei pH 7.3.
Der Verlauf der Hydrolyse von Cy1-6-Prop-2’-dBCNADP 120 ist in Abb. 93 (S. 95) dargestellt.

Wie bei den zuvor untersuchten Verbindungen mit gleicher Maske wird auch hier nur eine
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geringe Menge des einfach maskierten Intermediats 162 detektiert. Allerdings liegt die
Halbwertszeit mit 50 h deutlich unter den Werten vergleichbarer Verbindungen (76 h
(C11-d4UDP 54), 80 h (Cy;-ddUDP 58)). Moglicherweise ist dies auf konformative Effekte
zurlickzufiihren, die durch Wechselwirkung der Alkylgruppen der Masken mit der

Nucleobase hervorgerufen werden.

Cy1-6-Prop-2’-dBCNADP 120

Peakflache

V2 X AN

N
7N\

] N\

”)}/Mmdiat 162
A

50 100 150 200 250 300 350 400
t [h]

SR

Abb. 93: Verlauf der Hydrolyse von C,,-6-Prop-2’-dBCNADP 120 bei pH 7.3.
Die Hydrolysen der Cs- und Co-substituierten DiPPro-Nucleotide von 6-Prop-ddBCNA 122 und
123 zeigten Verldufe, die im Wesentlichen mit denen von 118 und 119 Ubereinstimmen.
Verbindung 123 wurde trotz der Verunreinigung mit dem Phosphatdiester 82 fir die
Hydrolysestudien eingesetzt, da davon auszugehen ist, dass diese Verunreinigung keinen
Einfluss auf das Ergebnis dieser Studien haben sollte. Bei der Hydrolyse von 122 kam es zur
Bildung eines unbekannten Nebenprodukts, dass eine sehr dhnliche Retentionszeit aufwies,
wie das 6-Prop-ddBCNADP 163. Moglicherweise handelt es sich dabei lediglich um die
Bildung eines Doppelpeaks fiir 163, das in unterschiedlichen Protonierungsgraden vorliegt.
Die Zuordnung der Signale des Mono- und Diphosphats 152 und 163 wurden in diesem Fall
durch Coinjektion der Referenzsubstanzen bestatigt (Abb. 94, S. 96). Das dazu verwendete

Diphosphat 163 wurde freundlicherweise von TRISTAN GOLLNEST zur Verfligung gestellt.
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Abb. 94: Coinjektion von 152 und 163 bei der Hydrolyse von 122 bei pH 7.3 (Methode II, 330 nm).
Die Halbwertszeit des Cg-6-Prop-ddBCNADP 122 stimmt mit 28 h mit denen der zuvor
diskutierten DiPPro-Nucleotide mit gleicher Maske Uberein. Mit 78 h liegt die Halbwertszeit
des Cy-6-Prop-ddBCNADP 123 etwas hoher, als die der vergleichbaren Verbindungen aber in

der gleichen GroRenordnung.

Ein Uberraschendes Ergebnis lieferte die Hydrolyse von Ce-6-H-ddBCNADP 126. Wie bei den
zuvor betrachteten Hydrolysen verlauft auch diese vermutlich tGber das einfach maskierte
Intermediat 164, aus dem das entsprechende Diphosphat 165 gebildet wird. Ebenfalls
entsteht das Monophosphat 153 durch Spaltung der Anhydridbindung. Zusatzlich zu den
erwarteten Hydrolyseprodukten konnte die Bildung einer unbekannten Verbindung bereits

nach 24 h Reaktionszeit beobachtet werden (Abb. 95, S. 97).
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Die Auftragung

tg [Min]
Abb. 95: Hydrolyse von C¢-6-H-ddBCNADP 126 bei pH 7.3 (Methode Il, 330 nm).

der Peakflichen gegen die Hydrolysedauer zeigt deutlich, dass die

unbekannte Verbindung zum Anfang der Hydrolyse sehr schnell gebildet wird und sich die

gebildete Menge dann einem Maximalwert annédhert (Abb. 96).

Peakflache

Ce-6-H-ddBCNADP 126
unbekannte Verbindung
| +
Wid.iat 164
,\‘\ 6-H-ddBCNAMP 153
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

t [h]

Abb. 96: Verlauf der Hydrolyse von C¢-6-H-ddBCNADP 126 bei pH 7.3.

Vergleicht man das Hydrolyseverhalten der in Abb. 95 abgebildeten Verbindungen mit dem

in Abb. 91 (S. 94) gezeigten Verlauf der Hydrolyse von Cg-6-Prop-2’-dBCNADP 118, so ist dies

nahezu identisch, sodass die Bildung der unbekannten Verbindung offenbar keine
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Auswirkungen auf die Bildung bzw. den Abbau der weiteren Verbindungen hat. Mit 26 h
stimmt die Halbwertszeit von 126 mit den zuvor fir DiPPro-Nucleotide mit gleicher Maske
bestimmten Werten (iberein, was darauf hindeutet, dass die nicht identifizierte Verbindung
nicht durch Zersetzung des Prodrugs 126 wahrend der Hydrolyse entsteht. Betrachtet man
zusatzlich die in Abb. 97 dargestellte Hydrolyse von Cy-6-H-ddBCNADP 127, so ist die Bildung
des unbekannten Produkts nicht zu beobachten. Die Halbwertszeit von 63 h stimmt gut mit
den zuvor bestimmten Werten fir Verbindungen mit der gleichen Maske Uberein. Eine
mogliche Erklarung fiir die Bildung des unbekannten Produkts bei der Hydrolyse von 126 ist
das Vorhandensein einer Verunreinigung in der Hydrolysestammldsung beispielsweise durch
teilweise Zersetzung des Prodrugs vor der Hydrolyse. Weist diese Verunreinigung zunachst
keine Retention unter den verwendeten HPLC-Bedingungen auf, kdnnte sie unter den

Hydrolysebedingungen zu der unbekannten Verbindung reagieren.
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Abb. 97: Hydrolyse von Co-6-H-ddBCNADP 127 bei pH 7.3 (Methode II, 330 nm).
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Nucl. = 6-Prop-2’-dBCNA 6-Prop-ddBCNA 6-H-ddBCNA

Abb. 98: Ubersicht der Hydrolysehalbwertszeiten der DiPPro-Nucleotide der BCNA bei pH 7.3.
Die Hydrolysehalbwertszeiten der BCNA-DiPPro-Nucleotide sind in Abb. 98 zusammen-
gefasst. Analog zu den zuvor untersuchten DiPPro-Nucleotiden ist eine Zunahme der
Hydrolysehalbwertszeit mit zunehmender Lange der Alkylkette an der Maske zu beobachten
(mit Ausnahme von 120). Die Halbwertszeiten der einfach maskierten Intermediate liegen
deutlich hoher als die der zweifach maskierten Prodrugs. Dabei nehmen die Halbwertszeiten
der Intermediate mit zunehmender Kettenlange ab. Die Bestimmung einer Halbwertszeit fir
das Intermediat von 120 war nicht moglich, da Prodrug und Intermediat Uber die

beobachtete Hydrolysedauer gleichzeitig vorlagen (Abb. 93, S. 95).

Die Hydrolysehalbwertszeit im Phosphatpuffer (pH 7.3) der 3-Me-cycloSal-Triester der
BCNA 115 und 116 wurden unter den gleichen Bedingungen ermittelt, wie die der DiPPro-
Nucleotide. Die Ergebnisse sind in Abb.99 (S.100) zusammengefasst. Fir die
Untersuchungen wurden die Diastereomerengemische verwendet. Da die Signale der
Diastereomere bei der HPLC ausreichend getrennt waren, wurden die Halbwertszeiten

dennoch fir die einzelnen Diastereomere bestimmt.
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Abb. 99: Hydrolysehalbwertszeiten der 3-Me-cycloSal-Triester in Phosphatpuffer (pH 7.3).

Wie zu erwarten war, liegen die Halbwertszeiten der cycloSal-Triester der
Didesoxynucleoside 115 und 116 deutlich Gber denen der 2’-Desoxynucleoside 113 und
114", Dieser Unterschied wurde schon fiir eine Reihe anderer Verbindungen festgestellt
und ist vermutlich auf einen ,assistierenden Effekt” zurlckzufiihren, bei dem durch
Wasserstoffbriickenbindung der 3’-Hydroxyfunktion zu dem angreifenden Hydroxidanion
das Nucleophil in die Ndahe der zu spaltenden Phosphatesterbindung dirigiert wird.®” Eine
gute Ubereinstimmung der Halbwertszeiten von 115 und 116 konnte mit den 3-Me-cycloSal-

Triestern von d4U und ddU 85 und 86 gefunden werden.

4.2.8. Hydrolyseverhalten der BCNA-Prodrugs in CEM/0-Zellextrakten

Wie bereits in Kapitel 4.1.11. (S. 59) fir die d4U- und ddU-Produgs beschrieben, wurde das
Hydrolyseverhalten auch fir die BCNA-Prodrugs 118-127 in CEM/0-Zellextrakten untersucht.
Dabei sollte die im Vergleich zu den zuvor betrachteten Verbindungen groRere
Anregungswellenldange von 330 nm bei der UV-Absorption wahrend der HPLC den Vorteil
bieten, die Metaboliten unabhangig von Zellbestandteilen detektieren zu kdnnen. In
Abhdngigkeit vom jeweiligen Nucleosid wurden unterschiedliche Ergebnisse erhalten, die im

Folgenden diskutiert werden.
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Bei den Hydrolysen der 6-Prop-2’-dBCNADP-Prodrugs 118-120 konnte deutlich die Bildung
der Abbauprodukte beobachtet werden. Allerdings kam es dabei auch zu der Bildung von
Nebenprodukten, die eine genaue Zuordnung der Signale erschweren. Dies gilt besonders
fur das Signal des Diphosphats 160. Uber die gesamte Hydrolysedauer wurde nur eine
geringe Menge der einfach maskierten Intermediate 159-162 detektiert, was auf einen
schnellen enzymatischen Abbau dieser Verbindung hindeutet. In Abb. 100 ist exemplarisch

die Hydrolyse von Co-6-Prop-2’-dBCNADP 119 gezeigt.
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Abb. 100: Verlauf der Hydrolyse des Co-6-Prop-2’-dBCNADP 119 in CEM/0-Zellextrakt (Methode II, 330 nm).

Die Hydrolyse der 6-Prop-ddBCNADP-Prodrugs 122 und 123 verlief weitgehend ohne die
Bildung der in Abb. 100 gezeigten Nebenprodukte. Bei den gekennzeichneten Verbindungen
handelt es sich vermutlich um das freigesetzte Monophosphat 152 und das Diphosphat 163.
Auch hier wird nur eine sehr kleine Menge der Intermediate 167 und 168 detektiert.

Abb. 101 (S. 102) zeigt die Hydrolyse von Cs-6-Prop-ddBCNADP 122.
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Abb. 101: Verlauf der Hydrolyse des C¢-6-Prop-ddBCNADP 122 in CEM/0-Zellextrakt (Methode II, 330 nm).

Exemplarisch wurde fiir 6-Prop-ddBCNAMP 152 und 6-Prop-ddBCNADP 163 die Stabilitat im
Zellextrakt untersucht. Dabei wurde fir das Monophosphat 152 eine Halbwertszeit von 13 h
und fir das Diphosphat 163 eine Halbwertszeit von 5h bestimmt. Daher sind beide
Verbindungen ausreichend stabil, um wahrend der untersuchten Hydrolysedauer

nachgewiesen werden zu kénnen.

Im Gegensatz zu den zuvor gezeigten Hydrolyseverldufen, konnte bei den 6-H-ddBCNADP-
Prodrugs 126 und 127 im Wesentlichen die Bildung nicht identifizierbarer Zersetzungs-
produkte beobachtet werden (Abb. 102, S.103). Vermutlich ist dies auf eine schnelle
enzymatische Zersetzung der Hydrolyseprodukte zurlckzufiihren. Da zum Zeitpunkt der
Durchfiihrung der Hydrolysen keine Vergleichsproben des Mono- und Diphosphats 153 und
165 zur Verfligung standen, konnte die Kinetik dieser Verbindungen im Zellextrakt nicht

gesondert untersucht werden.
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Abb. 102: Verlauf der Hydrolyse des Co-6-H-ddBCNADP 127 in CEM/0-Zellextrakt (Methode Il, 330 nm).
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Abb. 103: Hydrolysehalbwertszeiten der BCNA-DiPPro-Nucleotide in CEM/0-Zellextrakt und bei pH 7.3.
In Abb. 103 sind die Hydrolysehalbwertszeiten der BCNA-DiPPro-Nucleotide im Vergleich zu
denen der chemischen Hydrolyse zusammengefasst. Dabei ist eine deutliche Verringerung

der Halbwertszeiten durch die (iberwiegend enzymatische Spaltung der Masken zu
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erkennen. Wie schon bei der chemischen Hydrolyse beobachtet, nimmt auch hier die

Hydrolysegeschwindigkeit mit zunehmender Lange der Alkylkette an der Maske zu.

Die Zellextrakthydrolysen der 3-Me-cycloSal-Triester 113-116 flihrten zu einem &ahnlichen
Ergebnis, wie die der entsprechenden d4U- und ddU-Prodrugs 85 und 86 und zeigten
ebenfalls die Freisetzung der Nucleosidmonophosphate. Die Halbwertszeiten liegen fiir alle
Verbindungen deutlich hoéher, als im Phosphatpuffer bei pH7.3. Offenbar hat
erwartungsgemaR auch hier lediglich der niedrigere pH-Wert (6.8"°%) einen Einfluss auf das
Hydrolyseverhalten. Die erhaltenen Werte sind im Vergleich zu den im Phosphatpuffer
ermittelten in Abb. 104 zusammengefasst. Auch fir diese Untersuchungen wurden die
Diastereomerengemische eingesetzt. Diese wurden allerdings bei der HPLC nicht

ausreichend getrennt, sodass die Halbwertszeiten jeweils nur fiir das Gemisch bestimmt

wurden.
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Abb. 104: Hydrolysehalbwertszeiten von 85, 86 und 113-116 bei pH 7.3 und in CEM/0-Zellextrakt.
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4.2.9. Vergleich der Lipophilie der BCNA-Prodrugs
Der Vergleich der BCNA-Prodrugs mit den d4U- und ddU-Prodrugs beziiglich ihrer Lipophilie
erfolgte anhand der Retentionszeiten bei der RP-HPLC."Y |n Abb. 105 ist die Coinjektion der

vier 3-Me-cycloSal-Triester 113-116 der BCNA im Vergleich zu 85 und 86 gezeigt.

tg [min]
Abb. 105: Coinjektion von 113-116 im Vergleich zu 85 und 86 (Methode I, unten: 330 nm, oben: 260 nm).

Beim Vergleich der Retentionszeiten der vier BCNA-cycloSal-Triester 113-116 wird deutlich,
dass der Propylsubstituent an der Nucleobase einen groReren Einfluss auf die Lipophilie des
Prodrugs hat, als die 3’-Hydroxyfunktion. Durch direkten Vergleich der Retentionszeiten von
3-Me-cycloSal-ddUMP 86 und 3-Me-cycloSal-6-H-ddBCNAMP 115 ist zu erkennen, dass die
unsubstituierte Furanoeinheit nur zu einer geringen Veranderung der Lipophilie fiihrt. Durch
geeignete Wahl der Modifikationen im Glycon und im Aglycon lasst sich so die Lipophilie der

Fluoreszenzsonde der Lipophilie der zu simulierenden Verbindung anpassen.

Betrachtet man die DiPPro-Nucleotide der BCNA auf gleiche Weise im Vergleich mit den
entsprechenden d4U-Prodrugs, so zeigt sich, dass die Modifikationen am Nucleosid einen
wesentlich kleineren Einfluss auf die Lipophilie des Gesamtmolekiils haben, als es bei den
cycloSal-Verbindungen in Abb.105 der Fall ist. Auch hier ist der Einfluss des
Propylsubstituenten gréRer, als der der 3’-Hydroxyfunktion (Abb. 106, S. 106).
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Abb. 106: Coinjektion von 118-127 im Vergleich zu 52-54 (Methode I, unten: 330 nm, oben: 260 nm).
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4.2.10. Untersuchung der BCNA-Prodrugs mittels Fluoreszenzspektroskopie und -mikroskopie
Um die Eignung der synthetisierten BCNA-Prodrugs als Fluoreszenzsonden zu evaluieren,
wurde zunadchst deren Absorptions- und Emissionsverhalten mittels UV/Vis- und
Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Um den Einfluss unterschiedlicher Modifikationen im
Glycon und im Aglycon untersuchen zu kénnen, wurden die in Abb. 107 abgebildeten
Nucleoside und cycloSal-Triester sowie das DiPPro-Nucleotid C;;-6-Prop-2’-dBCNADP 120

verwendet.

Abb. 107: Zur Untersuchung des Absorptions- und Emissionsverhaltens eingesetzte Verbindungen.
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Es wurden 0.11 mM Lésungen der Verbindungen in demineralisiertem Wasser angesetzt und

deren Absorptionsspektren mittels UV/Vis-Spektroskopie ermittelt.
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Abb. 108: Absorptionsspektren von 129 und 139 und der Prodrugs 115 und 120.

In Abb. 108 sind die Absorptionsspektren der Nucleoside 129 und 139 sowie der
entsprechenden Prodrugs 115 und 120 abgebildet. Diese zeigen zum einen, dass die
Absorption der Prodrugs bei gleicher Konzentration geringer ist als fiir die freien Nucleoside.
Dies galt ebenso fiir die anderen untersuchten cycloSal-Triester 113 und 116. Zum anderen
zeigen die Absorptionsspektren einen Unterschied in der Lage des Absorptionsmaximums in
Abhédngigkeit von der Substitution an der Nucleobase. Wahrend die unsubstituierten
Verbindungen ein Absorptionsmaximum von 322nm aufweisen, liegt das der
propylsubstituierten Verbindungen bei 327 nm. Eine mogliche Ursache fir diesen
bathochromen Effekt ist ein sterischer oder induktiver Einfluss der Propylgruppe. Der
hypochrome Effekt, der bei den Prodrugs auftritt, kénnte durch Solvatationseffekte sowie
intra- oder intermolekulare Wechselwirkungen des Chromophors mit den aromatischen

Systemen der maskierenden Gruppen hervorgerufen werden.

Um die optimalen Anregungswellenldngen fir die hochste Fluoreszenzintensitat zu
ermitteln, wurden Fluoreszenzspektren in Abhangigkeit von der Anregungswellenldnge
aufgenommen. Dazu wurde die Anregungswellenldnge im Abstand von 5nm Uber einen
Bereich von 250 nm bis 450 nm variiert. Das Ergebnis einer dieser Messungen ist

exemplarisch fir 3-Me-cycloSal-6H-ddBCNAMP 115 in Abb. 109 (S. 109) gezeigt.
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Abb. 109: Emissionsspektren von 115 bei variabler Anregungswellenlange.

Die auf diese Weise ermittelten Anregungswellenldngen, die zur maximalen
Emissionsintensitat flihrten, lagen bei 335 nm fir die an der Nucleobase unsubstituierten
Verbindungen 115 und 139 und bei 340 nm fiir die propylsubstituierten Verbindungen. Die
Maxima der Emissionsspektren zeigen ebenfalls eine Abhdngigkeit von der Substitution am
Bicyclus. Fir die unsubstituierten Verbindungen ergaben sich Maxima bei 400-405 nm,
wahrend die Werte fir Verbindungen mit Propylsubstituenten bei 410-415 nm lagen. Dabei
lagen die Intensitdten der Emissionsspektren bei der maximalen Anregungswellenldnge fir
die cycloSal-Verbindungen in allen Fallen hoher, als die der entsprechenden Nucleoside. Fiir
das DiPPro-Nucleotid 120 lag die Intensitdt dagegen unter der des Nucleosids 129
(Abb. 110).
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Abb. 110: Emissionsspektren von 115, 120, 129 und 139 (links: A., = 335 nm, rechts: A, = 340 nm).
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Neben dem bathochromen Effekt des Propylsubstituenten tritt offensichtlich auch ein
deutlicher hyperchromer Effekt auf, der bei Betrachtung der Emissionsintensitat von 116
und 133 (Abb. 111) im Vergleich zu 115 und 139 (Abb. 110, S. 109) besonders evident wird.
Zusatzlich ist eine Verschiebung des Emissionsmaximums um ca. 5 nm fir die cycloSal-

Triester im Vergleich zum jeweiligen Nucleosid zu beobachten.
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Abb. 111: Emissionsspektren von 116 und 133 (A, = 340 nm).

Insbesondere der hyperchrome Effekt, der bei den cycloSal-Triestern der BCNA im Vergleich
zu den Nucleosiden auftritt ist unerwartet, da von JesseN fir die von ihm untersuchten
cycloSal-Triester der m°K-Reihe (Abb. 17, S. 22) ein Quenching der Fluoreszenz im Vergleich
zu den Nucleosiden beschrieben wurde.!®® Ob fiir dieses Phinomen sterische, elektronische
oder Solvatationseffekte ursachlich sind, kann anhand der vorliegenden Daten nicht geklart

werden.

Fir die Untersuchung der Zellaufnahme der markierten Prodrugs wurden die Verbindungen
113, 115 und 120 verwendet. Da bekannt war, dass fiir die Fluoreszenzmikroskopie ein Laser
zur Verfiigung steht, dessen minimale Anregungswellenlange 350 nm betragt, wurde
zunachst anhand der Fluoreszenzspektren Uberpriift, wie sich die Emissionsintensitat bei
dieser Wellenldange im Vergleich zur jeweils optimalen Anregungswellenlange verandert. Den
in Abb. 112 (S. 111) gezeigten Emissionsspektren ist zu entnehmen, dass durch die etwas
geringere optimale Anregungswellenlange des unsubstituierten Fluorophors von 115 der
Verlust an Intensitat bei einer Anregungswellen von 350 nm deutlich grofer ist, als bei der
propylsubstituierten Verbindung 113. Das gleiche Ergebnis wie fiir 113 wurde auch fir 120

erhalten.
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Abb. 112: Emissionsspektren von 115 (links) und 113 (rechts) bei unterschiedlichen Anregungswellenlangen.

Die Zellaufnahmestudien wurden von HELEN WIGGINS in der Arbeitsgruppe von DR. ARWYN T.
JONES an der Cardiff School of Pharmacy & Pharmaceutical Sciences in Cardiff, Wales
durchgefiihrt. Dazu wurden Hela-Zellen flir 1 h bzw. 24 h mit Zellkulturmedium inkubiert,
das die entsprechende Verbindung mit einer Konzentration von 10 uM bzw. 100 uM
enthielt. AnschlieRend wurden die Zellen gewaschen und mit einem inversen
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Als Referenzsubstanz wurde FV100 104 verwendet
(Abb. 107, S. 107), dessen optimale Anregungswellenldange bei 346 nm Iiegt.[m] Die genaue
experimentelle Durchfihrung entsprach dem von MCGUIGAN ET AL. beschriebenen
Verfahren.™ In Abb. 113 ist die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme nach der Inkubation
mit der Positivkontrolle FV100 104 fiir 1 h mit einer Konzentration von 10 uM gezeigt. Dabei
ist deutlich die Lage der einzelnen Zellen zu erkennen, bei denen sich das Nucleosid im

Cytosol befindet. Die Zellkerne sind als dunkle Punkte in der Zelle zu sehen.
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Abb. 113: Inkubation mit FV100 104 (10 uM, 1 h, A., = 350 nm).
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Abb. 114: Inkubation mit 115 (10 uM, 1 h, A, = 350 nm, links) und Lichtfeldaufnahme (rechts).
In Abb. 114 ist die Aufnahme nach der Inkubation mit 3-Me-cycloSal-6-H-ddBCNAMP 115
gezeigt (10 uM, 1 h). Zusatzlich ist die Lichtfeldaufnahme abgebildet, in der die Zellen vor der
Inkubation zu erkennen sind. Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zeigt ein deutlich
schwacheres Fluoreszenzsignal, als dies fiir die Inkubation mit der Positivkontrolle der Fall ist

(Abb. 113, S. 111).

Abb. 115: Inkubation mit 113 (10 uM, 1 h, A, = 350 nm, links) und Lichtfeldaufnahme (rechts).

Die in Abb. 115 abgebildete Inkubation mit 3-Me-cycloSal-6-Prop-2’-dBCNAMP 113 zeigt

wiederum ein schwacheres Fluoreszenzsignal als das im Fall von 115 (Abb. 114) detektierte.

Die Inkubation von C;;-6-Prop-2’-dBCNADP 120 fiihrte zu einem deutlicheren Fluoreszenz-
signal, als das fir 113 gemessene (Abb. 116, S. 113). Hier sind erneut deutlich die Zellen zu

erkennen, deren Cytosol durch den Fluoreszenzfarbstoff angefarbt sind.

112



Resultate und Diskussion

Abb. 116: Inkubation mit 120 (10 uM, 1 h, A., = 350 nm, links) und Lichtfeldaufnahme (rechts).
Da die Fluoreszenzintensitat flr alle drei untersuchten Verbindungen schwach war im
Vergleich zur Positivkontrolle, wurden die Inkubationen zum einen mit hdherer

Konzentration (100 uM) und zum anderen mit langerer Inkubationsdauer (24 h) wiederholt.

Die Erhohung der Konzentration bei gleicher Inkubationsdauer bewirkte fir 115 keine
Verbesserung der Fluoreszenzintensitat (Abb. 117), fir 113 und 120 konnten aufgrund der

Cytotoxizitat der Verbindungen keine verwertbaren Aufnahmen erhalten werden.

10 pm

Abb. 117: Inkubation mit 115 (100 uM, 1 h, A., = 350 nm, links) und Lichtfeldaufnahme (rechts).

Eine Verstarkung der Fluoreszenzintensitat durch eine Verlangerung der Inkubationsdauer
konnte fir 113 erreicht werden (Abb. 118, S. 114). Fir die anderen beiden Verbindungen

wurde ein etwas schwdcheres Signal detektiert (nicht gezeigt).
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Abb. 118: Inkubation mit 113 (10 uM, 24 h, A, = 350 nm, links) und Lichtfeldaufnahme (rechts).

Betrachtetet man die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Inkubationen der
Prodrugs, so lasst sich positiv festhalten, dass alle untersuchten Verbindungen in den Zellen
in ausreichendem MaBe akkumulieren, um unter den Versuchsbedingungen nachgewiesen
werden zu konnen. Allerdings zeigten die Untersuchungen auch, dass die Anregung bei
350 nm zu schnellem Photobleaching flihrte, was die Messungen erheblich erschwerte.
Daher ist nicht klar, ob sich anhand der beobachteten Fluoreszenzintensitdten tatsachlich
Rickschliisse auf die intrazellularen Konzentrationen der Verbindungen ziehen lassen. Des
Weiteren ist anzumerken, dass das Problem des Photobleachings auch fiir die
Positivkontrolle FV100 104 autritt. Die niedrigeren Fluoreszenzintensitdaten der untersuchten
Prodrugs im Vergleich zur Referenz 104 konnen also neben der nicht optimalen
Anregungswellenlange noch eine Reihe weiterer Griinde haben. Beispielsweise konnte die
Membranpermeabilitdt deutlich geringer sein als fiir 104. Zusatzlich konnten Quenching-

effekte durch Interaktion der Fluorophore mit Zellbestandteilen auftreten.

Dieses Kapitel zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass Prodrugs bicyclischer
Nucleosidanaloga (BCNA) nach dem cycloSal- und dem DiPPro-Konzept zur Verwendung als
Fluoreszenzsonden flr Zellaufnahmestudien synthetisiert wurden. Dazu wurden 2’-Desoxy-
und 2’,3’-Didesoxyanaloga der BCNA verwendet, bei denen sich entweder ein
Propylsubstituent oder kein Substituent an der Nucleobase befand. Die Untersuchung des
Hydrolyseverhaltens der Prodrugs zeigte, dass die Hydrolyse der DiPPro-Nucleotide der
BCNA in Phosphatpuffer (pH 7.3) nach dem in Abb. 21 (S. 27) gezeigten Mechanismus (ber
die einfach maskierte Verbindung als Intermediat verlauft. Aus diesem Intermediat wird das
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entsprechende Nucleosiddiphosphat freigesetzt. Durch alternative Spaltung der
Phosphorsdureanhydridbindung kam es zusatzlich zur Freisetzung des
Nucleosidmonophosphats. Die fiir die Abnahme der Prodrugkonzentration ermittelten
Hydrolysehalbwertszeiten lagen in der gleichen GroBenordnung wie fir die in Kapitel 4.1.
(S. 26) untersuchten DiPPro-Nucleotide von d4U 42 und ddU43. In CEM/0-Zellextrakt
zeigten die Diphosphatprodrugs in Abhangigkeit von der Modifikation des Nucleosids
unterschiedliches Hydrolyseverhalten. Wahrend bei der Hydrolyse der Prodrugs von 6-Prop-
ddBCNA 122, 123 deutlich die Freisetzung des Nucleosidmono- und -diphosphats zu
erkennen war, zeigte sich bei der Hydrolyse der 6-Prop-2’-dBCNADP-Prodrugs 118-120 die
Bildung unbekannter Nebenprodukte. Im Fall der Prodrugs von 6-H-ddBCNADP 126, 127
waren nur geringe Mengen des Nucleosiddi- und -monophosphats sowie Zersetzungs-
produkte zu beobachten. Die Halbwertszeiten der Verbindungen in CEM/0-Zellextrakt lagen
in der gleichen GroéRenordnung, wie die der zuvor untersuchten DiPPro-Nucleotide von
d4U 42 und ddU43. Die cycloSal-Triester der BCNA wurden ebenfalls auf ihr
Hydrolyseverhalten hin untersucht. Auch fir diese Verbindungen zeigte sich eine gute
Ubereinstimmung der Hydrolysehalbwertszeiten mit denen der cycloSal-Verbindungen von
d4U 42 und ddU 43 und auch hier wurde die Bildung der Nucleosidmonophosphate

beobachtet.

Fiir einige der synthetisierten Prodrugs und Nucleosidanaloga wurden u. a. die optimalen
Anregungswellenlangen bestimmt. Diese lagen fiir die propylsubstituierten Verbindungen
bei 340 nm und fur die unsubstituierten Verbindungen bei 335 nm. Die Verbindungen
3-Me-cycloSal-6-H-ddBCNAMP 115, 3-Me-cycloSal-6-Prop-2’-dBCNAMP 113 und C,;-6-Prop-
2’-dBCNADP 120 wurden fiir Zellaufnahmestudien mittels Fluoreszenzmikroskopie
verwendet. Die Anregung erfolgte geratebedingt bei 350 nm. Dabei konnte gezeigt werden,
dass alle untersuchten Verbindungen in den Zellen in ausreichendem MaRe akkumulieren,
um unter den Versuchsbedingungen nachgewiesen werden zu kénnen. Allerdings wurde flr
alle Verbindungen lediglich ein schwaches Fluoreszenzsignal detektiert. Ein Hauptproblem
bei diesen Messungen war ein schnelles Photobleaching der Fluorophore, sodass sich durch
die gemessenen Fluoreszenzintensitaten keine verldssliche Rickschlisse auf die

intrazellularen Konzentrationen der Fluorophore ziehen lassen.
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4.3. Synthese fluoreszenzmarkierter Nucleosiddiphosphatzucker

Als aktivierte Form der Kohlenhydrate stellen Zuckernucleotide wichtige Bausteine in der
Biosynthese von Glycokonjugaten dar. So dienen sie als Ausgangsmaterialien zum Aufbau
von Desoxy- und Aminozuckern sowie von verzweigtkettigen Oligo- und Polysacchariden und
Harnsduren. Die allgemeine Struktur der Zuckernucleotide ist in Abb. 119 dargestellt. Sie
bestehen aus einer Glycosyleinheit (rot), die tGiber eine oder zwei Phosphatbriicken (griin) am
anomeren Zentrum mit einem Nucleosid (blau) verbunden ist. Durch die Phosphat-
esterbindung wird der Glycosylrest fiir enzymatische Ubertragungsreaktionen aktiviert,
wahrend das Nucleosid als Erkennungsmerkmal fir das Enzym dient. Diese
Ubertragungsreaktionen werden in der Regel durch Glycosyltransferasen (GT) katalysiert. Als
Substrate von Glycosyltransferasen, die in Sdugetieren vorkommen, fungieren acht
Zuckernucleotide: UDP-a-p-Glc, UDP-a-b-Gal, UDP-a-p-GlcNAc, UDP-a-D-GalNAc, UDP-a-D-
GIcUA, GDP-a-D-Man, GDP-B-L-Fuc und CMP-B-p-Neu5Ac. 132134

HO \NH 0
O-P—

-0 B
0]

0]

O=T-00

n
=01 o4 OH

Abb. 119: Allgemeine Struktur eines Zuckernucleotids.

4.3.1. Synthese von Nucleosiddiphosphatzuckern (NDP-Zucker)

Da es sich bei dem GroRteil der natlrlich vorkommenden Zuckernucleotide um
Nucleosiddiphosphatpyranosen (n=1, Abb.119) handelt, wurden eine Reihe von
Synthesewegen entwickelt, um Verbindungen dieser Substanzklasse darzustellen. Dazu
werden im Wesentlichen zwei unterschiedliche Strategien verwendet: Die Knlpfung der
Pyrophosphatbindung durch Reaktion eines Pyranosylphosphats mit einem aktivierten
Nucleosid-5’-Phosphat (Strategie A, Abb. 120, S. 117) und die Umsetzung eines Nucleosid-
diphosphats mit einer aktivierten Pyranose (Strategie B, Abb. 120, S. 117)[135] Des Weiteren
besteht die Moglichkeit der enzymatischen Kniipfung der Pyrophosphatbindung, die
beispielsweise von THIEM ET AL. flr die Synthese von GDP-B-L-Fuc beschrieben wurde. 3¢
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Abb. 120: Strategien zur Darstellung von Nucleosiddiphosphatzuckern (Akt = Aktivator), verandert nach [135].

Der Strategie A folgt beispielsweise die Halogenose-Methode nach HINDSGAUL ET AL., bei der
die Aktivierung der benzylgeschitzten Pyranose durch Halogenierung am anomeren
Zentrum erfolgt. Nach Kupplung mit einem Nucleosiddiphosphat wird der NDP-Zucker als
Anomerengemisch erhalten.®” Durch Verwendung von Acetyl- und Benzoyl- anstatt der
Benzylschutzgruppen gelang JAKEMAN ET AL. unter Ausnutzung des anchimeren Effekts die
Synthese anomerenreiner NDP-Mannose und -Fucose mit der Hangenose—Methode.[BSJ Ein
weiteres Beispiel fiir aktivierte Pyranosen sind die von KLAFFKE ET AL. beschriebenen
1,2—Anhydrozucker.[139] FERRIERES ET AL. verwendeten zur Aktivierung des Zuckerbausteins

Mercaptobenzimidazol.“40]

Die am haufigsten zur Synthese von NDP-Zuckern verwendete Methode ist die von MOFFAT
und KHORANA entwickelte Phosphormorpholidat-Methode. Nach Strategie B wird dabei ein
Nucleosid-5’-Phosphormorpholidat mit einem ungeschiitzten Pyranosylphosphat zum NDP-

t.[141]

Zucker umgesetz Die Aktivierung des Nucleosidphosphats als Phosphoramidit

[142) iirzlich berichteten HINDSGAUL ET AL. von einer Methode,

beschrieben VAN DER MAREL ET AL.
bei der die Umsetzung des Nucleosids in Form eines reaktiven Phosphorimidazolids mit
einem Pyranosylphosphat die Synthese von NDP-Zuckern in Wasser als Losungsmittel ohne
die Notwendigkeit einer anschlieBenden Reinigung ermdglicht.[143’144] NDP-Zucker lassen sich

auch mit Hilfe der cycloSal-Methode synthetisieren. Der praparative Nutzen des cycloSal-
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Konzepts wurde bereits im Kenntnisstand (Abb. 12, S.15) beschrieben. Dazu werden
cycloSal-Phosphattriester verwendet, bei denen sich in 5-Position der Maske ein starker
Akzeptorsubstituent (z. B. Cl oder NO,) befindet. Durch Umsetzung mit einem Pyranosyl-
phosphat als Nucleophil lassen sich so anomerenrein Nucleosiddiphosphatpyranosen mit
kurzen Reaktionszeiten und guten Ausbeuten synthetisieren (Abb. 121). Diese Methode ist
vielseitig anwendbar und wurde bereits zur Synthese einer Vielzahl von NDP-Zuckern mit

natlirlichen und modifizierten Nucleosid- und Glycosylbausteinen verwendet. 5480

Acc
Acc o o
"\/Ig// )
0"\o B — Q% e
N 9 0-P-0-P-0 B
HO\/AL. (l) o I I o
0-P-0 OH OH
0
N OH OH |

o H,0

HOV—=, O O Ace OH
P-O B
& OH

OH OH

Abb. 121: Synthese eines NDP-Zuckers nach dem cycloSal-Konzept (Acc = Akzeptorsubstituent).

4.3.2. Fluoreszenzmarkierte Nucleosiddiphosphatzucker in GT-Inhibitionsassays

Aufgrund der groRen Bedeutung von Glycosyltransferasen (GT) fiir eine Reihe biologischer
Prozesse stellen sie interessante Targets fiir die Wirkstoffentwicklung dar. Mogliche
Anwendungen fir GT-Inhibitoren sind die Therapie von Stoffwechselkrankheiten,
Infektionen, Entzliindungen, Krebs sowie neurologische Erkrankungen. Allerdings befinden
sich nur zwei GT-Inhibitoren in klinischer Anwendung: der Glucosylceramidsynthaseinhibitor
Miglustat gegen Morbus Gaucher und der Arabinosyltransferaseinhibitor Ethambutol gegen

Tuberkulose.*! Eine Reihe potentieller GT-Inhibitoren wurde bereits synthetisiert.[”e] Um
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diese auf ihre Wirksamkeit testen zu konnen, sind verlassliche Assays fiir die GT-Inhibition

notwendig.

Auf der Grundlage fluoreszenzmarkierter NDP-Pyranosen wurden eine Reihe biochemischer

[145

Assays entwickelt, die zur Identifikation von Glycosyltransferasen dienen. ] Beispielsweise

beschrieben WALKER ET AL. die Verwendung des an der Pyranoseeinheit durch Fluorescein
markierten UDP-a-D-GIcNAc 170 als analytische Sonde zur Durchfihrung eines High-

Throughput-Screenings zur ldentifikation von Inhibitoren des Enzyms MurG, einem

[147

potentiellen Target in der antibiotischen Chemotherapie. ! WAGNER ET AL. verwendeten

Derivate von UDP-a-D-Gal, die in 5-Position der Nucleobase eine Fluoreszenzmarkierung

tragen, fur die Entwicklung eines Assays zur ldentifikation von Galactosyltransferase-

[148]

inhibitoren. Das in Abb.122 gezeigte 5-Formylthienyl-substituierte UDP-a-D-Gal-

Analogon 171 zeigt neben der Fluoreszenz auch selbst inhibitorische Eigenschaften

gegeniiber Galactosyltransferasen.[149]

o) OH OH J o)
0 oHe S\
NH S NH
L "o 9 |
N~ ~O o—ﬁ—o—ﬁ—o N ~O
o) o) o) o)
171
OH OH OH OH

[147) [149]

Abb. 122: Fluoreszenzmarkierte NDP-Zucker nach WALKER und WAGNER

Die mit den in Abb. 122 gezeigten Verbindungen durchgefihrten Ligandenaustauschassays
beruhen auf Fluoreszenzquenching durch Wechselwirkungen des Fluorophors mit dem
Enzym bei Bindung der markierten Verbindung im aktiven Zentrum. Wird die
Fluoreszenzsonde von einer Verbindung mit héherer Bindungsaffinitat verdrangt, ist dies
durch einen Anstieg der Fluoreszenzintensitdt detektierbar (Abb. 123, S.120). Weitere
fluoreszenzbasierte Assays nutzen beispielsweise FRET-Effekte oder fluoreszenzmarkierte

Antikdrper.[145]
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Fluorophor

Glycosyltransferase

Fluoreszenzquenching Fluoreszenz

Abb. 123: Fluoreszenzbasierter Ligandenaustauschassay (verdandert nach [145]).

Ziel dieses Teils der Arbeit war die Synthese von Nucleosiddiphosphatzuckern mit einem
bicyclischen Nucleosidanalogon als Fluorophor unter Verwendung des cycloSal-Konzepts, um

dessen Eignung als Sonde fiir fluoreszenzbasierte Assays zu untersuchen.

4.3.3. Synthesestrategie

In Abb. 124 (S. 121) ist die Strategie zur Synthese der NDP-Zucker 172 und 173 dargestellt.
Als Schlisselschritt sollte die Kupplung eines akzeptorsubstituierten cycloSal-Triesters mit
einem Pyranosylphosphat nach dem in Abb. 121 (S. 118) gezeigten Mechanismus genutzt
werden. Dabei sollten die cycloSal-Verbindungen 174 und 175 durch Kupplung eines
geeigneten Phosphorchloridits (92,176) mit dem acetylgeschltzten bicyclischen
Ribonucleosid 177 erhalten werden. Die Synthese des 6-H-BCNA 106 sollte ausgehend von
5-loduridin 149 analog zu der in Abb. 67 (S. 75) gezeigten Route erfolgen. Zur Darstellung der
acetylierten Pyranosylphosphate 178 und 179 sollte von D-Glucose 180 und D-Galactose 181
ausgegangen werden, die nach Peracetylierung (182, 183) und selektiver Deacetylierung des
anomeren Zentrums (184, 185) in die Dibenzylphosphate 186 und 187 (iberfiihrt werden
sollten. Daran anschlieRend sollte die hydrogenolytische Debenzylierung zu 178 und 179

durchgefiihrt werden.
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Abb. 124: Retrosyntheseschema zur Darstellung der fluoreszenzmarkierten NDP-Zucker 172 und 173.
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4.3.4. Synthese der Pyranosylphosphate 178 und 179

Zur Darstellung von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-p-glucopyranosyl-1-phosphat 178 und 2,3,4,6-
Tetra-O-acetyl-a-p-galactopyranosyl-1-phosphat 179 (iber die in Abb. 124 (S. 121) gezeigte
Syntheseroute war zundchst die Synthese der acetylgeschiitzten Zucker mit freier
Hydroxyfunktion am anomeren Zentrum noétig. Dazu wurde bD-Galactose 181 durch

t[150]

Umsetzung mit Acetanhydrid peracetylier , wahrend im Fall von D-Glucose 180 die

peracetylierte Verbindung bereits vorhanden war.

R? OAc
T 1 .
OH OH 10 Aquiv. Ac,0 R' OAc 1.5 Aquiv. Benzylamin _, 'e)
0 Pyridin, Rt, 20h g2 0 THF, Rt, 26-40 h R
_— AcO
HO AcO AcO "OH
OH “oH AcO “OAc
181 R1=H, RZ= OAc 182 R1=H, R = OAc 184, 42%
R1=0Ac, R2=H 183, 93% R1=0Ac, R2=H 185, 57%

Abb. 125: Darstellung der acetylgeschiitzten Pyranosen 184 und 185.

Die selektive Deblockierung der anomeren Hydroxyfunktion von 182 und 183 erfolgte durch
Umsetzung mit 1.5 Aquiv. Benzylamin.“sﬂ Dabei wurde die Reaktion nicht bis zur
vollstandigen Umsetzung des Edukts durchgefiihrt, sondern so rechtzeitig abgebrochen, dass

(152 pie Tetraacetyl-

Nebenreaktionen an den weiteren Acetylgruppen minimiert wurden.
pyranosen 184 und 185 konnten auf diesem Weg mit Ausbeuten von 42% und 57% erhalten
werden. Das Verhiltnis von a- zu B-Anomer wurde aus dem *H-NMR-Spektrum bestimmt

und betrug in beiden Fallen 1:0.3.

Die Phosphoramiditmethode zur Synthese von Pyranosyl-1-phosphaten wurde von WONG ET
AL. beschrieben und beruht auf der Kupplung eines Dibenzylphosphoramidits mit der

[153

anomeren Hydroxyfunktion einer geschiitzten Pyranose I und anschlieRender Oxidation

zum Phosphat. Durch hydrogenolytische Debenzylierung werden die freien Phosphate

erhalten.[*>¥

Die Verbindungen 184 und 185 wurden mit Dibenzyl-N,N-diisopropyl-
aminophosphoramidit in einer DCl-vermittelten Kupplungsreaktion umgesetzt. Die Oxidation
erfolgte mit meta-Chlorperbenzoesaure (mCPBA).[99] Die aus den 31P—NI\/IR—Spektren der
Rohprodukte bestimmten Verhéltnisse von a- zu B-Anomer betrugen 1:0.2 (fiir 186) und
1:0.4 (fur 187). Auf der Stufe der Dibenzylphosphate konnten die Anomere saulenchromato-

graphisch teilweise getrennt werden, sodass die reinen a-Anomere mit Ausbeuten von 39%
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und 49% erhalten wurden (Abb. 126). Weiteres Produkt lag als Anomerengemisch vor und

wurde nicht weiter verwendet.

1. 1.1-1.7 Aquiv. Dibenzyl-
diisopropylphosphoramidit

1.1 Aquiv. DCI R! OAc
; CH4CN, Rt, 0.5-4 h 0
R' OAc 2.1.1-1.7 Aquiv. mCPBA R?
R2 ) 0 °C -Rt, 30-45 min AcO 70 QBn
AcO _p_
ACO o (0] II:I’ OBn
R1=H, RZ=0Ac 184 R1=H, R? = OAc 186, 39%
R1=0Ac, R2=H 185 Rl =0Ac, RZ2=H 187, 49%
@
R? OAc
R2 o) EtsNH H,, Pd/C, Et;N
ACO o Dioxan, Rt, 48-72 h
AcO (.) e
O—Ilzl’—O
(@]

R1=H, R2=OAc 178, 77%
Rl =0Ac, R?2=H 179, 83%

Abb. 126: Synthese der Pyranosyl-1-phosphate 178 und 179 nach der Phosphoramiditmethode.

Die hydrogenolytische Debenzylierung unter Wasserstoffatmosphare in Anwesenheit von
Palladium auf Aktivkohle (5%, 55% Wasser) und Triethylamin lieferte die Pyranosyl-1-

phosphate 178 und 179 mit Ausbeuten von 77% und 83% als Triethylammoniumsalze.

4.3.5 Synthese des acetylgeschiitzten bicyclischen Ribonucleosids 177

Die Synthese von 5-loduridin 149 wurde bereits auf S. 84 beschrieben. Davon ausgehend
wurde die Sonogashira-Kupplung mit Trimethylsilylacetylen unter den in Abb. 127 (S. 124)
beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt. Das Kupplungsprodukt 188 wurde nach
Sdulenchromatographie leicht verunreinigt erhalten und so fiur die Abspaltung der
Silylschutzgruppe eingesetzt. Uber zwei Stufen konnte Verbindung 189 mit einer Ausbeute

von 64% erhalten werden.
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Abb. 127: Synthese des bicyclischen Ribonucleosids 106 ausgehend von 5-loduridin 149.

Obwohl die dinnschichtchromatographische Reaktionsverfolgung die Bildung von 106 als
Hauptprodukt zeigte, lag die Ausbeute der isolierten Verbindung nach der Ringschluss-
reaktion bei 41%. Dies ist im Wesentlichen auf Probleme bei der chromatographischen
Reinigung zurickzufihren, da sich das Produkt aufgrund der hohen Polaritdt durch die drei
freien Hydroxyfunktionen (ber viele Fraktionen verteilte, was die Identifikation

produkthaltiger Fraktionen erschwerte.

Zur Darstellung des in 2’- und 3’-Position acetylgeschitzten Nucleosids 177 wurde zundchst
die 5’-Hydroxyfunktion als Silylether geschiitzt. Dabei konnte diinnschichtchromatographisch
stets die Bildung der vermutlich zweifach silylierten Verbindung beobachtet werden, was
sich negativ auf die Ausbeute auswirkte. Anschlieend wurden in einer one-pot-Reaktion die
2’- und 3’-Hydroxyfunktion durch Umsetzung mit Acetanhydrid verestert, um
Verbindung 190 zu erhalten. Die Spaltung des Silylethers erfolgte unter Verwendung von
Triethylamintrihydrofluorid (Abb. 128, S. 125).[98] Um einen ersten Testansatz zur Synthese
eines 5-Nitro-substituierten cycloSal-Triesters des BCNA durchfiihren zu kdnnen, bevor die
Synthese von 177 abgeschlossen war, wurde 6-H-2’-dBCNA 105, das aus eigenen Vorarbeiten
bereits vorhanden war, unter den in Abb. 128 (S. 125) angegebenen Bedingungen an der

3’-Hydroxyfunktion mit einer Acetylschutzgruppe versehen. Die dinnschichtchromato-
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graphische Verfolgung der Desilylierung von 191 zeigte die selektive Bildung des

Produkts 192. Aufgrund eines Fehlers bei der chromatographischen Reinigung konnten

allerdings nur 16% des Produkts isoliert werden. Die tatsdchliche Ausbeute lag deutlich

hoher. Dennoch stand Verbindung 192 in ausreichender Menge zur Verfligung, um den

Testansatz durchfiihren zu kénnen.

1. 1.2 Aquiv. TBDMSCI
Pyridin, Rt, 24 h

2. 6.0-7.0 Aquiv. Ac,0
Pyridin, Rt, 20 h

HO TBDMSO
o) o)
OH R OAc R
R=H105 R=H191, 83%

R =OH 106 R =0Ac 190, 57%

2.0-5.0 Aquiv. Et;N-3HF
CH,Cl,, Rt, 22 h

HO

OAc R
R=H192, 16%
R=0Ac177,91%

Abb. 128: Synthese der acetylgeschiitzten bicyclischen Nucleoside 177 und 192.

4.3.6. Synthese der cycloSal-Triester und der NDP-Zucker

Um zu Uberpriifen, ob die glycosidische Bindung eines BCNA unter den sauren Bedingungen
der Oxidation mit Oxone® bei der Synthese eines 5-Nitro-cycloSal-Triesters stabil ist, wurde
parallel zur Synthese des Ribonucleosids 177 ein Testansatz mit dem in 3’-Position
acetylgeschitzten 6-H-2’-dBCNA 192 durchgefiihrt. Dazu war zunachst die Darstellung des
5-Nitrosaligenylchlorphosphits 176 notwendig. Dieses wurde durch Umsetzung von
5-Nitrosalicylalkohol 193 mit Phosphor(lll)-chlorid 45 als leicht verunreinigtes Rohprodukt
erhalten. Die Synthese des Salicylalkohols 193 erfolgte durch Reduktion von 5-Nitro-
salicylaldehyd 194 mit Natriumborhydrid (Abb. 129, S. 126).
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1. 1.8 Aquiv. PCl;, Et,0,

(e} ) -20°C, 10 min
0.9 Aquiv. NaBH, 2. 1.8 Aquiv. Pyridin,
O2N H EtOH, Rt, 22 h O2N OH -20°C-Rt,3.5h O:N o)
40% P
OH OH o~ *cl
194 193 176

Abb. 129: Synthese von 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 176.
Das so erhaltene Chlorphosphit 176 wurde mit 192 unter den in Abb. 130 angegebenen
Bedingungen umgesetzt. Nach vollstéandiger Reaktion des Edukts wurde die Oxidation mit

Oxone® durchgefihrt.

1. 2.0 Aquiv. 176
2.0 Aquiv. DIPEA

CH;CN, -20 °C-Rt, 5 h OoN 0
2. 4.0 Aquiv. Oxone® in H,0 .0
-10°C, 15 min oX

HO 7 > O
(@) 0]
OAc OAc
192 195

Abb. 130: Versuch der Synthese des 5-Nitro-cycloSal-Triesters 195.

Nach Aufarbeitung der Reaktion konnte allerdings lediglich die Bildung eines Gemisches
verschiedener unbekannter Verbindungen festgestellt werden, aus dem das Produkt 195
nicht isoliert werden konnte. Moglicherweise ist diese Zersetzung auf eine Spaltung der
glycosidischen Bindung unter den sauren Bedingungen der Oxidation zurlickzufiihren. Die
Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid ist fiir die Synthese von 5-Nitro-cycloSal-Triestern nicht
geeignet, da dies zu Produktgemischen und dementsprechend niedrigen Ausbeuten fuhrt.1%®
Als Alternative zu 5-Nitro-substituierten cycloSal-Triestern kdnnen auch die entsprechenden
5-Chlor-substituierten Verbindungen zur Synthese von NDP-Zuckern genutzt werden. Zwar
sind dafir langere Reaktionszeiten notig und die Ausbeuten sind geringer, allerdings kénnen
die bendtigten cycloSal-Verbindungen durch Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid erhalten
werden. Um diese Alternative zu erproben, wurde das acetylgeschitzte Ribonucleosid 177

mit 5-Chlorsaligenylchlorphosphit 92 umgesetzt, dessen Synthese bereits auf S. 48

beschrieben wurde.
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1. 3.3 Aquiv. 92
1.3 Aquiv. DIPEA

CH,CN, -20 °C-Rt, 4 h Cl 0
2. 1.6 Aquiv. t-BuOOH s _0O
-20°C-Rt, 2h o™X

HO 0
33%
(0] (0]
OAc OAc OAc OAc
177 175

Abb. 131: Synthese des 5-Chlor-cycloSal-Triesters 175.

Nach der erfolgreichen Synthese des 5-Chlor-cycloSal-Triesters 175 wurde nun die Synthese
eines NDP-Zuckers versucht. Dazu wurde ein von WoLF beschriebenes Syntheseprotokoll
verwendet, bei dem die Reaktionspartner vor der Reaktion akribisch getrocknet werden und
die cycloSal-Verbindung geldst in DMF zu einer LOosung des Pyranosylphosphats als
Triethylammoniumsalz getropft wird. Die Abspaltung der Acetylschutzgruppen erfolgt dabei

unter Verwendung eines Gemischs aus Methanol, Wasser und Triethylamin (7:3:1 v/v/v).[56]

1. 2.5 Aquiv. 178
N DMF, Rt-50 °C, 25 dHO
e 2. MeOH, H,0, Et;N  HO
N o_ (7:3:1)

$
OI

_O®
-0

OAc OAc OH OH
175 172

Abb. 132: Synthese des NDP-Zuckers 172.

Die Reaktionslosung wurde zunachst bei Raumtemperatur geriihrt und der Verlauf der
Reaktion diinnschichtchromatographisch verfolgt. Da sich nach 21 Tagen noch immer eine
signifikante Menge des Edukts in der Losung befand, wurde die Reaktion fiir weitere 4 Tage
bei 50 °C durchgefiihrt, bis das Edukt vollstandig umgesetzt war. Die Reaktion wurde
aufgearbeitet und die Abspaltung der Acetylschutzgruppen durchgefiihrt. Das nach der
Abspaltung aufgenommene 3'1P—NMR—Spektrum zeigt die Bildung einer geringen Menge des
Produkts 172 (-11.29 ppm, -12.86 ppm) sowie das deacetylierte nicht umgesetzte
a-D-Glucose-1-phosphat 196 (1.22 ppm). Das Signal bei 10.72 ppm stammt vermutlich von
dem 1,2-Cyclophosphat 197, das unter den basischen Abspaltbedingungen durch
nucleophilen Angriff der Hydroxyfunktion des Zuckers am B-Phosphat entstehen kann

(Abb. 133, S. 128).[60’155] Das Signal des dabei ebenfalls entstehenden Nucleosidmono-
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phosphats fallt wahrscheinlich mit dem Signal des Zuckerphosphats 196 zu dem breiten

Singulett bei 1.22 ppm zusammen.

—10.72
—1.22
_—-11.29
T--12.86

OH
HO 0 ®
OH HO S} (S >N
ol O O |
HO 2 0-P-0-P-0 N"~o
HO 1l Il o
5 o O
o b° \ 172
0% OH OH
197

“ | | | Ii
90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50 -60 -70 -80 ppm

Abb. 133: *'P-NMR-Spektrum des Rohprodukts 172 nach Entschiitzung (D,0, 162 MHz, 'H- und “*C-entkoppelt).
Nach der saulenchromatographischen Reinigung an RP-18 Kieselgel konnte allerdings keine
produkthaltige Fraktion identifiziert werden. Dabei ist anzumerken, dass die Reaktion als
Testansatz mit nur 11 mg des Triesters 175 durchgefiihrt wurde. Daher war vermutlich die
Konzentration des Produkts im Eluenten so gering, dass eine dinnschicht-
chromatographische Detektion nicht moglich war. Dennoch konnte anhand dieser Reaktion
gezeigt werden, dass durch Verwendung des 5-Chlor-cycloSal-Triesters 175 der NDP-
Zucker 172 erhalten werden kann. Allerdings scheint die Methode aufgrund der langen
Reaktionszeit und der Bildung des Nebenprodukts 197 fiir eine breitere Anwendung nicht

geeignet, sodass weiter nach Alternativen gesucht wurde.

Ein mildes Oxidationsmittel, das bereits erfolgreich zur Oxidation von cycloSal-
Phosphittriestern verwendet wurde, ist ein Gemisch aus lod, Tetrahydrofuran und Pyridin,

das Spuren von Wasser enthdlt und bei der automatisierten Festphasensynthese von
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Oligonucleotiden eingesetzt wird.”® Da keine experimentellen Details fiir diese Reaktion
beschrieben sind, wurde zunidchst ein Testansatz durchgefiihrt, bei dem 2’,3’-Di-O-
acetyluridin 198 mit 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 176 umgesetzt wurde. Die Oxidation
erfolgte durch Zugabe einer lodlésung (0.1 M in THF/Wasser/Pyridin 77:2:21 v/v/v), sodass

2.5 Aquiv. lod vorlagen.

1. 2.0 Aquiv. 176

O 2.0 Aquiv. DIPEA O
220 °C- OoN
NH CH3(';N, '20 C Rt,5h N 2 NH
| /g 2. 2.5 Aquiv. I, in THF/H,0/Pyridin I%//O | /&
-20°C-Rt, 2 h N

HO N~ O - (O N~ ~O
o (28%) o
OAc OAc OAc OAc
198 199

Abb. 134: Synthese des 5-Nitro-cycloSal-Triesters 199 durch Oxidation mit lodlésung.

Zur Aufarbeitung wurde die Reaktionslosung in Wasser gegeben, um {iberschiissiges
Chlorphosphit zu hydrolysieren. Die wdéssrige Phase wurde anschlieRend mit Ethylacetat
extrahiert. Zur Entfernung iodhaltiger Riickstande wurde die organische Phase zusatzlich mit
Natriumdisulfitldsung gewaschen. Auf diese Weise wurde die cycloSal-Verbindung 199 mit
einer Ausbeute von ca. 28% erhalten. Das 'H-NMR-Spektrum wies noch leichte nicht
identifizierbare Verunreinigungen auf, wihrend das in Abb. 135 gezeigte *'P-NMR-Spektrum
das Vorliegen von 199 als einzige phosphorhaltige Verbindung zeigte. Die geringe Ausbeute
ist vermutlich auf eine teilweise Zersetzung des sehr hydrolyseempfindlichen cycloSal-

Triesters 199 bei der wassrigen Aufarbeitung zurtickzufiihren.

[ T T T 1

-10.5 -11.0 -11.5  ppm
kol ol okl VP Wi A A RS
T T Tttt

45 40 35 30 25 20 15 10 5 0 -5 -10 -15 -20 -25 -30 -35 -40 ppm

Abb. 135: **P-NMR des cycloSal-Triesters 199 (DMSO-ds, 162 MHz, 'H- und “*C-entkoppelt).
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Nach diesem Ergebnis wurde unter den gleichen Bedingungen die Synthese des 5-Nitro-
cycloSal-Triesters des acetylgeschiitzten BCNA 177 erprobt. Daflir wurde 177 unter den
zuvor getesteten Bedingungen mit 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 176 umgesetzt (Abb. 136).

1. 2.0 Aquiv. 176
2.0 Aquiv. DIPEA

CH4CN, -20 °C-Rt, 5 h O5N
2. 2.5 Aquiv. I, in THF/H,O/Pyridin \©f\|;//0
-20°C-Rt, 2 h o'\

HO 0
139
(@) (13%) (@]
OAc OAc OAc OAc
177 174

Abb. 136: Synthese des 5-Nitro-cycloSal-Triesters 174.

Probleme bei der Reaktion traten im Wesentlichen bei der Reinigung auf. Bei den
Extraktionsschritten trennten sich die Phasen nur langsam, sodass sich das
hydrolyseempfindliche Produkt anteilig zersetzte. Nach der ersten Reinigung lag das Produkt
allerdings noch stark verunreinigt vor, sodass es erneut in Ethylacetat aufgenommen und die
organische Phase mit Wasser gewaschen wurde. Eine vollstandige Reinigung des Produkts
gelang auf diesem Weg dennoch nicht. Das in Abb. 137 (S. 131) gezeigte >'P-NMR-Spektrum
zeigt neben den Produktsignalen bei -11.11 ppm und -11.27 ppm Signale unbekannter
Verunreinigungen bei 17.02 ppm und 16.36 ppm. Die chemischen Verschiebungen der
Verunreinigungen liegen in einem Bereich, der typisch ist fir H-Phosphonate. Ein solches
H-Phosphonat kénnte durch Hydrolyse des vor der Oxidation gebildeten Phosphittriesters
entstanden sein.™® Dies ist ein Hinweis darauf, dass moglicherweise die Oxidation bei der
Aufarbeitung des Ansatzes noch nicht vollstdandig abgelaufen war. Zusatzlich konnte das
Produkt aufgrund der Schwierigkeiten bei der Aufarbeitung lediglich mit einer Ausbeute von

ca. 13% erhalten werden.
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_-17.02
~~16.36

1111
-.11.27

174  OAc OAc \

H-Phosphonat?

\/

— 7
-11.0 -11.5
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Abb. 137: **P-NMR des cycloSal-Triesters 174 (DMSO-ds, 162 MHz, "H- und “*C-entkoppelt).

Trotz der geringen Ausbeute und der Verunreinigung wurde Verbindung 174 fiir eine
Testreaktion zur Synthese eines NDP-Zuckers eingesetzt. Dazu wurde 174 nach dem
etablierten Syntheseprotokoll mit dem acetylgeschitzten a-b-Galactose-1-phosphat 179

umgesetzt (Abb. 138).5¢!

. OH OH @
1. 2.5 Aquiv. 179 o 2 Et;NH
O,N o DMF, Rt, 18 h
\©f\s//o 2. MeOH, H,0, Et;N HO S 8
o™X 5 (7:3:1), Rt, 16 h OH 7 |
11% 0-F-0-P-0
0} 0] 0] O
174 173
OAc OAc OH OH

Abb. 138: Synthese der NDP-Pyranose 173.
Nach der saulenchromatographischen Reinigung an RP-18-Kieselgel wurde das Produkt 173
mit einer Ausbeute von 11% erhalten. Dabei ist darauf hinzuweisen, dass sich diese
Ausbeute auf den verunreinigten cycloSalTriester 174 bezieht. Des Weiteren erschwerte die

geringe AnsatzgrofRe (24 mg Edukt 174) die Detektion produkthaltiger Fraktionen bei der
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Chromatographie, sodass moglicherweise weiteres Produkt vorhanden war. Zusatzlich
wurden weitere Fraktionen isoliert, die mittels UV-Licht detektierbar waren. Aufgrund der
geringen Substanzmengen konnten allerdings keine aussagekraftigen NMR-Daten dieser
Verbindungen erhalten werden. Wie die in Abb. 139 und Abb. 140 (S. 133) gezeigten *H- und

31P—NMR—Spektren zeigen, konnte der NDP-Zucker 173 mit hoher Reinheit erhalten werden.

H-b
H-2’, H-3’, H-4’
H-a
H-4
H-1’
He H> H;3”
H4{5” / H-4"
H-1" 5 \ /H—Z”
_61[
w /
)
R A A AR RN 2
— — — — — A ||| [N [oe]
- -
I I I I I I I I I 1
9 8 7 6 5 4 3 2 L ppm

Abb. 139: "H-NMR-Spektrum des NDP-Zuckers 173 (D,0, 500 MHz).

Eine Wiederholung der Syntheseroute und eine Optimierung der einzelnen Reaktionsschritte
war im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht moglich. Aufgrund der niedrigen Ausbeuten in
den letzten beiden Syntheseschritten konnten von der Zielverbindung 173 nur 3.8 mg
erhalten werden. Daher konnten Untersuchungen zur Eignung der Verbindung als
Fluoreszenzsonde fiir bioanalytische Untersuchungen, wie z. B. Ligandenaustauschassays zur

Identifikation potentieller Glycosyltransferaseinhibitoren, nicht durchgefihrt werden.
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Abb. 140: *'P-NMR-Spektrum des NDP-Zuckers 173 (D,0, 202 MHz, ‘H- und *C-entkoppelt).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass es nicht moglich war, einen 5-Nitro-cycloSal-
Triester eines BCNA ({ber das Standardprotokoll durch Oxidation mit Oxone® zu
synthetisieren. Durch Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid konnte der 5-Chlor-substituierte
cycloSal-Triester 175 erhalten werden. Fir dessen vollstandige Umsetzung mit
acetylgeschiitztem a-b-Glucose-1-phosphat 178 war allerdings eine lange Reaktionszeit und
ein Erwdarmen der Reaktionslosung erforderlich. Die Bildung des Produkts 172 konnte zwar
aufgrund der entsprechenden Signale im *'P-NMR-Spektrum angenommen werden, eine
Isolierung durch chromatographische Reinigung des Rohgemisches gelang allerdings nicht.
Durch Verwendung von lod (0.1 M in Pyridin/THF) als Oxidationsmittel, konnte der 5-Nitro-
cycloSal-Triester 174 erhalten werden. Dieser konnte mit acetylgeschiitztem a-p-Galactose-
1-phosphat 179 erfolgreich zur Zielverbindung 173 umgesetzt werden. Insbesondere fir die
letzten beiden Syntheseschritte besteht erheblicher Optimierungsbedarf. Die Oxidation des
Phosphittriesters mit lod sollte mit unterschiedlichen Mengen des Oxidationsmittels
evaluiert und die Aufarbeitung nach der Reaktion so modifiziert werden, dass eine
Zersetzung des Produkts weitgehend vermieden werden kann. Bei Durchfiihrung der
Synthese der Zielverbindung im groBeren Malstab sollte es moglich sein, die
chromatographische Reinigung zu verbessern und mogliche Nebenprodukte, die die

Ausbeute mindern, zu identifizieren.
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4.4 Entwicklung einer HPLC-MS basierten Methode zur Untersuchung der Zellaufnahme
von Nucleosidmono- und -diphosphatprodrugs
Analytische Methoden, die auf der Kopplung von Fliissigkeitschromatographie und Detektion
mittels Massenspektrometrie (MS) beruhen, haben in den letzten Jahrzehnten stetig an
Bedeutung gewonnen und gehdéren heute zu den Standardverfahren in der Analytik von
Wirkstoffmetaboliten. Im Gegensatz zu Methoden, bei denen UV- oder Fluoreszenz-
detektion verwendet werden, kann auf ein chemisches Labeling der Verbindungen verzichtet
werden. Zusatzlich ist eine qualitative Analyse haufig ohne die aufwandige Synthese von

Referenzverbindungen méglich.[m

4.4.1. HPLC-MS basierte Methoden zur Analytik von Nucleotiden
Fir die Untersuchung der intrazelluldiren Konzentration therapeutisch relevanter
Nucleotidanaloga wurde eine Reihe unterschiedlicher Verfahren entwickelt. Diese lassen sich

in direkte und indirekte Methoden unterteilen (Abb. 141).[79]

Indirekte Methoden Direkte Methoden
Zellinkubation Zellinkubation
Zelllyse J ‘ Zelllyse
NMP + NDP + NTP NMP + NDP + NTP
Fraktionierung /J\\ \ Trennung (HPLC)
|N|v|P| | NDP | | NTP | | Detektion (MS) |
Dephosphorylierung
Entsalzung
N N N

Reinigung (HPLC)

|

Detektion | MS MS MS

Abb. 141: Vergleich direkter und indirekter Methoden zur Analyse von Nucleotidanaloga (verdandert nach [79]).
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Indirekte Methoden basieren auf der Fraktionierung der polaren Analyte beispielsweise
durch Festphasenextraktion und anschlieBende enzymatische Dephosphorylierung. Nach
einem  Entsalzungsschritt  kdnnen die einzelnen nucleosidhaltigen  Fraktionen
HPL-chromatographisch gereinigt und massenspektrometrisch quantifiziert werden.
Aufgrund der intensiven Probenvorbereitung sind indirekte Methoden nicht nur
zeitaufwandig sondern auch anféllig fiir systematische Fehler. Zuséatzlich ist durch die

separate Quantifizierung der einzelnen Analyten viel Messzeit notig.

Bei direkten Methoden erfolgt die Trennung und Reinigung der Analyten durch
Chromatographie des Zelllysats in der Regel ohne zusatzliche Aufarbeitung der Proben.
Durch dieses Vorgehen werden sowohl Fehlerquellen, als auch Messzeit minimiert. Dabei
stellt die chromatographische Trennung der polaren Verbindungen unter fir die
Massenspektrometrie geeigneten Bedingungen die groRte Herausforderung dar. Bei dem
Uberwiegenden Teil der in der Literatur beschriebenen direkten Methoden wird die
Trennung mittels RP-HPLC durchgefiihrt. Allerdings sind hierzu starke lonenpaarreagenzien
wie Tetrabutylammoniumsalze oder Dimethylhexylamin notwendig, die haufig zu
lonensuppression und Kontamination der lonenquelle bei der Massenspektrometrie

[79]

flhren. Weitere Methoden basieren auf einer Trennung durch

1570 und der Verwendung von Graphitséulen[158]. Far die

Anionenaustauschchromatographie
Anwendung der Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (HILIC) zur Bestimmung
intrazelluldarer Konzentrationen von Nucleotidanaloga ist bislang nur ein Beispiel in der

Literatur beschrieben.>”

Ziel dieses Teils der Arbeit war die Entwicklung einer direkten HPLC-MS basierten Methode
zur Bestimmung der intrazellularen Freisetzung von Nucleosidphosphaten aus
Nucleosidmono- und -diphosphatprodrugs. Die Entwicklung der Methoden und die
massenspektometrischen Messungen wurden in Kooperation mit DR. MARIA TRUSCH aus dem

Institut flr Organische Chemie der Universitat Hamburg durchgefiihrt.
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4.4.2. Massenspektrometer und lonisationsmethode

Fiir die massenspektrometrische Analyse von Biomolekiilen wird bevorzugt die Elektrospray-
lonisation (ESI) verwendet. Da es sich dabei um ein mildes lonisationsverfahren handelt,
findet Fragmentierung nur in untergeordnetem Male statt, sodass hauptsachlich
Quasimolekiilionen ([M+H]*, [M-H]) oder Addukte mit Bestandteilen des Eluenten ([M+Na]’,
[M+NH,]") gebildet werden. Aus diesem Grund eignet sich die ESI-MS beispielsweise zur
Bestimmung von Molekiilmassen und zur Sequenzierung von Proteinen und
Oligonucleotiden. Ein weiterer Vorteil ist die hohe Kompatibilitit von ESI-MS mit
flissigkeitschromatographischen Trennmethoden wie der HPLC.[**%%® Fijr die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen wurde ein ESI-Q-TOF Massenspektrometer der
Firma Bruker Daltonik verwendet, das aus der ESl-lonenquelle, einem Quadrupol- und einem
time-of-flight- (TOF-) Massenanalysator aufgebaut ist. Durch Kopplung mit einem HPLC-
System bestand die Moglichkeit, HPLC-MS und HPLC-MS/MS Messungen durchzufihren.

4.4.3. Entwicklung der HPLC-Methoden

Als Testverbindungen wurden 3-Me-cycloSal-d4UMP 85 und C¢-d4UDP 52 verwendet, um die
beiden in dieser Arbeit verwendeten Prodrugsysteme untersuchen zu koénnen. Als
Referenzverbindungen fungierten d4UMP 49 und d4UDP 59. Die Synthesen der Test- und

Referenzsubstanzen wurde in Kapitel 4.1. (S. 26) ausfiihrlich beschrieben.

Aufgrund der bereits erwdhnten Nachteile von lonenpaarreagenzien war eine direkte
Ubertragung der HPLC-Methoden, die fiir die in den vorigen Kapiteln dargestellten
Untersuchungen verwendet wurden, nicht moglich. Da eine gewisse Erfahrung mit der
Verwendung von HILIC-Saulen fiir die HPLC bestand und eine solche Saule fiir erste Tests zur
Verfiigung stand, wurde auf diese Trennmethode fiir die polaren Analyte zuriickgegriffen.
Die HILIC vereint die Vorteile von reversed phase- (RP-) und Normalphasen- (NP-) HPLC. Bei
der RP-HPLC werden eine unpolare stationdre Phase und vergleichsweise polare Eluenten
verwendet. Daher eignet sich diese Methode hervorragend zu Trennung unpolarer Analyte,
wahrend polare Verbindungen in der Regel keine Retention zeigen. Die NP-HPLC basiert auf

der Verwendung einer polaren stationdren Phase und eines unpolaren Eluenten. Auf diese
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Weise lassen sich polare Substanzen trennen, allerdings treten hier Probleme mit der
Loslichkeit des Analyten im Eluenten und ein Verlust der Empfindlichkeit bei der
massenspektrometrischen Detektion durch schlechte lonisierbarkeit aufgrund des Eluenten
auf. Die HILIC erlaubt die Trennung polarer Substanzen unter Verwendung polarer Eluenten.
Dazu wird eine polar modifizierte unpolare stationdre Phase verwendet. Die Trennung
erfolgt unter fir die Massenspektrometrie geeigneten Bedingungen ohne oder mit
schwachen lonenpaarreagenzien (z. B. Ammoniumformiat) in niedriger Konzentration.!*®%
Fiir die HILIC werden neutrale, geladene oder zwitterionische stationdre Phasen genutzt. Bei
der in dieser Arbeit verwendeten NUCLEOSHELL® HILIC-Sdule der Firma Macherey-Nagel

besteht die zwitterionische stationdre Phase aus Ammonium-Sulfonsdure modifiziertem

Kieselgel.

Fiur erste Tests des Elutionsverhaltens bei der RP-HPLC und der HILIC wurden Cs-d4UDP 52,
d4UMP 49 und d4UDP 59 verwendet. Als Eluenten wurden Gemische aus Acetonitril und
Wasser sowie aus Acetonitril und Ammoniumformiatpuffer (10 mM) verwendet. Da es sich
bei dem Ammoniumformiatpuffer um einen fliichtigen Laufpuffer handelt, ist er in niedrigen
Konzentrationen fir MS-Messungen geeignet. Die negativen Ladungen der
Nucleosidphosphate legen eine lonisierung im negativen ESI-Modus (ESI') nahe. Daher
wurde fiir den Puffer ein pH-Wert von 8.3 gewahlt. Bei den ersten Messungen wurde ein
generelles Problem des zu untersuchenden Systems von Prodrugs und Nucleosidphosphaten
deutlich: Wahrend die Prodrugs aufgrund ihrer Lipophilie bei der HILIC keine Retention
zeigten, war andererseits fiir die Nucleosidphosphate keine Retention bei der RP-HPLC zu
beobachten. Eine Erhohung der Pufferkonzentration (50 mM, 100 mM) brachte in beiden
Fallen keine Verbesserung. Aus diesen ersten Ergebnissen wurde der Schluss gezogen, dass
far die Untersuchung der Prodrugs und der Nucleosidphosphate unterschiedliche Methoden
entwickelt werden miussen. Die Verwendung eines Acetonitril/Wasser-Gemisches ohne
Zugabe von Puffer zur Trennung von d4UMP 49 und d4UDP 59 fiihrte zu einem deutlich
schlechteren Trennergebnis und einer schlechteren lonisation der Analyten. Die extrahierten
lonenchromatogramme (EIC) der Trennung von d4UMP 49 und d4UDP 59 mittels HILIC
(Acetonitril/10 mM Ammoniumformiat, pH 8.3) sind in Abb. 142 (S. 138) gezeigt.
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Abb. 142: EIC von d4UMP 49 und d4UDP 59 (je 1 ug, HILIC, 10 mM Ammoniumformiat, pH 8.3, Methode IV).
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Das Massenspektrum von d4UMP 49 ist in Abb. 143 gezeigt. Dabei ist deutlich die Bildung
des Quasimolekilions [M-H] zu erkennen. Zusatzlich ist ein Signal fiir [2M-H] zu erkennen,

das vermutlich durch Dimerisierung wahrend der lonisierung entsteht.

[2M-H]

Abb. 143: ESI-Massenspektrum von d4UMP 49.
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Das in Abb. 144 (S. 139) dargestellte Massenspektrum von d4UDP 59 zeigt ebenfalls die
Bildung des Quasimolekiilions [M-H]". Ein Signal fir [2M-H]" wurde in diesem Fall nicht
beobachtet. Analoge Ergebnisse wurden auch fiir ddUMP 50 und ddUDP 89 erhalten.
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Abb. 144: ESI-Massenspektrum von d4UDP 59.

Die Aufnahme der Massenspektren von Nucleotiden im positiven ESI-Modus (ESI) ist durch
Protonierung der Phosphatgruppen oder der Nucleobase grundsatzlich méglich und fuhrt bei
einigen Beispielen zu einer hdheren Empfindlichkeit.”g] Die lonisation von d4UMP 49 und
d4UDP 59 im positiven ESI-Modus fuhrte allerdings nicht zu interpretierbaren Spektren. Dies

gilt ebenso fliir ddUMP 50 und ddUDP 89.

Wie bereits erwahnt, erfolgte die Analyse der Prodrugs mittels RP-HPLC mit anschlieBender
massenspektrometrischer Detektion. Um eine hohe Vergleichbarkeit der lonisations-
bedingungen fir die Nucleotide und die Prodrugs sicherzustellen, wurde auch hier ein
Gemisch aus Acetonitril und Ammoniumformiat (10 mM, pH 8.3) als Eluent verwendet. In
Abb. 145 (S. 140) sind die EIC von Cs-d4UDP 52 und dem Phosphatdiester 81 sowie das ESI
Massenspektrum von 52 dargestellt. Der Phosphatdiester 81 wird vermutlich durch Bruch

der Anhydridbindung wahrend der lonisation gebildet.
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Abb. 145: EIC von 52 und 81 und ESI'-Massenspektrum von Cs-d4UDP 52 (RP-HPLC, Methode IlI).

Unter Verwendung der gleichen HPLC-Bedingungen wurde die Analyse von 3-Me-cycloSal-

d4UMP 49 durchgefiihrt. Das EIC ist in Abb. 146 gezeigt.

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5
tg [min]
Abb. 146: EIC von 3-Me-cycloSal-d4UMP 85 (RP-HPLC, Methode Ill).

Da sich die cycloSal-Verbindung 85 leicht durch Bildung des Natriumaddukts ionisieren lasst,

wurde die lonisation im positiven ESI-Modus durchgefiihrt. Das entsprechende
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Massenspektrum ist in Abb. 147 gezeigt. Darin ist deutlich das Signal des Natriumaddukts

([M+Na]"), sowie das Natriumaddukt des Dimers ([2M+Na]") zu erkennen.
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Abb. 147: ESI"-Massenspektrum von 3-Me-cycloSal-d4UMP 85.

4.4.4. Hydrolyseverfolgung mittels HPLC-MS

Nach der Entwicklung der HPLC-MS-Methoden, die fiir die Analyse der Nucleosidphosphate
und der Prodrugs geeignet sind, wurde untersucht, wie sich diese Methoden auf die
Untersuchung der Verbindungen in zellularem Medium anwenden lassen. Dazu wurde die
Hydrolyse von C¢-d4UDP 52 in CEM/0-Zellextrakt auf gleiche Weise durchgefiihrt, wie bereits
in Kapitel 4.1.11. (S. 59) ausfihrlich beschrieben wurde. Zur Analyse von d4UMP 49 und
d4UDP 59 wurde die HILIC-Methode verwendet, die Untersuchung des Prodrugs 52, des
Hydrolyseintermediats 96 und des Phosphatdiesters 81 erfolgte mit der RP-HPLC-Methode.
Zur Auswertung der Messungen wurden die Peaks in den jeweiligen EIC fur die
Verbindungen integriert und deren Flache gegen die Hydrolysedauer aufgetragen. Der in
Abb. 148 (S.142) gezeigte Verlauf der Hydrolyse zeigt in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der HPLC-Studien mit UV-Detektion eine schnelle exponentielle Abnahme der
Prodrugkonzentration. Das einfach maskierte Hydrolyseintermediat 96 wird nur zu einem
geringen Anteil gebildet oder schnell enzymatisch abgebaut. Ebenfalls zu erkennen ist die
Bildung des Phosphatdiesters 81, dessen Konzentration Uber die Zeit abnimmt. Ob dieser
durch Bruch der Anhydridbindung wahrend der Hydrolyse oder bei der lonisierung entsteht

kann aufgrund des mit dem Prodrug identischen Elutionsverhaltens nicht festgestellt
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werden. Wahrscheinlich ist beides der Fall. Die Abnahme der Konzentration lasst sich also
zum einen durch die abnehmende Prodrugkonzentration und zum anderen durch eine
schnelle enzymatische Degradation des bei der Hydrolyse entstehenden Anteils von 81

erklaren.
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Abb. 148: Verlauf der Zellextrakthydrolyse von Cg-d4UDP 52 (RP-HPLC, Methode llI).
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Abb. 149: Verlauf der Zellextrakthydrolyse von Cs-d4UDP 52 (HILIC, Methode V).
Der Verlauf der Hydrolyse fiir d4UMP 49 und d4UDP 59 ist in Abb. 149 gezeigt. Aufgrund

eines Geratefehlers bei den ersten Messungen sind die Werte erst ab einer Hydrolysedauer
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von 30 min gezeigt. Die Konzentration beider Verbindungen nimmt (iber die Zeit zu, wobei
die Konzentration des d4UMP 49 deutlich groBer ist als die des d4UDP 59. Unter
Berucksichtigung der geringen Halbwertszeit von d4UDP 59 im Zellextrakt (2.3 h) lasst sich
diese Beobachtung durch eine enzymatische Zersetzung von 59 erklaren, bei der vermutlich

auch d4UMP 49 gebildet wird.

4.4.5. Untersuchung der Zellaufnahme von d4U-Prodrugs mittels HPLC-MS

Um die neu entwickelten HPLC-MS-Methoden fiir die Untersuchung der Aufnahme der
d4U-Prodrugs 52 und 85 in Zellen zu erproben, wurden CEM-Zellen mit Zellkulturmedium
inkubiert, das die Verbindungen enthielt. Die Zellinkubationen wurden von DR. ILONA HAUBER
am Heinrich-Pette-Institut, Leibniz-Institut fir Experimentelle Virologie in Hamburg
durchgefiihrt. Bei dem ersten Test wurden die Zellen fiir 2 h mit einer Konzentration von
100 uM der jeweiligen Verbindung in RPMI-1640 Zellkulturmedium inkubiert und
anschlieend mehrfach gewaschen und zentrifugiert. Das so erhaltene Zellpellet wurde in
300 pL eines Gemisches aus Methanol und Wasser (2:1 v/v) aufgenommen und anschlieRend
10 min im Ultraschallbad behandelt, 10 min auf Eis gelagert und 10 min unter Kihlung
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und durch einen Spritzenfilter filtriert. Das
Filtrat wurde per HPLC-MS analysiert. Da bei der Untersuchung der ersten Proben keine der
gesuchten Verbindungen detektiert werden konnte, wurde die Inkubationszeit verlangert
(6 h) und die Konzentration erhoht (200 uM). Die Probenvorbereitung wurde wie fir die
ersten Proben beschrieben durchgefiihrt. Die EIC von d4UMP 49, d4UDP 59 und d4UTP 47
sind in Abb. 150 (S. 144) dargestellt. Darin ist deutlich das Signal fir d4UMP 49 zu erkennen,
wahrend weder das Di- noch das Triphosphat detektiert werden konnten. Dieses Ergebnis
unterstitzt die Hypothese, dass zum einen 3-Me-cycloSal-d4UMP 85 in der Lage ist, durch
die Zellmembran in die Zelle zu gelangen und dort das Monophosphat freigesetzt wird. Eine
weitere Umsetzung zu d4UDP 59 und d4UTP 47 findet dagegen entweder nicht statt oder die

Verbindungen werden schnell enzymatisch abgebaut.
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Abb. 150: EIC von d4UMP 49, d4UDP 59 und d4UTP 47; Inkubation mit 3-Me-cycloSal-d4UMP 85 (6 h, 200 uM).

Die Analyse des Zelllysats nach der Inkubation mit Cc-d4UDP 52 zeigte ebenfalls nur ein
Signal im EIC von d4UMP 49, wadhrend die Bildung des Di- und Triphosphats nicht

nachgewiesen werden konnte (Abb. 151).
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Abb. 151: EIC von d4UMP 49, d4UDP 59 und d4UTP 47; Inkubation mit Cc-d4UDP 52 (6 h, 200 pM).

Allerdings liegt das Signal fir d4UMP 49 bei einer deutlich groReren Retentionszeit als dies in

Abb. 150 der Fall ist. Da fir die HPLC-Messungen identische Bedingungen verwendet
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wurden, kann dieser Umstand nicht erklart werden. Unklar ist ebenfalls, ob das d4UMP 49
durch Spaltung der Anhydridbindung bei der Hydrolyse des Prodrugs52 oder als
Abbauprodukt von intrazelluldr freigesetztem d4UDP 59 gebildet wird. Die Beobachtung,
dass sich d4UMP 49 in der Zelle befindet, kann dennoch als indirekter Nachweis fir die

Aufnahme des Prodrugs 52 in die Zelle betrachtet werden.

Dieses Kapitel zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass grundlegende Arbeiten zur
Entwicklung einer direkten, HPLC-MS basierten Methode zur Untersuchung der
Zellaufnahme von Nucleotidprodrugs durchgefiihrt wurden. Dabei war es nicht moglich, die
lipophilen Prodrugs und die polaren Nucleosidphosphate mit einer Methode zu untersuchen.
Fiir die Analyse der Prodrugs wurde eine RP-HPLC-Methode verwendet, wahrend die
Trennung der Nucleosidphosphate mittels HILIC gelang. Als Eluent wurde fir beide
Methoden ein Gemisch aus Acetonitril und Ammoniumformiatpuffer (10 mM, pH 8.3)
verwendet. Unter diesen Bedingungen wurden reproduzierbar gute Trennergebnisse und
eine gute lonisierbarkeit der Analyte bei der ESI-Massenspektrometrie erreicht. Die
Anwendung der neu entwickelten Methoden auf die Verfolgung der Zellextrakthydrolyse von
Cs-d4UDP 52 zeigte, dass sich Bildung und Abbau aller Hydrolyseprodukte mit diesen
Methoden verfolgen lassen. Mit den Prodrugs 3-Me-cycloSal-d4UMP 85 und Cg-d4UDP 52
wurden Zellaufnahmestudien unter Verwendung von CEM-Zellen durchgefiihrt. Die
Untersuchung des Zelllysats nach der Inkubation mit der entsprechenden Verbindung zeigte
im Fall von 3-Me-cycloSal-d4UMP 85 deutlich das Vorhandensein von d4UMP 49, wahrend
kein Di- und Triphosphat detektiert werden konnte. Bei der Analyse des Zelllysats nach
Inkubation mit Cs-d4UDP 52 konnte ebenfalls nur ein Signal im EIC des d4UMP 49

beobachtet werden. Das Di- und Triphosphat konnten nicht detektiert werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Analoga natdirlicher Nucleoside haben breite Anwendung als Wirkstoffe in der antiviralen
Chemotherapie sowie in der Krebsbehandlung. Um biologische Aktivitat zu zeigen, missen
sie in der Regel intrazellular in die 5-Triphosphate uberfihrt werden. Diese
Phosphorylierungen erfolgen in drei einzelnen Schritten, die von unterschiedlichen Kinasen
katalysiert werden. Aufgrund der hohen Substratspezifitit dieser Enzyme finden die
Phosphorylierungsreaktionen der Nucleosidanaloga haufig nur ineffizient statt, was eine
niedrige intrazelluare Triphosphatkonzentration und entsprechend niedrige antivirale
Aktivitat zur Folge hat. Eine Moglichkeit, dieses Problem zu umgehen, ist die Verwendung
lipophil maskierter, phosphorylierter Nucleosidanaloga (Pronucleotide), die in der Zelle
durch Abspaltung der maskierenden Gruppe das jeweilige Nucleosidphosphat freisetzen
konnen. Ziel dieser Arbeit war es, Methoden zu entwickeln, um die intrazellulare Freisetzung
von Nucleosidmono- und -diphosphaten aus cycloSal- und DiPPro-Nucleotiden untersuchen

zu kdénnen.

Anhand der antiviralen Aktivitdt der DiPPro-Nucleotide von 2’,3’-Didesoxyuridin (ddU) 43
und 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin (d4U) 42 sollte die Freisetzung der Nucleosid-
diphosphate in der Zelle untersucht werden. Dazu wurden von beiden Nucleosiden jeweils
vier DiPPro-Nucleotide mit unterschiedlichen Masken (iPr-, Cs-, Co-, Cii- substituiert)
synthetisiert. (Kapitel 4.1.7., S. 38). Als Vergleichssubstanzen wurden zusatzlich die 3-Me-
cycloSal-Triester 85 und 86 sowie die Nucleosiddiphosphate 59 und 89 beider Nucleoside
dargestellt. Die Untersuchung des Hydrolyseverhaltens der DiPPro-Nucleotide in
unterschiedlichen Medien zeigte, dass die chemische Hydrolyse in Phosphatpuffer (pH 7.3)
nach dem in Abb. 21 (S. 27) gezeigten Mechanismus (iber das einfach maskierte Intermediat
ablauft, aus dem das Nucleosiddiphosphat freigesetzt wird. Durch konkurrierende Spaltung
der Anhydridbindung entstehen zusatzlich das Nucleosidmonophosphat sowie der
entsprechende Phosphatdiester (Kapitel 4.1.10., S.50). Die Hydrolysehalbwertszeit der
Prodrugs nimmt mit zunehmender Ldnge der Alkylkette zu. Aufgrund einer schnellen

enzymatischen Spaltung der Esterfunktion sind die Halbwertszeiten in CEM/0-Zellextrakten
146



Zusammenfassung

deutlich geringer. Allerdings kommt es dabei auch zu einem schnellen Abbau der
Nucleosiddiphosphate, sodass Uber die freigesetzte Menge keine zuverldssige Aussage
gemacht werden kann (Kapitel 4.1.11., S.59). Die Untersuchung der antiviralen Aktivitat
gegen HIV-1 und HIV-2 zeigte erwartungsgemaR keine Aktivitdt der Nucleoside 42 und 43
sowie fiir die cycloSal-Verbindungen 85 und 86. Doch auch fiir die DiPPro-Nucleotide wurde
keine oder nur moderate Aktivitdt gefunden (ECsg = 23 uM - 42 uM). Motiviert durch diese
niedrige Aktivitat wurden Untersuchungen zum Aufbau der Nucleosidtriphosphate aus den
Nucleosiddiphosphaten durch isolierte humane Nucleosiddiphosphatkinase durchgefiihrt.
Dabei zeigte sich keine Umsetzung der Diphosphate. Dieser unerwartete Befund ist
vermutlich der Grund fiir die niedrige antivirale Aktivitdt der getesteten Verbindungen

(Kapitel 4.1.12., S. 62).

Mit dem Ziel, die Aufnahme der Prodrugs in Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie verfolgen
zu kénnen, wurden cycloSal- und DiPPro-Nucleotide bicyclischer Nucleosidanaloga (BCNA)
synthetisiert (Kapitel 4.2.5., S.85 und 4.2.6., S.86). Neben ihrer antiviralen Aktivitat
beispielsweise gegen das Varicella-Zoster-Virus zeichnen sich die BCNA durch starke
Autofluoreszenz aus. Es wurden 2’-Desoxy- und 2’,3’-Didesoxyanaloga der BCNA verwendet,
bei denen sich entweder ein Propylsubstituent oder kein Substituent an der Nucleobase
befand. Die Untersuchung der chemischen Hydrolyse in Phosphatpuffer (pH 7.3) zeigte, dass
die DiPPro-Nucleotide der BCNA ebenfalls nach dem in Abb.21 (S.27) gezeigten
Mechanismus unter Bildung der Nucleosidmono- und -diphosphate hydrolysiert werden
(Kapitel 4.2.7., S. 93). Dabei lagen die Halbwertszeiten in der gleichen GroRenordnung wie
die zuvor fur die d4U- und ddU-Prodrugs ermittelten. In CEM/0-Zellextrakt zeigten die
Diphosphatprodrugs in Abhadngigkeit von der Modifikation des Nucleosids unterschiedliches
Hydrolyseverhalten. Wahrend bei der Hydrolyse der Prodrugs von 6-Prop-ddBCNADP 163
deutlich die Freisetzung des Nucleosidmono- und -diphosphats zu erkennen war, zeigte sich
bei der Hydrolyse der 6-Prop-2’-dBCNADP-Prodrugs die Bildung unbekannter Neben-
produkte. Im Fall der Prodrugs von 6-H-ddBCNADP 165 war nur eine geringe Mengen des

Nucleosiddi- und -monophosphats sowie Zersetzungsprodukte zu beobachten. Dies ist
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vermutlich auf eine schnelle enzymatische Degradation dieser Verbindungen
zurickzufiihren. Die Halbwertszeiten der Verbindungen in CEM/0-Zellextrakt lagen in der
gleichen GréRenordnung, wie die der zuvor untersuchten DiPPro-Nucleotide von d4U 42 und
ddU 43. Die cycloSal-Triester der BCNA wurden ebenfalls auf ihr Hydrolyseverhalten hin
untersucht. Auch fiir diese Verbindungen ergab sich eine gute Ubereinstimmung der
Hydrolysehalbwertszeiten mit denen der cycloSal-Verbindungen von d4U 42 und ddU 43 und
die selektive Freisetzung der Nucleosidmonophosphate. Fiir alle BCNA-Prodrugs konnten bei
den Untersuchungen im Zellextrakt durch UV-Detektion bei 330 nm die Hydrolyseprodukte
ohne Uberlagerung mit Signalen des Zellextrakts nachgewiesen werden (Kapitel 4.2.8.,
S.100). Die BCNA zeigten Anregungsmaxima von 335 nm (unsubstituiert) und 340 nm
(propylsubstituiert). Drei Verbindungen (3-Me-cycloSal-6-H-ddBCNAMP 115, 3-Me-cycloSal-
6-Prop-2’-dBCNAMP 113 und C;;-6-Prop-2’-dBCNADP 120) wurden fir Zellaufnahmestudien
verwendet. Dazu wurden Hela-Zellen mit Zellkulturmedium, das die jeweilige Verbindung
enthielt, inkubiert und anschlieBend mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht
(Kapitel 4.2.10., S.107). Die Anregung erfolgte gerdtebedingt bei 350 nm. Fir alle drei
Verbindungen konnte gezeigt werden, dass sie in der Zelle in ausreichendem MaRe
akkumulieren, um unter den Versuchsbedingungen nachgewiesen werden zu konnen.
Allerdings zeigten sie lediglich ein schwaches Fluoreszenzsignal. Neben der nicht optimalen
Anregungswellenldnge ist dies im Wesentlichen auf ein schnelles Photobleaching der
Fluorophore zurlickzufiihren, sodass sich keine verldsslichen Riickschliisse auf die

intrazelluldaren Konzentrationen ziehen lassen.

In einem dritten Ansatz sollte ein Verfahren zur Bestimmung der intrazelluldaren
Konzentration der Hydrolyseprodukte von cycloSal- und DiPPro-Nucleotiden entwickelt
werden, die auf der Kopplung von HPLC und Massenspektrometrie (MS) basiert. Es wurden
Methoden entwickelt, die die Analyse der lipophilen Prodrugs mittels RP-HPLC und die
Untersuchung der Nucleosidmono- und -diphosphate durch HILIC mit anschlielender
massenspektrometrischer Detektion ermoglichen. Als Eluent wurde flr beide Methoden ein

Gemisch aus Acetonitrii und Ammoniumformiatpuffer (10 mM, pH 8.3) verwendet
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(Kapitel 4.4.3., S. 136). Die Anwendung dieser Methoden auf die Verfolgung der Hydrolyse
von Cg-d4UDP 52 in CEM/0-Zellextrakt zeigte, dass sich alle Hydrolyseprodukte nachweisen
lassen (Kapitel 4.4.4., S. 141). Mit den Prodrugs 3-Me-cycloSal-d4UMP 85 und Cs-d4UDP 52
wurden Zellaufnahmestudien unter Verwendung von CEM-Zellen durchgefiihrt. Die
Untersuchung des Zelllysats nach der Inkubation mit der entsprechenden Verbindung zeigte
im Fall von 3-Me-cycloSal-d4UMP 85 deutlich das Vorhandensein von d4UMP 49, wahrend
kein Di- und Triphosphat detektiert werden konnte. Bei der Analyse des Zelllysats nach
Inkubation mit Cs-d4UDP 52 konnte ebenfalls nur das Signal von d4UMP 49 beobachtet

werden. Das Di- und Triphosphat konnte nicht detektiert werden (Kapitel 4.4.5., S. 143).

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Synthese einer fluoreszenzmarkierten
Nucleosiddiphosphatpyranose zur Verwendung als analytische Sonde fiir biochemische
Assays wie beispielsweise  Ligandenaustauschassays zur Identifizierung von
Glycosyltransferaseinhibitoren (Kapitel 4.3., S.116). Dazu sollte zundchst der 5-Nitro-
substituierte cycloSal-Triester des bicyclischen Ribonucleosids 6-H-BCNA 106 synthetisiert
werden, der anschlieBend mit einem Pyranosylphosphat als Nucleophil zur
Nucleosiddiphosphatpyranose umgesetzt werden sollte. Da die Synthese der 5-Nitro-
cycloSal-Verbindung 174 nach dem Standardprotokoll (Oxidation mit Oxone®) nicht gelang,
wurde der 5-Chlor-cycloSal-Triester 175 synthetisiert (Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid)
und mit 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-1-phosphat 178 umgesetzt. Fiir die
vollstandige Umsetzung der cycloSal-Verbindung 175 war allerdings eine lange Reaktionszeit
und ein Erwarmen der Reaktionslosung erforderlich. Die Bildung des Produkts 172 konnte
zwar aufgrund der entsprechenden Signale im 3'1P—NI\/IR—Spektrum angenommen werden,
eine Isolierung durch chromatographische Reinigung des Rohgemisches gelang allerdings
nicht. Durch Verwendung von lod (0.1 M in Pyridin/THF) als Oxidationsmittel, konnte der
5-Nitro-cycloSal-Triester 174 schlieRlich erhalten werden. Dieser konnte mit 2,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-a-p-Galactose-1-phosphat 179 erfolgreich zur Zielverbindung 173 umgesetzt werden.

(s. S.132)
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6. SUMMARY

Analogs of natural nucleosides are widely used in antiviral and anticancer therapy. In order
to possess antiviral activity, these compounds need to be phosphorylated to their
biologically active triphosphates. These phosphorylations are accomplished in three steps
that are catalyzed by different kinases. Due to high substrate specificity of these enzymes
the phosphorylation reactions are often inefficient resulting in low intracellular
concentration of the triphosphate and low antiviral activity. One option to overcome this
obstacle is the wuse of lipophilically masked phosphorylated nucleoside analogs
(pronucleotides) that release the corresponding nucleoside phosphates by cleavage of the
masking units inside the cell. The aim of this thesis was to develop new methods to
investigate the intracellular release of nucleoside mono- and diphosphates from cycloSal-

and DiPPro-nucleotides.

Using DiPPro-nucleotides of 2’,3’-dideoxyuridine (ddU)43 and 2’,3’-Dideoxy-2’,3’-
didehydrouridine (d4U) 42, the intracellular release of the corresponding nucleoside
diphosphates should be examined by means of their antiviral activity against HIV-1 and HIV-
2. For this purpose, four DiPPro-nucleotides of both nucleosides with different masking units
(iPr-, Cg-, Co-, C11- substituted) were synthesized (chapter 4.1.7., p.38). Additionally, the
3-Me-cycloSal triesters85 and 86 of both nucleosides were prepared. Analysis of the
hydrolysis behavior of the DiPPro-nucleotides in different media revealed that hydrolysis in
phosphate buffer (pH 7.3) proceeded in accordance with the mechanism described in fig. 21
(p. 27) via the mono substituted intermediate that releases the nucleoside diphosphate. By
competing cleavage of the anhydride bond the nucleoside monophosphate and respective
phosphate diester are formed as well (chapter 4.1.10., p. 50). Hydrolysis half-lives of the
prodrugs rose with increasing length of the alkyl chain in the masking unit. In consequence
of fast enzymatic cleavage of the ester function, half-lives were distinctly lower in CEM/0 cell
extracts. However, due to rapid enzymatic degradation of the nucleoside diphosphates the
released amounts could not be determined reliably (chapter 4.1.11., p. 59). Examination of

the antiviral activity against HIV-1 and HIV-2 showed no activity of the nucleosides 42 and 43
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and cycloSal compounds 85 and 86. For the DiPPro-nucleotides no or only moderate activity
(ECso =23 uM - 42 uM) was observed as well. Motivated by the low antiviral activity,
synthesis of nucleoside triphosphates from nucleoside diphosphates by isolated nucleoside
diphosphate kinase was investigated. These studies revealed no conversion for both
compounds. This unexpected result can be assumed to be the main reason for the low

antiviral activity of the tested compounds.

With the goal to study the cellular uptake of prodrugs using fluorescence microscopy,
cycloSal- and DiPPro-nucleotides of bicyclic nucleoside analogs were synthesized
(chapter 4.2.5., p. 85 and chapter 4.2.6., p. 86). Besides their antiviral activity e. g. against
varicella-zoster virus, they also exhibit strong autofluorescence. 2’-Deoxy- and 2’,3’-dideoxy
analogs of BCNAs either bearing a propyl group or no substituent at the nucleobase were
used. Investigation of the hydrolytic behavior in phosphate buffer (pH 7.3) indicated, that
DiPPro-nucleotides of BCNAs are also hydrolyzed in compliance with the aforementioned
mechanism (fig. 21, p.27) releasing the nucleoside diphosphates as well as nucleoside
monophosphates (chapter 4.2.7., p. 93). Hydrolysis half-lives of the BCNA prodrugs were in
the range as those determined for the d4U and ddU prodrugs. In CEM/0 cell extracts the
DiPPro nucleotides showed different hydrolytic behavior depending on the modification of
the nucleoside. In case of prodrugs of 6-Prop-ddBCNADP formation of nucleoside mono- and
diphosphate was clearly observable, whereas hydrolysis of prodrugs 6-Prop-2’-dBCNADP led
to the formation of unknown byproducts. In contrast, hydrolysis of 6-H-ddBCNADP prodrugs
predominantly showed products of decomposition. Again, half-lives of the BCNA prodrugs
were in the range as those determined for the d4U and ddU Prodrugs. This was also the case
for the cycloSal triesters that showed selective release of the nucleoside monophosphates.
For all BCNA prodrugs UV detection at 330 nm allowed observation of the signals of
hydrolysis products without interference with the signals of cellular components. The BCNAs
show excitation maxima at 335 nm (unsubstituted) and 340 nm (propyl substituted). Three
compounds (3-Me-cycloSal-6-H-ddBCNAMP 115, 3-Me-cycloSal-6-Prop-2’-dBCNAMP 113 and

C11-6-Prop-2’-dBCNADP 120) were used to investigate their cellular uptake. For this purpose,
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Hela cells were incubated with cell culture medium that contained the respective compound
and subsequently examined using fluorescence microscopy with an excitation wavelength of
350 nm (chapter 4.2.10., p. 107). All compounds accumulated inside the cell sufficiently to
be detected under used conditions. However, they only showed weak fluorescence. The
primary reasons for this result are the non-optimal excitation wavelength and rapid

photobleaching of the fluorophores.

In a third approach, a procedure to determine intracellular concentrations of hydrolysis
products of cycloSal- and DiPPro-nucleotides based on HPLC coupled with mass
spectrometry was developed. Initially, methods were developed that allow for the analysis
of lipophilic prodrugs using RP-HPLC and polar nucleoside phosphates applying HILIC with
mass spectrometric detection. For both methods a mixture of acetonitrile and ammonium
formiate buffer (10 mM, pH 8.3) was used as eluent (chapter 4.4.3., p. 136). Utilization of
these methods to study the hydrolysis of Cs-d4UDP 52 in CEM/O cell extract revealed that all
hydrolysis product could be detected in cellular medium (chapter 4.4.4., p. 141). Prodrugs
3-Me-cycloSal-dAUMP 85 and Cs-d4UDP 52 were used to study their cellular uptake in
CEM-SS cells. Examination of cell lysate after incubation with the respective compound
showed in case of 3-Me-cycloSal-d4UMP 85 the presence of d4UMP 49 but no di- or
triphosphate. Analysis of the cell lysate after incubation with Cs-d4UDP 52 the presence of

d4UMP 49 was observed as well, whereas no di- or -triphosphate was detectable.

An additional aim of this thesis was the synthesis of a fluorescently labeled nucleoside
diphosphate pyranose as potential probe for biochemical assays (e. g. fluorescent-based
ligand displacement assays) (chapter 4.3., p. 116). Therefore, the synthesis of the 5-nitro-
cycloSal triester of the bicyclic ribonucleoside analog 6-H-BCNA 106 was attempted.
However, using the standard protocol (oxidation with oxone®) the synthesis was not
successful. As an alternative, 5-chloro-substituted cycloSal triester 175 was prepared
successfully (oxidation with tert-butylhydroperoxide) and reacted with 2,3,4,6-tetra-O-

acetyl-a-D-glucopyranosyl-1-phosphate 178. For complete conversion of the cycloSal
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compound, a long reaction time and warming of the solution was necessary. Although the
product was formed according to *'P-NMR, it could not be isolated from the reaction
mixture. However, the 5-nitro-cycloSal triester 174 of 6-H-BCNA 106 was obtained using
iodine (0.1 M in pyridin/THF) as oxidizing agent. The triester 174 was reacted with 2,3,4,6-
tetra-O-acetyl-a-D-Galactose-1-phosphate 179 to the desired nucleoside diphosphate
pyranose 173 (p. 132).
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7. EXPERIMENTELLER TEIL

7.1. Allgemeines

7.1.1. Edukte und Reagenzien

Samtliche Edukte und Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen
VWR, Fluka, Acros, TCl, Alfa Aesar, Grissing GmbH und Sigma-Aldrich in Synthesequalitat
bezogen und ohne weitere Reinigung fir die Synthesen verwendet. Deuterierte

Losungsmittel fir die NMR-Spektroskopie wurden von der Deutero GmbH erworben.

4,5-Dicyanoimidazol (DCl): [CsH,Ns, MG = 118.10]. Im Olpumpenvakuum getrocknet und

unter Inertgas gelagert.

Diisopropylamin (DIPA): [CsH1sN, MG = 101.19, Sdp.: 84 °C, p = 0.722 g/cms]. Mehrere Tage
unter Rickfluss Uber Calciumhydrid getrocknet, unter Inertgas destilliert und unter

Lichtausschluss und Inertgas gelagert.

N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA): [CgHisN, MG = 129.24, Sdp.: 127 °C, p = 0.742 g/cm’].
Mehrere Tage unter Riickfluss tiber Calciumhydrid getrocknet, unter Inertgas destilliert und

unter Lichtausschluss und Inertgas gelagert.

Phosphor(lll)-chlorid (PCl3): [MG = 137.33, Sdp.: 74-78 °C, p = 1.574 g/cm?]. Unter Inertgas

destilliert und gelagert.

Phosphorylchlorid (POCl5): [MG = 153.33, Sdp.: 106 °C, p = 1.645 g/cm?]. Unter Inertgas

destilliert und gelagert.

Triethylamin (Et3N): [CsHisN, MG = 101.19, Sdp.: 89 °C, p = 0.726 g/cms]. Mehrere Tage Uber
unter Ruckfluss Calciumhydrid getrocknet, unter Inertgas destilliert und unter

Lichtausschluss und Inertgas gelagert.
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7.1.2. Lésungsmittel

Die folgenden Losungsmittel wurden in technischer Qualitat bezogen und vor ihrer

Verwendung gereinigt. Alle weiteren Losungsmittel wurden ohne Reinigung eingesetzt.

Dichlormethan (CH,Cl;): [CH,Cl,, MG = 84.93, Sdp.: 39-40°C, p = 1.325 g/cmg]. Unter

Normaldruck destilliert.

Ethylacetat (EE): [C4HgO,, MG = 88.11, Sdp.: 77 °C, p = 0.902 g/cm°’]. Unter Normaldruck

destilliert.

Methanol (MeOH): [CH40, MG = 32.04, Sdp.: 65 °C, p = 0.791 g/cms]. Unter Normaldruck

destilliert.

Petrolether (50-70) (PE): [Sdp.: 50-70 °C]. Unter Normaldruck destilliert.

7.1.3. absolute Lésungsmittel

Fir Reaktionen unter Luft- und/oder Feuchtigkeitsausschluss wurden die folgenden

absoluten Losungsmittel verwendet:

Acetonitril (CH;CN): [CoHsN, MG = 41.05, Sdp.: 81-82 °C, p = 0.786 g/cm’]. Mehrere Tage
unter Rickfluss Uber Calciumhydrid getrocknet, unter Inertgas destilliert und U{ber

Molekularsieb (0.4 nm) gelagert.

Diethylether (Et;0): [C4H100, MG = 74.12, Sdp.: 35 °C, p = 0.706 g/cms]. Mehrere Tage unter
Ruckfluss Uber Natrium/Benzophenon getrocknet, unter Inertgas destilliert und Uber

Molekularsieb (0.4 nm) gelagert.

N,N-Dimethylformamid (DMF): [C3H;NO, MG = 73.09, Sdp.: 153 °C, p = 0.944 g/cms]. Sigma-
Aldrich: 40228.

Dimethylsulfoxid (DMSO): [C,HgOS, MG = 78.13, Sdp.: 189 °C, p = 1.10 g/cma]. Sigma-Aldrich:
41647.

155



Experimenteller Teil

Methanol (MeOH): [CH40, MG = 32.04, Sdp.: 65 °C, p = 0.791 g/cm?]. Sigma-Aldrich: 32213.
Pyridin: [CsHsN, MG = 79.10, Sdp.: 115 °C, p = 0.978 g/cma]. Sigma-Aldrich: 82704.

Tetrahydrofuran (THF): [C4HgO, MG = 72.11, Sdp.: 65-67 °C, p = 0.889 g/cms]. Mehrere Tage
Uber Kaliumhydroxid gelagert, unter Rickfluss Gber Kalium/Benzophenon getrocknet, unter

Inertgas destilliert und tiber Molekularsieb (0.4 nm) gelagert.

7.1.4. Chromatographie
Diinnschichtchromatographie (DC)

Es wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator (VWR
Nr. 5554; Schichtdicke 0.2 mm, Macherey-Nagel Alugram® Xtra Sil G/UVj,s4, Nr. 818333,
Schichtdicke 0.2 mm) verwendet. Die Laufstrecke betrug 7-8 cm. Alle R-Werte wurden bei
Kammersattigung ermittelt. Die Detektion erfolgte mit einer UV-Lampe bei einer
Wellenldnge von 254 nm oder durch Eintauchen in ein Schwefelsdure-Anisaldehyd-
Farbereagenz (135mL Ethanol, 5mL konz. Schwefelsdure, 1.5mL Eisessig, 3.7 mL

p-Anisaldehyd) und anschlielRende Warmebehandlung.

Prdparative Diinnschichtchromatographie (Chromatotron™)

Mittels eines Chromatotron™ der Firma Harrison Research, Modell 7924 T, wurden
Substanzgemische mit Rohausbeuten bis zu 4 g getrennt. Als Trennmittel diente gipshaltiges
Kieselgel 60 PF254 (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 bei einer Wellenlange von 254 nm.
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Sdulenchromatographie

Flr sdulenchromatographische Trennungen wurde VWR Kieselgel 60 (0.040-0.063 mm, 230-
400 mesh ASTM) oder Macherey-Nagel Kieselgel 60 M (0.040-0.063 mm, 230-400 mesh)

verwendet.

Umkehrphasenchromatographie (RP-Chromatographie)

Fir die Umkehrphasenchromatographie wurde LiChroprep® RP-18 (40-63 um) der Firma

Merck verwendet.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) mit UV-Detektion

Die analytische Hochleistungsflissigkeitschromatographie wurde an einer VWR-Hitachi-

Anlage, Modell Elite LaChrom durchgefiihrt.

Software: EZChrom Elite

Pumpe: L-2130

Automatischer Probenwechsler: L-2200

Detektion: Diode Array Detector L-2455

Analytische Saule: EcoCART® 125-3 LiChrospher® 100 RP-18 (5 um) der

Firma Merck

Fir alle HPLC-Anwendungen wurde Acetonitril des Reinheitsgrads ,gradient grade”
(HiPerSolv CHROMANORM®, Nr.: 83639.320 der Firma VWR oder CHROMASOLV® der Firma
Sigma-Aldrich, Nr.: 34851) sowie Reinstwasser verwendet. Die Losungsmittel wurden vor der

Verwendung durch Behandlung im Ultraschallbad entgast.
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HPLC-Methoden:

Methode I: Von 0 min bis 25 min: Wasser mit einem Acetonitrilgradienten (5%-100%), von
25 min bis 35 min: isokratisch (5% Acetonitril, 95% Wasser). Flussrate: 0.5 mL/min, UV-

Detektion bei 264 nm bzw. 330 nm.

Methode II: Von 0 min bis 20 min: TBAH-Laufpuffer mit einem Acetonitrilgradienten (5%-
90%), von 20 min bis 24 min: isokratisch (90% Acetonitril, 10% TBAH-Laufpuffer), von 24 min
bis 29 min: TBAH-Laufpuffer mit einem Acetonitrilgradienten (90%-5%), von 29 min bis
36 min: isokratisch (5% Acetonitril, 95% TBAH-Laufpuffer). Flussrate: 1.0 mL/min, UV-
Detektion bei 264 nm bzw. 330 nm.

TBAH-Laufpuffer:

Stammlosung (9.8 mM TBAH): Es wurden 1000 mL Reinstwasser mit 6.6 mL einer Losung von
Tetra-n-butylammoniumhydroxid (TBAH) (40% w/w aq.) versetzt und mit konz. Phosphor-

saure auf pH 3.8 eingestellt.

Verwendete Losung (0.55 mM TBAH): Es wurden 60 mL der 9.8 mM Stammldsung mit

1000 mL Reinstwasser verdinnt.

7.1.5. Spektroskopie
Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden in der spektroskopischen Abteilung des Instituts fir Organische
Chemie auf Gerdten der Firma Bruker aufgenommen. Auf den Modellen AVANCE |,
AVANCE Il und DRX 500 wurden 400 MHz- bzw. 500 MHz-'H-NMR- und 101 MHz- bzw.
126 MHz-*C-NMR-Spektren sowie H,'H- (H,H-COSY) sowie 'H,"*C-Korrelationsspektren
(HSQC, HMBC) gemessen. Darliber hinaus wurden 31P—NI\/IR—Spektren (162 MHz bzw.
202 MHz) sowohl in der spektroskopischen Abteilung des Instituts fiir Anorganische und
Angewandte Chemie (Bruker Avance 400) als auch des Instituts fir Organische Chemie
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aufgenommen. Die chemische Verschiebung 0 [ppm] wurde auf die Losungsmittelsignale
bezogen, wobei DMSO-dg auf 2.50 ppm (*H) bzw. 39.52 ppm (*3C), CDCl5 auf 7.26 ppm (*H)
bzw. 77.16 ppm (*3C), D,0 auf 4.79 ppm (*H) und MeOD auf 3.31 ppm (*H) und 49.00 ppm
(*C) kalibriert wurde. Die Verschiebungen der 3'1P—NI\/IR—SignaIe wurden gegen einen
externen Standard von 85%-iger Phosphorsdure angegeben. Luft- und hydrolyse-

empfindliche Substanzen wurden in zuvor tGber Molekularsieb 0.4 nm getrocknetem CDCl3

vermessen.

Infrarotspektroskopie (IR)

Die IR-Spektren wurden an einem Alpha FT-IR-Spektrometer der Firma Bruker bei
Raumtemperatur in einem Messbereich von 400-4000cm™ aufgenommen. Die
Verbindungen wurden als Reinsubstanz durch abgeschwachte Totalreflexion (ATR)

vermessen.

UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektren wurden an einem Cary® 300 Bio Spektrophotometer der Firma Varian

aufgenommen.

Fluoreszenzspektroskopie

Die korrigierten Fluoreszenzspektren wurden an einem FluoroLog®-3-22 Spektrofluorometer

der Firma Horiba Jobin Yvon gemessen. Schlitzweite: 1.5 nm

7.1.6. Massenspektrometrie (MS)

Alle Massenspektren wurden in der massenspektrometrischen Abteilung des Instituts fur

Organische Chemie der Universitat Hamburg aufgenommen.
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Die El-Massenspektren wurden an einem VG 70S El doppelfokussierenden Sektorfeld-

massenspektrometer der Firma VG Analytical gemessen.

Die FAB-Massenspektren wurden an einem doppelfokussierenden Spektrometer
VG 70S Xenon FAB der Firma VG Analytical gemessen. Als StolRgas wurde Xenon, als Matrix

m-Nitrobenzylalkohol verwendet.

Die MALDI-Massenspektren wurden an einem ultrafleXtreme™ MALDI-TOF-TOF-Massen-

spektrometer der Firma Bruker Daltonik in unterschiedlichen Matrices gemessen.

Die ESI-Massenspektren wurden an einem Agilent 6224 ESI-TOF-Massenspektrometer der

Firma Agilent Technologies im positiven oder negativen lonenmodus gemessen.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie = mit  massenspektrometrischer =~ Detektion

(HPLC-MS)

Die HPLC-MS-Messungen wurden an einem maXis™ ESI-Q-TOF-Massenspektrometer der
Firma Bruker Daltonik, gekoppelt mit einem Dionex UltiMate® 3000 UHPLC-System der Firma
Thermo Scientific, durchgeftihrt. Fir die RP-HPLC wurde eine EC 50/2 NUCLEODUR® Cgg
Gravity, 1.8 um der Firma Macherey-Nagel und fir die HILIC eine EC 150/2 NUCLEOSHELL®

HILIC, 2.7 um Trennsaule der Firma Macherey-Nagel verwendet.

lonisierungsparameter

Fur die HILIC-Methode: Capillary-Voltage: +2900 V, Nebulizer Gas: 3 bar, Dry Gas: 8 L/min,
Dry Temperature: 180 °C. Transfer: Funnel RF: 150 Vpp, ISCID Energy: 0 eV, Multiple RF:
150 Vpp, Collision-Cell Energy: 8 eV, Collision-RF: 2500 Vpp, Transfer time: 40 ys. m/z range:
150-1400, Spektrenrate: 0.8 Hz.

Fir die RP-HPLC-Methode: Capillary-Voltage: -4500V, Nebulizer Gas: 4 bar, Dry Gas:
10 L/min, Dry Temperature: 200 °C. Transfer: ISCID Energy: 0 eV, Collision-Cell Energy: 10 eV,
Collision-RF: 1200 Vpp, Transfer time: 60 ps. m/z range: 100-1400, Spektrenrate: 1.0 Hz.
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HPLC-Methoden

Methode Il (RP-HPLC): Von 0 min bis 2 min: isokratisch 5% Acetonitril, 95% Wasser, von
2 min bis 22 min: Wasser mit einem Acetonitrilgradienten (5%-80%), von 22 min bis 23 min:
isokratisch 80% Acetonitril, 20% Wasser, von 23 min bis 24 min: Wasser mit einem Aceto-
nitrilgradienten (80%-5%), von 24 min bis 27 min: isokratisch 5% Acetonitril, 95% Wasser.

Flussrate: 0.5 mL/min.

Methode IV (HILIC): Von 0 min bis 25 min: Acetonitril mit einem Formiatpuffergradienten
(5%-50%), von 25 min bis 27 min: isokratisch 50% Acetonitril, 50% Formiatpuffer, von 27 min
bis 30 min: Acetonitril mit einem Formiatpuffergradienten (50%-5%), von 30 min bis 35 min:

isokratisch 95% Acetonitril, 5% Formiatpuffer. Flussrate: 0.15 mL/min.

10 mM Ammoniumformiatpuffer (pH 8.3)

Es wurden 630 mg Ammoniumformiat in 1000 mL Reinstwasser gelost und der pH-Wert

durch Zugabe von verd. Ammoniakldsung eingestellt.

7.1.7. Weitere Gerite und Materialien
Polarimeter

Die Drehwerte optisch aktiver Verbindungen wurden an einem P8000 Polarimeter der A.

Kriiss Optonic GmbH mit einer Natriumlampe (A = 598 nm) bei 20 °C gemessen.

Mikrowelle

Fur mikrowellenunterstitzte Reaktionen wurde eine Discover® BenchMate Mikrowelle der

Firma CEM verwendet.

161



Experimenteller Teil

Schmelzpunktbestimmungsgerdit

Zur Bestimmung der Schmelzpunkte wurde das Schmelzpunktbestimmungsgerat 1A 9200 der

Firma Electrothermal verwendet.

Zentrifuge

Es wurde eine Centrifuge 5418 R der Firma Eppendorf verwendet.

Thermomixer

Es wurde ein Thermomixer® compact der Firma Eppendorf verwendet.

Reinstwasseranlage

Zur Herstellung von Reinstwasser wurde ein arium® pro UV Reinstwassersystem der Firma

Sartorius verwendet.

Spritzenfilter

Es wurden CHROMAFIL® RC-20/15 MS Spritzenfilter der Firma Macherey-Nagel verwendet.

Gefriertrocknung

Zur Gefriertrocknung wassriger Losungen wurde eine ALPHA 2-4 LD plus Gefriertrocknungs-

anlage der Firma Christ verwendet.
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7.2. Aligemeine Arbeitsvorschriften (AAV)
7.2.1. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Reduktion 3- und 5-substituierter SalicylsGuren mit

Lithiumaluminiumhydrid (AAV 1)

Es wurden 2.0 Aquiv. Lithiumaluminiumhydrid in abs. THF suspendiert und bei Rt 1.0 Aquiv.
der Salicylsaure, gel6st in abs. THF, langsam zugetropft. Die Reaktionslésung wurde bei Rt
geriihrt und anschlieBend zum Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde durch
vorsichtige Zugabe von Eis das Uberschissige Lithiumaluminiumhydrid hydrolysiert und
anschlieend durch Zugabe von 10%iger Schwefelsaure auf pH 1 titriert. Nach Zugabe von
Ethylacetat wurden die Phasen getrennt und die wassrige Phase fiinf Mal mit Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden (iber Natriumsulfat getrocknet und
das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde
in wenig Dichlormethan geldst und in kalten Petrolether (50-70) getropft, wobei sich ein
farbloser Niederschlag bildete. Dieser wurde durch Saugfiltration abgetrennt und im

Olpumpenvakuum getrocknet.

7.2.2. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Saligenylchlorphosphiten (AAV 2)

Der entsprechende Salicylalkohol wurde in abs. Diethylether gel6st, auf -20 °C abgekiihlt und
1.0 Aquiv. Phosphor(lll)-chlorid 45 tropfenweise hinzugegeben. Nach 10 min Riihren wurden
1.8 Aquiv. abs. Pyridin geldst in abs. Diethylether {iber einen Zeitraum von 2.5 h bei -20 °C
hinzugetropft. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung auf Rt erwdarmt und weitere 2.5 h
gerithrt. Uber Nacht wurde die Reaktionsldsung bei -20 °C gelagert. Das ausgefallene
Pyridiniumchlorid wurde durch Filtration unter Schlenkbedingungen abgetrennt und das

Losungsmittel des Filtrats unter vermindertem Druck entfernt.
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7.2.3. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur selektiven Veresterung von 4-Hydroxybenzylalkohol

mit Sdurechloriden (AAV 3)

Eine Lésung von 4-Hydroxybenzylalkohol 36 und 1.0 Aquiv. Triethylamin in abs. THF wurde
auf 0 °C gekiihlt und eine Lésung von 1.0 Aquiv. des Sdurechlorids in abs. THF Giber 30 min
zugetropft. Die Reaktionslosung wurde bei 0 °C und ggf. bei Rt geriihrt und anschliefend das
wahrend der Reaktion entstandene Triethylammoniumchlorid durch Filtration abgetrennt.
Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in
Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wurde zwei Mal mit
Natriumcarbonatlésung und zwei Mal mit Wasser gewaschen und anschliefend (ber
Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und

das so erhaltene Rohprodukt wurde chromatographisch an Kieselgel gereinigt.

7.2.4. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Bis(4-acyloxybenzyl)-diisopropyl-
aminophosphoramiditen (AAV 4)

Eine Losung von Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit in abs. THF wurde auf -78 °C
abgekiihlt. Uber 60 min wurde eine Ldsung von 2.2 Aquiv. des jeweiligen Esters und
2.4 Aquiv. Triethylamin in abs. THF zugetropft. Die Reaktionslésung wurde auf Rt erwarmt
und 16-21 h gerihrt. Durch Filtration unter Schlenkbedingungen wurde bei der Reaktion
entstandenes Triethylammoniumchlorid entfernt und der Feststoff zwei Mal mit abs. THF
gewaschen. Das Losungsmittel des Filtrats wurde unter vermindertem Druck entfernt und
das so erhaltene Rohprodukt durch circuldre praparative Diinnschichtchromatographie

(Chromatotron™) (PE/EtsN 9:1 v/v) gereinigt.
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7.2.5. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur selektiven Deacetylierung der anomeren

Hydroxyfunktion peracetylierter Glycopyranosen (AAV 5)

Die peracetylierte Glycopyranose wurde in THF gelést und mit 1.5 Aquiv. Benzylamin
versetzt. Die Reaktionslésung wurde bis zur nahezu vollstandigen Umsetzung des Edukts bei
Rt gerthrt und anschlieBend auf die Hélfte eingeengt. Nach Zugabe von Ethylacetat wurde
zwei Mal mit 1 M Salzsaure, zwei Mal mit Wasser, zwei Mal mit ges. Natriumhydrogen-
carbonatlosung und weitere zwei Mal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Das so erhaltene Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

7.2.6. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Phosphorylierung der anomeren Hydroxyfunktion von

Glycopyranosen mit Dibenzyl-N,N-diisopropylaminophosphoramidit (AAV 6)

Die am anomeren Zentrum entschitzte Glycopyranose wurde in abs. Acetonitril geldst und
1.1 Aquiv. DCl sowie 1.1 Aquiv. Dibenzyl-N,N-diisopropylaminophosphoramidit hinzu-
gegeben. Die Reaktionslosung wurde bis zur vollstandigen Umsetzung des Edukts bei Rt
geriihrt. Dazu war es ggf. notig, weiteres Phosphoramidit hinzuzufiigen. Anschlieffend wurde
bei 0°C mit 1.2 Aquiv. meta-Chlorperbenzoesiure versetzt und bis zur vollstindigen
Oxidation bei Rt geriihrt. Wurde Phosphoramidit nachgegeben, wurde die entsprechende
Menge an Aquiv. Oxidationsmittel erginzt. Der Reaktionsansatz wurde mit Ethylacetat
versetzt und mit ges. Natriumsulfitlosung, ges. Natriumcarbonatlésung und zwei Mal mit
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uiber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.
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7.2.7. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur hydrogenolytischen Spaltung der Benzylgruppen von

Dibenzyl(glycopyranosyl)-1-phosphaten (AAV 7)

Das Dibenzyl(glycopyranosyl)-1-phosphat wurde in Dioxan geldést und mit 1.3-1.9 Aquiv.
Triethylamin versetzt. Nach Zugabe von Pd/C (5% Pd, 55% Wasser) wurde bis zur
vollstdndigen Umsetzung des Edukts unter Wasserstoffatmosphare bei Rt gerihrt. Die
Reaktionslésung wurde Uber Celite® filtriert, in Dichlormethan aufgenommen und mehrmals

mit Wasser extrahiert. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden gefriergetrocknet.

7.2.8. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese 5’-O-tosylierter Nucleoside (AAV 8)

Das Nucleosid wurde in abs. Pyridin gelést und bei 0 °C 1.5-3.0 Aquiv. p-TsCl geldst in abs.
Pyridin langsam zugetropft. Die Reaktionslésung wurde bis zur vollstandigen Umsetzung des
Edukts bei 0 °C-Rt geriihrt und anschliefend in Eiswasser gegeben. Die wassrige Phase wurde
drei Mal mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen Ulber
Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und
der Ruckstand drei Mal mit Toluol coevaporiert. Das so erhaltene Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

7.2.9. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von cycloSal-Nucleosidmonophosphaten

(AAV 9)
Variante A: Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid

Das jeweilige Nucleosid wurde mit abs. Acetonitril coevaporiert und in abs. Acetonitril
geldst. Bei -20 °C wurden zu der Lésung 1.6 Aquiv. DIPEA und 2.0 Aquiv. des entsprechenden
Saligenylchlorphosphits gel6st in abs. Acetonitril gegeben und die Reaktionslosung bis zur
vollstandigen Umsetzung des Nucleosids bei Rt geriihrt. AnschlielRend wurde die Lésung
wieder auf -20 °C gekiihlt, 3.0 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan) zugegeben
und bis zur vollstandigen Oxidation des Phosphittriesters bei Rt geriihrt. Die Reaktionsldsung

wurde in Eiswasser gegeben und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten org. Phasen
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wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Die Reinigung des so erhaltenen Rohprodukts erfolgte mit Hilfe circuldrer
praparativer Dunnschichtchromatographie (Chromatotron™). AnschlieBend wurde das
Produkt in einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser (1:1 v/v) aufgenommen und

gefriergetrocknet.

Variante B: Oxidation mit Oxone®

Das jeweilige Nucleosid wurde mit Acetonitril coevaporiert und in abs. Acetonitril gelost. Bei
-20°C wurden zu der Lésung 1.6 Aquiv. DIPEA und 2.0 Aquiv. des entsprechenden
Saligenylchlorphosphits gelost in abs. Acetonitril gegeben und die Reaktionslosung 45 min
bei Rt geriihrt. AnschlieRend wurde die Lésung wieder auf -20 °C gekiihlt, 1.0 Aquiv. bzw.
4.0 Aquiv. Oxone®, geldst in kaltem Wasser, zugegeben und 15 min bei Rt geriihrt. Die so
erhaltene Suspension wurde drei Mal mit Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen
Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Die Reinigung des so erhaltenen Rohprodukts erfolgte mit Hilfe circuldrer
praparativer Dinnschichtchromatographie (Chromatotron™) (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v + 0.1%
Vol. Eisessig). AnschlieBend wurde das Produkt in einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser

(1:1 v/v) aufgenommen und gefriergetrocknet.

Variante C: Oxidation mit lod

Das jeweilige Nucleosid wurde mit abs. Acetonitril coevaporiert und in abs. Acetonitril
geldst. Bei -20 °C wurden zu der Lésung 2.0 Aquiv. DIPEA und 2.0 Aquiv. des entsprechenden
Saligenylchlorphosphits gel6st in abs. Acetonitril gegeben und die Reaktionsldsung bis zur
vollstandigen Umsetzung des Nucleosids bei Rt gerihrt. Anschliefend wurde die Lésung
wieder auf -20 °C gekiihlt und 2.5 Aquiv. lod (0.1 M in THF/Wasser/Pyridin 77:2:21 v/v/v)
zugegeben. Die Reaktionslosung wurde bis zur vollstandigen Oxidation bei Rt gerihrt und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in Wasser

aufgenommen und drei Mal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
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wurden mit ges. Natriumsulfitldsung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in einem Gemisch

aus Acetonitril und Wasser (1:1 v/v) aufgenommen und gefriergetrocknet.

7.2.10. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Nucleosid-5"-monophosphaten

(AAV 10)

Variante A: Nach Sowa und Ouchi’®

Es wurden 4.4 Aquiv. Phosphorylchlorid in abs. Acetonitril gelést und auf 0 °C abgekiihlt. Nun
wurden 4.4 Aquiv. Abs. Pyridin und 2.2 Aquiv. Wasser vorsichtig unter Riihren zugegeben.
Nach 10 min wurde das jeweilige Nucleosid portionsweise zugefligt und die Reaktionslosung
4 h bei Rt gerihrt. Anschliefend wurde durch Zugabe von Eiswasser und Rihren fir 1 h bei
4 °C Giberschiissiges Phosphorylchlorid hydrolysiert. Nach Neutralisation durch Zugabe festen
Ammoniumhydrogencarbonats wurde die Losung gefriergetrocknet und das so erhaltene
Rohprodukt durch Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel mit Wasser als Eluent
gereinigt. Die Nucleosid-5’-monophosphate wurden auf diesem Weg als Ammoniumsalze
erhalten. Der Austausch der Kationen gegen Tetrabutylammonium gelang durch Elution
einer wassrigen Losung des Ammoniumsalzes lber die protonierte Form einer Kationen-
austauschersaule Dowex 50WX8 und anschliefende Neutralisation (pH 6-7) durch Zugabe
von Tetra-n-butylammoniumhydroxidlésung (40% w/w ag.). Das Losungsmittel wurde durch

Gefriertrocknung entfernt.

Variante B: Durch Umsetzung 5’-O-tosylierter Nucleoside mit Tetra-n-butylammonium-

phosphat 154

Das jeweilige 5’-O-tosylierte Nucleosid wurde in abs. DMF geldst und bei Rt 1.4-2.0 Aquiv.
Tetrabutylammoniumphosphat 154 zugegeben. Der Ansatz wurde bis zur vollstindigen
Umsetzung des Edukts bei 100 °C (150 Watt) in der Mikrowelle geriihrt und anschliefend das

Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in Wasser
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aufgenommen und drei Mal mit Dichlormethan gewaschen. Die wdssrige Phase wurde
gefriergetrocknet und das so erhaltene Rohprodukt durch Umkehrphasenchromatographie

an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0 1:2 v/v) gereinigt.

7.2.11. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Nucleosid-5’-diphosphaten (AAV 11)

Es wurden 2.0-2.9 Aquiv. Tetra-n-butylammoniumphosphat 154 im Olpumpenvakuum
getrocknet, in abs. DMF gel6st und eine Stunde Uber aktiviertem Molsieb geriihrt. Das
entsprechende 5-Chlor-cycloSal-Nucleosidmonophosphat wurde in abs. DMF geldst und tGber
1 h zugetropft. Die Reaktionslésung wurde bis zur vollstandigen Umsetzung des Eduktes bei
Rt gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand
in Wasser und Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde drei Mal mit Wasser
extrahiert und die vereinigten wdssrigen Phasen gefriergetrocknet. Das so erhaltene
Rohprodukt wurde durch Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel gereinigt und
anschlielend die Kationen an einem DOWEX 50WX8 Kationenaustauscher gegen

Ammoniumionen ausgetauscht.

7.2.12. Allgemeine  Arbeitsvorschrift zur Synthese von Bis(acyloxybenzyl)-nucleosid-

diphosphatprodrugs (AAV 12)

Das entsprechende Nucleosidmonophosphat wurde gefriergetrocknet, mit abs. Acetonitril
coevaporiert und in abs. Acetonitril gelést. Dazu wurden 1.7 Aquiv. des jeweiligen
Bis(acyloxybenzyl)-phosphoramidits und 1.3-1.8 Aquiv. DCI gegeben und die Reaktionslésung
bis zu 20h bei Rt gerihrt. Nach vollstandiger Kupplung (HPLC-Verfolgung) wurde die
Reaktionsldsung auf -20 °C gekiihlt und 1.8 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan)
zugegeben und weitere 45 min-3 h bei Rt geriihrt. Das LOsungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und das so erhaltene Rohprodukt zundchst durch
Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel gereinigt. AnschlieBend erfolgte der

Austausch der Kationen durch Elution Uber eine mit NH," beladene Dowex S50WX8
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Kationenaustauschersaule. AnschlieBend wurde mehrfach an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0)

chromatographiert.

7.2.13. Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Nucleosiddiphosphatpyranosen

(AAV 13)

Es wurden 2.0 Aquiv. des acetylgeschiitzten Pyranosylphosphats mehrere Stunden im
Vakuum getrocknet, in abs. DMF gelost und fiir eine weitere Stunde Uber aktiviertem
Molsieb (4 A) gelagert. AnschlieRend wurden 1.0 Aquiv. des cycloSal-Nucleosidphosphats,
das ebenfalls tber mehrere Stunden im Vakuum getrocknet wurde, geldst in abs. DMF
langsam zu der Losung des Pyranosylphosphats getropft. Das Reaktionsgemisch wurde bis
zur vollstandigen Umsetzung der cycloSal-Verbindung bei Rt geriihrt. AnschlieRend wurde
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in Ethylacetat
aufgenommen und mir Wasser extrahiert. Die wassrige Phase wurde gefriergetrocknet und
der Riickstand in einem Gemisch von Methanol, Wasser und Triethylamin (7:3:1 v/v/v)
aufgenommen. Nach Riihren bei Rt fiir 20 h wurde erneut gefriergetrocknet und das so
erhaltene Rohprodukt durch Umkehrphasenchromatographie mit Wasser als Eluent

gereinigt.
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7.3. Synthese der Saligenylchlorphosphite
7.3.1. Synthese von 3-Methylsalicylalkohol 23

Die Synthese wurde nach AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 2.50 g (65.9 mmol, 2.0 Aquiv.)
Lithiumaluminiumhydrid in 40 mL abs. THF und 5.00 g (32.9 mmol) 3-Methylsalicylsdure 88
in 15 mL abs. THF verwendet. Die Reaktionszeiten betrugen 2 h bei Rt und 2 h unter

Ruckfluss.

Die Ausbeute betrug 3.40 g (24.6 mmol, 75%) eines farblosen Feststoffs.

Smp. =35 °C.
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): J [ppm] = 8.39 (s, 1H, 2-OH), 7.06 (d, *Juy = 6, 7
5 OH
7.4 Hz, 1H, H-6), 6.96 (d, > = 7.5 Hz, 1H, H-4), 6.71 (dd, *Jyu= 7.5 Hz, Yy = 2
OH
7.5 Hz, 1H, H-5), 5.28 (dd, *Jyu= 5.4 Hz, *Jyu= 5.4 Hz, 1H, 7-OH), 4.56 (d, 3
23
3Jun= 5.4 Hz, 2H, H-7), 2.15 (s, 3H, CH3). CHoO
8''10~2
MG: 138.16

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): J[ppm] = 152.6 (C-2), 129.0 (C-4), 128.0 (C-
1), 125.0 (C-6), 124.1 (C-3), 119.0 (C-5), 59.8 (C-7), 16.2 (Me).

IR: V [cm'l] = 3318, 1595, 1468, 1437, 1338, 1269, 1206, 989, 836, 770, 737, 674, 525. MS
(E1): m/z = ber.: 138 [M]", gef.: 138 (56%), 120 (97%), 91 (100%).

7.3.2 Synthese von 3-Methylsaligenylchlorphosphit 87

Die Synthese wurde nach AAV2 durchgefiihrt. Es wurden 360 mg (2.61 mmol)
3-Methylsalicylalkohol 23 geldst in 26 mL abs. Diethylether, 0.24 mL (0.36g, 2.6 mmol,
1.0 Aquiv.) Phosphor(lll)-chlorid und 0.36 mL (0.36 g, 4.6 mmol, 1.8 Aquiv.) abs. Pyridin in

3 mL abs. Diethylether verwendet.

Die Ausbeute betrug 474 mg (2.34 mmol, 90%) eines farblosen Ols als racemisches Gemisch.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7.13 (dd, >}y 4= 7.5 Hz, “Jy = 0.7 Hz,
1H, H-6), 6.99 (dd, *Juu= 7.6 Hz, *Jyu= 7.6 Hz, 1H, H-5), 6.81 (dd, *Jup= 4
7.6 Hz, *Jyy= 0.7 Hz, 1H, H-4), 5.43 (dd, *Jyu= 14.1 Hz, *Jyp = 2.8 Hz, 1H,

H-7a), 5.01 (dd, 2y y= 14.1 Hz, *Jup = 9.4 Hz, 1H, H-7b), 2.24 (s, 3H, Me).

CgHgClO,P
MG: 202.57

31p_NMR (162 MHz, CDCl3): d[ppm] = 140.81.

7.3.3. Synthese von 5-Chlorsalicylalkohol 94

Die Synthese wurde nach AAV 1 durchgefiihrt. Es wurden 2.19 g (57.7 mmol, 2.0 Aquiv.)
Lithiumaluminiumhydrid in 35 mL abs. THF und 4.99 g (28.9 mmol) 5-Chlorsalicylsdure 93 in

30 mL abs. THF verwendet. Die Reaktionszeiten betrugen 18 h bei Rt und 1 h unter Rickfluss.

Die Ausbeute betrug 3.61 g (22.5 mmol, 79%) eines beigen Feststoffs.

Smp. =96 °C.
'H-NMR (400 MHz, DMSO-de): d[ppm] = 9.63 (s, 1H, 2-OH), 7.27 (d, */u = a5 8., 7
OH
2.8 Hz, 1H, H-6), 7.06 (dd, *Jyu= 8.5 Hz, *Jyu= 2.8 Hz, 1H, H-4), 6.76 (d, :@
OH
*Jun= 8.5 Hz, 1H, H-3), 5.09 (dd, Jy = 5.8 Hz, *Jiy 4= 5.8 Hz, 1H, 7-OH), 4.44 3
94
3 = -
(d, “Juu=5.4 Hz, 2H, H-7). C,H,Clo,
MG: 158.58

13C_NMR (101 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 152.8 (C-2), 131.0 (C-1), 126.7 (C-4), 126.5 (C-6),
122.4 (C-5), 115.9 (C-3), 57.7 (C-7).

IR: ¥ [em™!] = 3406, 3143, 2972, 2903, 1607, 1481, 1407, 1262, 1178, 1077, 885, 819, 656,
484, 453. MS (El): m/z = ber.: 158 [M]*, gef.: 158 (45%), 140 (100%), 112 (72%), 77 (54%).
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7.3.4. Synthese von 5-Chlorsaligenylchlorphosphit 92

Die Synthese wurde nach AAV2 durchgefiihrt. Es wurden 803 mg (5.06 mmol)
5-Chlorsalicylalkohol 94 gelost in 40 mL abs. Diethylether, 0.55mL (0.86g, 6.3 mmol,
1.2 Aquiv.) Phosphor(lll)-chlorid und 0.74 mL (0.73 g, 9.2 mmol, 1.8 Aquiv.) abs. Pyridin in

3 mL abs. Diethylether verwendet.
Die Ausbeute betrug 808 mg (3.62 mmol, 72%) eines gelben Ols als racemisches Gemisch.

'H-NMR (400 MHz, CDCl): J [ppm] = 7.23 (dd, *Jup= 8.7 Hz, “Jyu= cls 81 7

0
2.6 Hz, 1H, H-4), 6.98 (d, *Jy 4= 2.5 Hz, 1H, H-6), 6.92 (d, >y y=8.5Hz, 1H, 4 2 B
o~ “CI
H-3), 5.41 (dd, *Jys= 14.5 Hz, *Jip = 2.5 Hz, 1H, H-7a), 5.00 (dd, 2y u= 392
14.5 Hz, *Jp = 9.6 Hz, 1H, H-7b). C,HCl,0,P
MG: 222.99

31p_NMR (162 MHz, CDCl3): d[ppm] = 139.00.

7.3.5. Synthese von 5-Nitrosalicylalkohol 193

Es wurden 4.19 g (25.1 mmol) 5-Nitrosalicylaldehyd 194 in 125 mL Ethanol gelést und
portionsweise mit 0.86g (23 mmol, 0.9 Aquiv.) Natriumborhydrid versetzt. Die
Reaktionslésung wurde 22 h bei Rt gerGhrt und anschlieBend 10 mL Wasser zugegeben.
Durch Titration mit konz. Salzsdure wurde ein pH-Wert von 2 eingestellt, wobei ein farbloser
Feststoff ausfiel, der anschlieRend durch Filtration entfernt wurde. Das Losungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt drei Mal mit Methanol

coevaporiert. Die Reinigung erfolgte durch Umbkristallisation aus Wasser.
Die Ausbeute betrug 1.71 g (10.1 mmol, 40%) eines gelben Feststoffs.

DC: Rf—Wert = 0.41 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 124 °C.
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"H-NMR (400 MHz, DMSO-d5): & [ppm] = 11.08 (s, 1H, 2-OH), 8.21, (d, o N5 8 4 7
OH
“Jun= 2.8 Hz, 1H, H-6), 8.02 (dd, /iy 1= 8.8 Hz, “Jyy 4= 2.8 Hz, 1H, H-4), 6.93 @?

OH
(d, *Juu= 8.8 Hz, 1H, H-3), 5.34 (s, 1H, 7-OH), 4.51 (s, 2H, H-7). 1;3

C,H,NO,
13C_NMR (101 MHz, DMSO-de): d[ppm] = 160.5 (C-2), 139.7 (C-5), 130.3 MG: 169.13

(C-1), 124.0 (C-4), 122.7 (C-6), 114.7 (C-3), 57.4 (C-7).

IR: ¥ [cm™"] = 3458, 3077, 1617, 1591, 1521, 1484, 1331, 1290, 1085, 987, 905, 843, 752, 734,
641, 617, 491. MS (FAB): m/z = ber.: 170.0 [M+H]", gef.: 170.0.

7.3.6. Synthese von 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 176

Die Synthese wurde nach AAV 2 durchgefihrt. Es wurden 288 mg (1.70 mmol)
5-Nitrosalicylalkohol 193 gelost in 12 mL abs. Diethylether, 0.27 mL (0.41g, 3.1 mmol,
1.8 Aquiv.) Phosphor(lll)-chlorid und 0.45 mL (0.45 g, 5.6 mmol, 3.3 Aquiv.) abs. Pyridin in

3.0 mL abs. Diethylether verwendet.

Die Ausbeute betrug 221 mg eines leicht verunreinigten farblosen Ols als racemisches

Gemisch.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): J [ppm] = 8.18 (dd, *Jyu= 9.1 Hz, “Jyp= oms by

2.7 Hz, 1H, H-4), 7.98 (d, “Jiu= 2.6 Hz, 1H, H-6), 7.13 (d, = 8.6 Hz, @?g\

1H, H-3), 5.52 (dd, %= 14.5 Hz, *Jup = 2.7 Hz, 1H, H-7a), 5.14 (dd, *7 o7 Tl

?Jup=14.2 Hz, *Jyp = 9.6 Hz, 1H, H-7b). C7HtZTNO4P
MG: 233.55

*1p_NMR (162 MHz, CDCl3): d[ppm] = 139.23.
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7.4. Synthese der Bis(acyloxybenzyl)-phosphoramidite
7.4.1. Synthese von Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 44

Es wurden 4.40 mL (6.91 g, 50.3 mmol) frisch destilliertes Phosphor(lll)-chlorid in 20 mL abs.
Diethylether gel6st und auf -10 °C abgekuhlt. Zu dieser Lésung wurden tber 45 min 14.2 mL
(10.2 g, 101 mmol, 2.0 Aquiv.) N,N-Diisopropylamin geldst in 20 mL abs. Diethylether
(ebenfalls auf -10 °C abgekiihlt) hinzugetropft. Die Reaktionslosung wurde 75 min bei -10 °C

geriihrt und kalt unter Stickstoff als Schutzgas filtriert.
Die Ausbeute betrug 4.59 g (22.7 mmol, 45%) eines gelben Ols.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): S[ppm] = 4.04-3.80 (m, 2H, CH-iPr), 1.28 (d, JH b= CIN P \(
6.8 Hz, 12H, CHs-iPr).
44

a1 CgHy4Cl,NP
P-NMR (162 MHz, CDCls): d[ppm] = 169.58. MG: 202.06

7.4.2. Synthese von 4-(Hydroxymethyl)phenylisobutyrat 75

Die Reaktion wurde nach AAV3 durchgefihrt. Es wurden 2.50g (20.1 mmol)
4-Hydroxybenzylalkohol 36 und 2.80 mL (2.04g, 20.2 mmol, 1.0 Aquiv.) Triethylamin in
30 mL abs. THF und 2.10 mL (2.14 g, 20.1 mmol, 1.0 Aquiv.) Isobutyrylchlorid 71 in 20 mL
abs. THF verwendet. Reaktionszeit: 2 h bei 0 °C. Die Reinigung erfolgte durch circuldre

praparative Diinnschichtchromatographie (Chromatotron™)(CH,Cl,).
Die Ausbeute betrug 1.60 g (8.24 mmol, 41%) als farbloses Ol.

DC: Ry—Wert = 0.26 (CH,Cl,).
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 7.34 (d, *Jy = 8.5 Hz, 2H, H-3), 7.05 (d, 0
*Jun= 8.5 Hz, 2H, H-2), 5.19 (t, *Jyu= 5.8 Hz, 1H, OH), 4.49 (d, *Jy = 5.8 Hz, 2H, Ol)H/
Bn), 2.80 (sept, *Jyu= 7.0Hz, 1H, CH-iPr), 1.23 (d, *yu= 7.0Hz, 6H,

CHs-iPr). 2
OH
3C.NMR (101 MHz, DMSO-dg): J[ppm] = 175.1 (C=0), 149.2 (C-1), 140.0 (C-4), 75
C,,H,,0
127.4 (C-3), 121.3 (C-2), 62.3 (Bn), 33.3 (CH-iPr), 18.7 (CH5-iPr). MG 164 3

IR: V [cm'l] = 3362, 2976, 2936, 2877, 1752, 1507, 1469, 1200, 1181, 1163, 1129, 1095, 917,
868, 760, 503. MS (FAB): m/z = ber.: 194.1 [M]", gef.: 194.1.

7.4.3. Synthese von Bis(4-isobutyryloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 67

Die Synthese wurde nach AAV 4 durchgefiihrt. Es wurden 0.70 mL (0.77 g, 3.8 mmol)
Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 44 gel6st in 16 mL abs. THF sowie 1.60 g
(8.24 mmol, 2.2 Aquiv.), 4-(Hydroxymethyl)phenylisobutyrat75 und 1.2mL (0.88g,

8.7 mmol, 2.3 Aquiv.) Triethylamin in 16 mL abs. THF verwendet.
Die Ausbeute betrug 1.68 g (3.25 mmol, 85%) eines farblosen Ols.

DC: Rf—Wert = 0.87 (PE/Et5N 9:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): d[ppm] = 7.35 (d, /iy 4= 8.4 Hz, b d
4H, H-2), 7.04 (d, *Jy 4= 8.4 Hz, 4H, H-3), 4.80-4.63 (m, 4H, o:?L 32 P—r\>L
Bn), 3.76-3.62 (M, 2H, H-c), 2.80 (sept, *Jun= 7.1 Hz, H-a), o4& M )—
1.32 (d, 12H, *Jy = 7.1 Hz, H-b), 1.21 (d, 12H, >}y 4= 7.1 Hz, )
H-d). CZSHZNOGP

MG: 517.59

3C.NMR (101 MHz, CDCl3): d[ppm] = 175.7 (C=0), 150.2 (C-4), 137.0 (d, *Jcp = 7.8 Hz, C-1),
128.1 (C-2), 121.4 (C-3), 65.0 (d, Ycp = 18.3 Hz, Bn), 43.3 (d, Ycp = 12.5 Hz, C-c), 34.3 (C-a),
24.8 (d, *Jcp = 7.4 Hz, C-d), 19.1 (C-b).

3'p_NMR (162 MHz, CDCl3): d[ppm] = 148.00.
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IR: ¥ [cm™] = 2968, 2932, 2874, 1755, 1508, 1468, 1364, 1234, 1199, 1181, 1126, 1004, 972,
868, 702, 521, 504. MS (MALDI, 9-AA) m/z = ber.: 540.249 [M+Na]’, 556.223 [M+K]", gef.:
540.279, 556.291.

7.4.4. Synthese von 4-(Hydroxymethyl)-phenylheptanoat 76

Die Reaktion wurde nach AAV3 durchgefihrt. Es wurden 3.31g (26.7 mmol)
4-Hydroxybenzylalkohol 36 und 3.70 mL (2.70g, 26.7 mmol, 1.0 Aquiv.) Triethylamin in
30 mL abs. THF und 3.81 mL (3.66 g, 24.6 mmol, 0.9 Aquiv.) Heptanoylchlorid 72 in 20 mL
abs. THF verwendet. Reaktionszeit: 2h bei 0°C. Die Reinigung erfolgte sdulen-

chromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,).
Die Ausbeute betrug 3.22 g (13.6 mmol, 51%) eines farblosen Feststoffs.
DC: Rs—Wert = 0.30 (CH,Cl;). Smp. =30 °C.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): J [ppm] = 7.34 (d, *Jyu= 8.2 Hz, 2H, o
S A~
H-3), 7.04 (d, *Jyu= 8.3 Hz, 2H, H-2), 5.21 (t, *Jyu= 5.7 Hz, 1H, OH), O

4.48 (d, ) 4= 5.7 Hz, 2H, Bn), 2.56 (t, *Jy 4= 7.3 Hz, 2H, H-a), 1.63 (tt,
3
*Jun= 7.3 Hz, *Jyn= 7.3 Hz, 2H, H-b), 1.41-1.21 (m, 6H, H-c, H-d, H-e), 2

0.88 (t, *Jyu= 6.7 Hz, 3H, H-f). OH
13 C14H2005
C-NMR (101 MHz, DMSO-dq): J [ppm] = 171.8 (C=0), 149.1 (C-1), MG: 236.31

140.0 (C-4), 127.4 (C-3), 121.3 (C-2), 62.3 (Bn), 33.4, 30.8, 28.0, 24.3, 21.9 (C-a, C-b, C-c, C-d,
C-e), 13.8 (C-f).

IR: ¥ [cm™] = 3383, 2955, 2929, 2859, 1754, 1507, 1196, 1163, 1141, 1101, 1014, 848, 502.
MS (FAB): m/z = ber.: 236.1 [M]", gef.: 236.1.

Als Nebenprodukt wurden 2.52g (7.23 mmol, 27%) des zweifach veresterten

4-Hydroxybenzylalkohols 79 als farbloser Feststoff erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): d [ppm] = 7.40 (d, *Jyn= 8.4 Hz, o .

f
2H, H-3), 7.11 (d, /4= 8.4 Hz, 2H, H-2), 5.08 (s, 2H, Bn), 2.57 (t, ol)J\a/\c/\e/
*Jup= 7.4 Hz, 2H, H-a), 2.35 (t, *Jun= 7.4 Hz, 2H, H-a’), 1.64 (tt,

3
Jun= 7.5 Hz, *Jyy= 7.2 Hz, 2H, H-b), 1.54 (tt, *Jyu= 7.4 Hz, )y = 2 0 o g
NN
7.1 Hz, 2H, H-b’), 1.40-1.20 (m, 12H, H-c, H-c/, H-d, H-d’, H-e, o 1
H-e’), 0.88 (t, *Jyuy= 6.8 Hz, 3H, H-f), 0.85 (t, *Jyu= 6.8 Hz, 3H, 79
, C1H3,0,
H-F). MG: 348.48

7.4.5. Synthese von Bis(4-heptanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 68

Die Synthese wurde nach AAV 4 durchgefiihrt. Es wurden 0.42 mL (0.46g, 2.3 mmol)
Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 44 gelést in 6 mL abs. THF sowie 1.16g
(4.91 mmol, 2.1Aquiv.), 4-(Hydroxymethyl)-phenylheptanoat76 und 0.73mL (0.54 g,

5.2 mmol, 2.3 Aquiv.) Triethylamin in 6 mL abs. THF verwendet.
Die Ausbeute betrug 1.21 g (2.01 mmol, 87%) eines farblosen Ols.

DC: Ry—Wert = 0.71 (PE/EtsN 9:1 v/v).

'"H-NMR (400 MHz, CDCl3): O [ppm] = 7.35 (d, *Juu= ;
8.4 Hz, 4H, H-2), 7.03 (d, *J4 4= 8.4 Hz, 4H, H-3), 4.79-4.63 e
d
(m, 4H, Bn), 3.76-3.62 (m, 2H, CH-iPr), 2.55 (t, *Jyy= c
b
7.5 Hz, 4H, H-a), 1.75 (tt, *Jyu= 7.3 Hz, *Jyy= 7.6 Hz, 4H, . >
3 O 2L ofP-N
H-b), 1.46-1.30 (m, 12H, H-c, H-d, H-e), 1.20 (d, *Jyu= 5 4©1 f
6.8 Hz, 12H, CH3-iPr), 0.91 (t, >/, 4= 6.9 Hz, 6H, H-f). /
2
3C.NMR (101 MHz, CDCl5): d[ppm] = 172.5 (C=0), 150.0 o8
C34H5,NOP
(C-4), 137.1 (d, *Jep = 7.5Hz, C-1), 128.1 (C-2), 121.5 MG: 601.75

(C-3), 65.0 (d, %Jep = 18.3 Hz, Bn), 43.2 (d, *Jcp = 12.1 Hz, CH-iPr), 34.5, 31.6, 28.9, 25.0 (C-a,
C-b,C-c, C-d), 24.8 (d, *Jcp = 7.4 Hz, CH3-iPr), 22.6 (C-€), 14.1 (C-f).

*1p_NMR (162 MHz, CDCl3): d[ppm] = 147.95.
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IR: ¥ [cm™] = 2961, 2929, 2860, 1758, 1507, 1460, 1364, 1197, 1139, 1004, 973, 753, 504. MS
(MALDI, DHB): m/z = ber.: 640.316 [M+K]", gef.: 640.190.

7.4.6. Synthese von 4-(Hydroxymethyl)-phenyldecanoat 77

Die Reaktion wurde nach AAV3 durchgefihrt. Es wurden 3.31g (26.7 mmol)
4-Hydroxybenzylalkohol 36 und 3.70 mL (2.70g, 26.7 mmol, 1.0 Aquiv.) Triethylamin in
30 mL abs. THF und 5.54 mL (5.09 g, 26.7 mmol, 1.0 Aquiv.) Decanoylchlorid 73 in 20 mL abs.
THF verwendet. Reaktionszeit: 2h bei 0°C und 3 h bei Rt. Die Reinigung erfolgte

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 3:2 v/v).
Die Ausbeute betrug 3.80 g (13.7 mmol, 51%) eines farblosen Feststoffs.

DC: Rf—Wert = 0.32 (CH,Cl;). Smp. = 39 °C.

o)
'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): O [ppm] = 7.34 (d, *Jyu= )J\/b\/d\/f\/h\
o) i

8.5 Hz, 2H, H-3), 7.04 (d, *Jyu= 8.4 Hz, 2H, H-2), 5.21 (t, *Jy = 1 @ ¢ e g
5.7 Hz, 1H, OH), 4.49 (d, *Jyu= 5.4 Hz, 2H, Bn), 2.55 (t, *Jyu=
7.4 Hz, 2H, H-a), 1.63 (tt, *Jy = 7.5 Hz, *Jy = 7.2 Hz, 2H, H-b), 4
OH
1.40-1.20 (m, 12H, H-c, H-d, H-e, H-f, H-g, H-h), 0.86 (t, *Jyu= 77
_ Ci7H2603
6.8 Hz, H-i). MG: 278.39

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 171.8 (C=0), 149.2 (C-1), 140.0 (C-4), 127.4 (C-3),
121.3 (C-2), 62.3 (Bn), 33.5, 31.2, 28.8, 28.7, 28.6, 28.4, 24.3, 22.1 (H-a, H-b, H-c, H-d, H-e,
H-f, H-g, H-h), 13.9 (C-i).

IR: ¥ [cm™'] = 2955, 2916, 2848, 1748, 1508, 1466, 1412, 1383, 1325, 1288, 1214, 1148, 1013,
924, 847,720, 514. HRMS (ESI*): m/z = ber.: 301.1774 [M+Na]’, gef.: 301.1710.
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7.4.7. Synthese von Bis(4-decanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 69

Die Synthese wurde nach AAV 4 durchgefiihrt. Es wurden 0.37 mL (0.41g, 2.0 mmol)
Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 44 gel6st in 6 mL abs. THF sowie 1.25g
(4.49 mmol, 2.2 Aquiv.) 4-(Hydroxymethyl)-phenyldecanoat77 und 0.65mL (0.48g,

4.7 mmol, 2.4 Aquiv.) Triethylamin in 6 mL abs. THF verwendet.
Die Ausbeute betrug 1.30 g (1.89 mmol, 95%) eines farblosen Ols.
DC: Rf—Wert = 0.81 (PE/Et5N 9:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): J [ppm] = 7.35 (d, *Jyu=
8.5 Hz, 4H, H-2), 7.03 (d, *} 4= 8.5 Hz, H-3), 4.79-4.63
(m, 4H, Bn), 3.75-3.63 (m, 2H, CH-iPr), 2.54 (t, *}yu=
7.5 Hz, 4H, H-a), 1.75 (tt, *Jy = 7.6 Hz, *Jy = 7.4 Hz, 4H,
H-b), 1.47-1.24 (m, 24H, H-c, H-d, H-e, H-f, H-g, H-h),
0.89 (t, *Jyu= 6.7 Hz, 6H, H-i).

W . OfP-N
BC.NMR (101 MHz, CDCl3): J [ppm] = 172.5 (C=0), < > /\

150.1 (C-4), 137.1 (d, ¥Jcp = 7.3 Hz, C-1), 128.1 (C-2), 6 2
121.5 (C-3), 65.0 (d, Jc.p = 18.5 Hz, Bn), 43.3 (d, *Jcp = i;lt%*:'egé\';’gelp
12.3 Hz,

CH-iPr), 34.6, 32.0, 29.6, 29.4, 29.4, 29.3, 25.1 (C-a, C-b, C-c, C-d, C-e, C-f, C-g), 24.8 (d, *Jcp =
7.3 Hz, CH3-iPr), 22.8 (C-i).

*1p_NMR (162 MHz, CDCl3): d[ppm] = 147.96.

IR: ¥ [cm™] = 2961, 2924, 2854, 1759, 1507, 1460, 1364, 1197, 1164, 1137, 1106, 1006, 753,
504. MS (MALDI, 9-AA): m/z = ber.: 724.410 [M+K]", gef.: 724.521.
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7.4.8. Synthese von 4-(Hydroxymethyl)-phenyldodecanoat 78

Die Reaktion wurde nach AAV3 durchgefihrt. Es wurden 3.31g (26.7 mmol)
4-Hydroxybenzylalkohol 36 und 3.70 mL (2.70g, 26.7 mmol, 1.0 Aquiv.) Triethylamin in
30 mL abs. THF und 6.20 mL (5.72 g, 26.2 mmol, 1.0 Aquiv.) Dodecanoylchlorid 74 in 20 mL
abs. THF verwendet. Reaktionszeit: 21 h bei 0°C und 3 h bei Rt. Die Reinigung erfolgte

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 3:2 v/v).
Die Ausbeute betrug 3.76 g (12.3 mmol, 46%) eines farblosen Feststoffs.
DC: Rf—Wert = 0.24 (CH,Cl;). Smp. = 58 °C.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): J[ppm] = 7.34 (d, *Jyn= o)

b d f h j
8.5 Hz, 2H, H-3), 7.04 (d, *Jy 4= 8.5 Hz, 2H, H-2), 5.20 {t, o)J\/\/\/\/\_/\k

*Jun= 5.7 Hz, 1H, OH), 4.49 (d, *Jyu= 5.4 Hz, 2H, Bn),
2.54 (t, *Jyu= 7.3 Hz, 2H, H-a), 1.63 (tt, *Jyu= 7.5 Hz, f

*Jun= 7.2 Hz, 2H, H-b), 1.40-1.19 (m, 16H, H-c, H-d, H-e, OH ’s
H-f, H-g, H-h, H-i, H-j), 0.86 (t, *J4 4= 6.8 Hz, H-k). Cy0H300;
MG: 306.44

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 171.8 (C=0), 149.2 (C-1), 140.0 (C-4), 127.4 (C-3),
121.3 (C-2), 62.4 (Bn), 33.5, 31.3, 29.0, 29.0, 28.9, 28.7, 28.7, 28.4, 24.4 (C-a, C-b, C-c, C-d,
C-e, C-f, C-g, C-h, C-i, Cj), 13.9 (C-k).

IR: ¥ [cm™] = 2915, 2848, 1748, 1509, 1464, 1411, 1384, 1215, 1148, 1013, 924, 847, 719,
513. HRMS (ESI*): m/z = ber.: 329.2087 [M+Na]’, gef.: 329.2048.

7.4.9. Synthese von Bis(4-dodecanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 70

Die Synthese wurde nach AAV 4 durchgefiihrt. Es wurden 0.37 mL (0.41g, 2.0 mmol)
Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 44 gel6st in 6 mL abs. THF sowie 1.39g
(4.54 mmol, 2.3 Aquiv.) 4-(Hydroxymethyl)-phenyldodecanoat78 und 0.65mL (0.48g,

4.7 mmol, 2.4 Aquiv.) Triethylamin in 6 mL abs. THF verwendet.

Die Ausbeute betrug 1.45 g (1.95 mmol, 98%) eines farblosen Feststoffs.
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DC: Re—Wert = 0.76 (PE/Et3N 9:1 v/v). Smp. = 37 °C.

'"H-NMR (400 MHz, CDCl3): J [ppm] = 7.35 (d, *Jyu=
8.5 Hz, 4H, H-2), 7.04 (d, *Jy 4= 8.5 Hz, 4H, H-3), 4.79-
4.64 (m, 4H, Bn), 3.76-3.62 (m, 2H, CH-iPr), 2.54 (t,
*Jup= 7.5 Hz, H-a), 1.75 (tt, *Jyp= 7.6 Hz, *Jyu= 7.3 Hz,
4H, H-b), 1.46-1.24 (m, 32H, H-c, H-d, H-e, H-f, H-g,
H-h, H-i, H-j), 1.20 (d, *J4 4= 6.8 Hz, 12H, CH3-iPr).

13C-NMR (101 MHz, CDCls): J [ppm] = 172.5 (C=0),

. , OfP-N
150.1 (C-4), 137.1 (d, *Jcp = 7.8 Hz, C-1), 128.1 (C-2), o < >

121.5 (C-3), 65.0 (d, %Je.p = 18.3 Hz, Bn), 43.3 (d, %Jep = 2
70
12.5 Hz, CH-iPr), 34.6, 32.0, 29.7, 29.7, 29.6, 29.5, CodH NOP

MG: 742.02

29.4, 29.3, 25.1 (C-a, C-b, C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h,
C-i), 24.8 (d, *Jcp = 7.3 Hz, CH3-iPr), 22.8 (C-j), 14.2 (C-k).

31p_NMR (162 MHz, CDCl3): d[ppm] = 147.91.

IR: ¥ [em!] = 2958, 2915, 2848, 1751, 1508, 1464, 1361, 1199, 1152, 1032, 968, 760, 693,
509. MS (MALDI, 9-AA): m/z = ber.: 780.473 [M+K]", gef.: 780.484.

7.5. Synthese der Glycopyranosylphosphate
7.5.1. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-glucopyranose 184

Die Synthese wurde nach AAV 5 durchgefiihrt. Es wurden 2.96 g (7.58 mmol) 1,2,3,4,6-
Penta-0-acetyl-D-glucopyranose 182 gelost in 100 mL THF und 1.3mL (1.2 g, 12 mmol,
1.6 Aquiv.) Benzylamin verwendet. Die Reaktionszeit betrug 26 h, die Reinigung erfolgte

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 1:2-1:3 v/v).

Die Ausbeute betrug 1.11 g (3.19 mmol, 42%) eines farblosen Ols. Das Anomerenverhiltnis

wurde aus dem *H-NMR bestimmt und betrug a/p = 1:0.3.
DC: Rf—Wert = 0.32 (PE/EE 1:1 v/v).
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a-"H-NMR (400 MHz, CDCls): 3[ppm] = 5.53 (dd, *Juu= 9.8 Hz, *Juu= 4 60
6
5 0
9.9 Hz, 1H, H-3), 5.46 (d, *Jup= 3.5Hz, 1H, H-1), 5.08 (dd, = A 1
2
9.8 Hz, *Juy= 9.6 H, H-4), 4.90 (dd, Y= 10.2 Hz, Y= 3.5 Hz, 1H, > 10"
Cy4H500
H-2), 4.30-4.20 (m, 2H, H-5, H-6a), 4.18-4.10 (m, 1H, H-6b), 2.09, MG: 348.30

2.08,2.03,2.01 (4 xs,4x3H, 4 x OAc).

a-"*C-NMR (101 MHz, CDCl3): J[ppm] = 170.9, 170.3, 170.3, 169.8 (4 x COCH3), 90.3 (C-1),
71.2 (C-2), 70.0 (C-3), 68.6 (C-4), 67.4 (C-5), 62.1 (C-6), 20.9, 20.9, 20.8, 20.8 (4 x COCHs).

IR: ¥ [em™] = 3467, 2969, 1740, 1433, 1367, 1211, 1153, 1030, 772, 600, 551, 487, 457.
HRMS (ESI*): m/z = ber.: 371.0949 [M+Na]*, gef.: 371.0965.

7.5.2. Synthese von Dibenzyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-p-glucopyranosyl)-1-phosphat 186

Die Synthese wurde nach AAV 6 durchgefihrt. Es wurden 1.10 g (3.16 mmol) 2,3,4,6-Tetra-
O-acetyl-D-glucopyranose 184, 10 mL abs. Acetonitril, 410 mg (3.47 mmol, 1.1 Aquiv.)
DCl und 1.2 mL (1.2 g, 3.5 mmol, 1.1 Aquiv.) Dibenzyl-N,N-diisopropylaminophosphoramidit
verwendet. Nach 30 min Reaktionszeit wurden bei 0 °C 0.65 g (3.8 mmol, 1.2 Aquiv.) meta-
Chlorperbenzoesdure zugefigt und 45 min bei Rt gerlihrt. Die Reinigung erfolgte

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 3:1-1:1 v/v).
Die Ausbeute Betrug 740 mg (1.22 mmol, 39%) des reinen a-Anomers als farbloses Ol.

DC: Ry—Wert = 0.38 (PE/EE 1:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): O [ppm] = 7.40-7.33 (m, 10H, OAC
4 6
H-arom.), 5.90 (dd, */ip = 6.8 Hz, *Ji; 4= 3.4 Hz, 1H, H-1), 5.48 (dd, ACAOO 2—0 )
c 2

*Jun= 9.8 Hz, *Jy = 9.8 Hz, 1H, H-3), 5.14-5.05 (m, 5H, H-4, Bn), 3 AcO o o
498 (ddd, *Jyu= 10.3Hz, *Jyu= 3.4Hz, “Jup = 2.7Hz, 1H, Bno’g
H-2), 4.17 (dd, 2yu= 12.4 Hz, *Jyu= 4.1 Hz, 1H, H-6a), 4.05 (ddd, 186 X

’ ’ CygH33043P 2
3Jup= 10.3 Hz, *Jyu= 4.1 Hz, *Jyu= 2.2 Hz, 1H, H-5), 3.93 (dd, MG: 608.53 N
2Jup= 12.5 Hz, *Jy = 2.1 Hz, 1H, H-6b), 2.03, 2.02, 2.01, 1.90 (4 x 4

s, 4 x 3H, 4 x OAc).
183



Experimenteller Teil

13C-NMR (101 MHz, CDCls): d[ppm] = 170.5, 170.0, 169.8, 169.4 (4 x COCHs), 135.4 (d, 3

5.1 Hz, 1 x C-1'), 135.3 (d, *Jy= 5.1 Hz, 1 x C-1’), 128.9, 128.8 (2 x C-arom.), 128.8 (d, “Jcp
1.4 Hz, C-2’), 128.2, 128.0 (2 x C-arom.), 94.0 (d, *Jc.p = 5.1 Hz, C-1), 69.9 (C-2), 69.8 (d, *Jc.p =
5.5 Hz, Bn), 69.4 (C-3), 69.4 (C-5), 67.7 (C-4), 61.3 (C-6), 20.7, 20.6, 20.6, 20.4 (4 x COCHs).

31p_NMR (162 MHz, CDCl3): d[ppm] = -2.73.

IR: ¥ [cm™] = 1745, 1456, 1367, 1211, 1150, 1034, 1010, 948, 739, 697, 599, 551, 480. HRMS
(ESI): m/z = ber.: 631.1546 [M+Na]", gef.: 631.1561. [a]23g = +85° (c = 0.80, CHCls).

7.5.3. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl-1-phosphat 178 als Triethyl-

ammoniumsalz

Die Synthese wurde nach AAV 7 durchgefiihrt. Es wurden 370 mg (0.608 mmol) Dibenzyl-
(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-p-glucopyranosyl)-1-phosphat 186 gelost in 10 mL Dioxan und
0.11 mL (80 mg, 0.79 mmol, 1.3 Aquiv.) Triethylamin sowie eine Spatelspitze Pd/C (5% Pd,

55% Wasser) verwendet. Die Reaktionszeit betrug 72 h.

Die Ausbeute betrug 254 mg (0.472 mmol, 77%) eines farblosen Feststoffs als reines

a-Anomer. Die Anzahl der Triethylammoniumionen wurde anhand des *H-NMR bestimmt.

DC: Rs—Wert = 0.63 (Aceton/Wasser 3:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, D,0): d[ppm] = 5.73 (dd, *Jyp = OAc
7.9 Hz, *Jyu= 3.6 Hz, 1H, H-1), 5.52 (dd, *Jy 4= 9.8 Hz, AcO s 0 .
*Juu= 9.8 Hz, 1H, H-3), 5.19 (dd, *Jyu= 9.8 Hz, *Jyu= AOTTRS b0 b
9.8 Hz, 1H, H-4), 5.08 (ddd, *Jyp= 10.2 Hz, *Jyu= 178 \,'3//\8 11 a
’ ’ MG: 538.69 Og \/gH/

3.4 Hz, 3Jy = 2.3 Hz, 1H, H-2), 4.48-4.39 (m, 2H, H-5,
H-6a), 4.26-4.20 (m, 1H, H-6b), 3.24 (q, *Juu= 7.4 Hz, 7H, H-a), 2.16, 2.15, 2.14, 2.11 (4 x 5, 4 X
3H, 4 x OAc), 1.31 (t, ¥Jyu= 7.3 Hz, 10H, H-b).
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13C-NMR (101 MHz, D,0): d[ppm] = 173.8, 173.3, 172.8 (4 x COCHs), 91.4 (d, Zc.p = 5.2 Hz, C-
1), 70.5 (C-3), 70.5 (d, >Jcp = 8.5 Hz, C-2), 68.1 (C-4), 67.9 (C-5), 61.8 (C-6), 46.7 (C-a), 20.1,
20.1, 20.1, 20.1 (4 x COCHs), 8.2 (C-b).

*1p_NMR (162 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = -1.77.

IR: ¥ [cm™] = 2981, 2351, 1740, 1450, 1366, 1216, 1033, 915, 836, 644, 600, 552, 481, 394.
HRMS (ESI*): m/z = ber.: 451.0612 [M+Na]", gef.: 451.0594. [a]23g = +110° (c = 1.0, H,0).

7.5.4. Synthese von 1,2,3,4,6-Penta-O-acetyl-p-galactopyranose 183

Es wurden 5.15 g (28.6 mmol) b-Galactose 181 in 90 mL Pyridin suspendiert, 27.0 mL (29.2 g,
290 mmol, 10.1 Aquiv.) Essigsdureanhydrid hinzugegeben und die Reaktionsldsung fiir 20 h
bei Rt gerGhrt. Nach vollstandiger Umsetzung des Edukts wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mehrmals mit Toluol und Dichlormethan
coevaporiert. AnschlieBend wurde der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen und drei
Mal mit ges. Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Die organische Phase wurde liber

Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Die Ausbeute betrug 10.4g (26.6 mmol, 93%) eines farblosen Feststoffs. Das

Anomerenverhiltnis wurde aus dem *H-NMR bestimmt und betrug a/p = 1:0.3.
DC: Rfi—Wert = 0.52 (PE/EE 3:2 v/v). Smp. = 71 °C.

o-'H-NMR (400 MHz, CDCl3): J [ppm] = 6.37 (d, *Jyu= 1.7Hz, 1H,  OAcOAc

6
4
H-1), 5.51-5.47 (m, 1H, H-4), 5.34-5.31 (m, 2H, H-2, H-3), 4.37-4.29 (m, =0 .
C
2
1H, H-5), 4.12-4.05 (m, 2H, H-6), 4.11-4.07 (m, 2H, H-6), 2.15 (s, 6H, 2 x 3 7 OAc"OAc
183
OAc), 2.03,2.01, 1.99 (3 x s, 3 x 3H, 3 x OAc). C16H22011
MG: 390.34

a-"*C-NMR (101 MHz, CDCl;): d[ppm] = 170.5, 170.2, 170.0, 169.5, 169.0 (5 x COCH3), 89.8
(C-1), 68.9 (C-5), 67.6 (C-4), 67.5, 66.6 (C-2, C-3), 61.4 (C-6), 21.0, 20.8, 20.7, 20.7, 20.6 (5 X
COCHs).
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IR: ¥ [cm™] = 1742, 1431, 1207, 1040, 962, 651, 601, 470, 417. HRMS (ESI'): m/z = ber.:
413.1054 [M+Na]’, gef.: 413.1058.

7.5.5. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-galactopyranose 185

Die Synthese wurde nach AAV 5 durchgefiihrt. Es wurden 10.4 g (26.6 mmol) 1,2,3,4,6-
Penta-0-acetyl-D-galactopyranose 183 gelost in 250 mL THF und 4.4 mL (4.3 g, 40 mmol,
1.5 Aquiv.) Benzylamin verwendet. Die Reaktionszeit betrug 40 h, die Reinigung erfolgte

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 1:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 5.26 g (15.1 mmol, 57%) eines farblosen Ols. Das Anomerenverhiltnis

wurde aus dem *H-NMR bestimmt und betrug a/p = 1:0.3.
DC: Rr—Wert = 0.39 (PE/EE 1:1 v/v).

a-"H-NMR (400 MHz, CDCl3): d[ppm] = 5.51 (d, *Ji 4= 3.7 Hz, 1H, H-1), OAcOAc

6
4 5 0O
5.47 (dd, *Jyn= 3.4 Hz, *Jyu= 1.1 Hz, 1H, H-4), 5.39 (dd, *J4 4= 10.9 Hz, ACO L
2
3y 4= 3.4 Hz, 1H, H-3), 5.15 (dd, 2= 10.8 Hz, ¥y 4= 3.4 Hz, H-2), 4.46 ? as D¢ OH
C,,H,00
(dt, *Jun= 6.6 Hz, *Jyp= 0.9 Hz, 1H, H-5), 4.11-4.07 (m, 2H, H-6), 2.14, MG: 348,30

2.09, 2.05,1.99 (4 x s, 4 x 3H, 4 x OAc).

a-"*C-NMR (101 MHz, CDCl5): d[ppm] = 170.7, 170.6, 170.4, 170.2 (4 x COCH3), 90.8 (C-1),
68.5 (C-2), 68.3 (C-4), 67.3 (C-3), 66.3 (C-5), 61.9 (C-6), 20.9, 20.8, 20.8, 20.8 (4 x COCH;).

IR: ¥ [cm™] = 1738, 1369, 1212, 1039, 600, 461, 432. HRMS (ESI'): m/z = ber.: 371.0949
[M+Nal®, gef.: 371.0953.
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7.5.6. Synthese von Dibenzyl-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-p-galactopyranosyl)-1-phosphat 187

Die Synthese wurde nach AAV 6 durchgefiihrt. Es wurden 5.12 g (14.7 mmol) 2,3,4,6-Tetra-
O-acetyl-D-galactopyranose 185, 40 mL abs. Acetonitril, 1.91 g (16.1 mmol, 1.1 Aquiv.) DCI
und 5.3 mL (5.4g, 16 mmol, 1.1 Aquiv.) Dibenzyl-N,N-diisopropyl-aminophosphoramidit
verwendet. Nach 3.5 h Reaktionszeit wurden weitere 2.4 mL (2.5g, 7.3 mmol, 0.5 Aquiv.)
Dibenzyl-N,N-diisopropylaminophosphoramidit  zugegeben. Nach weiteren 30 min
Reaktionszeit wurden bei 0°C 3.17 g (18.3 mmol, 1.2 Aquiv.) meta-Chlorperbenzoesiure
zugefiigt. Nach 20 min Riihren bei Rt wurden mit weiteren 1.32 g (7.65 mmol, 0.5 Aquiv.)
meta-Chlorperbenzoesdure versetzt und 10 min bei Rt gerlihrt. Die Reinigung erfolgte

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:1-1:1 v/v).

Die Ausbeute Betrug 4.35g (7.15 mmol, 49%) des reinen a-Anomers als farbloses Ol.
Zusatzlich wurden 1.43 g (2.35 mmol, 16%) a/B-Gemisch sowie 856 mg (1.41 mmol, 10%)

des B-Anomers erhalten.
DC: Ry—Wert = 0.36 (PE/EE 1:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.40-7.30 (m, 10H, OACOAC
6
H-arom.), 5.95 (dd, “i.p = 6.7 Hz, *Jyu= 3.4 Hz, 1H, H-1), 5.45 (dd,  *\—=>—0

*Jup= 3.2 Hz, *Jyu= 1.2 Hz, 1H, H-4), 5.33 (dd, *Jy 4= 10.8 Hz, )iy = A0 Aco i

3.3 Hz, 1H, H-3), 5.21 (ddd, Juu= 10.8 Hz, Uuu= 3.0 Hz, Yyp = Bngig‘o
2.8 Hz, 1H, H-2), 5.08 (dd, *Jyu= 8.3 Hz, *Jyu= 7.7 Hz, 4H, Bn), 4.30 187 v
(dt, *Jup= 6.6 Hz, *Jyu= 0.9 Hz, 1H, H-5), 4.07 (dd, *Jyu= 11.3 Hz, f;gf'gz,%;'; z
3Jun= 6.6 Hz, 1H, H-6a), 3.96 (dd, Jyu= 11.3 Hz, *Jyu= 6.6 Hz, 1H, g

H-6b), 2.13,1.99, 1.92, 1.90 (4 x s, 4 x 3H, 4 x OAc).

13C_NMR (101 MHz, CDCl5): d[ppm] = 170.3, 170.2, 170.0 (4 x COCHs), 135.5 (d, *Jc.p = 3.7 Hz,
1 x C-1’), 135.4 (d, *Jcp = 3.7 Hz, 1 x C-1’), 128.9, 128.9 (2 x C-arom.), 128.8 (d, “Jcp = 1.8 Hz,
C-2’), 128.2, 128.1 (2 x C-arom.), 94.6 (d, *Jcp = 5.4 Hz, C-1), 69.8 (d, “Jcp = 5.5 Hz, 1 x Bn),
69.7 (d, Jep = 5.5Hz, 1 x Bn), 68.5 (C-5), 67.5 (C-4), 67.1 (d, *Jcp = 6.9 Hz, C-2), 67.0
(C-3), 61.3 (C-6), 20.7, 20.7, 20.6, 20.6 (4 x COCHs).

*1p_NMR (162 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = -2.60.
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IR: ¥ [cm™] = 3034, 1744, 1370, 1212, 1151, 1151, 1072, 1010, 944, 736, 670, 598, 466.
HRMS (ESI*): m/z = ber.: 631.1551 [M+Na]", gef.: 631.1556. [a]23g = +15° (c = 1.00, CHCls).

7.5.7. Synthese von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-p-galactopyranosyl-1-phosphat 179  als

Triethylammoniumsalz

Die Synthese wurde nach AAV 7 durchgefiihrt. Es wurden 1.84 g (3.02 mmol) Dibenzyl-
(2,3,4,6-tetra-0O-acetyl-a-p-galactopyranosyl)-1-phosphat 187 geldst in 75 mL Dioxan und
0.81 mL (0.59 g, 5.8 mmol, 1.9 Aquiv.) Triethylamin sowie vier Spatelspitzen Pd/C (5% Pd,

55% Wasser) verwendet. Die Reaktionszeit betrug 48 h.

Die Ausbeute betrug 1.46 g (2.52 mmol, 83%) eines farblosen Ols als reines a-Anomer. Die

Anzahl der Triethylammoniumionen wurde anhand des *H-NMR bestimmt.

DC: Rf—Wert = 0.61 (Aceton/Wasser 3:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 5.76 (dd, s =  OAcOAC

7.8 Hz, Jup= 3.5 Hz, 1H, H-1), 5.60 (dd, Jp= 3.3 Hz,  2\8—O )

*Jun= 1.0 Hz, 1H, H-4), 5.45 (dd, >}y 4= 10.8 Hz, *Jy = A3 Aeo 5 0 b
3.3Hz, 1H, H-3), 5.26 (ddd, *)yu= 10.8 Hz, *Jyu= MG:{:,77%_57 \P/\g o \a

~_NH_~
3.5 Hg, 4JH,p = 2.0 Hz, 1H, H-2), 4.65 (dt, SJH,H= 6.3 Hz, ®

Juu= 0.9 Hz, 1H, H-5), 4.30 (dd, *Juu= 11.5Hz, *Jyu= 6.0 Hz, 1H, H-6a), 4.23 (dd, “Juu=
11.5 Hz, H-6b), 3.24 (q, *Juu= 7.3 Hz, 9H, H-a), 2.25, 2.17, 2.12, 2.07 (4 x s, 4 x 3H, 4 x OAc),
1.31 (t, *Jyu= 7.4 Hz, 14H, H-b).

13C_NMR (101 MHz, D,0): J[ppm] = 173.6, 173.4, 173.1, 172.9 (4 x COCHs), 91.9 (d, Jcp =
5.2 Hz, C-1), 68.8 (C-4), 68.2 (C-3), 68.0 (d, *Jcp = 7.3 Hz, C-2), 66.9 (C-5), 62.0 (C-6), 46.7
(C-a), 20.3, 20.2, 20.1, 20.0 (4 x COCHs), 8.2 (C-b).

*1p-NMR (162 MHz, D,0): d[ppm] = -0.80.
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IR: ¥ [cm™] = 2981, 2346, 1739, 1449, 1370, 1218, 1046, 918, 529, 465. HRMS (ESI"): m/z =
ber.: 451.0612 [M+Na]’, 467.0351 [M+K]", gef. 451.0574, 467.0269. [a]2dy = +72°
(c = 1.00, H,0).

7.6. Synthese der Nucleosidanaloga
7.6.1. Synthese von 3-(2’-Desoxy-B-p-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on (6-Prop-2’-dBCNA) 129

Unter Stickstoff als Schutzgas wurden 2.00 g (5.60 mmol) 5-lod-2’-desoxyuridin 130 in 30 mL
abs. DMF geldst. AnschlieRend wurden 600 mg (0.519 mmol, 0.1 Aquiv.) Tetrakis(triphenyl-
phosphin)-palladium(0) sowie 1.4 mL (1.5g, 22 mmol, 3.9 Aquiv.) Pent-1-in hinzugegeben
und bei Rt gerlhrt, bis die Losung klar wurde. Nach Zugabe von 200 mg (1.05 mmol,
0.2 Aquiv.) Kupfer(l)-iodid und 1.80 mL (1.34 g, 10.4 mmol, 1.9 Aquiv.) DIPEA wurde 24 h bei
Rt geriihrt. Nun wurden weitere 200 mg (1.05 mmol, 0.2 Aquiv.) Kupfer(l)-iodid und 24.0 mL
(17.5g, 173 mmol, 31 Aquiv.) Triethylamin zugegeben und 16 h bei 80 °C geriihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das so erhaltene Rohprodukt

sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 19:1-9:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 952 mg (3.23 mmol, 58%) eines farblosen Feststoffs.
DC: Rf—Wert = 0.19 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 157-158 °C.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 8.67 (s, 1H, H-4), 6.43 (s, 1H,
H-5), 6.16 (dd, *Jyu= 6.1 Hz, *Jyu= 6.1 Hz, 1H, H-1’), 5.28 (d, *Jyu=
4.3 Hz, 1H, 3’-OH), 5.12 (dd, *}yu= 5.3 Hz, *Jyu= 5.1 Hz, 1H, 5-OH),
4.27-4.18 (m, 1H, H-3’), 3.92-3.88 (m, 1H, H-4’), 3.70-3.57 (m, 2H,

H-5"), 2.62 (dd, *Jyu= 7.4 Hz, *Jyu= 7.4 Hz, 2H, H-a), 2.41-2.33 (m, 1H,

, , 3 3 129
H-2’a), 2.09-2.00 (m, 1H, H-2'b), 1.64 (tq, Jyu= 7.4 Hz, Juu= 7.4 Hz, CaHiaN,Os

MG: 294.30

2H, H-b), 0.93 (dd, /iy 4= 7.4 Hz, *Jy = 7.4 Hz, 3H, H-c).
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13C-NMR (101 MHz, DMSO-de): J[ppm] = 171.2 (C-7a), 158.1 (C-6), 153.8 (C-2), 136.7 (C-4),
106.3 (C-4a), 99.8 (C-5), 88.1 (C-4’), 87.4 (C-1'), 69.7 (C-3’), 60.8 (C-5'), 41.2 (C-2’), 29.3 (C-a),
19.8 (C-b), 13.3 (C-c).

IR: V [cm'l] = 3257, 3101, 1669, 1620, 1575, 1383, 1159, 782, 653, 570. HRMS (FAB): m/z =
ber.: 295.1288 [M+H]", gef.: 295.1290. UV/Vis (MeOH): Amax [nm] = 330, 210. [a]23s = +114°
(c=0.55, MeOH).

7.6.2. Synthese von 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-5-iod-2’-desoxyuridin 137

Unter Stickstoff als Schutzgas wurden 1.04g (2.82 mmol, 1.0 Aquiv.) 5-lod-2’-desoxy-
uridin 130 in 20 mL abs. Pyridin gelést und 511 mg (3.11 mmol, 1.1 Aquiv.) TBDMSCI
hinzugegeben. Nach 40 h rihren bei Rt wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und drei Mal mit Toluol sowie ein Mal mit Dichlormethan coevaporiert. Der
Rickstand wurde in Dichlormethan aufgenommen und die org. Phase drei Mal mit Wasser
gewaschen. Die wassrige Phase wurde zwei Mal mit Dichlormethan extrahiert, die
vereinigten org. Phasen (iber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde am Chromatotron™

gereinigt (CH,Cl,/MeOH 0-10% Vol.).
Die Ausbeute betrug 1.00 g (2.14 mmol, 76%) eines farblosen Feststoffs.

DC: R—Wert = 0.58 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 219-220 °C.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): J[ppm] = 11.69 (s, 1H, NH), 7.99 0

(s, 1H, H-6), 6.10 (dd, *}yy= 7.8 Hz, *Jyu= 6.0 Hz, 1H, H-1’), 5.27 ! 5| 4NI2-|

(d, *Jyu= 2.5 Hz, 1H, 3'-OH), 4.18 (d, ¥y = 2.5 Hz, 1H, H-3'), 3.89- TBDMSO-> "N So

3.85 (m, 1H, H-4), 3.80 (dd, Yuu= 11.5Hz, *Jyu= 2.6 Hz, 1H, ‘ ,O &

H-5'a), 3.72 (dd, 4= 11.5 Hz, *Jy 4= 3.5 Hz, 1H, H-5'b), 2.18-2.11 O3H ’

(m, 1H, H-2’a), 2.09-2.01 (m, 1H, H-2’b), 0.90 (s, 9H, C15H21_r,|3l\72055i
MG: 468.36

t-Bu), 0.12, 0.11 (2 x s, 2 x 3H, 2 x SiCHs).
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13C-NMR (101 MHz, DMSO-dq): d [ppm] = 160.4 (C-4), 150.0 (C-2), 144.0 (C-6), 87.2 (C-4"),
84.9 (C-1’), 70.6 (C-3’), 69.6 (C-5), 63.2 (C-5’), 40.2 (C-2’), 26.0 (t-Bu-CH), 18.1 (t-Bu), -5.3
(SiCHs).

IR: ¥ [cm™] = 2851, 1676, 1257, 1117, 830, 781, 605, 546, 448. MS (FAB): m/z = ber.: 469.1
[M+H]", gef.: 469.1. UV/Vis (MeOH): Amay [nm] = 285, 215. [a]20g = -15° (c = 0.94, MeOH).

7.6.3. Synthese von 3-(5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’-desoxy-B-p-ribofuranosyl)-6-propyl-
2,3-dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on 136

Unter Stickstoff als Schutzgas wurden 300 mg (0.641 mmol) 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-5-
iod-2’-desoxyuridin 137 in 3.0mL abs. DMF gel6st. AnschlieBend wurden 75 mg
(0.063 mmol, 0.1 Aquiv.) Tetrakis(triphenylphosphin)-palladium(0) sowie 0.18 mL (0.18 g,
2.7 mmol, 4.2 Aquiv.) Pent-1-in hinzugegeben und bei Rt geriihrt, bis die Lésung klar wurde.
Nach Zugabe von 25 mg (0.13 mmol, 0.2 Aquiv.) Kupfer(l)-iodid und 90 pL (0.16 g, 1.2 mmol,
1.9 Aquiv.) DIPEA wurde fiir 22 h bei Rt geriihrt. Nun wurden weitere 25 mg (0.13 mmol,
0.2 Aquiv.) Kupfer(l)-iodid und 1.5 mL (2.6 g, 26 mmol, 41 Aquiv.) Triethylamin zugegeben
und 16 h bei 90 °C gerlhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt

und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (EE).
Die Ausbeute betrug 195 mg (0.478 mmol, 75%) eines farblosen Ols.
DC: R—Wert = 0.35 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): J [ppm] = 8.52 (s, 1H, H-4), 6.35

(s, 1H, H-5), 6.15 (dd, *Jy = 6.1 Hz, *Jyu= 6.1 Hz, 1H, H-1’), 5.31 5/ O\7a
(d, *Jun= 4.1 Hz, 1H, 3-OH), 4.23-4.17 (m, 1H, H-3’), 4.00-3.97 (m, y /Ng
1H, H-4’), 3.89 (dd, *Jyu= 11.6 Hz, *Jyu= 2.9 Hz, 1H, H-5"a), 3.78 TBDMSO J o T°
(dd, *Jyu= 11.5Hz, *Jyy= 3.2 Hz, 1H, H-5'b), 2.63 (dd, *Jyu= 3 o v
7.3 Hz, *Jyu= 7.3 Hz, 2H, H-a), 2.48-2.40 (m, 1H, H-2’a), 2.08-2.00 01';6

(m, 1H, H-2’b), 1.63 (tq, Yuu= 7.3 Hz, Yy = 7.3 Hz, 2H, H-b), 0.92 Cagllza 12055

(dd, SJH,H= 7.3 Hz, SJH,H= 7.3 Hz, 3H, H-c), 0.84 (s, 9H, t-Bu), 0.08, 0.07 (2 x s, 2 x 3H, 2 x SiCH3).

191



Experimenteller Teil

13C-NMR (101 MHz, DMSO-de): J[ppm] = 171.2 (C-7a), 158.3 (C-6), 153.6 (C-2), 136.2 (C-4),
106.2 (C-4a), 99.6 (C-5), 87.8 (C-4’), 87.7 (C-1'), 69.9 (C-3’), 62.7 (C-5'), 41.5 (C-2’), 29.2 (C-a),
25.7 (t-Bu-CHs), 19.8 (C-b), 17.9 (t-Bu), 13.2 (C-c), -5.5 (SiCHs).

IR: V [cm'l] = 2928, 1734, 1668, 1572, 1231, 1067, 831, 776, 399. MS (FAB): m/z = ber.: 409.2
[M+H]", gef.: 409.2.

7.6.4. Synthese von 3-(5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-3’-O-phenoxythiocarbonyl-2’-desoxy-B-D-
ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on 134

Unter Stickstoff als Schutzgas wurden 90 mg (0.22 mmol) 136 in 1 mL abs. Dichlormethan
und 0.15mL abs Pyridin gel6st. Bei 4 °C wurden 75 uL (0.12 g, 0.69 mmol, 3.1 Aquiv.)
Phenoxythiocarbonylchlorid (PTC-Cl) tropfenweise zugegeben und anschlielRend 20 h bei
4 °C gerihrt. Die Losungsmittel wurden unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand
in Dichlormethan aufgenommen und drei Mal mit Wasser gewaschen. Die vereinigten
wassrigen Phasen wurden drei Mal mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen uber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel

gereinigt (CH,Cl,/MeOH 0-5% Vol.).
Die Ausbeute betrug 86 mg (0.16 mmol, 72%) eines gelben Ols.

DC: R—Wert = 0.61 (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): d[ppm] = 8.54 (s, 1H, H-4), 7.51- c
7.45 (m, 2H, H-m), 7.37-7.32 (m, 1H, H-p), 7.27-7.22 (m, 2H,

H-0), 6.40 (s, 1H, H-5), 6.22 (dd, *Jy = 6.8 Hz, *Jyu= 6.8 Hz, 1H, ZaN
H-1'), 5.69 (d, *Juu= 5.8 Hz, 1H, H-3'), 4.63-4.59 (m, 1H, H-4"), o N2
TBDMSO N~ ~O
4.03 (dd, Yup= 11.5 Hz, *Jyu= 3.1 Hz, 1H, H-5'a), 3.93 (dd, “Jyu= #l0—] ,
11.5 Hz, *Jyp= 3.1 Hz, 1H, H-5’'b), 2.96 (dd, *Jyu= 14.8 Hz, *Jy = < 03' 2
6.2 Hz, 1H, H-2a), 2.65 (dd, *Jyu= 7.3 Hz, *Jyu= 7.3 Hz, 2H, b o
U m

H-a), 2.41-2.31 (m, 1H, H-2'b), 1.64 (tq, *Juu= 7.2 Hz, *Jypu= \©p
7.2 Hz, 2H, H-b), 0.92 (dd, *}4= 7.3 Hz, *Jyy= 7.3 Hz, 3H, H-c), 134
0.79 (s, 9H, t-Bu-CH;), 0.06, 0.05 (2 X s, 2 X 3H, 2 x SiCH3). Cy7H36N,06SSi

MG: 544.74

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dj): d [ppm] = 172.0 (C-7a), 158.4 (C-6), 153.5 (C-2), 153.1 (C-),
136.2 (C-4), 129.8 (C-m), 126.8 (C-p), 121.8 (C-0), 99.7 (C-5), 88.4 (C-1’), 85.4 (C-4’), 85.0
(C-3’), 63.2 (C-5'), 29.2 (C-a), 25.6 (t-Bu-CHs), 19.8 (C-b), 17.7 (t-Bu), 13.2 (C-c), -5.7 (SiCHs).

MS (FAB): m/z = ber.: 545.2 [M+H]", gef.: 545.3.

7.6.5. Versuch der Synthese von 3-(5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’,3’-didesoxy-B-D-

ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on 135

Es wurden 200 mg (0.367 mmol) 134 in 6 mL abs. Toluol gelost,
25 mg (0.15 mmol, 0.4 Aquiv.) Azoisobutyronitril (AIBN) sowie
0.26 mL (0.21g, 0.83 mmol, 2.2 Aquiv.) Tris(trimethylsilyl)silan

(TTMSS)  hinzugegeben. Die Lésung wurde entgast und

TBDMSO
anschlieBend fir 24 h unter Rickfluss erhitzt. Das Lésungsmittel 4 —0—J,
wurde unter vermindertem Druck entfernt und zwei Mal mit 32
135
Dichlormethan coevaporiert. Das so erhaltene Rohprodukt C,oH34N,0,SSi
MG: 426.65

wurde am Chromatotron™ gereinigt (CH,Cl,/MeOH 0-5% Vol.).

Das gewiinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.

Es wurden 43 mg (0.24 mmol, 66%) 6-Propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on 138 als

farbloser Feststoff erhalten.
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DC: R—Wert = 0.40 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): J [ppm] = 11.94 (s, 1H, NH), 8.14 (s, 1H,
H-4), 6.37 (s, 1H, H-5), 2.61 (dd, *Jyu= 7.3 Hz, >}y 4= 7.3 Hz, 2H, H-a), 1.63
(ta, *Juu= 7.3 Hz, *Juu= 7.3 Hz, 2H, H-b), 0.93 (dd, *Jyu= 7.3 Hz, *Jyu=
7.3 Hz, 3H, H-c).

138
13C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 172.6 (C-7a), 157.5 (C-6), 151.1 CaHioN,0,

MG: 178.19

(C-2), 138.8 (C-4), 105.6 (C-4a), 99.6 (C-5), 29.2 (C-a), 19.8 (C-b), 13.3
(C-c).

MS (FAB): m/z = ber.: 179.1 [M+H]", gef.: 179.1.

7.6.6. Synthese von 3-(5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-3’-O-acetyl-2’-desoxy-B-p-ribofuranosyl)-
2,3-dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on 191

Es wurden 648 mg (2.57 mmol) 6-H-2’-dBCNA 105 in 20 mL abs. Pyridin geldst und 465 mg
(3.08 mmol, 1.2 Aquiv.) TBDMSCI hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde 24 h bei Rt
gerithrt und anschlieRend 1.50 mL (1.62 g, 15.4 mmol, 6.0 Aquiv.) Essigsdureanhydrid
zugefligt und weitere 24 h bei Rt geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und anschlieBend drei Mal mit Toluol und vier Mal mit Dichlormethan
coevaporiert. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt

(CH,Cl/MeOH 19:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 872 mg (2.14 mmol, 83%) eines farblosen Feststoffs.

DC: R—Wert = 0.85 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 120 °C.
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): J[ppm] = 8.69 (s, 1H, H-4), 7.76 ¢ o
/
(d, *Jun= 2.7 Hz, 1H, H-6), 6.75 (d, *Jyny= 2.7 Hz, 1H, H-5), 6.15 54 Z""N
2
2
dd, *Jy = 6.6 Hz, 1H, H-1"), 5.23-5.16 (m, 1H, H-3"), 4.33-4.27 (m, .4
(dd, “hyp= 6.6 Hz, TH, H-1') (m ) R
1H, H-4’), 3.95 (dd, 2y n= 11.5 Hz, *Jy 4= 3.1 Hz, 1H, H-5'a), 3.83 40—,
(dd, “Jyu= 11.5 Hz, *Jyn= 3.1 Hz, 1H, H-5'b), 2.68-2.64 (m, 1H, 03;;0 2
H-2a), 2.22-2.17 (m, 1H, H-2’b), 2.08 (s, 3H, OAc), 0.80 (s, 9H, ko
19M28N2Ug>!
MG: 408.5209

t-Bu-CH3), 0.05 (s, 6H, SiCHs).

3C.NMR (101 MHz, DMSO-dg): J [ppm] = 172.0 (C-7a), 167.9 (COCHs), 153.8 (C-2), 144.2
(C-6), 138.4 (C-4), 105.0 (C-5), 104.7 (C-4a), 88.4 (C-1’), 85.7 (C-4’), 74.5 (C-3'), 62.9 (C-5),
38.8 (C-2’), 25.5 (t-Bu-CHs), 20.7 (COCHs), 15.2 (t-Bu), -5.6 (SiCHs).

IR: ¥ [cm™] = 2929, 2856, 1682, 1463, 1365, 1233, 1196, 1020, 833, 777. HRMS (FAB): m/z =
ber.: 431.1609 [M+Na]®, gef.: 431.1615.

7.6.7. Synthese von  3-(3’-O-Acetyl-2’-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-

pyrimidin-2-on 192

Es wurden 872 mg (2.14 mmol) 191 in 25 mL Dichlormethan gelést und 1.40mL (1.37 g,
8.54 mmol, 4.0 Aquiv.) Triethylamintrihydrofluorid hinzugegeben. Die Reaktion wurde 20 h
bei Rt geriihrt. Da nach dieser Zeit das Edukt noch nicht vollstandig umgesetzt war, wurden
weitere 0.70 mL (0.69 g, 4.3 mmol, 2.0 Aquiv.) Triethylamintrihydrofluorid zugefiigt und
erneut 4 h bei Rt gertihrt. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und

das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 165 mg (0.345 mmol, 16%) eines farblosen Feststoffs.

DC: R—Wert = 0.35 (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): J [ppm] = 8.63 (s, 1H, H-4), 7.76 (d, 3 0
5 7a
3Jup= 2.7 Hz, 1H, H-6), 6.84 (d, *Jyu= 2.7 Hz, 1H, H-5), 6.20 (dd, >}y 4= ) SN
2
6.6 Hz, *Jyu= 6.6 Hz, 1H, H-1'), 5.26-5.16 (m, 1H, H-3'), 4.42-4.35 (m, o5, * NAO
1H, H-4’), 4.34-4.26 (m, 2H, H-5"), 2.67-2.58 (m, 1H, H-2"a), 2.41-2.33 40—,
(m, 1H, H-2’b), 2.08 (s, 3H, OAC). One
192
C13Hl4NZoG

*C-NMR (101 MHz, DMSO-de): d[ppm] = 170.0 (C-7a), 164.1 (COCHS), MG 204 2601
151.6 (C-2), 145.1 (C-6), 138.9 (C-4), 105.3 (C-5), 105.1 (C-4a), 88.0 (C-1'), 82.4 (C-4’), 74.0
(C-3'), 63.5 (C-5’), 37.8 (C-2), 20.7 (COCH;).

7.6.8. Synthese von 5-loduridin 149

Es wurden 4.00 g (16.4 mmol) Uridin 148 suspendiert in 220 mL Methanol mit 1.2 mL (3.7 g,
23 mmol, 1.4 Aquiv.) lodmonochlorid versetzt und 4 h bei Rt geriihrt. AnschlieBend wurde
durch Zugabe von 10%iger Ammoniaklosung neutralisiert und das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das SO erhaltene Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 7:1 v/v) und mit

Dichlormethan gewaschen.
Die Ausbeute betrug 4.21 g (11.4 mmol, 70%) eines hellgelben Feststoffs.

DC: Rr—Wert = 0.38 (CH,Cl,/MeOH 4:1 v/v). Smp. = 208-209 °C.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dq): d[ppm] = 11.66 (s, 1H, NH), 8.47 (s, 1H, s 04
H-6), 5.72 (d, *Jun= 4.7 Hz, 1H, H-1'), 5.39 (d, *Jyu= 5.2 Hz, 1H, 2’-OH), 6 | /'\E
5.24 (dd, Jyu= 4.5 Hz, Juu= 4.5 Hz, 1H, 5'-OH), 5.05 (d, > = 4.2 Hz, 1O z o N0
1H, 3’-OH), 4.07-4.00 (m, 1H, H-2"), 4.00-3.94 (m, 1H, H-3’), 3.89-3.83 Y 2.1'
(m, 1H, H-4"), 3.68 (ddd, Uyn= 12.0 Hz, Ju= 4.3 Hz, ¥y u= 3.1 Hz, 1H, 01H490H
H-5’a), 3.56 (ddd, “yu= 12.0Hz, *Jyu= 4.2 Hz, *Jyu= 2.8 Hz, 1H, fﬂsgzlé';\'&%

H-5'b).

3C.NMR (126 MHz, DMSO-ds): J [ppm] = 160.5 (C-4), 150.4 (C-2), 145.2 (C-6), 88.3 (C-1’),

84.8 (C-&4'), 74.0 (C-2’), 69.4 (C-3'), 69.3 (C-5), 60.2 (C-5').
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IR: ¥ [cm'l] = 3331, 2364, 2344, 1685, 1256, 1016, 635, 449. MS (FAB): m/z = ber.: 371.0
[M+H]", gef.: 371.1.

7.6.9. Synthese von 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-5-ioduridin 150

Unter Stickstoff als Schutzgas wurden 500 mg (1.35 mmol) 5-loduridin 149 mit abs.
Acetonitril coevaporiert und anschlieBend in 5 mL abs. DMF geldst. Nach Zugabe von 218 mg
(3.20 mmol, 2.4 Aquiv.) Imidazol und 230 mg (1.53 mmol, 1.1 Aquiv.) TBDMSCI wurde die
Reaktionslésung 16 h bei Rt geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und zwei Mal mit Methanol coevaporiert. Bei Zugabe von Wasser bildete sich ein
farbloser Niederschlag. Dieser wurde durch Filtration isoliert und im Olpumpenvakuum

getrocknet.
Die Ausbeute betrug 473 mg (0.977 mmol, 72%) eines farblosen Feststoffs.

DC: R—Wert = 0.57 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 226-227 °C.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): &[ppm] = 11.74 (s, 1H, NH), 7.95 o

(s, 1H, H-6), 5.77 (d, *Ju = 6.0 Hz, 1H, H-1'), 5.44 (d, *Jy = 5.7 Hz, ' 5| NH

1H, 2'-OH), 5.12 (d, Juy= 4.4 Hz, 1H, 3-OH), 4.03-3.90 (m, 1H, - TRDMSO-S, = N 20

2’), 3.93-3.88 (m, 2H, H-3’, H-4"), 3.81 (dd, *Jyu= 11.7 Hz, *Jy = 40—,

2.2 Hz, 1H, H-5'a), 3.73 (dd, “Juu= 11.5 Hz, *Jyu= 2.7 Hz, 1H, H- on 02,'4

5’b), 0.92 (s, 9H, t-Bu-CHs), 0.14 (s, 3H, SiCHs), 0.13 (s, 3H, SiCHs). CHoa O
MG: 484.36

13C-NMR (126 MHz, DMSO-dq): d [ppm] = 160.4 (C-4), 150.4 (C-2), 144.0 (C-6), 87.5 (C-1'),
84.7 (C-&4), 73.6 (C-2’), 70.2 (C-5), 70.0 (C-3’), 63.1 (C-5'), 26.1 (t-Bu-CHs), 18.2 (t-Bu), -5.1
(SiCHs).

IR: ¥ [cm™] = 2926, 1704, 1676, 1124, 1095, 831, 782, 613, 539, 445. MS (FAB): m/z = ber.:
485.1 [M+H]", gef.: 485.1. UV/Vis (MeOH): Anax [nm] = 285, 214. [a]2)g = -40° (c = 0.95,
MeOQOH).
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7.6.10. Synthese von 3-(5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-B-p-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydro-
furo[2,3-d]pyrimidin-2-on 146

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 151 mg (0.310 mmol) 5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-5-
ioduridin 150, 36 mg (30 umol, 0.1 Aquiv.) Tetrakis(triphenylphosphin)-palladium(0) und
64 mg (0.94 mmol, 3.0 Aquiv.) Pent-1-in in 3 mL abs. DMF geldst und bei Rt so lange geriihrt,
bis die Losung klar wurde. Es wurden 12 mg (62 umol, 0.2 Aquiv.) Kupfer(l)-iodid und 90 pL
(68 mg, 0.53 mmol, 1.7 Aquiv.) DIPEA hinzugegeben und 24 h bei Rt geriihrt. AnschlieRend
wurden weitere 12 mg (62 umol, 0.2 Aquiv.) Kupfer(l)-iodid sowie 2.5 mL (1.8 g, 17.8 mmol,
57 Aquiv.) Triethylamin zugegeben und 21 h bei 80 °C geriihrt. Das Lésungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt und das so erhaltene Rohprodukt am Chromatotron™

gereinigt (CH,Cl,/MeOH 39:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 64 mg (0.15 mmol, 48%) eines braunen Feststoffs.
DC: Rs—Wert = 0.37 (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v). Smp. = 157-158 °C.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-de): J [ppm] = 8.57 (s, 1H, H-4), 6.31 c
(s, 1H, H-5), 5.84 (d, *Jy 4= 1.7 Hz, 1H, H-1’), 5.64 (d, >}y 4= 4.4 Hz,
1H, 2’-OH), 5.03 (d, *Jup= 6.0 Hz, 1H, 3’-OH), 4.03-3.94 (m, 4H,

H-2’, H-3’, H-4’, H-5"a), 3.82-3.80 (m, 1H, H-5’b), 2.64 (dd, 3'JH,H=

TBDMSO— N“~0
7.3 Hz, *Jyu= 7.3 Hz, 2H, H-a), 1.63 (tq, *Jyu= 7.3 Hz, *Jy = 7.3 Hz, 40—,
- 3 - 3 - - 3 2!
2H, H-b), 0.93 (dd, *}yy= 7.3 Hz, *Jy= 7.3 Hz, 3H, H-c), 0.91 (s, IS
9H, t-Bu-CH3), 0.13,0.11 (2 x s, 2 x 3H, 2 x SiCH3). 146
CyoH3,N,04Si
MG: 424.56

BC.NMR (126 MHz, DMSO-dg): J [ppm] = 171.3 (C-7a), 185.5

(C-6), 153.9 (C-2), 136.2 (C-4), 106.3 (C-4a), 99.5 (C-5), 91.5 (C-1’), 83.5 (C-4’), 74.8 (C-2'),
67.9 (C-3’), 61.6 (C-5'), 29.2 (C-a), 25.9 (t-Bu-CHs), 19.9 (C-b), 18.2 (t-Bu), 13.3 (C-c), -5.4
(SiCH3), -5.4 (SiCH3).

IR: ¥ [cm™] = 3351, 2956, 2856, 1669, 1573, 1113, 1050, 831, 778. MS (FAB): m/z = ber.:
425.2 [M+H]", gef.: 425.2. [a]23 = +36° (c = 0.57, MeOH).
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7.6.11. Versuch der Synthese von 3-(5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’,3’-didesoxy-2’,3’-
didehydro-B-p-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on 147

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 110 mg (0.433 mmol, c
4.0 Aquiv.) lod und 59 mg (0.87 mmol, 8.0 Aquiv.) Imidazol in
0]
2 mL Toluol/Acetonitril (2:1 v/v) gel6ést. Unter Rihren bei Rt 4 \7aN
wurden zu der resultierenden dunkelroten Lésung 114 mg , /@
i} TBDMSO-> N" 0
(0.433 mmol, 4.0 Aquiv.) Triphenylphosphin zugegeben, wobei 2o
[E— 1'
die Losung sich gelb farbte. Nun wurden 46 mg (0.11 mmol) 146 3 2
147
zugegeben und bei 90 °C fur 20 h gerlhrt. Die Lésung wurde C,oH3oN,0,Si
MG: 390.55

filtriert und das Losungsmittel des Filtrats unter vermindertem
Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt

(CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v, 1% Vol. EtsN)

Das gewiinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.

7.6.12. Synthese von 3-(3’,5’-Di-O-methansulfonyl-2’-desoxy-B-p-ribofuranosyl)-6-propyl-2, 3-
dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on 144

Es wurden 32 mg (0.11 mmol) 6-Prop-2’-dBCNA 129 in 1 mL abs. Pyridin geldst und bei 0 °C
25 ul (37 mg, 0.32 mmol, 2.9 Aquiv.) Methansulfonylchlorid zugetropft und 20 min geriihrt.
Nach weiteren 2 h bei Rt wurde die Reaktionslésung in Eiswasser gegeben und drei Mal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden drei Mal mit Wasser
gewaschen, liber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem

Druck entfernt.
Die Ausbeute betrug 42 mg (93 umol, 71%) eines gelben Ols.

DC: Rf—Wert = 0.70 (CH,Cl,/MeOH 4:1 v/v).
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"H-NMR (400 MHz, DMSO-dq): d[ppm] = 8.43 (s, 1H, H-4), 6.43 (s, 1H,
H-5), 6.22 (dd, *J;4= 6.8 Hz, *Jy 4= 6.8 Hz, 1H, H-1"), 5.34-5.29 (m, 1H,
H-3’), 4.58-4.47 (m, 3H, H-4’, H-5"), 3.33,3.27 (2 x s, 2 x 3H, 2 x CH3),
2.79 (ddd, *Jyu= 14.5 Hz, *Jyu= 6.5 Hz, *Jy = 3.4 Hz, 1H, H-2a), 2.63

(t, *Jyn= 7.2 Hz, 2H, H-a), 2.56-2.52 (m, 1H, H-2'b), 1.64 (tq, *Jyn= 40—,
7.3 Hz, >}y = 7.3 Hz, 2H, H-b), 0.94 (t, *Jy 4= 7.2 Hz, 3H, H-c). 03,\'/|S 2
144
B3C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 171.5 (C-7a), 158.6 (C-6), Cy6H5,N,005,
MG: 450.48

153.6 (C-2), 136.8 (C-4), 106.8 (C-4a), 99.8 (C-5), 87.9 (C-1’), 81.7
(C-4’), 79.2 (C-3’), 68.1 (C-5'), 37.9 (C-2’), 37.6 (CHs), 36.9 (CHs), 29.2 (C-a), 19.8 (C-b), 13.3
(C-c).

IR: ¥ [cm™] = 2933, 1673, 1576, 1347, 1172, 968, 925, 527. MS (FAB): m/z = ber.: 451.1
[M+H]", gef.: 451.1. [a]20g= +51° (c = 0.01, CHCl5).

7.6.13. Versuch der Synthese von 3-(3’,5’-Anhydro-2’-desoxy-B-p-ribofuranosyl)-6-propyl-2, 3-
dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on 145

Es wurden 23 mg (0.051 mmol) 144 in 1.5 mL Wasser suspendiert und
6.0 mg (0.15 mmol, 3.0 Aquiv.) Natriumhydroxid geldst in 0.5 mL Wasser
zugetropft. Die Reaktionslésung wurde 40 min bei Rt gerihrt und 2 h
zum Rickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde durch Zugabe von 1 M

Salzsdure neutralisiert und die wadssrige Phase neun Mal mit

Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden

145

Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter  CisHigN204
MG: 276.29
vermindertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde

sdulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl,/MeOH 9:2 v/v).

Das gewiinschte Produkt konnte nicht erhalten werden. Als Hauptprodukt wurde die leicht

verunreinigte Nucleobase erhalten (s. 7.6.5., S. 194).
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7.6.14. Synthese  von  3-(5’-O-p-Toluolsulfonyl-2’-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-
dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on 155

Die Reaktion wurde nach AAV 8 durchgefiihrt. Zu 500 mg (1.70 mmol) 6-Prop-2’-dBCNA 129
geldst in 3 mL abs. Pyridin wurden 490 mg (2.57 mmol, 1.5 Aquiv.) p-TsCl geldst in 3 mL abs.
Pyridin Gber 3 h langsam bei 4 °C zugetropft und weitere 46 h bei 4 °C geriihrt. Das
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 348 mg (0.776 mmol, 46%) eines farblosen Feststoffs.
DC: Rs—Wert = 0.54 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 120 °C (zers.).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): S[ppm] = 8.27 (s, 1H, H-4),
7.81 (d, *Jyu= 8.3 Hz, 2H, H-2"), 7.47 (d, *Jy= 8.3 Hz, 2H,

H-3"), 6.38 (s, 1H, H-5), 6.16 (dd, *Jyp= 6.2 Hz, *Jyu=
3|| 2II

6.2 Hz, 1H, H-1"), 5.48 (d, *Jy 4= 4.3 Hz, 1H, OH), 4.36-4.26 2 o
~< }s
(m, 2H, H-5"), 4.17-4.11 (m, 1H, H-3’), 4.03-3.98 (m, 1H, S
H-4’), 2.65 (t, *Juu= 7.3 Hz, 2H, H-a), 2.39 (s, 3H, CH;),
2.38-2.31 (m, 1H, H-2’a), 2.15-2.06 (m, 1H, H.2’b), 1.65 155
3 3 3 Cy1Hy4N,045
(ta, Junw= 7.3 Hz, “Jyu= 7.3 Hz, 2H, H-b), 0.95 (t, “Jyu= MG: 448.49

7.5 Hz, 3H, H-c).

13C_NMR (101 MHz, DMSO-ds): S[ppm] = 171.3 (C-7a), 158.4 (C-6), 153.6 (C-2), 145.1 (C-4"),
136.5 (C-4), 132.2 (C-1”), 130.2 (C-3"), 127.6 (C-2"), 106.6 (C-4a), 99.7 (C-5), 87.5 (C-1’), 84.0
(C-4’), 69.8 (C-5"), 69.5 (C-3’), 40.1 (C-2’), 29.3 (C-a), 21.1 (CH3), 19.8 (C-b), 13.3 (C-c).

IR: ¥ [cm™] = 3101, 2957, 1667, 1630, 1582, 1477, 1403, 1347, 1173, 1123, 1009, 964, 858,
780, 664, 572. MS (FAB): m/z = ber.: 449.1 [M+H'], gef.: 449.1.

Als Nebenprodukt wurden 307 mg (0.509 mmol, 30%) der zweifach tosylierten
Verbindung 158 erhalten.

DC: Rf—Wert = 0.84 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dq): S[ppm] = 8.23 (s, 1H, H-4),
7.81 (d, *Jyu= 8.2 Hz, 2H, H-2"), 7.74 (d, *Jy = 8.2 Hz, 2H,

H-b’), 7.49 (d, *Jyu= 8.2 Hz, 2H, H-3"), 7.44 (d, *Jyu=
3" 2"

8.2 Hz, 2H, H-C'), 6.40 (s, 1H, H-5), 6.10 (dd, *Juu= 6.5 Hz, g7 \y» &
3Jup= 6.5 Hz, 1H, H-1"), 5.06-5.00 (m, 1H, H-3’), 4.35-4.29 C S

(m, 1H, H-4), 4.23-4.12 (m, 2H, H-5'), 2.64 (t, *Jyu=

158 0]
7.3 Hz, 2H, H-a), 2.59-2.53 (m, 1H, H-2’a), 2.43, 2.38 (2 x CogM3N,068; 5=d-0
MG: 602.68

s, 2 x 3H, 2 x CH3), 2.36-2.77 (m, 1H, H-2’b), 1.64 (tq,
3Jup= 7.3 Hz, *Jyu= 7.3 Hz, 2H, H-b), 0.94 (t, >}y 4= 7.3 Hz,

3H, H-c).

7.6.15. Synthese von 3’,5’-Di-O-methansulfonyl-2’-desoxyuridin 62

Es wurden 1.00 g (4.40 mmol) 2’-Desoxyuridin 60 in 18 mL abs. Pyridin suspendiert und bei
0°C 0.85mL (1.3 g, 11 mmol, 2.5 Aquiv.) Methansulfonylchlorid langsam zugetropft. Nach
ca. 3 h Ruhren bei 0 °C wurde das Reaktionsgemisch in Eiswasser gegeben und eine weitere
Stunde bei 0 °C gerihrt. AnschlieBend wurde der Niederschlag durch Filtration isoliert, mit
wenig kaltem Wasser gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet. Die wissrige Phase
wurde mit Ethylacetat extrahiert, bis in dieser diinnschichtchromatographisch kein Produkt
mehr detektierbar war. Die vereinigten org. Phasen wurden tber Natriumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der so erhaltene farblose

Feststoff wurde mit dem filtrierten Niederschlag vereinigt.
Die Ausbeute betrug 1.44 g (3.74 mmol, 85%) eines farblosen Feststoffs.

DC: Rf—Wert = 0.59 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 142 °C.
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H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): J[ppm] = 11.41 (s, 1H, NH), 7.66 (d, 5

*Jun=8.1Hz, 1H, H-6), 6.19 (dd, S = 7.0 Hz, Jun= 7.0 Hz, 1H, H-1'), ;fG N

5.68 (dd, Y = 8.1 Hz, Yy = 2.3 Hz, 1H, H-5), 531-5.25 (m, 1H, MsO-S 6 N/go

H-3), 4.50-4.34 (m, 3H, H-4’, H-5"), 3.31,3.24 (2 x 5, 2 X 3H, 2 x CH), ¢ .O 7

3.24 (s, 3H, CH3), 2.55 (dd, *fun= 7.1 Hz, Sy = 5.1 Hz, 2H, H-2"). OMs

B C11H1:’3‘20952
C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): O [ppm] = 162.9 (C-4), 150.3 (C-2), Vei8eh 38

140.6 (C-6), 102.2 (C-5), 84.6 (C-1'), 80.6 (C-4’), 79.2 (C-3’), 68.2 (C-5’), 37.7, 36.8 (2 x CH3),
36.0 (C-2)).

IR: ¥ [cm™] = 3034, 1685, 1328, 1169, 919, 805, 524. HRMS (ESI*): m/z = ber.: 407.0189
[M+Na]", gef.: 407.0175. [a]23g = -14° (c = 0.57, MeOH).

7.6.16. Synthese von 3’,5’-Anhydro-2’-desoxyuridin 61
Variante A

Es wurden 1.44 g (3.74 mmol) 3’,5’-Di-O-methansulfonyl-2’-desoxyuridin 62 portionsweise
zu einer Lésung von 447 mg (11.2 mmol, 3.0 Aquiv.) Natriumhydroxid in 80 mL Wasser
gegeben und das Reaktionsgemisch 3 h unter Riickfluss erhitzt. Nach dem Abkihlen wurde
mit 1 M Salzsdure neutralisiert und die Losung auf die Halfte eingeengt. Die Kristallisation
des Produktes erfolgte bei 4 °C Gber Nacht. Das kristallisierte Produkt wurde durch Filtration
isoliert, mit wenig kaltem Wasser gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet. Das
Filtrat wurde mit Ethylacetat extrahiert, bis sich diinnschichtchromatographisch kein Produkt
mehr in der wassrigen Phase detektieren lieR. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Der so erhaltene farblose Feststoff wurde mit dem filtrierten Niederschlag vereinigt.

Die Ausbeute betrug 630 mg (3.00 mmol, 80%) eines farblosen Feststoffs.
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Variante B

Zu einer Losung von 3.02 g (13.3 mmol) 2’-Desoxyuridin 60 in 25 mL abs. Pyridin wurden bei
0 °C langsam 2.55 mL (3.77 g, 32.9 mmol, 2.5 Aquiv.) Methansulfonylchlorid getropft und die
Reaktionslésung 5h bei Rt gerlihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und zu dem oligen, dunkelbraunen Riickstand 30 mL Wasser
gegeben. Dieses wurde ebenfalls unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mit
einer Lésung von 3.15g (78.8 mmol, 5.9 Aquiv.) Natriumhydroxid in 75 mL Methanol
versetzt und 23 h unter Rickfluss erhitzt. Nach Neutralisation mit 1 M Salzsdure wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand durch

Kieselgelfiltration (Aceton) gereinigt.
Die Ausbeute betrug 2.01 g (9.56 mmol, 72%) eines hellbeigen Feststoffs.
DC: Rf—Wert = 0.57 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 183 °C.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): J[ppm] = 11.36 (s, 1H, NH), 8.16 (d, *Jyu = 0
8.0 Hz, 1H, H-6), 6.51 (dd, *Jyu = 5.2 Hz, *Jyu = 5.2 Hz, 1H, H-1’), 5.71 (d, 5f@NH
3Jun = 8.0 Hz, 1H, H-5), 5.50-5.46 (m, 1H, H-3'), 4.91 (ddd, ¥y = 4.0 Hz, ° 5 N~ ~0
Jup = 4.0 Hz, >l = 2.2 Hz, 1H, H-4'), 4.68 (dd, Ju 4 = 8.1 Hz, *Jyn = 4.0 Hz, 4'b1'

3 2'
1H, H-5'a), 4.01 (dd, *Jyu = 8.1 Hz, *J i = 4.0 Hz, 1H, H-5'b), 2.49-2.45 (m, 61
, C9H10N204
2H, H-2’). MG: 210.19

13C_NMR (126 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 163.2 (C-4), 151.2 (C-2), 141.2 (C-6), 102.2 (C-5),
88.5 (C-1’), 86.9 (C-3’), 80.1 (C-4"), 75.2 (C-5’), 37.2 (C-2").

IR: ¥ [cm™] = 3039, 1714, 1682, 1461, 1269, 1087, 802, 549, 525. HRMS (ESI*): m/z = ber.:
233.0533 [M+Na]’, gef.: 233.0549. [a]29g= -87° (c = 0.26, MeOH).
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7.6.17. Synthese von 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin (d4U) 42

Es wurden 630 mg (3.00 mmol) 3’,5’-Anhydro-2’-desoxyuridin 61 in 6 mL abs. DMSO gelost
und portionsweise 537 mg (4.80 mmol, 1.6 Aquiv.) Kalium-tert-butylat hinzugegeben. Nach
einer Reaktionsdauer von 70 h bei Rt wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und der Riickstand in Wasser aufgenommen. Die Losung wurde mit 1 M Salzsdure
neutralisiert und gefriergetrocknet. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt

saulenchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 441 mg (2.10 mmol, 70%) eines farblosen Feststoffs.

DC: Rf—Wert = 0.33 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 124 °C.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-de): J [ppm] = 11.30 (s, 1H, NH), 7.74 (d, o
4
*Jun = 8.0 Hz, 1H, H-6), 6.83-6.78 (m, 1H, H-1'), 6.40 (ddd, *Jyy = SﬁNH
2
6.0 Hz, *Jup = 1.9 Hz, Yy = 1.6 Hz, 1H, H-3'), 5.92 (ddd, *Ju = 6.0Hz, 55" 6 N/§O
Jun = 2.2 Hz, Yy = 1.4 Hz, 1H, H-2’), 5.59 (d, *Ju s = 8.0 Hz, 1H, H-5), A0~
4.97 (dd, ¥Jun = 4.5 Hz, Yy n = 4.5 Hz, 1H, OH), 4.81-4.74 (m, 1H, H-4), Yl
, CoH1oN,0,
3.62-3.54 (m, 2H, H-5'). MG: 210.19

13C_NMR (101 MHz, DMSO-dg): J [ppm] = 163.2 (C-4), 150.8 (C-2), 141.1 (C-6), 135.1 (C-3),
125.7 (C-2’), 101.5 (C-5), 89.1 (C-1’), 87.4 (C-4’), 62.2 (C-5’).

IR: ¥ [cm™] = 3454, 3167, 3039, 1673, 1453, 1392, 1228, 1083, 851, 812, 562, 425. HRMS
(ESI*): m/z = ber.: 233.0533 [M+Na]", gef.: 233.0541. [a]2 = -19.7° (c = 0.20, MeOH).

7.6.18. Synthese von 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin-5’-O-dibenzylphosphat 66

Zu einer Losung von 300 mg (1.43 mmol) 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin 42 in 15 mL

abs. DMF wurden bei 0°C 7.0 mL (1.8 mmol, 1.3 Aquiv.) DCI (0.25 M in Acetonitril) sowie
0.7 mL (0.7 g, 2 mmol, 1.5 Aquiv.) Dibenzyldiisopropylaminophosphoramidit gegeben. Nach
23h Rihren bei Rt wurden bei 0°C 480mg (2.78 mmol, 1.9 Aquiv.) meta-

Chlorperbenzoesdure hinzugegeben und weitere 2.5 h bei Rt geriihrt. Das Lésungsmittel
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wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in Ethylacetat aufgenommen und
erst zwei Mal mit Natriumthiosulfatlosung, dann zwei Mal mit ges.
Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden
zwei Mal mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Phasen uber
Natriumsulfat getrocknet. Das Loésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und

der Rickstand saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 610 mg (1.30 mmol, 91%) eines farblosen Ols.

DC: Rf—Wert = 0.54 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 11.34 (s, 1H, NH), 0
7.43-7.32 (m, 11H, H-arom., H-6), 6.83-6.79 (m, 1H, H-1’), 6.39 5fJ\A‘NH
(ddd, *Juu = 5.9 Hz, >}y = 1.8 Hz, *Jyy = 1.8 Hz, 1H, H-3’), 5.99 BnO—(lF?—O 5 ° N/gO
(ddd, 3Juy = 6.0 Hz, 3Jup = 2.4 Hz, 3y = 1.5 Hz, 1H, H-2’), 5.37 OBn 4'&£§1-

(d, *Juw = 8.1 Hz, 1H, H-5), 5.01 (t, *Jun = 7.3 Hz, 4H, Bn), 4.96- 663' ?

4.91 (m, 1H, H-4'), 4.13 (dd, Yy = 5.8 Hz, Yy = 3.6 Hz, 2H, Caallaala0r®

H-5').

3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): S[ppm] = 162.9 (C-4), 150.6 (C-2), 140.4 (C-6), 135.9, 135.8 (2
x C-arom.), 133.3 (C-3’), 128.4, 128.4, 128.3, 127.8, 127.1 (8 x C-arom.), 126.7 (C-2’), 101.7
(C-5), 89.3 (C-1’), 84.1 (d, *Jcp = 8.3 Hz, C-4’), 68.6 (d, *Jcp = 5.5 Hz, Bn), 68.6 (d, “Jcp = 5.5 Hz,
Bn), 67.6 (d, Jcp = 5.5 Hz, C-5').

31p_NMR (162 MHz, DMSO-dg): -0.96.

7.6.19. Synthese von 2’,3’-Didesoxyuridin (ddU) 43

Es wurden 1.97g (9.37 mmol) 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin 42 in 80 mL abs.
Methanol geldst, 100 mg Palladium auf Aktivkohle (10% Pd) hinzugegeben und 70 h unter
Wasserstoffatmosphdre bei Rt geriihrt. Die Reaktionslosung wurde filtriert und das

Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
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Die Ausbeute betrug 1.70 g (8.01 mmol, 85%) eines farblosen Feststoffs.

DC: Rf—Wert = 0.33 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 115 °C.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): J [ppm] = 11.24 (s, 1H, NH), 7.94 (d, 0
*Jup = 8.0 Hz, 1H, H-6), 5.94 (dd, *Jy 4 = 6.8 Hz, *Jyu = 3.6 Hz, 1H, H-1), 5f@NH
5.58 (d, Juu = 8.0 Hz, 1H, H-5), 5.02 (s, 1H, OH), 4.05-3.97 (m, 1H, HOS. N %
H-4"), 3.67 (d, ZJun = 11.0 Hz, 1H, H-5'a), 3.52 (dd, Yy = 11.8 Hz, ¥y n = YO

3.3 Hz, 1H, H-5'b), 2.34-2.20 (m, 1H, H-2’a), 2.00-1.75 (m, 3H, H-2'b, 5’
H-3). G 313.20

3C_NMR (101 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 163.1 (C-4), 150.3 (C-2), 140.5 (C-6), 101.0 (C-5),
85.1 (C-1’), 81.4 (C-4’), 62.1 (C-5"), 31.7 (C-2’), 24.8 (C-3").

IR: ¥ [cm™] = 3369, 3169, 3051, 2911, 1655, 1468, 1294, 1179, 1100, 1043, 816, 558, 519,
415. HRMS (ESI*): m/z = ber.: 235.0689 [M+Na]*, gef.: 235.0692. [a]2)s = -30.9° (c = 0.27,
MeOQOH).

7.6.20. Synthese von 5-lod-2’,3’-didesoxyuridin 140

Zu einer Losung von 677 mg (3.19 mmol) 2’,3’-Didesoxyuridin 43 in 24 mL Methanol wurden
0.36 mL (1.1 g, 6.9 mmol, 2.2 Aquiv.) lodmonochlorid gegeben und 5 h bei Rt geriihrt. Nach
Neutralisation mit Ammoniaklésung (10%) wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen und mit Dichlormethan
gewaschen, bis die organische Phase sich nicht mehr violett farbte. Die wassrige Phase
wurde gefriergetrocknet und das so erhaltene Rohprodukt saulenchromatographisch an

Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 793 mg (2.34 mmol, 73%) eines farblosen Feststoffs.

DC: Rf—Wert = 0.76 (CH,Cl,/MeOH 4:1 v/v). Smp. = 160 °C (zers.).
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 11.60 (s, 1H, NH), 8.56 (s, 1H, 0
H-6), 5.89 (dd, *Jyu = 6.6 Hz, *Jyu = 2.9 Hz, 1H, H-1’), 5.19 (dd, >/ 4

1]
Z
T

|2
, 6
4.9 Hz, *Jy = 4.9 Hz, 1H, OH), 4.11-4.02 (m, 1H, H-4"), 3.75 (ddd, *Juu = HO-2 N*o

5.1Hz, *Jyy = 3.2 Hz, 1H, H-5'a), 3.53 (ddd, 24

12.2 Hz, hyy = - "
3 2!
12.1Hz, *Jyp = 4.4 Hz, *Jyy = 3.2 Hz, 1H, H-5'b), 2.34-2.21 (m, 1H, 140
CgHq4IN,0
H-2"a), 2.06-1.97 (m, 1H, H-2'b), 1.90-1.80 (m, 2H, H-3’). MG: 335.10

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dq): d [ppm] = 160.6 (C-4), 150.1 (C-2), 145.2 (C-6), 85.8 (C-1'),
82.1 (C-#), 68.1 (C-5), 61.2 (C-5’), 32.5 (C-2’), 23.9 (C-3).

IR: ¥ [cm™] = 2925, 2852, 1733, 1454, 1372, 1240, 1189, 1072, 1027, 843, 736, 697, 605.
HRMS (ESI*): m/z = ber.: 360.9656 [M+Na]", gef.: 360.9653. [a]20g= +42° (c = 0.1, MeOH).

7.6.21. Synthese von 3-(2’,3’-Didesoxy-B-p-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on (6-Prop-ddBCNA) 133

Unter Stickstoff als Schutzgas wurden 793 mg (2.36 mmol) 5-lod-2’,3’-didesoxyuridin 140 in
17 mL abs. DMF gelést. AnschlieBend wurden 272 mg (0.235 mmol, 0.1 Aquiv.),
Tetrakis(triphenylphosphin)-palladium(0), sowie 0.60 mL (0.66 g, 9.6 mmol, 4.1 Aquiv.) Pent-
1-in hinzugegeben und bei Rt gerihrt, bis die Lésung klar wurde. Nach Zugabe von 83 mg
(0.44 mmol, 0.2 Aquiv.) Kupfer(l)-iodid und 0.75 mL (0.56 g, 4.4 mmol, 1.9 Aquiv.) DIPEA
wurde 24 h bei Rt geriihrt. Nun wurden weitere 83 mg (0.44 mmol, 0.2 Aquiv.) Kupfer(l)-
iodid und 10.8 mL (7.9 g, 78 mmol, 33 Aquiv.) Triethylamin zugegeben und 25 h bei 80 °C
geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in
Methanol aufgenommen und filtriert. Das so erhaltene Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 338 mg (1.21 mmol, 51%) eines farblosen Feststoffs.

DC: Rf—Wert = 0.48 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 116 °C.
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dq): d[ppm] = 8.84 (s, 1H, H-4), 6.43 (s, 1H,
H-5), 5.99 (dd, *Jun = 6.7 Hz, *Jyy = 2.4 Hz, 1H, H-1’), 5.19 (dd, *Jyp =
5.3 Hz, *Jup = 5.3 Hz, 1H, OH), 4.19-4.11 (m, 1H, H-4’), 3.82 (ddd, *Jy 4
= 12.2 Hz, *Jyy = 5.6 Hz, *Jyp = 3.2 Hz, 1H, H-5a), 3.63 (ddd, 2y =

12.2 Hz, *Jyp = 4.9 Hz, )y = 3.7 Hz, 1H, H-5'b), 2.62 (t, *Jyy = 7.3 Hz,

2H, H-a), 2.47-2.38 (m, 1H, H-2a), 2.04-1.96 (m, 1H, H-2’b), 1.89-1.74 3 2
133
(m, 2H, H-3'), 1.64 (tq, *Jun = 7.3 Hz, *Jyy = 7.3 Hz, 1H, H-b), 0.93 (t, CoaHieN,0,
MG: 278.30

*Jun = 7.3 Hz, 1H, H-c).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-de): J[ppm] = 171.1 (C-7a), 157.8 (C-6), 153.8 (C-2), 137.0 (C-4),
105.8 (C-4a), 99.8 (C-5), 88.0 (C-1'), 83.0 (C-4’), 61.4 (C-5’), 33.1 (C-2’), 29.3 (C-a), 23.7 (C-3'),
19.8 (C-b), 13.3 (C-c).

IR: ¥ [cm™] = 3408, 3109, 2962, 1661, 1623, 1568, 1383, 1325, 1174, 1093, 1074, 1038, 920,
787, 647, 553. HRMS (ESI): m/z = ber.: 301.1159 [M+Na]*, gef.: 301.1173. [a]23 = +101° (c =
0.1, MeOH).

7.6.22. Synthese von 3-(5’-O-p-Toluolsulfonyl-2’,3’-didesoxy-B-p-ribofuranosyl)-6-propyl-2, 3-
dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on 156

Die Reaktion wurde nach AAV 8 durchgefiihrt. Zu 341 mg (1.23 mmol) 6-Prop-ddBCNA 133 in
2.5 mL abs Pyridin wurden 325 mg (1.71 mmol, 1.4 Aquiv.) p-TsCl geldst in 1.4 mL abs.
Pyridin Giber 30 min zugetropft und 75 h bei 0 °C geriihrt. Da nach dieser Zeit diinnschicht-
chromatographisch noch Edukt detektiert werden konnte, wurden weitere 310 mg
(1.63 mmol, 1.3 Aquiv.) gelést in 1.5 mL abs. Pyridin iber 15 min zugegeben und weitere
24 h bei Rt gerihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt

(CH,Cl/MeOH 19:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 372 mg (0.860 mmol, 70%) eines farblosen Ols.

DC: Rs—Wert = 0.65 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 8.39 (s, 1H, H-4),
7.77 (d, *Jun = 8.2 Hz, 2H, H-2"), 7.34 (d, *Juy = 8.2 Hz,
2H, H-3"), 6.13 (s, 1H, H-5), 6.11 (dd, *Jy 4 = 6.7 Hz, *Jy s =
2.9 Hz, 1H, H-1'), 4.46 (dd, Yypn = 11.1 Hz, *Jyu = 2.4 Hz,
1H, H-5'a), 4.37-4.29 (m, 1H, H-4’), 4.15 (dd, Yy =
11.1 Hz, *Jyn = 3.2 Hz, 1H, H-5'b), 2.59 (t, *Jyy = 7.3 Hz,

2H, H-a), 2.57-2.50 (m, 1H, H-2"a), 2.42 (s, 3H, CH3), 2.17- CpyHpaN,0GS
MG: 432.49
2.09 (m, 1H, H-2’b), 2.00-1.90 (m, 1 H, H-3'a), 1.87-1.75

(m, 1H, H-3'b), 1.69 (tq, *Jun = 7.3 Hz, *Juy = 7.3 Hz, 1H, H-b), 0.96 (t, *Jy 4 = 7.3 Hz, 1H, H-c).

3C.NMR (101 MHz, CDCl3): J [ppm] = 171.9 (C-7a), 159.5 (C-6), 154.8 (C-2), 145.5 (C-4"),
134.9 (C-4), 132.5 (C-1"), 130.2 (C-3"), 127.9 (C-2"), 107.5 (C-4a), 99.3 (C-5), 88.6 (C-1), 79.2
(C-4’), 69.4 (C-5"), 33.4 (C-2’), 30.2 (C-a), 24.4 (C-3’), 21.7 (CH3), 20.3 (C-b), 13.6 (C-c).

IR: ¥ [cm™'] = 2961, 2874, 1668, 1571, 1378, 1360, 1330, 1173, 1088, 952, 812, 780, 664, 551.
HRMS (ESI*): m/z = ber.: 433.1428 [M+H]", 455.1247 [M+Na]", gef.: 433.1432, 455.1253.
[a]23 = +63° (c = 0.50, MeOH).

7.6.23. Synthese von 5-[(Trimethylsilyl)ethinyl]-2’,3’-didesoxyuridin 141

Unter Stickstoff als Schutzgas wurden 1.53 g (4.53 mmol) 5-lod-2’,3’-Didesoxyuridin 140 in
40 mL abs. DMF gelést und 1.9 mL (1.4 g, 14 mmol, 3.1 Aquiv.) Trimethylsilylacetylen sowie
596 mg (0.516 mmol, 0.1 Aquiv.) Tetrakis(triphenylphosphin)-palladium(0) hinzugegeben
und bei Rt geriihrt, bis die Lésung klar wurde. Nun wurden 250 mg (1.31 mmol, 0.3 Aquiv.)
Kupfer(l)-iodid und 1.5mL (1.1g, 8.8 mmol, 1.9 Aquiv.) DIPEA erginzt und die
Reaktionslésung fiir 26 h bei Rt geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und das so erhaltene Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt

(CH,Cl/MeOH 19:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 1.19 g eines leicht verunreinigten braunen Ols.

DC: Rf—Wert = 0.31 (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): d[ppm] = 11.57 (s, 1H, NH), 8.44 (s, 1H, TMS_b 0

\\a 5 4
H-6), 5.88 (dd, *Jun = 7.0 Hz, *Jy i = 2.6 Hz, 1H, H-1’), 5.16 (dd, >}y = | NH
o 6 R

4.9 Hz, *Jup = 4.9 Hz, 1H, OH), 4.08-4.01 (m, 1H, H-4"), 3.75 (ddd, Jun  HO N~ Yo
= 12.2Hz, Uy = 5.3 Hz, = 2.9 Hz, 1H, H-5'3), 353 (ddd, U= YO
3 2'
12.1Hz, *Juy = 4.6 Hz, *Jyy = 3.2 Hz, 1H, H-5'b), 2.35-2.21 (m, 1H, 140
Cy4HyoN,0,Si
H-2’a), 2.08-1.98 (m, 1H, H-2’b), 1.93-1.79 (m, 2H, H-3’), 0.18 (s, 9H, MG 30841
Si(CHs)3).

3C_NMR (101 MHz, DMSO-de): d [ppm] = 161.5 (C-4), 149.3 (C-2), 144.9 (C-6), 98.2 (C-5),
97.4 (C-a), 96.6 (C-b), 86.0 (C-1’), 82.1 (C-4’), 61.2 (C-5’), 32.3 (C-2’), 23.9 (C-3'), -0.1
(Si(CH3)3).

IR: V [cm'l] = 3401, 3189, 3058, 2956, 2821, 2159, 1657, 1455, 1273, 1248, 1096, 1068, 839,
758, 539. MS (FAB): m/z = ber.: 309.1 [M+H]", gef.: 309.2.

7.6.24. Synthese von 5-Ethinyl-2’,3’-didesoxyuridin 142

Zu 1.19 g leicht verunreinigtem 141 geldst in 85 mL THF wurden 11 mL (2.9 g, 11 mmol) TBAF
(1 M in THF) gegeben und 1 h bei Rt geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt

(CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 727 mg (3.08 mmol, 68% lber 2 Stufen) eines hellgelben Feststoffs.
DC: Rs—Wert = 0.18 (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v). Smp. = 165 °C.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 11.57 (s, 1H, NH), 8.46 (s, 1H,  H bsa o

5 4
H-6), 5.89 (dd, *Jun = 6.8 Hz, *Jyn = 2.9 Hz, 1H, H-1), 5.18 (dd, *Jypu = | /'\E
, 6
5.1 Hz, 3y = 5.1 Hz, 1H, OH), 4.09-4.02 (m, 1H, H-4"), 4.05 (s, 1H, H- HO-2 N™ "0
4 O .
b), 3.75 (ddd, %Jyn = 12.1 Hz, *Jyy = 4.9 Hz, *Jyu = 2.9 Hz, 1H, H-5"a), — 1
3.53 (ddd, 2 = 12.1 Hz, *Jyn = 3.8 Hz, *Jy = 3.8 Hz, 1H, H-5'b), 2.34- 142
C11HlZN204
2.22 (m, 1H, H-2’a), 2.07-1.99 (m, 1H, H-2’b), 1.90-1.80 (m, 2H, H-3’). MG: 236.22
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13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): J [ppm] = 161.8 (C-4), 149.4 (C-2), 144.7 (C-6), 96.7 (C-5),
85.9 (C-b), 83.1 (C-a), 82.1 (C-4’), 76.6 (C-b), 61.3 (C-5'), 32.3 (C-2’), 23.9 (C-3").

IR: ¥ [em™] = 3263, 3176, 3056, 1682, 1450, 1280, 1090, 1056, 814, 665, 539, 465, 443.
HRMS (ESI*): m/z = ber.: 259.0689 [M+Na]*, gef.: 259.0694. [a] 235 = +82° (c = 0.2, MeOH).

7.6.25. Synthese von 3-(2’,3’-Didesoxy-B-D-ribofuranosyl)-2,3-dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-
on (6-H-ddBCNA) 139

Zu einer Losung von 610 mg (2.58 mmol) 142 in 24 mL abs. DMF wurden 8.6 mL (5.4 g,
54 mmol, 21 Aquiv.) abs. Triethylamin und 650 mg (3.41 mmol 1.3 Aquiv.) Kupfer(l)-iodid
gegeben und 5h bei 80 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH
9:1v/v).

Die Ausbeute betrug 404 mg (1.71 mmol, 66%) eines farblosen Feststoffs.

DC: Rs—Wert = 0.34 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 230 °C (zers.).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 9.03 (s, 1H, H-4), 7.73 (d, *Ju 6 4

/
= 2.8 Hz, 1H, H-6), 6.80 (d, *Jyn = 2.8 Hz, 1H, H-5), 6.00 (dd, >}y = 54 ZaN

d
6.8 Hz, *Jyu = 2.2 Hz, 1H, H-1'), 5.22 (dd, *Jyu = 5.4 Hz, *Jy = 5.4 Hz, oS 4 NKO
1H, OH), 4.20-4.13 (m, 1H, H-4’), 3.83 (ddd, yy = 12.2 Hz, *Jypu = 40—,
5.6 Hz, *Jy = 3.1 Hz, 1H, H-5"a), 3.64 (ddd, /iy = 12.2 Hz, >/ 1y = 5.0 Hz, 3 29?
3Jun = 3.6 Hz, 1H, H-5’b), 2.48-2.39 (m, 1H, H-2’a), 2.07-1.98 (m, 1H, H- C11H1oN,0,

MG: 236.22

2’b), 1.89-1.72 (m, 2H, H-3).

13C_NMR (101 MHz, DMSO-ds): S[ppm] = 171.2 (C-7a), 153.84 (C-2), 144.6 (C-6), 139.2 (C-4),
105.3 (C-5), 104.2 (C-4a), 88.3 (C-1’), 83.2 (C-4’), 61.3 (C-5"), 33.1 (C-2’), 23.6 (C-3").

IR: ¥ [em!] = 3112, 2875, 1664, 1572, 1441, 1388, 1332, 1173, 1078, 1033, 769, 739, 512.
HRMS (ESI*): m/z = ber.: 259.0689 [M+Na]*, gef.: 259.0699. [a]23; = +110° (c = 0.2, MeOH).
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7.6.26. Synthese von 3-(5’-O-p-Toluolsulfonyl-2’,3’-didesoxy-B-p-ribofuranosyl)-2,3-dihydro-
furo[2,3-d]pyrimidin-2-on 157

Die Reaktion wurde nach AAV 8 durchgefihrt. Zu 320 mg (1.35 mmol) 6-H-ddBCNA 139 in
10 mL abs. Pyridin wurden 420 mg (2.20 mmol, 1.6 Aquiv.) p-TsCl gelést in 4 mL abs. Pyridin
Uber 30min zugetropft und 20h bei 0°C gerihrt. Da nach dieser Zeit
diinnschichtchromatographisch noch Edukt detektiert werden konnte, wurden weitere
100 mg (0.525 mmol, 0.4 Aquiv.) p-TsCl als Feststoff zugegeben und weitere 24 h bei Rt
geruhrt. Das Rohprodukt wurde zwei Mal sdaulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt

(CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v und EE).
Die Ausbeute betrug 290 mg (0.743 mmol, 55%) eines farblosen Feststoffs.

DC: Rs—Wert = 0.22 (EE). Smp. = 150 °C (zers.).

'"H-NMR (400 MHz, CDCl3): J [ppm] = 8.65 (s, 1H, H-4), 6

7.80 (d, *Jun = 8.3 Hz, 2H, H-2"), 7.37 (d, *Jun = 8.3 Hz, o > / \N
2H, H-3"), 7.34 (d, *Jun = 2.7 Hz, 1H, H-6), 6.58 (d, *Jyu = 23 : 1y s

2.7 Hz, 1H, H-5), 6.15 (dd, *Jy = 6.5 Hz, )y = 2.7 Hz, 1H, (')' C :
H-1’), 4.52 (dd, Jyn = 11.1 Hz, >}y = 2.4 Hz, 1H, H-5a), 157

4.40-4.34 (m, 1H, H-4"), 4.17 (dd, Yun = 11.1 Hz, ¥ = Caaflsgl 065

3.0 Hz, 1H, H-5’b), 2.68-2.57 (m, 1H, H-2"a), 2.46 (s, 3H, CHs), 2.25-2.17 (m, 1H, H-2’b), 2.02-
1.93 (m, 1H, H-3’a), 1.90-1.79 (m, 1H, H-3'b).

3C-NMR (101 MHz, CDCly): d [ppm] = 172.0 (C-7a), 154.8 (C-2), 145.6 (C-4”), 144.3 (C-6),
137.4 (C-4), 132.6 (C-1”), 130.2 (C-3"), 127.9 (C-2”), 105.6 (C-4a), 104.9 (C-5), 89.1 (C-1’),
79.4 (C-4'), 69.1 (C-5), 33.4 (C-2"), 24.3 (C-3'), 21.7 (CH3).

IR: ¥ [cm™] = 1662, 1569, 1384, 1360, 1174, 1090, 954, 773, 734, 677, 546. HRMS (ESI*): m/z
= ber.: 413.0778 [M+Na]’, gef.: 413.0789.

213



Experimenteller Teil

7.6.27. Synthese von 5-[(Trimethylsilyl)ethinyl]uridin 188

Zu 2.79g (7.53 mmol) 5-loduridin 149 in 90 mL abs. DMF wurden 3.4 mL (25 mmol,
3.3 Aquiv.) Trimethylsilylacetylen und 870mg (0.753 mmol, 0.1 Aquiv.) Tetrakis-
(triphenylphosphin)-palladium(0) gegeben. Der Reaktionsansatz wurde bei Rt gerihrt, bis
eine klare gelbe Losung entstanden war. AnschlieBend wurden 434 mg (2.28 mmol,
0.3 Aquiv.) Kupfer(l)-iodid und 2.6 mL (15 mmol, 2.0 Aquiv.) DIPEA zu der Lésung gegeben.
Diese wurde 16 h bei Rt gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt, das Rohprodukt in Dichlormethan aufgenommen und drei Mal mit Wasser
extrahiert. Die organische Phase wurde weitere zwei Mal mit Wasser extrahiert und die
vereinigten wassrigen Phasen gefriergetrocknet. Der Rickstand wurde

sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 2.82 g eines leicht verunreinigten farblosen Feststoffes.
DC: Re—Wert = 0.31 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-de): d[ppm] = 11.63 (s, 1H, NH), 8.34 (s, 1H, TMS b, ©
a

H-6), 5.73 (d, *Jyn = 4.7 Hz, 1H, H-1'), 5.39 (d, *J 5 = 5.4 Hz, 1H, 2’-OH), 2 | 4NH
5.18 (dd, *Ju = 4.8 Hz, *Jup = 4.8 Hz, 1H, 5'-OH), 5.05 (d, *Ju = 5.5 Hz, -5 SN 2o
1H, 3’-OH), 4.07-4.01 (m, 1H, H-2’), 4.01-3.94 (m, 1H, H-3’), 3.87-3.82 YO0~
(m, 1H, H-4"), 3.71-3.53 (m, 2H, H-5'), 0.18 (s, 9H, Si(CH3)s. o4 On

188
BBC-NMR (101 MHz, DMSO-ds): J [ppm] = 161.4 (C-4), 149.7 (C-2), Ca;'fgﬁg?;j‘

144.9 (C-6), 98.3 (C-5), 97.9 (C-a), 97.1 (C-b), 88.4 (C-1’), 84.8 (C-4’), 73.9 (C-2’), 69.3 (C-3"),
60.2 (C-5’), 0.0 (Si(CHs)s).

IR: V [cm'l] 3403, 3061, 2898, 2627, 2163, 1681, 1463, 1247, 1056, 838, 701, 585. HRMS
(ESI): m/z = ber.: 339.1012 [M-H], gef.: 339.1027.
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7.6.28. Synthese von 5-Ethinyluridin 189

Es wurden 2.82 g leicht verunreinigtes 5-[(Trimethylsilyl)ethinyl]uridin 188 in 250 mL THF
gelost. Zu dieser Losung wurden 25 mL (25 mmol) TBAF (1 M in THF) gegeben und 45 min bei
Rt geruhrt. Anschlieffend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und

der Rickstand saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 1.29 g (4.81 mmol, 64% lber zwei Stufen) eines farblosen Feststoffs.
DC: Rf—Wert = 0.22 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 170 °C (zers.).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): d[ppm] = 11.64 (s, 1H, NH), 8.38 (s, 1H,  H._b 0

8
3 ’ 3 ] N 2 4
H-6), 5.74 (d, *Jun = 4.8 Hz, 1H, H-1’), 5.42 (d, *Jy 5 = 5.4 Hz, 1H, 2’-OH), e
. 6 2
5.24 (dd, *Jyy = 4.7 Hz, *Jy = 4.7 Hz, 1H, 5-OH), 5.07 (d, *Jy = 5.4 Hz, HO-2 N)%o
1H, 3’-OH), 4.10 (s, 1H, H-b), 4.06-4.02 (m, 1H, H-2’), 4.00-3.96 (m, 1H, YO
3 2!
H-3’), 3.88-3.85 (m, 1H, H-4’), 3.68 (ddd, Y = 12.4 Hz, *Jy = 4.7 Hz, OH OH
189
*Jun = 3.0 Hz, 1H, H-5'a), 3.57 (ddd, *Jun = 12.4 Hz, *Jup = 4.7 Hz, Yy = CyyHoN,0g
MG: 268.22

3.0 Hz, 1H, H-5b).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): J [ppm] = 161.6 (C-4), 149.7 (C-2), 144.7 (C-6), 97.4 (C-5),
88.4 (C-1’), 84.8 (C-4), 83.6 (C-b), 76.3 (C-a), 74.0 (C-2’), 69.3 (C-3’), 60.2 (C-5').

IR: V [cm'l] = 3284, 2933, 1715, 1661, 1459, 1112, 1044, 1018, 696, 645, 629, 581. HRMS
(ESI): m/z = ber.: 267.0617 [M-H], gef.: 267.0627.

7.6.29. Synthese von 3-(B-p-Ribofuranosyl)-2,3-dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on
(6-H-BCNA) 106

Es wurden 434 mg (1.62 mmol) 5-Ethinyluridin 189 in 15 mL abs. DMF geldst und 367 mg
(1.94 mmol, 1.2 Aquiv.), Kupfer(l)-iodid und 5.2 mL (3.8 g, 38 mmol, 23 Aquiv.) Triethylamin
hinzugegeben. Nach 2.5 h Rihren bei 100 °C wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und der Rickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt

(CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).
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Die Ausbeute betrug 179 mg (0.667 mmol, 41%) eines farblosen Feststoffs.

DC: Rf—Wert = 0.14 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 145 °C (zers.).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 8.99 (s, 1H, H-4), 7.74 (d, *Ju 4 ¢ 5

= 2.7 Hz, 1H, H-6), 6.79 (d, *Jun = 2.7 Hz, 1H, H-5), 5.86 (d, *Jup = 542 ZaN

2.0 Hz, 1H, H-1’), 5.56 (d, *Jyy = 4.7 Hz, 1H, 2’-OH), 5.27 (dd, *Jyn = HOS! 4| N/@O

5.1 Hz, 5’-OH), 5.01 (d, *Jyu = 5.6 Hz, 3’-OH), 4.03-3.94 (m, 3H, H-2’, 40—,

H-3', H-4'), 3.82 (ddd, Yy = 12.3 Hz, ¥y = 5.1 Hz, Yy = 2.5 Hz, 1H, LA

H-5'a), 3.66 (ddd, Yun = 12.3 Hz, Yy = 5.1 Hz, Juu = 2.5 Hz, 1H, CH,0
MG: 268.22

H-5b).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-d): J[ppm] = 171.3 (C-7a), 154.0 (C-2), 144.9 (C-6), 139.4 (C-4),
105.1 (C-5), 104.8 (C-4a), 91.6 (C-1’), 84.1 (C-4’), 74.8 (C-2"), 68.0 (C-3'), 59.5 (C-5').

IR: ¥ [cm™] = 3307, 1663, 1625, 1571, 1381, 1335, 1181, 1097, 1042, 997, 938, 767, 732, 570,
510. HRMS (ESI*): m/z = ber.: 291.0588 [M+Na]", gef.: 291.0592.

7.6.30. Synthese von 3-(5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’,3’-di-O-acetyl-B-D-ribofuranosyl)-2, 3-
dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on 190

Es wurden 373 mg (1.39 mmol) 106 zwei Mal mit abs. Pyridin coevaporiert und in 25 mL abs.
Pyridin geldst. Zu der Lésung wurden 258 mg (1.71 mmol, 1.2 Aquiv.) tert-Butyldimethyl-
silylchlorid gegeben und 24 h bei Rt geriihrt. Anschliefend wurden 0.90 mL (1.0 g, 9.8 mmol,
7.1 Aquiv.) Essigsdureanhydrid zugegeben und weitere 20h bei Rt geriihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand drei Mal mit Toluol
coevaporiert und in Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde zwei Mal mit
Wasser und zwei Mal mit ges. Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen und
anschlieRend (iber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und das so erhaltene Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel

gereinigt (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 366 mg (0.784 mmol, 57%) eines farblosen Feststoffs.
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DC: Ry—Wert = 0.41 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v). Smp. = 152 °C.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): J[ppm] = 8.67 (s, 1H, H-4), 7.80 6
/

(d, *Jup = 2.6 Hz, 1H, H-6), 6.75 (d, *Jyu = 2.7 Hz, 1H, H-5), 6.14 54 ZaN
2

d, *Jun = 4.1 Hz, 1H, H-1’), 5.44 (dd, *Jyy = 5.4 Hz, )y = 4.4 Hz, .4 2
(d) s ), 5.44 (dd, % i N
1H, H-2’), 5.32 (dd, *Jy4 = 5.4 Hz, 1H, H-3’), 4.36-4.31 (m, 1H, 40—,

- ’ 2 - 3 = - 7 3| 1
H-4’), 4.01 (dd, *Jy = 11.7 Hz, *Jy 4 = 2.8 Hz, 1H, H-5'a), 3.84 (dd, Cre Gac
2Jup = 11.9 Hz, *Jy = 2.9 Hz, 1H, H-5'b), 2.07, 2.06 (2 x5, 2 X 3H, 190

Cy1H3oN,04Si
2 x OAc), 0.87 (s, 9H, t-Bu-CHs), 0.10, 0.08 (2 x s, 2 x 3H, 2 x MG: 466.56
Si-CH3).

13C_NMR (101 MHz, DMSO-dg): J[ppm] = 171.7 (C-7a), 169.3 (COCHs), 169.2 (COCHs), 153.8
(C-2), 145.7 (C-6)", 138.6 (C-4), 105.5 (C-4a), 104.8 (C-5), 89.3 (C-1’), 82.7 (C-4’), 74.1 (C-2’),
69.8 (C-3’), 62.0 (C-5’), 25.7 (t-Bu-CHs), 20.3 (COCHs), 20.2 (COCH3), 17.9 (t-Bu), -5.6 (Si-CHs),
-5.7 (Si-CHs). aus dem HMBC bestimmt.

IR: ¥ [em!] = 2930, 2859, 1754, 1740, 1680, 1648, 1569, 1239, 1220, 1093, 837, 773, 729,
546, 517. HRMS (ESI*): m/z = ber.: 489.1664 [M+Na]*, gef.: 489.1670.

7.6.31. Synthese von 3-(2’,3’-Di-O-acetyl-B-p-ribofuranosyl)-2,3-dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-
2-on (6-H-di-OAc-BCNA) 177

Zu einer Losung von 322 mg (0.692 mmol) 190 in 15 mL Dichlormethan wurden 0.52 mL
(3.4 mmol, 4.9 Aquiv.) Triethylamintrihydrofluorid gegeben und 22 h bei Rt geriihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand

sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).
Die Ausbeute betrug 223 mg (0.633 mmol, 91%) eines farblosen Feststoffs.

DC: Ry—Wert = 0.35 (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v). Smp. = 145 °C.
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): J [ppm] = 8.87 (s, 1H, H-4), 7.78 (d, 6 o
*Jun = 2.6 Hz, 1H, H-6), 6.84 (d, *Jyn = 2.6 Hz, 1H, H-5), 6.17 (d, *Jy = 54/ ZaN
a
4.7 Hz, 1H, H-1"), 5.47 (dd, *Jun = 5.1 Hz, *Jy = 5.1 Hz, 1H, OH), 5.43 PREEN | NKO
(dd, *Jun = 5.1 Hz, *Jy = 5.1 Hz, 1H, H-2"), 5.35 (dd, *Ju 4 = 5.3 Hz, 40—,
= 5.3 Hz, 1H, H-3’), 4.28-4.23 (m, 1H, H-4’), 3.80 (ddd, *Ju = 12.5 Hz, 03/'\(; oic
*Jun = 4.9 Hz, *Jyp = 2.8 Hz, 1H, H-5a), 3.67 (ddd, 2y = 12.5 Hz, *Jy y = c H”,ZI o
15"'16'Y2~'8
5.2 Hz, *Jy = 3.0 Hz, 1H, H-5’b), 2.08, 2.05 (2 x 5, 2 x 3H, 2 x OAc). MG: 352.30

13C_NMR (101 MHz, DMSO-dg): J[ppm] = 171.7 (C-7a), 169.4 (COCHs), 169.2 (COCHs), 153.9
(C-2), 145.5 (C-6), 139.2 (C-4), 105.7 (C-4a), 105.1 (C-5), 88.8 (C-1’), 83.1 (C-4’), 74.0 (C-2"),
69.9 (C-3’), 60.0 (C-5’), 20.4 (COCHs), 20.2 (COCHs).

IR: ¥ [cm™] = 3337, 1744, 1468, 1572, 1429, 1371, 1336, 1212, 1097, 1044, 997, 869, 768,
733, 595, 570. HRMS (ESI*): m/z = ber.: 375.0799 [M+Na]*, gef.: 375.0810.
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7.7. Synthese der cycloSal-Nucleosidmonophosphate
7.7.1. Synthese von 3-Methyl-cycloSal-2’,3’-didesoxy-2’,3’-didehydrouridinmonophosphat
(3-Me-cycloSal-d4UMP) 85

Die Reaktion wurde nach AAV 7, Variante A, durchgefiihrt. Es wurden 200 mg (0.952 mmol)
2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin 42 geldst in 25 mL abs. Acetonitril, 0.30 mL (0.22 g,
2.2mmol, 2.3 Aquiv.) DIPEA und 474 mg (2.34 mmol, 2.5Aquiv.) 3-Methylsaligenyl-
chlorphosphit 87 in 8 mL abs. Acetonitril sowie 500 uL (2.73 mmol, 2.9 Aquiv.) tert-
Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan) verwendet. Die Reaktionszeiten betrugen fir die
Kupplung 2.5h wund fir die Oxidation 2h. Das Rohprodukt wurde drei Mal
chromatographisch gereinigt (1. CH,Cl,/MeOH 0-5% Vol., 2. CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v, 3. EE).

Die Ausbeute betrug 65 mg (0.17 mmol, 18%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 1:1.

DC: Rs—Wert = 0.50 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 11.33 (s, 2H, 2 x 0
6I| " 7II 4
NH), 7.30-7.20 (m, 4H, 2 x H-6", 2 x H-6), 7.13-7.06 (m, 4H, 5" ~\L"q o 5{%«4
" 52 6 2
2 x H-4”, 2 x H-5"), 6.80-6.76 (m, 2H, 2 x H-1’), 6.43 (ddd, 4 37 o O/P\O 5 N/go
Jun = 6.1 Hz, Jup = 1.6 Hz, Yyp = 1.6 Hz, 1H, 1 x H-3'), a=O—
3' 2'
6.39 (ddd, *Jun = 6.1 Hz, *Jup = 1.6 Hz, *Jup = 1.6 Hz, 1H, 1 85
’ ’ C17Hl7N207P
x H-3’), 6.04-5.97 (m, 2H, 2 x H-2), 5.51-5.32 (m, 4H, 4 x 295 30

H-7"), 5.29 (dd, *Ji = 8.1 Hz, *y 5 = 2.3 Hz, 1H, 1 x H-5), 5.15 (dd, *Ji 4 = 8.1 Hz, *Jy 1y = 2.1 Hz,
1H, 1 x H-5), 5.00-4.92 (m, 2H, 2 x H-4’), 4.36-4.23 (m, 4H, 4 x H-5’), 2.21 (s, 3H, 1 x CH3), 2.20
(s, 3H, 1 x CHs).

13C.NMR (101 MHz, DMSO-dg): J [ppm] = 163.0 (1 x C-4), 162.9 (1 x C-4), 150.7 (1 x C-2),
150.6 (1 x C-2), 140.1 (1 x C-6), 140.0 (1 x C-6), 133.1 (1 x C-3’), 133.1 (1 x C-3’), 131.0 (2 x
C-6”), 127.0 (2 x C-2’), 126.9 (2 x C-2”")", 124.0 (2 x C-5”"), 123.6 (2 x C-4”"), 121.0 (2 x C-1")’,
101.7 (1 x C-5), 101.6 (1 x C-5), 89.4 (1 x C-1’), 89.3 (1 x C-1’), 84.3 (d, *Jcp = 5.5 Hz, 1 x C-4’),

84.2 (d, *Jcp = 5.8 Hz, 1 x C-4’), 68.4-68.1 (m, 2 x C-5’, 2 x C-7""), 14.9 (1 x CHs), 14.8 (1 x CH).

"aus dem HMBC bestimmt.
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31p_NMR (162 MHz, DMSO-de): d[ppm] = -8.78, -8.97.

IR: ¥ [cm™] = 1685, 1459, 1376, 1287, 1243, 1188, 1086, 994, 940, 844, 720, 654, 433. HRMS
(ESI"): m/z = ber.: 415.0666 [M+Na]", gef.: 415.0630.

7.7.2. Synthese von 5-Chlor-cycloSal-2’,3’-didesoxy-2’,3’-didehydrouridinmonophosphat
(5-Cl-cycloSal-d4UMP) 90

Die Reaktion wurde nach AAV 7, Variante B, durchgefiihrt. Es wurden 192 mg (0.913 mmol)
2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin 42 gel6st in 12 mL abs. Acetonitril, 0.25mL (0.19 g,
1.5 mmol, 1.6 Aquiv.) DIPEA und 400mg (1.79 mmol, 2.0 Aquiv.) 5-Chlorsaligenyl-
chlorphosphit 92 in 5 mL abs. Acetonitril sowie 562 mg (0.914 mmol, 1.0 Aquiv.) Oxone®
verwendet. Die Reaktionszeiten betrugen fiir die Kupplung 45 min und fir die Oxidation

15 min.

Die Ausbeute betrug 237 mg (0.574 mmol, 63%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 1:0.9.

DC: Rf—Wert = 0.38 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 11.35 (s, 2H, 2 x 0
6" u 7" 4

NH), 7.47-7.40 (m, 4H, 2 x H-6", 2 x H-4"), 7.28 (d, U = T NE 0 5 SﬁNH

" 52 6 2
8.1Hz, 1H, 1 x H-6), 7.23-7.16 (m, 3H, 1x H-6,2x H3"), o™y o
6.81-6.75 (m, 2H, H-1'), 6.43 (ddd, Juu = 6.1 Hz, Jyn = 4O

3 2'
1.6 Hz, *Jyn = 1.6 Hz, 1H, 1 x H-3’), 6.39 (ddd, >}y = 90
CyeHp4CIN,O,P

6.1 Hz, Jun = 1.6 Hz, Yn = 1.6 Hz, 1H, 1 x H-3'), 6.05- MG: 412.72

5.97 (m, 2H, 2 x H-2’), 5.55-5.31 (m, 5H, 4 x H-7”, 1 x H-5), 5.26 (dd, */uy = 8.1 Hz, Yy =
2.0 Hz, 1H, 1 x H-5), 5.00-4.94 (m, 2 H, 2 x H-4"), 4.38-4.25 (m, 4H, 4 x H-5").

13C-NMR (101 MHz, DMSO-d): d [ppm] = 163.0 (1 x C-4), 163.0 (1 x C-4), 150.7 (1 x C-2),
150.7 (1 x C-2), 148.5 (2 x C-1”)", 140.2 (1 x C-6), 140.1 (1 x C-6), 133.1 (2 x C-3’), 129.7 (1 x
C-4”), 129.6 (1 x C-4”), 128.4 (1 x C-5"), 128.3 (1 x C-5”"), 127.1 (2 x C-2’), 126.1 (1 x C-6"),

126.0 (1 x C-6”), 123.0 (1 x C-2"")", 122.9 (1 x C-2"")", 120.2 (d, *Jcp = 2.2 Hz, 1 x C-3”), 120.1
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(d, *Jep = 2.2 Hz, 1 x C-3"), 101.8 (1 x C-5), 101.7 (1 x C-5), 89.4 (2 x C-1"), 84.3 (d, *Jep =
7.7Hz, 1 x C-4’), 84.2 (d, 3Jc,p = 7.7Hz, 1 x C-4’), 68.4-68.2 (m, 2 x C-5’), 68.0-67.8 (m, 2 x
C-7"). “aus dem HMBC bestimmt.

*1p-NMR (162 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = -10.05, -10.08.

IR: ¥ [cm™] = 1685, 1481, 1244, 1187, 1086, 1027, 995, 941, 816, 440. HRMS (ESI*): m/z =
ber.: 435.0119 [M+Na]®, gef.: 435.0124.

7.7.3. Synthese von 3-Methyl-cycloSal-2’,3’-didesoxyuridinmonophosphat (3-Me-cycloSal-
ddUMP) 86

Die Reaktion wurde nach AAV 7, Variante A, durchgefiihrt. Es wurden 74 mg (0.35 mmol)
2’,3’-Didesoxyuridin 43 geldst in 10 mL abs. Acetonitril, 0.10mL (72 mg, 0.71 mmol,
2.0 Aquiv.) DIPEA und 140 mg (0.691 mmol, 2.0 Aquiv.) 3-Methylsaligenylchlorphosphit 87 in
2.2 mL abs. Acetonitril sowie 190 pL (1.00 mmol, 2.9 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in
n-Decan) verwendet. Die Reaktionszeiten betrugen fiir die Kupplung 3 h und fir die
Oxidation 2.5h. Das Rohprodukt wurde zwei Mal chromatographisch gereinigt
(CH,Cl/MeOH 19:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 27 mg (68 umol, 19%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 1:0.9.

DC: Rf—Wert = 0.52 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): J[ppm] = 11.28 (s, 2H, 2 x 0
4
NH), 7.55 (d, *Juy = 8.1Hz, 1H, 1 x H-6), 7.52 (d, *Jyy = 5" o SﬁNH
" s .0 2
8.1 Hz, 1H, 1 x H-6), 7.29-7.22 (m, 2H, 2 x H-6""), 7.13-7.06 * P\o o ° N/go
(m, 4H, 2 x H4”, 2 x H-5"), 6.00-5.92 (m, 2H, 2 x H-1’), 4 —O0—Jr
3 2!

5.54-5.35 (m, 6H, 4 x H-7", 2 x H-5), 4.44-4.14 (m, 6H, 2 x 86

, , , Ci7H19N,07P
H-4’, 4 x H-5), 2.35-2.24 (m, 2H, 2 x H-2’a), 2.22 (s, 3H, 1 x MG: 394.32

CHs), 2.20 (s, 3H, 1 x CH3), 2.07-1.86 (m, 4 H, 2 x H-2’b, 2 x H-3’a), 1.84-1.71 (m, 2H, 2 x
H-3'b).
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3C-NMR (101 MHz, DMSO-dq): J [ppm] = 163.0 (2 x C-4), 150.3 (2 x C-2), 140.1 (1 x C-6),
140.1 (1 x C-6), 130.8 (1 x C-6""), 130.8 (1 x C-6”), 126.9 (1 x C-2”")", 126.8 (1 x C-2"")", 123.9 (2
x C-5"), 123.5 (1 x C-4”), 123.5 (1 x C-4”"), 120.9 (2 x C-1"), 101.4 (1 x C-5), 101.4 (1 x C-5),
85.2 (1 x C-1'), 85.1 (1 x C-1’), 78.1 (d, *Jcp = 3.8 Hz, 1 x C-4’), 78.0 (d, *Jcp = 3.8 Hz, 1 x C-4’),
68.8 (d, Jcp = 5.2 Hz, 1 X C-5"), 68.7 (d, *Jcp = 5.2 Hz, 1 X C-5"), 68.4 (d, *Jcp = 7.4 Hz, 1 X C-7"),
68.3 (d, JJcp = 7.4 Hz, 1 x C-7”"), 30.6 (1 x C-2’), 30.5 (1 x C-2’), 25.1 (1 x C-3’), 25.0 (1 x C-3’),
14.8 (1 x CH3), 14.8 (1 x CH3). “aus dem HMBC bestimmt.

*1p_NMR (162 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = -9.05, -9.21.

IR: V [cm'l] = 1680, 1464, 1377, 1265, 1188, 1090, 993, 937, 771, 720, 522, 422. HRMS (ES|+):
m/z = ber.: 417.0822 [M+Na]", gef.: 417.0718.

7.7.4. Synthese von 5-Chlor-cycloSal-2’,3’-didesoxyuridinmonophosphat (5-Cl-cycloSal-
ddUMP) 91

Die Reaktion wurde nach AAV 7, Variante B, durchgefiihrt. Es wurden 195 mg (0.918 mmol)
2’,3’-Didesoxyuridin 43 gelost in 12 mL abs. Acetonitril, 0.25mL (0.19g, 1.5 mmol,
1.6 Aquiv.) DIPEA und 400 mg (1.79 mmol, 2.0 Aquiv.) 5-Chlorsaligenylchlorphosphit 92 in
5mL abs. Acetonitril sowie 560 mg (0.911 mmol, 1.0 Aquiv.) Oxone® verwendet. Die

Reaktionszeiten betrugen fir die Kupplung 45 min und fir die Oxidation 15 min.

Die Ausbeute betrug 245 mg (0.591 mmol, 64%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 1:0.9.

DC: Rf—Wert = 0.38 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

0
. CI 6" 1" 7n 5 4
H-NMR (400 MHz, DMSO-de): O [ppm] = 11.28 (s, 2H, ~gn 0 o | ﬁ
n 4 6
2 X NH), 7.56 (d, >Jun = 8.1 Hz, 1H, 1 x H-6), 7.52 (d, Jup o o’P\O 5 N~ 0
= 8.1Hz, 1H, 1 x H-6), 7.47-7.39 (m, 4H, 2 x H-6”, 2 x r O
3 2'
H-4"), 7.23-7.16 (m, 2H, 2 x H-3"), 6.00-5.93 (m, 2H, 2 x N
C16H16CIN207P
H-1’), 5.56-5.34 (m, 6H, 4 x H-7”, 2 x H-5), 4.42-4.24 MG: 414.73
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(m, 4H, 4 x H-5"), 4.22-4.15 (m, 2H, 2 x H-4’), 2.34-2.22 (m, 2H, 2 x H-2’a), 2.05-1.88 (m, 4H, 2
x H-2’'b, 2 x H-3’a), 1.84-1.71 (2 x H-3’b).

3C-NMR (101 MHz, DMSO-dq): J [ppm] = 163.1 (1 x C-4), 163.0 (1 x C-4), 150.3 (2 x C-2),
148.2 (2 x C-1”)", 140.2 (1 x C-6), 140.2 (1 x C-6), 129.6 (2 x C-4"), 128.3 (2 x C-5”), 126.0 (2 x
C-6”),122.9 (1 x C-2""), 122.8 (1 x C-2"), 120.2 (2 x C-3""), 101.5 (1 x C-5), 101.5 (1 x C-5), 85.2
(1xC-1"), 85.2 (1 x C-1’), 78.1 (d, *Jcp = 6.7 Hz, 1 x C-4’), 78.0 (d, *Jcp = 6.7 Hz, 1 X C-4’), 69.0
(d, ’Jep = 5.9 Hz, 1 x C-5'), 68.9 (d, *Jcp = 5.9 Hz, 1 x C-5'), 68.0 (d, *Jcp = 7.5 Hz, 1 X C-7"), 67.9
(d, %Jep = 7.5Hz, 1 x C-7”), 30.6 (1 x C-2’), 30.5 (1 x C-2), 25.1 (1 x C-3’), 25.1 (1 x C-3’).

“aus dem HMBC bestimmt.
*1p-NMR (162 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = -10.20, -10.31.

IR: V [cm'l] = 1680, 1481, 1460, 1263, 1186, 1028, 994, 939, 865, 810, 718, 435. HRMS (ES|+):
m/z = ber.: 437.0270 [M+Na]’, gef.: 437.0274.

7.7.5. Synthese von 5-Nitro-cycloSal-2’,3’-di-O-acetyluridinmonophosphat 199

Die Reaktion wurde nach AAV 7, Variante C, durchgefiihrt. Es wurden 63 mg (0.19 mmol)
27,3’-Di-O-acetyluridin 198 gelost in 4 mL abs. Acetonitril, 65uL (49 mg, 0.38 mmol,
2.0 Aquiv.) DIPEA und 88 mg (0.38 mmol, 2.0 Aquiv.) 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 176 in
4 mL abs. Acetonitril sowie 4.8 mL (0.48 mmol, 2.5 Aquiv.) lod (0.1 M in THF/Wasser/Pyridin
77:2:21 v/v/v) verwendet. Die Reaktionszeiten betrugen fur die Kupplung 5 h und fur die
Oxidation 2 h.

Die Ausbeute betrug 28 mg einer hellgelben Watte als Gemisch zweier Diastereomere im

Verhaltnis 1:0.9. Das Produkt lag leicht verunreinigt vor.

DC: Rs—Wert = 0.26 (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 11.43-11.38 T 2
(m, 2H, 2 x NH), 8.26-8.24 (m, 1H, 1 x H-4”), 8.24-821 2 & N 9 o Zﬁ”;‘
(M, 1H, 1 x H-4”), 8.15-8.07 (m, 2H, 1 x H-67), 7.64 (d,  © 5 270" o5 N™~0
*Jun = 8.1 Hz, 1H, 1 x H-6), 7.63 (d, *Jy s = 8.1 Hz, 1H, 1 x ¥ 3,0 ,1'
H-6), 7.39 (d, YJu = 8.9 Hz, 1H, 1 x H-3"), 7.37 (d, Yy = 1o ONCOAC

8.9 Hz, 1H, 1 x H-3"), 5.83 (d, Juu = 5.0 Hz, 2H, H-1), Carflaoh 5015

5.68-5.52 (m, 6H, 4 x H-7", 2 x H-5), 5.38-5.25 (m, 4H, 2
x H-2’, 2 x H-3’), 4.55-4.36 (m, 4H, 4 x H-5’), 4.31-4.23 (m, 2H, 2 x H-4’), 2.08 (s, 3H, 1 x OAc),
2.06 (s, 3H, 1 x OAc), 2.04 (s, 6H, 2 x OAc).

13C.NMR (101 MHz, DMSO-dg): J [ppm] = 169.6 (4 x COCHs)’, 160.4 (2 x C-4), 154.2
(2 x C-5”)", 150.3 (2 x C-2), 145.1 (2 x C-6), 143.6 (2 x C-2”), 125.4 (2 x C-4”), 122.5 (2 x
C-6”), 102.7 (2 x C-5)", 88.3 (2 x C-1’), 84.7 (2 x C-4’), 73.9 (2 x C-2’), 69.3 (2 x C-4’), 69.2 (2 x
C-7"),60.2 (2 x C-5’), 20.2 (4 x COCHs). “aus dem HMBC bestimmt.

*1p-NMR (162 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = -11.07, -11.16.

IR: ¥ [cm™] = 3307, 2928, 1668, 1574, 1379, 1340, 1237, 1091, 1042, 938, 548, 436. HRMS
(ESI"): m/z = ber.: 542.0807 [M+H]", 564.0626 [M+Na]", gef.: 542.0808, 564.0630.

7.7.6. Synthese von 3-Methyl-cycloSal-3-(2’-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydro-
furo[2,3-d]pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (3-Me-cycloSal-6-Prop-2’-dBCNAMP) 113

Die Reaktion wurde nach AAV 7, Variante A, durchgefiihrt. Es wurden 86 mg (0.29 mmol)
6-Prop-2’-dBCNA 129 geldst in 13 mL abs. Acetonitril und 3 mL abs. DMF, 80 uL (61 mg,
0.47 mmol, 1.6Aquiv.) DIPEA und 117mg (0.578 mmol, 2.0 Aquiv.) 3-Methyl-
saligenylchlorphosphit 87 in 2 mL abs. Acetonitril sowie 160 pL (0.880 mmol, 3.0 Aquiv.) tert-
Butylhydroperoxid (5.5M in n-Decan) verwendet. Die Reaktionszeiten betrugen fir die
Kupplung 3 h und fiir die Oxidation 1.5h. Das Rohprodukt wurde chromatographisch
gereinigt (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).
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Die Ausbeute betrug 38 mg (80 umol, 28%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 1:0.8.
DC: Rs—Wert = 0.38 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): J [ppm] = 8.39 (s, 1H, 1 x
H-4), 8.38 (s, 1H, 1 x H-4), 7.26-7.19 (m, 2H, 2 x H-6"),
7.10-7.03 (m, 4H, 2 x H-4”, 2 x H-5"), 6.27 (t, “Jy = 1.1 Hz,
1x H-5), 6.23 (t, Jyy = 1.1 Hz, 1 x H-5), 6.21-6.14 (m, 2 H, 2
x H-1’), 5.53-5.36 (m, 6H, 4 x H-7", 2 x 3’-OH), 4.47-4.33

(m, 4H, 2 x H-5’), 4.24-4.17 (m, 2H, 2 x H-3’), 4.12-4.04 (m, 3l 2
113
2H, 2 x H-4’), 2.65-2.58 (m, 4H, 4 x H-a), 2.44-2.35 (m, 2H, CooHN,05P
MG: 476.42

2 x H-2'a), 2.18 (s, 3H, 1 x CH3), 2.16 (s, 3H, 1 x CH3), 2.11-
2.00 (m, 2H, 2 x H-2'b), 1.63 (tq, *Juy = 7.4 Hz, *Jyy = 7.4 Hz, 4H, 4 x H-b), 0.94 (t, *Jypu =
7.4 Hz, 6H 6 x H-c).

B3C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): Jd[ppm] = 171.4 (2 x C-7a)’, 158.3 (1 x C-6), 158.2 (1 x C-6),
153.2 (2 x C-2)", 147.9 (2 x C-2"")", 136.5 (1 x C-4), 136.3 (1 x C-4), 130.9 (1 x C-6”"), 130.8 (1 X
C-6”), 126.3 (C-3”)", 123.9 (1 x C-5”), 123.9 (1 x C-5”), 123.6 (1 x C-4”), 123.5 (1 x C-4”),
120.7 (2 x C-1”)", 106.5 (1 x C-4a)’, 106.4 (1 x C-4a)’, 99.7 (1 x C-5), 99.6 (1 x C-5), 87.6 (1 x
C-1'), 87.6 (1 x C-1’), 85.3 (d, *Jcp = 6.6 Hz, 1 x C-4), 85.1 (d, *Jcp = 6.6 Hz, 1 x C-4"), 69.7 (1 x
C-3'), 69.6 (1 x C-3’), 68.4 (d, Ycp = 6.6 Hz, 1 x C-7""), 68.4 (d, %Jcp = 6.6 Hz, 1 x C-7""), 67.6 (d,
2Jep = 5.9 Hz, 1 x C-5’), 67.5 (d, Zcp = 5.9 Hz, 1 x C-5’), 40.5 (1 x C-2’), 40.3 (1 x C-2’), 29.2 (2 x
C-a), 19.8 (2 x C-b), 14.8 (2 x CH3), 13.3 (1 x H-d), 13.3 (1 x H-d). “aus dem HMBC bestimmt.

31p.NMR (162 MHz, DMSO-d¢): d[ppm] = -8.87, -9.05.

IR: ¥ [cm™] = 3386, 2961, 1667, 1572, 1292, 1188, 1013, 938, 776, 650. HRMS (ESI"): m/z =
ber.: 477.1421 [M+H]*, 499.1241 [M+Na]*, gef.: 477.1383, 499.1204.

225



Experimenteller Teil

7.7.7. Synthese von 3-Methyl-cycloSal-3-(2’,3’-Didesoxy-B-p-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-di-
hydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on-5-monophosphat
(3-Me-cycloSal-6-Prop-ddBCNAMP) 115

Die Reaktion wurde nach AAV 7, Variante A, durchgefiihrt. Es wurden 90 mg (0.32 mmol)
6-Prop-ddBCNA 133 gelost in 15 mL abs. Acetonitril und 0.10 mL (76 mg, 0.59 mmol,
1.8 Aquiv.) DIPEA und 150 mg (0.740 mmol, 2.3 Aquiv.) 3-Methylsaligenylchlorphosphit 87 in
2.5 mL abs. Acetonitril sowie 200 pL (1.10 mmol, 3.4 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in
n-Decan) verwendet. Die Reaktionszeiten betrugen fiir die Kupplung 2h und fir die

Oxidation 1.5 h. Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (EE).

Die Ausbeute betrug 50 mg (0.11 mmol, 34%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 1:1.
DC: Rf—Wert = 0.55 (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): J [ppm] = 8.41 (s, 1H, 1 x
H-4), 8.40 (s, 1H, 1 x H-4), 7.27-7.20 (m, 2H, 2 x H-6"),
7.12-7.05 (m, 4H, 2 x H-4”, 2 x H-5"), 6.21 (t, *Jyy = 1.0 Hz,
1 H, 1 x H-5), 6.16 (t, /4y = 1.0 Hz, 1H, 1 x H-5), 6.02 (dd,
Jun = 6.9 Hz, 1 x H-1'), 6.02 (dd, *Jy = 6.9 Hz, 1 x H-1'),

5.53-5.37 (M, 4H, 4 x H-7""), 4.54-4.30 (m, 6H, 2 x H-4', 4 X b
115
H-5'), 2.65-2.58 (m, 4H, 4 x H-a), 2.48-2.41 (m, 2H, 2 x CoHoN, 0P
MG: 460.42

H-2"a), 2.20 (s, 3H, 1 x CH3), 2.16 (s, 3H, 1 x CH3), 2.05-1.94
(m, 4H, 2 x H-2’b, 2 x H-3"a), 1.77-1.68 (m, 2 x H-3'b), 1.63 (tq, Sy = 7.4 Hz, *Jyy = 7.4 Hz,
4H, 4 x H-b), 0.94 (t, *Jy i = 7.4 Hz, 6H, 6 x H-c).

3C_NMR (126 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 171.2 (1 x C-7a), 171.2 (1 x C-7a), 158.1 (1 x C-6),
158.1 (1 x C-6), 153.8 (1 x C-2), 153.8 (1 x C-2), 147.9 (2 x C-2""), 136.4 (1 x C-4), 136.3 (1 X
C-4), 131.0 (1 x C-6"), 130.9 (1 x C-6"), 126.9 (d, *Jcp = 6.1 Hz, 1 x C-3”), 126.8 (d, *Jcp =
6.1 Hz, 1 x C-3”), 124.0 (1 x C-5”"), 124.0 (1 x C-5”), 123.7 (1 x C-4”), 123.6 (1 x C-4”), 121.1
(d, *Jep = 9.8 Hz, 1 x C-1""), 120.9 (d, *Jcp = 9.3 Hz, 1 x C-1”"), 106.3 (1 x C-4a), 106.2 (1 x C-4a),
99.8 (1 x C-5), 99.7 (1 x C-5), 88.4 (2 x C-1'), 79.9 (d, *Jcp = 6.9 Hz, 1 x C-4"), 79.8 (d, *Jcp =
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6.9 Hz, 1 x C-4’), 68.8 (d, *Jcp = 5.9 Hz, 1 x C-5), 68.7 (d, *Jcp = 5.9 Hz, 1 x C-5), 68.5 (d, *Jcp =
6.9 Hz, 1 x C-7”), 68.4 (d, ch’p =7.4Hz,1xC-7"),32.4(1xC-2"),32.3(1xC-2),29.3 (2 x C-a),
24.5 (1 x C-3’), 24.3 (1 x C-3’), 19.8 (2 x C-b), 14.9 (1 x CH3), 14.9 (1 x CH3), 13.4 (2 x C-c).

*1p_NMR (162 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = -8.69, -8.87.

IR: ¥ [cm™] = 2960, 2875, 1667, 1570, 1295, 1187, 1168, 1090, 989, 933, 773, 649, 466, 436.
HRMS (ESI*): m/z = ber.: 461.1472 [M+H]", 483.1292 [M+Na]’, gef.: 461.1443, 483.1268.

7.7.8. Synthese von 3-Methyl-cycloSal-3-(2’,3’-didesoxy-B-p-ribofuranosyl)-2,3-dihydrofuro-
[2,3-d]pyrimidin-2-on-5-monophosphat (3-Me-cycloSal-6-H-ddBCNAMP) 116

Die Reaktion wurde nach AAV 7, Variante A, durchgefiihrt. Es wurden 160 mg (0.677 mmol)
6-H-ddBCNA 139 geldst in 30 mL abs. Acetonitril und 0.20 mL (0.15 g, 1.2 mmol, 1.8 Aquiv.)
DIPEA und 280 mg (1.38 mmol, 2.0 Aquiv.) 3-Methylsaligenylchlorphosphit 87 in 4.5 mL abs.
Acetonitril sowie 370 pL (2.04 mmol, 3.0 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan)
verwendet. Die Reaktionszeiten betrugen fiir die Kupplung 2.5 h und flr die Oxidation 2 h.

Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (CH,Cl,/MeOH 0-5% Vol.).

Die Ausbeute betrug 100 mg (0.239 mmol, 35%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 1:1.

DC: Re—Wert = 0.64 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): J[ppm] = 8.59 (s, 2H, 2 x 6 4
H-4), 7.72 (d, *Jun = 2.6 Hz, 1H, 1 x H-6), 7.70 (d, >} p = 14 \7?\]
2.6 Hz, 1H, 1 x H-6), 7.27-7.19 (m, 2H, 2 x H-6"), 7.13- 5\//05, 41' N/@O
7.04 (m, 4H, 2 x H-4", 2 x H-5""), 6.63 (d, *Jyn = 2.6 Hz, 1H, © a0
1 x H-5), 6.59 (d, *Jy 4 = 2.6 Hz, 1H, 1 x H-5), 6.06-5.99 (m, e 7
2H, 2 x H-1’), 5.55-5.37 (m, 4H, 4 x H-7"), 4.55-4.31 (m, CyoH10N,07P

MG: 418.34

6H, 4 x H-5’, 2 x H-4’), 2.49-2.43 (m, 2H, 2 x H-2a), 2.20
(s, 3H, 1 x CHs), 2.18 (s, 3H, 1 x CHs), 2.06-1.95 (m, 4H, 2 x H-2’b, 2 x H-3’a), 1.78-1.64 (m, 2H,
2 x H-3b).
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B3C-NMR (126 MHz, CDCl3): J [ppm] = 171.8 (2 x C-7a)’, 154.8 (2 x C-2), 149.2 (2 x C-2")’,
144.4 (2 x C-6), 137.5 (2 x C-4), 131.6 (2 x C-6”"), 128.0 (1 x C-3""), 127.9 (1 x C-3"), 124.3 (1 x
C-5”), 124.3 (1 x C-5”), 123.1 (1 x C-4”), 123.1 (1 x C-4”"), 120.8 (1 x C-1”), 120.8 (1 x C-1"),
105.6 (2 x C-4a)’, 104.8 (1 x C-5), 104.8 (1 x C-5), 89.6 (1 x C-1’), 89.5 (1 x C-1’), 80.4 (d, *Jcp =
6.9 Hz, 1 x C-4’), 80.3 (d, *Jcp = 6.5 Hz, 1 x C-4’), 69.0 (d, *Jcp = 5.5 Hz, 1 x C-5), 68.8 (d, *Jcp =
7.3 Hz, 1 x C-7”), 68.8 (d, 2Jcp = 7.0 Hz, 1 x C-7""), 68.6 (d, “Jcp = 6.0 Hz, 1 x C-5’), 33.5 (1 x
C-2’), 33.4 (1 x C-2'), 24.7 (1 x C-3’), 24.4 (1 x C-3’), 15.4 (1 x CH3), 15.4 (1 x CH3). aus dem
HMBC bestimmt.

31p_NMR (162 MHz, DMSO-de): d[ppm] = -8.76, -8.94.

IR: ¥ [em™] = 3117, 2953, 1665, 1570, 1470, 1380, 1293, 1187, 1090, 989, 932, 767, 728, 648,
481. HRMS (ESI*): m/z = ber.: 441.0822 [M+Na]*, gef.: 441.0806.

7.7.9. Synthese von 5-Chlor-cycloSal-3-(2°,3’-di-O-acetyl-B-p-ribofuranosyl)-2,3-dihydrofuro-
[2,3-d]pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (5-Cl-cycloSal-6-H-di-OAc-BCNAMP) 175

Die Reaktion wurde nach AAV 7, Variante A durchgefihrt. Es wurden 33 mg (94 umol)
6-H-di-OAc-BCNA 177 gelost in 2.7 mL abs. Acetonitril und 20 pL (15 mg, 0.12 mmol,
1.3 Aquiv.) DIPEA und 69 mg (0.31 mmol, 3.3 Aquiv.) 5-Chlorsaligenylchlorphosphit 92 in
1.2 mL abs. Acetonitril sowie 30 pL (0.15 mmol, 1.6 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in
n-Decan) verwendet. Die Reaktionszeiten betrugen fur die Kupplung 4 h und fir die
Oxidation 2 h. Das Rohprodukt wurde chromatographisch gereinigt (CH,Cl,/MeOH 0-3%
Vol.).

Die Ausbeute betrug 17 mg (31 umol, 33%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 1:1.

DC: Rs—Wert = 0.44 (CH,Cl,/MeOH 19:1 v/v).
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): J[ppm] = 8.58 (s, 2H, 2 x 6 4
H-4), 7.82-7.78 (m, 2H, 2 x H-6), 7.41-7.33 (m, 4H, 2 x Cl_ & q» 7"0 4 \77\]
5" 4a
H-6", 2 x H-4"), 7.16 (d, ¥ x = 8.8 Hz, 1H, 1 x H-3"), 7.14 2" o A e
3" 2"0 O 5 N O

(d, *Jun = 8.8 Hz, 1H, 1 x H-3"), 6.77 (d, *Jun = 2.7 Hz, 2H, 20—

- 3 = 1 3 3! 2!
2 x H-5), 6.03 (d, *Jy = 3.5 Hz, 1H, 1 x H-1’), 6.01 (d, *Ju 1 s Ohc OAc
= 3.5Hz, 1H, 1 x H-1’), 5.55-5.44 (m, 6H, 2 x H-2’, 4 x CpoHoCIN,0 P

MG: 554.83

H-7"), 5.40 (dd, *Jyu = 6.8 Hz, *Jy 4y = 6.8 Hz, 1H, 1 x H-3’),
5.34 (dd, *Jyn = 6.8 Hz, )y = 6.8 Hz, 1H, 1 x H-3’), 4.56-4.33 (m, 6H, 2 x H-4’, 4 x H-5’), 2.07
(s, 6H, 2 x OAc), 2.05 (s, 3H, 1 x OAc), 2.03 (s, 3H, 1 x OAc).

BC.NMR (101 MHz, DMSO-dg): J [ppm] = 171.9 (1 x C-7a), 171.8 (1 x C-7a), 169.2 (2 x
COCH;), 169.2 (1 x COCHs), 169.1 (1 x COCHs), 153.6 (2 x C-2), 148.1 (2 x C-1"), 145.7 (2 X
C-6), 140.6 (1 x C-4), 140.4 (1 x C-4), 129.4 (1 x C-4"), 129.4 (1 x C-4”"), 128.2 (1 x C-5""), 128.2
(1xC-5"),125.9 (2 x C-6"), 122.9 (d, *Jep = 4.3 Hz, 1 x C-2""), 122.8 (d, *Jcp = 4.3 Hz, 1 x C-2"),
120.1 (1 x C-3"), 120.0 (1 x C-3"), 105.7 (1 x C-4a), 105.7 (1 x C-4a), 105.0 (2 x C-5), 91.9 (1 x
C-1'), 91.6 (1 x C-1’), 79.9 (d, *Jcp = 7.3 Hz, 1 x C-4’), 79.6 (d, *Jcp = 7.3 Hz, 1H, 1 x C-4’), 73.0
(1x C-2’), 72.9 (1 x C-2’), 69.0 (1 x C-3’), 68.8 (1 x C-3"), 68.1 (d, *Jcp = 7.7 Hz, 1 x C-5’), 68.0
(d, 2Jep = 7.7 Hz, 1 x C-5’), 66.8 (d, “Jcp = 5.3 Hz, 1 x C-7""), 66.5 (d, *Jcp = 5.3 Hz, 1 x C-7"),
20.2 (3 x COCH;), 20.2 (1 x COCH3).

31p_NMR (202 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = -10.49, -10.58.

7.7.10. Synthese von 5-Nitro-cycloSal-3-(2°,3’-di-O-acetyl-B-D-ribofuranosyl)- 2,3-dihydrofuro-
[2,3-d]pyrimidin-2-on-5-monophosphat (5-Nitro-cycloSal-6-H-di-OAc-BCNAMP) 174

Die Reaktion wurde nach AAV 7, Variante C, durchgefiihrt. Es wurden 160 mg (0.454 mmol)
6-H-di-OAc-BCNA 177 gel6st in 10 mL abs. Acetonitril, 0.16 mL (0.12g, 0.94 mmol,
2.0 Aquiv.) DIPEA und 215 mg (0.921 mmol, 2.0 Aquiv.) 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 176 in
10 mL abs. Acetonitrii sowie 11.4mL (1.14 mmol, 2.5Aquiv.) lod (0.1 M in
THF/Wasser/Pyridin 77:2:21 v/v/v) verwendet. Die Reaktionszeiten betrugen fir die

Kupplung 5 h und fiir die Oxidation 2 h.
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Die Ausbeute betrug 34 mg einer gelben Watte als Gemisch zweier Diastereomere im

Verhaltnis 1:0.8. Das Produkt lag leicht verunreinigt vor.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 8.58 (s, 1H, 1 6
x H-4), 8.57 (s, 1H, 1 x H-4), 8.20-8.10 (m, 4H, 2 x H-4”, o,N_ 8 n 1" 34 jaN
" 43
5
2 x H-6"), 7.79 (d, Juu = 2.7 Hz, 1H, 1 x H-6), 7.78 (d, 2 0 il 2
3" 2|| O \O 5 N O
3JH,H = 2.7 Hz, 1 x H-6), 7.36-7.35 (m, 1H, 1 x H-3"), 2 —0—J1
7.33-7.32 (m, 1H, 1 x H-3"), 6.78 (d, *Jy = 2.7 Hz, 1H, 1 3 |2
; \ 174 OAc OAc
X H-5), 6.77 (d, JH,H =2.7 HZ, lH, H-5), 6.00 (d, -IH,H = C22H20N3013P
MG: 565.38

3.6 Hz, 1H, 1 x H-1'), 5.97 (d, *Jup = 3.3 Hz, 1H, 1 x
H-1’), 5.68-5.59 (m, 4H, 4 x H-7"), 5.52 (dd, *Jyn = 6.4 Hz, *Jyuy = 3.4 Hz, 1H, 1 x H-2"), 5.49
(dd, *Jun = 6.3 Hz, >y = 3.5 Hz, 1H, 1 x H-2’), 5.43 (dd, *Jyu = 6.8 Hz, >}y = 6.3 Hz, 1H, 1 x
H-3’), 5.34 (dd, *Jyn = 6.8 Hz, )y = 6.3 Hz, 1H, 1 x H-3’), 4.61-4.46 (m, 4H, 4 x H-5), 4.42-
4.33 (m, 2H, 2 x H-4"), 2.06 (s, 3H, 1 x OAc), 2.05 (s, 3H, 1 x OAc), 2.02 (s, 3H, 1 x OAc), 2.01
(s, 3H, 1 x OAc).

31p_NMR (162 MHz, DMSO-d): d[ppm] = -11.11, -11.27.

IR: U [cm™] = 3072, 2854, 1748, 1676, 1619, 1579, 1524, 1488, 1340, 1236, 1123, 1045, 938,
748, 437. HRMS (ESI): m/z = ber.: 588.0626 [M+Na]’, gef.: 588.0635.

7.7.11. Versuch der  Synthese von 5-Nitro-cycloSal-3-(3’-O-acetyl-2’-desoxy-B-D-
ribofuranosyl)-2,3-dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-on-5’-monophosphat 195

Die Reaktion wurde nach AAV7, Variante B, 6 o
" " /
durchgefiihrt. Es wurden 71 mg (0.24 mmol) 192, 85 uL  O,N.__& q+.% o 54a \7*;\]
. 5" 5_0 |
(63 mg, 0.49 mmol, 2.0 Aquiv.) DIPEA und 113 mg 4" PO 4 /@
3" 2"0 O 5 N O
(0.484 mmol, 2.0 Aquiv.) 5-Nitrosaligenylchlorphos- 41L—0—J7
phit 176 sowie 594 mg (0.966 mmol, 4.0 Aquiv.) Oxone® O?A'c 2
195
verwendet. Die Reaktionszeiten betrugen fir die CyoH1gN3044P
MG: 507.34

Kupplung 5 h und fiir die Oxidation 10 min.
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Das gewilinschte Produkt konnte aus einer Vielzahl phosphorhaltiger Verbindungen nicht

isoliert werden.

7.8. Synthese der Nucleosidmonophosphate

7.8.1. Synthese von Tetra-n-butylammoniumphosphat 154

Es wurde 1 mL 85%ige Phosphorsdure in 20 mL Wasser gegeben und durch Zugabe von
Tetra-n-butylammoniumhydroxidlésung (40% in Wasser w/w) auf pH6 eingestellt.

AnschlieBend wurde das Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt.
Die Ausbeute betrug 5.6 g eines farblosen, hygroskopischen Feststoffs.

Anmerkung: Es wird davon ausgegangen, dass das Salz bei einem pH-Wert von 6 mit 1.5
Tetra-n-butylammoniumionen vorliegt.[98] Dies wurde bei der Berechnung der Molmasse

sowie bei der Verwendung als Reagenz in den Folgestufen beriicksichtigt.

'H-NMR (400 MHz, D,0): d[ppm] = 3.24-3.14 (m, 12H, d c
b a
o
- 71-1. - 42-1. - 1.5 4\_\®

H-a), 1.71-1.58 (m, 12H, H-b), 1.42-1.30 (m, 12H, H-c), P 8 g .
0.95 (t, 3/ = 7.3 Hz, 18H, H-d). B

( H,H ) \_\; (I)I
31p_NMR (162 MHz, DMSO-ds): d[ppm] = 0.11 134

! ’ B MG: 495.50

7.8.2. Synthese von 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin-5’-monophosphat (d4UMP) 49 als

Tetra-n-butylammoniumsalz

Die Reaktion wurde nach AAV 10 Variante A durchgefihrt. Es wurden 245 mg (1.17 mmol)
2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin 42, 0.48 mL (0.81 g, 5.3 mmol, 4.4 Aquiv.) Phosphoryl-
chlorid, 0.42 mL (0.41 g, 5.2 mmol, 4.4 Aquiv.) abs. Pyridin und 47.5 pL (47.5 ug, 2.64 mmol,

2.2 Aquiv.) Wasser in 11.5 mL abs. Acetonitril verwendet.

Die Ausbeute betrug 754 mg (0.975 mmol, 83%) eines farblosen, hygroskopischen Feststoffs.
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Die Anzahl der Tetra-n-butylammoniumionen wurde anhand des ‘H-NMR-Spektrums

bestimmt und bei der Berechnung der Molmasse bericksichtigt.
DC: R—Wert = 0.57 (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, D,0): d[ppm] = 7.88 (d, ¥y = o
8.1 Hz, 1H, H-6), 6.99-6.96 (m, 1H, H-1'), 6.51

d 55@
o) 12
1.6 Hz, CKL,D J) g_ﬁ',_o 5 o
® o 4o
22Hz, aéNé 9

(ddd, 3./|-|’|-| = 6.2 HZ, 3.I|-|,|-| =1.9 HZ, 4.I|-|,H
1H, H-3’), 5.95 (ddd, >y = 6.2 Hz, *Ju 4

*Jup = 1.5 Hz, 1H, H-2’), 5.89 (d, *Jyu = 8.1 Hz, 1H,

C41H81N4O7P2

H-5), 5.13-5.08 (m, 1H, H-4’), 4.01 (dd, ZJH,H =
MG: 773.08

5.5 Hz, *Jy 4 = 3.3 Hz, 2H, H-5’), 3.26-3.17 (m, 16H,
H-a), 1.74-1.61 (m, 16H, H-b), 1.38 (tq, *Juu = 7.3 Hz, *Jyu = 7.3 Hz, 16H, H-c), 0.96 (t, *Jy =
7.4 Hz, 24H, H-d).

13C_NMR (101 MHz, D,0): J[ppm] = 166.4 (C-4), 152.1 (C-2), 143.0 (C-6), 134.6 (C-3’), 125.0
(C-2’), 102.1 (C-5), 90.1 (C-1’), 86.1 (d, *Jcp = 8.5 Hz, C-4’), 65.3 (d, *Jcp = 5.5 Hz, C-5'), 58.1
(C-a), 23.1 (C-b), 19.1 (C-c), 12.8 (C-d).

*1p_.NMR (162 MHz, D,0): d[ppm] = 0.29.

IR: ¥ [cm™] = 2959, 2873, 1684, 1458, 1380, 1246, 1175, 1102, 1045, 886, 740, 527, 424.
HRMS (ESI'): m/z = ber.: 289.0231 [M-HJ’, gef.: 289.0233.

7.8.3. Synthese von 2’,3’-Didesoxyuridin-5-monophosphat (ddUMP)50 als Tetra-n-

butylammoniumsalz

Die Reaktion wurde nach AAV 10 Variante A durchgefiihrt. Es wurden 130 mg (0.613 mmol)
2’,3’-Didesoxyuridin 43, 0.25 mL (0.42 g, 2.8 mmol, 4.4 Aquiv.) Phosphorylchlorid, 0.22 mL
(0.21 g, 2.7 mmol, 4.4 Aquiv.) abs. Pyridin und 25 pL (25 pg, 1.4 mmol, 2.2 Aquiv.) Wasser in

6 mL abs. Acetonitril verwendet.
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Die Ausbeute betrug 380 mg (0.490 mmol, 80%) eines hellgelben, hygroskopischen
Feststoffs. Die Anzahl der Tetra-n-butylammoniumkationen wurde anhand des ‘H-NMR-

Spektrums bestimmt und bei der Berechnung der Molmasse bericksichtigt.
DC: Rf—Wert = 0.52 (iPrOH/NH4OAc (1 M) 2:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, D,0): J[ppm] = 8.09 (d, *Ju 4 g o
4
= 8.1 Hz, 1H, H-6), 6.12 (dd, *Jyn = 6.7 Hz, *Jyp = . 5| NH

, 3 b S . 6 /@
3.5 Hz, 1H, H-1), 5.92 (d, *Ju = 8.1 Hz, 1H, H-5), Le 5 5

N
4.41-4.33 (m, 1H, H-4'), 4.10 (ddd, Yy n = 11.6 Hz, ° é
3 2'

Jun = 4.9 Hz, *Jyp = 2.9 Hz, 1H, H-5'), 3.97-3.90 50

C41H81N4O7P

(m, 1H, H-5"), 3.26-3.16 (m, 16H, H-a), 2.51-2.40 e

(m, 1H, H-2’a), 2.22-2.07 (m, 2H, H-2’b, H-3’a),
2.05-1.91 (m, 1H, H-3’b), 1.73-1.60 (m, 16H, H-b), 1.37 (tq, *Jun = 7.5 Hz, *Jyn = 7.5 Hz, 16H,
H-c), 0.96 (t, *Jyu = 7.3 Hz, 24H, H-d).

13C-NMR (101 MHz, D,0): d[ppm] = 166.4 (C-4), 151.6 (C-2), 142.4 (C-6), 101.74 (C-5), 86.5
(C-1’), 81.0 (d, ¥Jcp = 8.5 Hz, C-&’), 65.4 (d, Ycp = 5.1 Hz, C-5’), 58.1 (C-a), 31.6 (C-2’), 24.8
(C-3"), 23.1 (C-b), 19.1 (C-c), 12.8 (C-d).

*1p_.NMR (162 MHz, D,0): d[ppm] = 2.33.

IR: V [cm'l] = 2959, 2873, 1683, 1521, 1459, 1381, 1268, 1185, 1101, 1056, 886, 790, 521.
HRMS (ESI): m/z = ber.: 291.0388 [M-H]’, gef.: 291.0451.

7.8.4. Synthese von 2’,3’-Didesoxyuridin-5’-monophosphat (ddUMP)50 als Triethyl-

ammoniumsalz

Es wurden 610mg (1.30 mmol) 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin-5’-O-dibenzyl-
phosphat 66 in 70 mL abs. Methanol gelést und 360 pL (263 mg, 2.60 mmol, 2.0 Aquiv.) abs.
Triethylamin sowie vier Spatelspitzen Pd/C hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde unter

Wasserstoffatmosphdre 30h bei Rt gerihrt, filtriert und das Losungsmittel unter
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vermindertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wurde durch Umkehrphasen-

chromatographie an RP-18 Kieselgel gereinigt (H,0).

Die Ausbeute betrug 323 mg (0.821 mmol, 63%) eines farblosen hygroskopischen Feststoffs.
Die Anzahl der Triethylammoniumionen wurde anhand des *H-NMR-Spektrums bestimmt

und bei der Berechnung der Molmasse beriicksichtigt.

DC: Ry—Wert = 0.52 (iPrOH/NH,0Ac (1 M) 2:1 v/v).

'"H-NMR (400 MHz, D,0): J [ppm] = 8.04 (d, *Jupu = o
8.1 Hz, 1H, H-6), 6.14 (dd, *Jyu = 6.8 Hz, *Jyu = 3.5 Hz, . SfGNH
1H, H-1"), 5.93 (d, *Ju i = 8.2 Hz, 1H, H-5), 4.44-4.37 (m, \a 8_?,_0 5 6 NKO
1H, H-4'), 4.19 (ddd, Yup = 11.6 Hz, >y = 5.1 Hz, Y \/BH] g a0,

= 2.8 Hz, 1H, H-5'a), 4.06-3.99 (m, 1H, H-5'b), 3.23 (q, o ¥ 2

*Jun = 7.3 Hz, 6H, H-a), 2.55-2.43 (m, 1H, H-2'a) 2.24- %;G”fgggggp

2.10 (m, 2H, H-2’b/H-3a), 2.07-1.96 (m, 1H, H-3’b), 1.31 (t, SJH,H =7.3 Hz, 9H, H-b).

31p_NMR (162 MHz, D,0): d[ppm] = 0.34.

7.8.5. Synthese von 3-(2’-Desoxy-B-p-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on-5-monophosphat (6-Prop-2’-dBCNAMP) 151

Die Reaktion wurde nach AAV 10 Variante B durchgefiihrt. Es wurden 280 mg (0.624 mmol)
5’-O-Tosyl-6-Prop-2’dBCNA 155 und 580 mg (1.26 mmol, 2.0 Aquiv.) Tetra-n-butyl-
ammoniumphosphat 154 (1.5 x n-BusN*) in 11 mL abs. DMF verwendet und in der
Mikrowelle 10 min auf 100 °C (150 W) erhitzt.

Die Ausbeute betrug 123 mg (0.200 mmol, 32%) eines farblosen, hygroskopischen Feststoffs.
Die Anzahl der Tetra-n-butylammoniumionen wurde anhand des ‘H-NMR-Spektrums

bestimmt und bei der Berechnung der Molmasse bericksichtigt.

DC: Ry—Wert = 0.71 (iPrOH/NH40Ac (1 M) 2:1 v/v).
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'"H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 8.76 (s, 1H,
H-4), 6.52 (s, 1H, H-5), 6.39 (dd, >}y = 6.2 Hz, *Jy i =

dl
6.2 Hz, 1H, H-1’), 4.62-4.55 (m, 1H, H-3'), 4.37-4.31
c 1
(m, 1H, H-4’), 4.24 (ddd, %y = 11.7 Hz, *Jyp . b@
a
N

4.3 Hz, *Jup = 3.0 Hz, 1H, H-5'a), 4.13 (ddd, 4

11.7 Hz, *Jyy = 5.0 Hz, *Jyp = 3.9 Hz, 1H, H-5'b),

3.26-3.18 (m, 8H, H-a’), 2.72 (dd, *Jyn = 7.5 Hz, *Jy 4

151
C3OH54N308P
MG: 615.74

= 7.0 Hz, 2H, H-a), 2.70-2.65 (m, 1H, H-2'a), 2.42-
2.33 (m, 1H, H-2’b), 1.79-1.62 (m, 10H, H-b, H-b’),
1.39 (tq, *Jun = 7.5 Hz, *Jupn = 7.3 Hz, 8H, H-c’), 0.99 (t, >y = 7.5 Hz, 3H, H-c), 0.97 (t, )y =
7.3 Hz, 12H, H-d").

13C.NMR (101 MHz, D,0): d[ppm] = 171.5 (C-7a)’, 161.0 (C-6), 156.0 (C-2), 137.1 (C-4), 109.8
(C-4a), 99.9 (C-5), 88.4 (C-1’), 86.3 (d, *Jcp = 8.7 Hz, C-4’), 70.1 (C-3'), 64.1 (d, “Jcp = 4.8 Hz,
C-5’), 58.1 (C-a’), 40.5 (C-2’), 29.4 (C-a), 23.1 (C-b’), 19.7 (C-b), 19.1 (C-c), 12.8 (C-d’), 12.9
(C-c). "aus dem HMBC bestimmt.

*1p_.NMR (162 MHz, D,0): d[ppm] = 0.22.

IR: ¥ [cm™}] = 2960, 2935, 2874, 1667, 1573, 1462, 1383, 1334, 1252, 1167, 1100, 906, 754,
508. HRMS (ESI'): m/z = ber.: 373.0806 [M-H], gef.: 373.0801.

7.8.6. Synthese von 3-(2’,3’-Didesoxy-B-p-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (6-Prop-ddBCNAMP) 152

Die Reaktion wurde nach AAV 10 Variante B durchgefiihrt. Es wurden 90 mg (0.21 mmol)
5’-0-Tosyl-6-Prop-ddBCNA 156 und 210 mg (0.444 mmol, 2.1 Aquiv.) Tetra-n-butyl-
ammoniumphosphat 154 (1.5 x n-BusN*) in 5 mL abs. DMF verwendet und in der Mikrowelle

30 min auf 100 °C (150 W) erhitzt.
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Die Ausbeute betrug 40 mg (0.055 mmol, 26%) eines farblosen, hygroskopischen Feststoffs.
Die Anzahl der Tetra-n-butylammoniumkationen wurde anhand des *H-NMR-Spektrums

bestimmt und bei der Berechnung der Molmasse berticksichtigt.
DC: Rf—Wert = 0.48 (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, D,0): d[ppm] = 8.84 (s, 1H, c
H-4), 6.47 (s, 1H, H-5), 6.14 (dd, *Jyn = 6.6 Hz,

Jun = 1.8Hz, 1H, H-1’), 4.49-4.43 (m, 1H, c,d

H-4’), 4.29 (ddd, *Juu = 11.6 Hz, *Jyy = 4.7 Hz, ng@J) e,

up = 2.6 Hz, 1H, H-5'a), 4.08 (ddd, 2y = N 0_2;0 Ao
11.6 Hz, *Jyn = 5.2 Hz, *Jyp = 4.2 Hz, 1H, H-5'a), é é 3 :
3.24-3.12 (m, 13H, H-a’), 2.65 (dd, *Jyu = MG:1752%_97

7.4 Hz, *Jyn = 7.4 Hz, 2H, H-a), 2.63-2.55 (m, 1H, H-2’a), 2.21-2.13 (m, 1H, H-2’b), 2.10-2.02
(m, 1H, H-3’a), 1.96-1.87 (m, 1H, H-3’b), 1.72-1.57 (m, 15H, H-b, H-b’), 1.34 (tq, *Jyn = 7.4 Hz,
*Jun = 7.4 Hz, 13H, H-C'), 0.94 (t, *Jy 1 = 7.4 Hz, 3H, H-c), 0.92 (t, *Jy s = 7.4 Hz, 18H, H-d’).

13C_NMR (101 MHz, DMSO-dg): d[ppm] = 171.1 (C-7a), 156.8 (C-6), 153.9 (C-2), 138.6 (C-4),
106.1 (C-4a), 101.0 (C-5), 88.0 (C-1"), 82.1 (d, Jcp = 8.3 Hz, C-4’), 63.2 (d, *Jcp = 5.1 Hz, C-5'),
57.5 (C-a’), 33.3 (C-2’), 29.3 (C-a), 23.3 (C-3’), 23.1 (C-b’), 19.9 (C-b), 19.1 (C-¢’), 13.4 (C-d’),
13.3 (C-c).

*1p_.NMR (162 MHz, D,0): d[ppm] = 0.49.

IR: V [cm'l] = 2960, 2934, 2874, 1666, 1571, 1382, 1168, 1098, 1073, 898, 786, 518. HRMS
(ESI): m/z = ber.: 357.0857 [M-H], gef.: 357.0874.
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7.8.7. Synthese von 3-(2’,3’-Didesoxy-B-p-ribofuranosyl)-2,3-dihydrofuro[2,3-d]pyrimidin-2-
on-5-monophosphat (6-H-ddBCNAMP) 153

Die Reaktion wurde nach AAV 10 Variante B durchgefiihrt. Es wurden 170 mg (0.435 mmol)
5’-0-Tosyl-6-H-ddBCNA 157 und 285 mg (0.620 mmol, 1.4 Aquiv.) Tetra-n-butylammonium-
phosphat 154 (1.5 x n-BusN*) in 4 mL abs. DMF verwendet und in der Mikrowelle 20 min auf
100 °C (150 W) erhitzt.

Die Ausbeute betrug 86 mg (0.15 mmol, 34%) eines farblosen, hygroskopischen Feststoffs.
Die Anzahl der Tetra-n-butylammoniumkationen wurde anhand des 'H-NMR-Spektrums

bestimmt und bei der Berechnung der Molmasse bericksichtigt.
DC: Rr—Wert = 0.71 (iPrOH/NH,OAc (1 M) 2:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, D,0): § [ppm] = 9.03 (s, 1H,

d
o)
/
H-4), 7.53 (d, *Jyn = 2.7 Hz, 1H, H-5), 6.80 (d, *Jyn = X J) 54 ZaN
a
2.7 Hz, 1H, H-6), 6.11 (dd, *Juy = 6.7Hz, *Jyy =  a ﬁ o9 05 al R

-P- N" ~O
1.8 Hz, 1H, H-1’), 4.48-4.40 (m, 1H, H-4’), 4.28 (ddd, OH & —0—J,.
Jun = 11.8Hz, *Jyy = 4.8 Hz, *Jyp = 2.6 Hz, 1H, 153 32
H-5'a), 4.05 (ddd, “Juu = 11.8 Hz, *Jyn = 5.4 Hz, *Jyp Cy7HagN30,P

MG: 557.66

= 3.7 Hz, 1H, H-5'b), 3.18-3.08 (m, 8H, H-a), 2.63-

2.51 (m, 1H, H-2’a), 2.28-2.21 (m, 1H, H-2’b), 2.14-2.05 (m, 1H, H-3’a), 2.02-1.90 (m, 1H,
H-3'b), 1.73-1.60 (m, 8H, H-b), 1.38 (tq, *Juy = 7.4 Hz, *Jyn = 7.3 Hz, 8H, H-c), 0.97 (t, *Jy =
7.4 Hz, 12H, H-d).

13C-NMR (101 MHz, D,0): d[ppm] = 171.1 (C-7a), 155.9 (C-2), 145.4 (C-6), 140.1 (C-4), 107.3
(C-4a), 105.5 (C-5), 89.4 (C-1’), 82.3 (d, *Jcp = 8.8 Hz, C-4’), 64.9 (d, 2cp = 5.3 Hz, C-5'), 58.1
(C-a), 33.0 (C-2’), 23.3 (C-3'), 23.1 (C-b), 19.1 (C-c), 12.80 (C-d).

*1p_.NMR (162 MHz, D,0): d[ppm] = 0.37.

IR: V [cm'l] = 2960, 2874, 1667, 1573, 1462, 1383, 1334, 1167, 1100, 907, 781, 508. HRMS
(ESI): m/z = ber.: 315.0388 [M-H], gef.: 315.0416.
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7.9. Synthese der Nucleosiddiphosphate
7.9.1. Synthese von 2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrouridin-5’-diphosphat (d4UDP) 59 als

Ammoniumsalz

Die Synthese wurde nach AAV 11 durchgefiihrt. Es wurden 619 mg (1.35 mmol, 2.9 Aquiv.)
Tetra-n-butylammoniumphosphat (1.5 x n-BusN*) in 10mL abs. DMF und 194 mg
(0.470 mmol) 5-Cl-cycloSal-d4UMP 90 in 8 mL abs. DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug
18 h. Die Reinigung erfolgte durch zweifache Umkehrphasenchromatographie an RP-18
Kieselgel (1. H,0, 2. H,0/MeOH 9:1 v/v) anschlieBend wurden die Kationen durch Elution

iber eine Dowex 50WX8 Kationenaustauschersiule (NH,'-Form) ausgetauscht.
Die Ausbeute betrug 62 mg (0.15 mmol, 32%) eines farblosen, hygroskopischen Feststoffs.

DC: Ry—Wert = 0.17 (iPrOH/NH,0AC (1 M) 2:1 v/v).

'H-NMR (400 MHz, D,0): & [ppm] = 7.84 (d, *Jun = 0
4
8.0 Hz, 1H, H-6), 6.99-6.95 (m, 1H, H-1’), 6.53 (d, s = > NH
; 0o 09 9 . el R
6.4 Hz, 1H, H-3'), 5.95 (d, *Ju = 6.0 Hz, 1H, H-2'), 5.89 NH,0-P-0-P—0-2 NS0
| |
(d, *un = 8.0Hz, 1H, H-5), 515510 (m, 1H, 9 9
@ @ 3| 2|
H-4'), 4.18-4.08 (m, 2H, H-5'). NH, NH,
59
BC-NMR (101 MHz, D,0): &[ppm] = 166.3 (C-4)", 151.8 CoHyNsO10P,
MG: 421.24

(C-2)°, 143.0 (C-6), 134.6 (C-3’), 124.9 (C-2’), 102.3
(C-5), 90.1 (C-1’), 86.1 (d, *Jcp = 8.8 Hz, C-4’), 66.0 (d, 2cp = 6.0 Hz, C-5’). "aus dem HMBC

bestimmt.
31p NMR (162 MHz, D,0): d[ppm] =-9.74 (d, Jpp = 19.7 Hz), -11.29 (d, Jpp = 21.5 Hz).

IR: ¥ [cm™] = 2953, 2927, 1699, 1541, 1250, 1178, 1066, 1037, 963, 902, 833, 776, 702, 668,
515, 419. HRMS (ESI'): m/z = ber.: 368.9894 [M-H], gef.: 368.9719.

238



Experimenteller Teil

7.9.2. Synthese von 2’,3’-Didesoxyuridin-5’-diphosphat (ddUDP) 89 als Ammoniumsalz

Die Synthese wurde nach AAV 11 durchgefiihrt. Es wurden 300 mg (0.653 mmol, 2.0 Aquiv.)
Tetra-n-butylammoniumphosphat (1.5 x n-BusN') in 5mL abs. DMF und 137 mg
(0.330 mmol) 5-Cl-cycloSal-ddUMP 91 in 5 mL abs. DMF verwendet. Die Reaktionszeit betrug
16 h. Die Reinigung erfolgte durch zweifache Umkehrphasenchromatographie an RP-18
Kieselgel (H,0) anschlieRend wurden die Kationen durch Elution iber eine Dowex 50WX8

Kationenaustauschersaule (NH4"-Form) ausgetauscht.
Die Ausbeute betrug 39 mg (92 umol, 28%) eines farblosen, hygroskopischen Feststoffs.

DC: Ry—Wert = 0.17 (iPrOH/NH,0Ac (1 M) 2:1 v/v).

'H-NMR (500 MHz, D,0): J [ppm] = 8.00 (d, *Jyn = o
8.0 Hz, 1H, H-6), 6.11 (dd, *Jyu = 6.7 Hz, )y = 3.5 Hz, sf@NH
O O 2
- 4 3 = - - @ @ L} 6

1H, H-1), 5.92 (d, *Jy 4 = 8.2 Hz, 1H, H-5), 4.43-4.35 (m, NH4o—ﬁ'>—o—'Fl'>—o 5 N/§O
1H, H-4’), 4.28-4.21 (m, 1H, H-5'a), 4.11-4.05 (m, 1H, 8 8 4l —0—),,
H-5'b), 2.50-2.40 (m, 1H, H-2’a), 2.21-2.08 (m, 2H, %H4 ﬁw 32
H-2’b, H-3’a), 2.05-1.94 (m, 1H, H-3’b). 89

C9H23N5010PZ

MG: 423.25

13C_NMR (101 MHz, D,0): d[ppm] = 166.5 (C-4), 151.7
(C-2), 142.2 (C-6), 101.8 (C-5), 86.5 (C-1"), 80.6 (d, *Jcp = 8.8 Hz, C-4’), 66.4 (d, *Jcp = 5.1 Hz,
C-5’), 31.3 (C-2’), 24.7 (C-3").

*1p NMR (162 MHz, D,0): d[ppm] = -9.54 (bs), -10.94 (bs).

IR: V [cm'l] = 2987, 2901, 1666, 1409, 1221, 1055, 900, 809, 715, 523. HRMS (ESI'): m/z =
ber.: 371.0051 [M-H], gef.: 371.0091.
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7.10 Synthese der Bis(acyloxybenzyl)-nucleosiddiphosphatprodrugs
7.10.1. Synthese von Bis(4-isobutyryloxybenzyl)-d4UDP (iPr-d4UDP) 51

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgefiihrt. Es wurden 107 mg (0.138 mmol) d4UMP 49
(2 x n-BusN?) in 5 mL abs. Acetonitril, 129 mg (0.249 mmol, 1.8 Aquiv.) Bis(4-isobutyryloxy-
benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 67, 30 mg (0.25 mmol, 1.8 Aquiv.) DCI und
45 uL (0.25 mmol, 1.8 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan) verwendet. Die
Reaktionszeit flir die Kupplung betrug 2 h und fiir die Oxidation 30 min. Die Reinigung
erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0
1:1 v/v) und nach Kationenaustausch durch zweifache Chromatographie an RP-18 Kieselgel

(1. MeOH/H,0 3:1 v/v, 2. MeOH/H,0 1:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 33 mg (45 pmol, 33% (1 x NH,')) eines farblosen hygroskopischen

Feststoffs. Weiteres Produkt war in Mischfraktionen enthalten.
DC: Rs—Wert = 0.65 (EE/MeOH 7:3 v/v).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): J [ppm] = 7.82 (d, 3y =
8.1 Hz, 1H, H-6), 7.43-7.37 (m, 4H, H-2"), 7.08-7.03 (m,

4H, H-3"), 6.94-6.92 (m, 1H, H-1"), 6.39 (ddd, Jyy = 04
5
6.1 Hz, hyp = 1.7 Hz, “huy = 1.7 Hz, 1H, H-3), 5.85 (ddd, o o o 6&"‘2”
| 1 '
3un = 6.1 Hz, Yy = 2.2 Hz, = 1.4 Hz, 1H, H-2'), 5.75 O-P—0-P- O N- 0
3 2 3 O Q 4 i 1

(d, ¥Jun = 8.1 Hz, 1H, H-5), 5.11 (dd, Yy = 8.3 Hz, Uy p = o> N
5.1 Hz, 1H, Bn), 4.98-4.93 (m, 1H, H-4"), 4.22-4.10 (m, NHy gy

) 3 . C31H39N 014P2
2H, H-5'), 2.82 (sept, *Juu = 7.0 Hz, 2H, CH-iPr), 1.30 (d, MG 736,60

3Jun = 7.0 Hz, 12H, CH3-iPr).
o

13C_NMR (101 MHz, MeOD): d[ppm] = 177.1 (2 x C=0), 166.2 (C-4), 152.7 (2 x C-4”), 152.5
(C-2), 143.3 (C-6), 135.5 (C-3’), 134.9 (d, *Jcp = 7.7 Hz, 2 x C-1"), 130.4 (d, “Jcp = 2.9 Hz, 4 x
C-2"), 127.3 (C-2’), 122.8 (4 x C-3""), 103.2 (C-5), 91.0 (C-1’), 87.0 (d, *Jcp = 9.6 Hz, C-4’), 70.3
(dd, %Jep = 5.9 Hz, “Jep = 2.2 Hz, 2 x Bn), 68.0 (d, *Jcp = 5.8 Hz, C-5’), 35.2 (2 x CH-iPr), 19.2 (4 x
CH3-iPr).

3p_NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -12.10 (d, *Jpp = 20.1 Hz), -12.88 (d, *Jpp = 20.1 Hz).
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IR: ¥ [em!] = 2972, 2877, 1753, 1684, 1509, 1460, 1386, 1244, 1106, 1004, 964, 837, 764,
694, 501. HRMS (ESI'): m/z = ber.: 721.1569 [M-H]’, gef.: 721.1798.

7.10.2. Synthese von Bis(4-heptanoyloxybenzyl)-d4UDP (Cs-d4UDP) 52

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgeflhrt. Es wurden 107 mg (0.138 mmol) d4UMP 49
(2 x n-BusN") in 5 mL abs. Acetonitril, 152 mg (0.253 mmol, 1.8 Aquiv.) Bis(4-heptanoyloxy-
benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 68, 30 mg (0.25 mmol, 1.8 Aquiv.) DCl und
45 pL (0.25 mmol, 1.8 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan) verwendet. Die
Reaktionszeit fiir die Kupplung betrug 20 h und fir die Oxidation 30 min. Die Reinigung
erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0
1:1-5:1 v/v) und nach Kationenaustausch durch zweifache Chromatographie an RP-18

Kieselgel (MeOH/H,0 3:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 47 mg (57 umol, 41% (1 x NH4")) eines farblosen hygroskopischen

Feststoffs. Weiteres Produkt war in Mischfraktionen enthalten.

DC: Rf—Wert = 0.29 (EE/MeOH 7:3 v/v).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 7.82 (d, *Jyu = o .

8.1 Hz, 1H, H-6), 7.42-7.37 (m, 4H, H-2""), 7.08-7.03 (m, OJ\/\/\/ f

4H, H-3"), 6.96-6.93 (m, 1H, H-1’), 6.39 (ddd, *Jyy = N 3-? o o

6.1 Hz, *Jup = 1.7 Hz, YJun = 1.7 Hz, 1H, H-3'), 5.87-5.83 7, 2"0 5 SfGNzH
(m, 1H, H-2"), 5.75 (d, *J4 4 = 8.1 Hz, 1H, H-5), 5.10 (dd, 0-P—0-P-0-5. S0
2Jun = 8.2 Hz, *Jyp = 6.9 Hz, 4H, Bn), 4.97-4.93 (m, 1H, 0 g 41 =0—,.
H-4’), 4.21-4.11 (m, 2H, H-5'), 2.57 (t, *Jyp = 7.4 Hz, 4H, ﬁm i,

H-a), 1.73 (tt, *Juu = 7.4 Hz, *Juy = 7.4 Hz, 4H, H-b), 1.47- izg*fsgg‘;_‘;g{g

1.33 (m, 12H, H-c, H-d, H-e), 0.93 (t, >/, = 7.0 Hz, 6H, OW/\/\/\

H-f). @)

13C_NMR (101 MHz, MeOD): d[ppm] = 173.8 (2 x C=0), 166.2 (C-4), 152.7 (2 x C-4”), 152.4
(C-2), 143.3 (C-6), 135.5 (C-3’), 134.9 (d, *Jcp = 6.9 Hz, 2 x C-1"), 130.5 (d, “Jcp = 3.7 Hz, 4 x
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C-2”),127.3 (C-2’), 122.9 (4 x C-3”), 103.3 (C-5), 91.0 (C-1’), 87.0 (d, *Jcp = 8.7 Hz, C-4’), 70.3
(dd, %Jep = 5.7 Hz, “Jcp = 2.8 Hz, 2 x Bn), 68.0 (d, *Jcp = 5.6 Hz, C-5’), 35.0, 32.6, 29.8, 25.9,
23.6 (C-a, C-b, C-c, C-d, C-e), 14.4 (C-f).

3p_.NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -12.11 (d, *Jpp = 19.8 Hz), -12.92 (d, *Jpp = 21.8 Hz).

IR: V [cm'l] = 2958, 2873, 1754, 1687, 1508, 1461, 1378, 1198, 1103, 1005, 977, 763, 498.
HRMS (ESI): m/z = ber.: 805.2508 [M-H]’, gef.: 805.2505.

7.10.3. Synthese von Bis(4-decanoyloxybenzyl)-d4UDP (Co-d4UDP) 53

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgeflihrt. Es wurden 106 mg (0.137 mmol) d4UMP 49
(2 x n-BugN?) in 5 mL abs. Acetonitril, 171 mg (0.249 mmol, 1.8 Aquiv.) Bis(4-decanoyloxy-
benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 69, 30 mg (0.25 mmol, 1.8 Aquiv.) DCI und
45 uL (0.25 mmol, 1.8 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan) verwendet. Die
Reaktionszeit fir die Kupplung betrug 18 h und fiir die Oxidation 1 h. Die Reinigung erfolgte
durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0 1:1-9:1
v/v) und nach Kationenaustausch durch eine weitere Chromatographie an RP-18 Kieselgel

(MeOH/H,0 5:1 v/v).

ie Ausbeute betrug mg umol, 6 (1 x NHy')) eines farblosen hygroskopischen
Die Ausb b 39 (43 l, 31% (1 x NH4")) ei farbl h kopisch

Feststoffs. Weiteres Produkt war in Mischfraktionen enthalten.

DC: Rf—Wert = 0.38 (EE/MeOH 7:3 v/v).
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'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 7.82 (d, *Juy = o

8.1 Hz, 1H, H-6), 7.42-7.35 (m, 4H, H-2""), 7.08-7.03 (m, i
4" a o e g

4H, H-3"), 6.96-6.93 (m, 1H, H-1’), 6.39 (ddd, *Jyu = 3" 0
3 4 , 2|| 5 4

6.0 Hz, *Jun = 1.7 Hz, “Jyy = 1.7 Hz, 1H, H-3’), 5.88-5.83 o o [ NH
, 6

(m, 1H, H-2’), 5.75 (d, >}y = 8.1 Hz, 1H, H-5), 5.10 (dd, o- II|3| o- 'F|'> o 2 N
o & o

2Jun = 8.6 Hz, 3Jup = 5.4 Hz, 4H, Bn), 4.98-4.93 (m, 1H, °© g ——J
@ I 2I
H-4’), 4.22-4.11 (m, 2H, H-5’), 2.58 (t, *Jyu = 7.4 Hz, 4H, NH, 53
C43H63N 014P

H-a), 1.73 (tt, *Jyn = 7.5 Hz, *Jyn = 7.2 Hz, 4H, H-b), 1.47- MG: 907.92

1.25 (m, 24H, H-c, H-d, H-e, H-f, H-g, H-h), 0.91 (t, SJH,H =

o
6.8 Hz, 6H, H-i).

3C-NMR (101 MHz, MeOD): J[ppm] = 173.8 (2 x C=0), 166.3 (C-4), 152.7 (2 x C-4”), 152.4
(C-2), 143.3 (C-6), 135.6 (C-3’), 149.9 (d, *Jcp = 5.9 Hz, 2 x C-1”), 130.5 (d, “Jcp = 2.9 Hz, 4x
C-2"), 127.3 (C-2’), 122.9 (4 x C-3”), 103.3 (C-5), 91.0 (C-1’), 87.0 (d, *Jcp = 9.5 Hz, C-4’), 70.3
(dd, %Jcp = 5.9 Hz, *Jcp = 2.9 Hz, 2 x Bn), 68.0 (d, Ycp = 5.9 Hz, C-5'), 35.0, 33.1, 30.6, 30.4,
30.4, 30.2, 26.0, 23.7 (C-a, C-b, C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h), 14.4 (C-i).

3p_.NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -12.12 (d, *Jpp = 21.1 Hz), -12.93 (d, *Jpp = 19.6 Hz).

IR: ¥ [cm™] = 2921, 2851, 1754, 1687, 1509, 1464, 1379, 1248, 1105, 1005, 968, 914, 837,
764, 695, 504. HRMS (ESI'): m/z = ber.: 889.3520 [M-H], gef.: 889.3448.

7.10.4. Synthese von Bis(4-dodecanoyloxybenzyl)-d4UDP (C;;-d4UDP) 54

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgeflhrt. Es wurden 100 mg (0.129 mmol) d4UMP 49
(2 x n-BugN*) in 5 mL abs. Acetonitril, 190 mg (0.256 mmol, 2.0 Aquiv.) Bis(4-dodecanoyloxy-
benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 70, 30 mg (0.25 mmol, 1.8 Aquiv.) DCl und
45 pL (0.25 mmol, 1.8 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan) verwendet. Die
Reaktionszeit fir die Kupplung betrug 24 h und fiir die Oxidation 1 h. Die Reinigung erfolgte
durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0 1:1-9:1
v/v) und nach Kationenaustausch durch eine weitere Chromatographie an RP-18 Kieselgel

(MeOH/H,0 9:1 v/v).
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Die Ausbeute betrug 40 mg (41 pmol, 32% (1 x NH,")) eines farblosen hygroskopischen

Feststoffs. Weiteres Produkt war in Mischfraktionen enthalten.

DC: Rs—Wert = 0.34 (EE/MeOH 7:3 v/v).

"H-NMR (400 MHz, MeOD): d[ppm] = 7.82 (d, *Jyp = 0 - ISP

8.1 Hz, 1H, H-6), 7.41-7.35 (m, 4H, H-2"), 7.07-7.03 ’ _ k
(m, 4H, H-3"), 6.96-6.93 (m, 1H, H-1’), 6.39 (ddd, 4 : 0

Jun = 6.0 Hz, >y = 1.7 Hz, Yy = 1.7 Hz, 1H, H-3"), o o 5| 4N2H
5.87-5.84 (m, 1H, H-2’), 5.75 (d, *J i = 8.1 Hz, 1H, H- o- 'FI'> o- 'Fli o "N So
5), 5.10 (dd, Y = 8.5 Hz, 2Jup = 5.2 Hz, 4H, Bn), o g * i v
4.98-4.93 (m, 1H, H-4’), 4.21-4.11 (m, 2H, H-5"), 2.57 ﬁm Y’

(t, *Jun = 7.4 Hz, 4H, H-a), 1.73 (tt, *Jyu = 7.3 Hz, *Juy Cmnggf (1)43P2

= 7.3 Hz, 4H, H-b), 1.48-1.24 (m, 32H, H-c, H-d, H-e,
H-f, H-g, H-h, H-i, H-j), 0.90 (t, *Jy 4 = 7.0 Hz, 6H, H-k).

3C-NMR (101 MHz, MeOD): J[ppm] = 173.7 (2 x C=0), 166.2 (C-4), 152.7 (2 x C-4”), 152.4
(C-2), 143.3 (C-6), 135.5 (C-3’), 134.9 (d, *Jcp = 6.5 Hz, 2 x C-1"), 130.4 (d, “Jcp = 2.9 Hz, 4 x
C-2"), 127.3 (C-2’), 122.9 (2 x C-3"), 103.3 (C-5), 91.0 (C-1’), 87.0 (d, *Jcp = 8.8 Hz, C-4’), 70.3
(dd, %Jcp = 5.9 Hz, “Jcp = 3.0 Hz, 2 x Bn), 67.9 (d, Jcp = 6.5 Hz, C-5'), 35.0, 33.1, 30.7, 30.6,
30.5,30.4, 30.2, 26.0, 23.7 (C-a, C-b, C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h, C-i, C-j), 14.4 (C-k).

3p_.NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -12.10 (d, *Jpp = 20.8 Hz), -12.91 (d, *Jpp = 19.7 Hz).

IR: ¥ [cm™] = 2917, 2849, 1753, 1686, 1509, 1465, 1380, 1221, 1169, 1107, 977, 917, 837,
764, 720, 506. HRMS (ESI*): m/z = ber.: 947.4219 [M+H]", 969.4038, [M+Na]’, gef.: 947.4212,
969.4010.
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7.10.5. Synthese von Bis(4-isobutyryloxybenzyl)-ddUDP (iPr-ddUDP) 55

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgefiihrt. Es wurden 66 mg (0.085 mmol) ddUMP 50(2
X n-BusN') in 2.5 mL abs. Acetonitril, 75 mg (0.14 mmol, 1.6 Aquiv.) Bis(4-isobutyryloxy-
benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 67, 13 mg (0.11 mmol, 1.3 Aquiv.) DCl und
nach 1 h Reaktionszeit weitere 75 mg (0.14 mmol, 1.6 Aquiv.) Bis(4-isobutyryloxybenzyl)-
N,N-diisopropylaminophosphoramidit 67 und 20 mg (0.17 mmol, 2.0 Aquiv.) DCI sowie 48 uL
(0.27 mmol, 3.2 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5M in n-Decan) verwendet. Die
Reaktionszeit fiir die Kupplung betrug 20 h und fir die Oxidation 45 min. Die Reinigung
erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0
1:1-5:1 v/v) und nach Kationenaustausch durch eine weitere Chromatographie an RP-18

Kieselgel (MeOH/H,0 2:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 19 mg (26 pmol, 31% (1 x NH4')) eines farblosen hygroskopischen

Feststoffs. Weiteres Produkt war in Mischfraktionen enthalten.

DC: Rf—Wert = 0.69 (EE/MeOH 7:3 v/v).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 7.97 (d, *Jun = o
8.4 Hz, 1H, H-6), 7.45-7.37 (m, 4H, H-2""), 7.09-7.02 (m, O)H/
4||
4H, H-3"), 6.05-5.99 (m, 1H, H-1’), 5.72 (d, >}y = 8.4 Hz, 3n 0
n 4
1H, H-5), 5.13 (d, *Juy = 8.3 Hz, 4H, Bn), 4.27-4.19 (m, Z. 2 5 SNH
, o o ol g
2H, H-5’), 4.11-4.04 (m, 1H, H-4’), 2.81 (sept, *Jypn = 0-B-0-P-03 N o
| | ,
7.0 Hz, 2H, CH-iPr), 2.38-2.27 (m, 1H, H-2’a), 2.07-1.91 8 40—,
3! 1
(m, 3H, H-2’b, H-3’), 1.30 (d, *Jy4 = 7.0 Hz, 12H, CH3-iPr). O ) 55 2
C31H41N30 4P,
BC.NMR (101 MHz, MeOD): & [ppm] = 163.4 (C-4), Om)\ MG:741.62
152.5 (2 x C-4”"), 142.6 (C-6), 134.9 (d, *Jcp = 6.8 Hz, 2 X 3

C-17), 130.5 (2 x C-2""), 122.8 (2 x C-3”), 102.5 (C-5), 87.6 (C-1'), 81.2 (d, *Jcp = 9.4 Hz, C-4'),
70.3 (d, Ycp = 5.9 Hz, 2 x Bn), 68.3 (d, Ycp = 6.2 Hz, C-5), 35.3 (2 x CH-iPr), 33.3 (C-2'), 26.1
(C-3’), 19.2 (4 x CH3-iPr).

3Ip_NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -11.66 (d, *Jpp = 19.7 Hz), -12.83 (d, ZJpp = 19.8 Hz).
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IR: ¥ [cm™] = 2974, 2878, 1753, 1674, 1509, 1461, 1261, 1202, 1166, 1005, 956, 803, 498.
HRMS (ESI): m/z = ber.: 723.1726 [M-H]’, gef.: 723.1736.

7.10.6. Synthese von Bis(4-heptanoyloxybenzyl)-ddUDP (Cs-ddUDP) 56

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgefiihrt. Es wurden 130 mg (0.168 mmol) ddUMP 50
(2 x n-BusN") in 5 mL abs. Acetonitril, 170 mg (0.283 mmol, 1.7 Aquiv.) Bis(4-heptanoyloxy-
benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 68, 36 mg (0.30 mmol, 1.8 Aquiv.) DCI und
55 puL (0.31 mmol, 1.8 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan) verwendet. Die
Reaktionszeit fir die Kupplung betrug 24 h und fir die Oxidation 3.5 h. Die Reinigung
erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0
1:1-5:1 v/v) und nach Kationenaustausch durch zweifache Chromatographie an RP-18

Kieselgel (MeOH/H,0 5:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 48 mg (58 umol, 41% (1 x NH4')) eines farblosen hygroskopischen

Feststoffs. Weiteres Produkt war in Mischfraktionen enthalten.
DC: Rf—Wert = 0.75 (EE/MeOH 7:3 v/v).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 7.96 (d, *Jun = o)

b d
8.2 Hz, 1H, H-6), 7.43-7.37 (m, 4H, H-2"), 7.08-7.01 (m, oJ\/\/\/ f

4H, H-3"), 6.02 (dd, *Jun = 6.8 Hz, *Jyy = 3.6 Hz, 1H, o)
4
5
H-1’), 5.73 (d, *Jyn = 8.1 Hz, 1H, H-5), 5.12 (d, *Jyy = fiﬂ;
, 6
8.4 Hz, 4H, Bn), 4.27-4.18 (m, 2H, H-5"), 4.11-4.03 (m, 2 N 0
4 O
1H, H-4’), 2.58 (t, *Jy = 7.4 Hz, 4H, H-a), 2.38-2.27 (m, 1
3I 2I
1H, H-2’a), 2.06-1.93 (m, 3H, H-2’b, H-3’), 1.73 (tt, *Jyn = 56
3 C37Hs3N30.4P,
7.5Hz, “Jyy = 7.3 Hz, 4H, H-b), 1.48-1.28 (m, 12H, H-c, MG: 825.78
H-d, H-e), 0.93 (t, >/ = 6.8 Hz, 6H, H-f). Oj(\/\/\

o)
B3C-NMR (126 MHz, MeOD): J[ppm] = 173.7 (2 x C=0), 166.3 (C-4), 152.4 (2 x C-4”), 152.3

(C-2), 142.6 (C-6), 134.9 (d, *Jcp = 7.4 Hz, C-1""), 130.5 (4 x C-2”), 122.9 (4 x C-3"”), 102.5 (C-5),
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87.5 (C-1’), 81.2 (d, *Jcp = 9.2 Hz, C-4'), 70.3 (d, *Jcp = 5.5 Hz, 2 x Bn), 68.3 (d, “Jcp = 6.5 Hz,
C-5’), 35.0 (C-a), 33.3 (C-2’), 32.6, 29.8 (C-b, C-c), 26.1 (C-3’), 25.9, 23.6 (C-d, C-e), 14.4 (C-f).

3Ip_.NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -11.73 (d, *Jpp = 17.7 Hz), -12.86 (d, ZJpp = 20.1 Hz).

IR: ¥ [cm™] = 2955, 2929, 2858, 1755, 1678, 1509, 1462, 1263, 1198, 1102, 1025, 960, 810,
557. HRMS (ESI): m/z = ber.: 807.2737 [M-H], gef.: 807.2652.

7.10.7. Synthese von Bis(4-decanoyloxybenzyl)-ddUDP (Cs-ddUDP) 57

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgefiihrt. Es wurden 86 mg (0.11 mmol) ddUMP 50
(2 x n-BugN*) in 5 mL abs. Acetonitril, 135 mg (0.197 mmol, 1.8 Aquiv.) Bis(4-decanoyloxy-
benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 69, 25 mg (0.21 mmol, 1.9 Aquiv.) DCl und
36 puL (0.20 mmol, 1.8 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan) verwendet. Die
Reaktionszeit fiir die Kupplung betrug 20 h und fir die Oxidation 30 min. Die Reinigung
erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0
1:1-9:1 v/v) und nach lonenaustausch durch eine weitere Chromatographie an RP-18

Kieselgel (MeOH/H,0 5:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 42 mg (42 umol, 38% (0.4 x BusN*, 0.6 x NH,")) eines farblosen Ols. Die
Anzahl der Tetra-n-butylammoniumkationen wurde aus dem 'H-NMR bestimmt. Weiteres

Produkt war in Mischfraktionen enthalten.

DC: Rf—Wert = 0.29 (EE/MeOH 7:3 v/v).
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'H-NMR (400 MHz, MeOD): J[ppm] = o
7.97 (d, *Juy = 8.1 Hz, 1H, H-6), 7.43- O)J\/b\/d\/f\/h\ :
7.37 (m, 4H, H-2"), 7.07-7.03 (m, 4H,  d 5
H-3"), 6.02 (dd, Yp = 6.4 Hz, Sy = CKL,O J) 5| NH
3.6 Hz, 1H, H-1"), 5.73 (d, Juy = 8.1 Hz, 04 3% s 0N\ 20
1H, H-5), 5.12 (d, Yuy = 8.2 Hz, 4H, #—0—),
Bn), 4.27-4.19 (m, 2H, H-5"), 4.11-4.04 e

MG: 999.71

(m, 1H, H-4’), 3.26-3.19 (m, 3H, H-a

BusN*), 2.57 (t, *Jyn = 7.4 Hz, 4H, H-a), OT\/\/\/\/\/
2.37-2.25 (m, 1H, H-2’a), 2.07-1.93 (m, O

3H, H-2'b, H-3’), 1.78-1.61 (m, 7H, H-b, H-b BusN"), 1.47-1.24 (m, 27H, H-c, H-d, H-e, H-f, H-g,
H-h, H-c BugN*), 1.03 (t, *Jy 4 = 7.4 Hz, 5H, H-d BusN*), 0.91 (t, /iy 4 = 6.9 Hz, 6H, H-i).

13C_NMR (126 MHz, MeOD): J [ppm] = 173.8 (2 x C=0), 152.4 (2 x C-4”), 142.6 (C-6), 134.8
(d, *Jep = 7.4 Hz, 2 x C-1”), 130.5 (2 x C-2"), 122.9 (2 x C-3”"), 102.5 (C-5), 87.5 (C-1’), 81.2 (d,
*Jep = 9.2 Hz, C-4), 70.35 (d, *Jep = 9.2 Hz, 2 x Bn), 68.3 (d, *Jcp = 6.0 Hz, C-5'), 59.5 (C-a
BusN*), 35.0 (C-a), 33.3 (C-2’), 33.0, 30.6, 30.4, 30.4, 30.2 (C-b, C-c, C-d, C-e, C-f), 26.1 (C-3"),
26.0, 24.7 (C-g, C-h), 23.7 (C-b BusN*), 20.7 (C-c BusN"), 14.4 (C-i), 13.9 (C-d BusN").

3p_.NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -11.67 (d, *Jpp = 20.3 Hz), -12.86 (d, *Jpp = 20.9 Hz).

IR: V [cm'l] = 2921, 2851, 1755, 1686, 1509, 1464, 1380, 1264, 1200, 1106, 964, 813, 510.
HRMS (ESI): m/z = ber.: 891.3676 [M-H]’, gef.: 891.3592.

7.10.8. Synthese von Bis(4-dodecanoyloxybenzyl)-ddUDP (C;;-ddUDP) 58

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgefiihrt. Es wurden 91 mg (0.11 mmol) ddUMP 50
(2 x n-BugN*) in 5 mL abs. Acetonitril, 160 mg (0.216 mmol, 2.0 Aquiv.) Bis(4-dodecanoyloxy-
benzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 70, 25 mg (0.21 mmol, 1.9 Aquiv.) DCI und
40 uL (0.22 mmol, 2.0 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan) verwendet. Die
Reaktionszeit fir die Kupplung betrug 22 h und fiir die Oxidation 30 min. Die Reinigung

erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0
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1:1-10:1 v/v) und nach Kationenaustausch durch eine weitere Chromatographie an RP-18

Kieselgel (MeOH/H,0 9:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 37 mg (0.034 mmol, 31% (0.6 x BusN", 0.4 x NH,")) eines farblosen Ols.
Die Anzahl der Tetra-n-butylammoniumkationen wurde aus dem 'H-NMR bestimmt.

Weiteres Produkt war in Mischfraktionen enthalten.

DC: Rf—Wert = 0.19 (EE/MeOH 7:3 v/v).

'H-NMR (500 MHz, MeOD): J[ppm] = o .
7.97 (d, *Jup = 8.1 Hz, 1H, H-6), 7.42- OJ\/b\/d\/f\/h\/J\ K
7.37 (m, 4H, H-2"), 7.07-7.02 (m, 4H, d & io
H-3"), 6.04-6.00 (m, 1H, H-1'), 5.73 CkLb J) SI H
(d, ¥ = 8.1Hz, 1H, H-5), 5.12 (d, 06 2§ SN
*Jun = 8.6 Hz, 4H, Bn), 4.27-4.19 (m, é é 4 —0—),,
2H, H-5'), 4.11-4.04 (m, 1H, H-4’), gt

MG: 1100.70

3.26-3.20 (m, 5H, H-a BusN"), 2.57 (t,
*Jun = 7.5 Hz, 4H, H-a), 2.37-2.27 (m, OWWW
1H, H-2’a), 2.07-1.94 (m, 3H, H-2’b,
H-3"), 1.73 (tt, *Jyun = 7.4 Hz, *Jyn = 7.4 Hz, 4H, H-b), 1.70-1.61 (m, 5H, H-b BusN*), 1.47-1.24
(m, 37H, H-c, H-d, H-e, H-f, H-g, H-h, H-i, H-j, H-c BusN*), 1.03 (t, *Jyy = 7.3 Hz, 7H, H-d
BusN*), 0.90 (t, *Juy = 6.9 Hz, 6H, H-k).

3C-NMR (126 MHz, MeOD): J [ppm] = 173.7 (2 x C=0), 167.8 (C-4), 152.4 (2 x C-4”"), 152.3
(C-2), 142.6 (C-6), 134.9 (d, *Jcp = 6.5 Hz, 2 x C-1”), 130.5 (4 x C-2""), 122.9 (4 x C-3”), 102.5
(C-5), 87.5 (C-1’), 81.2 (d, *Jcp = 9.1 Hz, C-4’), 70.3 (d, *Jcp = 6.4 Hz, 2 x Bn), 68.3 (d, “Jcp =
5.6 Hz, C-5"), 59.5 (C-a BusN"), 35.0 (C-a), 33.3 (C-2’), 33.1, 30.7, 30.6, 30.5, 30.4, 30.2
(C-b, C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h), 26.1 (C-3’), 26.0, 24.8 (C-i, C-j), 23.7 (C-b BusN*), 20.7 (C-c
BusN*), 14.4 (C-k), 13.9 (C-d BusN").

3Ip_NMR (202 MHz, MeOD): d[ppm] =-13.18 (d, *Jpp = 19.8 Hz), -14.35 (d, ZJpp = 22.2 Hz).

IR: ¥ [em™] = 2956, 2916, 2849, 1752, 1685, 1510, 1465, 1382, 1222, 1004, 968, 816, 720,

513. HRMS (ESI"): m/z = ber.: 947.4230 [M-H], gef.: 947.4225.
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7.10.9. Synthese von Bis(4-heptanoyloxybenzyl)-6-Prop-2’-dBCNADP (Cs-6-Prop-2’-
dBCNADP) 118

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgefiihrt. Es wurden 105 mg (0.171 mmol) 6-Prop-2’-
dBCNAMP 151 (1 x n-BusN*) in 5mL abs. Acetonitril, 170 mg (0.283 mmol, 1.7 Aquiv.)
Bis(4-heptanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 68, 25mg (0.21 mmol,
1.2 Aquiv.) DCI und 50 pL (0.28 mmol, 1.7 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan)
verwendet. Die Reaktionszeit fur die Kupplung betrug 20 h und fiir die Oxidation 45 min. Die
Reinigung erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel
(MeOH/H,0 1:1-4:1 v/v) und nach Kationenaustausch durch dreifache Chromatographie an
RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0 3:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 73 mg (0.080 mmol, 47% (1 x NH.")) eines farblosen hygroskopischen

Feststoffs. Weiteres Produkt war in Mischfraktionen enthalten.
DC: Rr—Wert = 0.73 (EE/MeOH 7:3 v/v).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 8.77 (s, 1H,
H-4), 7.38 (m, 4H, H-2"), 7.03 (m, 4H, H-3"), 6.42
(s, 1H, H-5), 6.32 (dd, *Jyu = 6.0 Hz, *Jyn = 6.0 Hz,
1H, H-1"), 5.12 (d, *Jun = 8.5 Hz, 4H, Bn), 4.46-4.40

(m, 1H, H-3’), 4.31 (ddd, Yupn = 11.7Hz, *Jyy = (lF?

4.7 Hz, *Jyp = 2.8 Hz, 1H, H-5a), 4.21 (ddd, Iy = 8 .

11.6 Hz, *Jyn = 5.2 Hz, *Jyp = 2.8 Hz, 1H, H-5'b), ﬁm 03H ?

4.15-4.11 (m, 1H, H-4’), 2.63-2.49 (m, 7H, H-a, H-a’, C42H 2;8015,32
MG: 907,88

H-2'a), 2.23-2.14 (m, 1H, H-2'b), 1.77-1.62 (m, 6H,
H-b, H-b’), 1.48-1.29 (m, 12H, H-c, H-d, H-e), 0.98
(t, *Jun = 7.4 Hz, 3H, H-'), 0.93 (t, *Jy 1 = 6.7 Hz, 6H, H-f).

13C.NMR (101 MHz, MeOD): J[ppm] = 173.7 (2 x C=0)’, 173.0 (C-7a), 159.1 (C-6)", 155.3
(C-2)", 152.4 (2 x C-4”), 138.5 (C-4), 134.8 (2 x C-1”), 130.4 (d, “Jcp = 2.9 Hz, 4 x C-2""), 122.9
(4 x C-3”), 109.8 (C-4a), 101.5 (C-5), 89.5 (C-1’), 87.8 (d, *Jcp = 9.3 Hz, C-4’), 71.2 (C-3’), 70.4
(dd, %Jep = 5.9 Hz, “Jep = 2.2 Hz, 2 x Bn), 66.6 (d, “Jcp = 6.3 Hz, C-5'), 42.6 (C-2’), 35.0, 32.6
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(C-a, C-b), 30.9 (C-a’), 29.8, 25.9, 23.6 (C-c, C-d, C-e), 21.3 (C-b’), 14.4 (C-f), 13.9 (C-C'). “aus
dem HMBC bestimmt.

3Ip_NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -11.89 (d, *Jpp = 19.9 Hz), -12.74 (d, ZJpp = 21.2 Hz).

IR: ¥ [cm™] = 2956, 2930, 2858, 1756, 1668, 1617, 1575, 1508, 1459, 1422, 1381, 1255, 1199,
1166, 1142, 1103, 1006, 962, 812, 780, 505. HRMS (ESI*): m/z = ber.: 891.3229 [M+H]", gef.:
891.3244.

7.10.10. Synthese von Bis(4-decanoyloxybenzyl)-6-Prop-2’-dBCNADP (Co-6-Prop-2’-
dBCNADP) 119

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgefiihrt. Es wurden 55 mg (89 umol) 6-Prop-2’-
dBCNAMP 151 (1 x n-BugN*) in 2.5 mL abs. Acetonitril, 103 mg (0.150 mmol, 1.7 Aquiv.)
Bis(4-decanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 69, 14 mg (0.12 mmol,
1.3 Aquiv.) DCI und 25 pL (0.14 mmol, 1.6 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan)
verwendet. Die Reaktionszeit fir die Kupplung betrug 1 h und fir die Oxidation 1 h. Die
Reinigung erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel
(MeOH/H,0 1:1-5:1 v/v) und nach Kationenaustausch durch dreifache Chromatographie an
RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0 5:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 21 mg (17 pmol, 19% (1 x BusN")) eines farblosen Ols. Weiteres Produkt

war in Mischfraktionen enthalten.

DC: Rs—Wert = 0.77 (EE/MeOH 7:3 v/v).
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'H-NMR (400 MHz, MeOD): J [ppm] h
= 8.78 (s, 1H, H-4), 7.40-7.35 (m, 4H,
H-2"), 7.05-7.00 (m, 4H, H-3"), 6.42

(s, 1H, H-5), 6.32 (dd, ¥un = 6.0Hz, ¢
3y = 6.0 Hz, 1H, H-1'), 5.12 (d, Yy b
TN

= 8.5 Hz, 4H, Bn), 4.47-4.41 (m, 1H,

H-3"), 4.32 (ddd, 2y = 11.6 Hz, *Jyp =

4.8 Hz, *Jyp = 2.8 Hz, 1H, H-5'a), 4.21 H 110

2 3 C64|_|1O3’\l?>015PZ
(ddd, “Jyn = 11.6 Hz, “Jyu = 5.3 Hz, 5 MG: 1216.46
Yup = 2.8 Hz, 1H, H-5'b), 4.16-4.10 h g

O
(m, 1H, H-4), 3.27-3.19 (m, 8H, H-a BusN*), 2.63-2.49 (m, 7H, H-a, H-a’, H-2"a), 2.23-2.15 (m,

1H, H-2’b), 1.78-1.60 (m, 14H, H-b, H-b’, H-b BusN*), 1.48-1.25 (m, 32H, H-c, H-d, H-e, H-f, H-
g, H-h, H-c BusN"), 1.02 (t, *Jy = 7.4 Hz, 12H, H-d BusN"), 0.98 (t, *Jy s = 7.4 Hz, 3H, H-¢’), 0.90
(t, >Jun = 6.8 Hz, 6H, H-i).

13C.NMR (101 MHz, MeOD): J[ppm] = 172.1 (2 x C=0)’, 171.3 (C-7a)’, 159.2 (C-6)", 155.3
(C-2)", 150.8 (2 x C-4”)", 136.6 (C-4)", 134.8 (2 x C-1”), 130.4 (d, *Jcp = 2.5 Hz, 4 x C-2""), 122.9
(4 x C-3”), 108.3 (C-4a)’, 101.5 (C-5), 89.5 (C-1’), 87.8 (d, *Jcp = 9.0 Hz, C-4’), 71.2 (C-3’), 70.3
(dd, %Jep = 5.7 Hz, *Jcp = 2.9 Hz, 2 x Bn), 66.6 (C-5’), 59.5 (C-a BusN*), 42.6 (C-2’), 35.0 (C-a),
33.0, 30.9, 30.6, 30.4, 30.4, 30.2, 26.0, 24.7, 23.7, 21.3, 20.7 (C-b, C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h,
C-a’, C-b’, C-b BusN*, C-c BusN"), 14.4 (C-i), 13.9 (C-¢, C-d BusN*). “aus dem HMBC bestimmt.

3Ip_NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -11.90 (d, *Jpp = 18.7 Hz), -12.77 (d, %Jpp = 19.9 Hz).

IR: ¥ [cm™] = 2958, 2926, 2855, 1757, 1670, 1574, 1509, 1463, 1380, 1278, 1199, 1166, 1140,
1106, 1006, 969, 781, 499. HRMS (ESI'): m/z = ber.: 973.4022 [M-H]’, gef.: 973.4013.
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7.10.11. Synthese von Bis(4-dodecanoyloxybenzyl)-6-Prop-2’-dBCNADP  (C1;-6-Prop-2’-
dBCNADP) 120

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgefiihrt. Es wurden 97 mg (0.16 mmol) 6-Prop-2’-
dBCNAMP 151 (1 x n-BusN*) in 5mL abs. Acetonitril, 200 mg (0.270 mmol, 1.7 Aquiv.)
Bis(4-dodecanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 70, 27 mg (0.23 mmol,
1.4 Aquiv.) DCI und 45 pL (0.25 mmol, 1.6 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan)
verwendet. Die Reaktionszeit fir die Kupplung betrug 23 h und fiir die Oxidation 3 h. Die
Reinigung erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel
(MeOH/H,0 1:1-9:1 v/v) und nach Kationenaustausch durch zweifache Chromatographie an
RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0 9:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 30 mg (29 pmol, 18% (1 x NH,")) eines farblosen hygroskopischen

Feststoffs. Weiteres Produkt war in Mischfraktionen enthalten.
DC: Rr—Wert = 0.82 (EE/MeOH 7:3 v/v).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): J [ppm] = 8.78 (s, 1H,
H-4), 7.41-7.34 (m, 4H, H-2"), 7.05-7.00 (m, 4H,
H-3"), 6.42 (s, 1H, H-5), 6.32 (dd, *Jy 4 = 6.1 Hz, >} 4
= 6.1 Hz, 1H, H-1’), 5.12 (d, *}4 4 = 8.5 Hz, 4H, Bn),

4.46-4.41 (m, 1H, H-3'), 4.32 (ddd, Yy = 11.5 Hz, 0
3Jun = 4.4 Hz, *Jyp = 2.7 Hz, 1H, H-5'a), 4.21 (ddd, Z
®Jup = 11.5Hz, *Jypn = 5.1Hz, *Jyp = 2.8 Hz, 1H, 2 T
H-5'b), 4.15-4.11 (m, 1H, H-4'), 2.63-2.49 (m, 7H, NH, OH 120

, , , Cs2H79N3045P,
H-a, H-a’, H-2’a), 2.23-2.15 (m, 1H, H-2’b), 1.78- o MG: 1048.14
1.61 (m, 6H, H-b, H-b’), 1.48-1.23 (m, 32H, H-c, H-d, )

O
H-e, H-f, H-g, H-h, H-i, H-j), 0.98 (t, SJH,H =7.4 Hz, 3H, H-c’), 0.89 (t, 3'JH,H = 6.8 Hz, 6H, H-k).

13C.NMR (101 MHz, MeOD): d[ppm] = 172.3 (2 x C=0)", 171.4 (C-7a), 159.2 (C-6)", 150.4 (2 x
C-4")", 135.8 (C-4)", 130.5 (4 x C-2”), 122.9 (4 x C-3”), 108.4 (C-4a)’, 101.5 (C-5), 89.5 (C-1’),
87.8 (C-4’), 71.2 (C-3’), 70.3 (2 x Bn), 65.1 (C-5’), 42.6 (C-2’), 35.0 (2 x C-a), 33.1, 30.7, 30.6,
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30.5, 30.4, 30.2, 26.0, 25.7, 23.7, 21.3 (C-b, C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h, C-i, C-j, C-a’, C-b’), 14.4
(C-k), 13.9 (C-c’). “aus dem HMBC bestimmt.

3Ip_.NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -11.85 (bs), -12.73 (d, *Jpp = 19.8 Hz).

IR: ¥ [cm™] = 2958, 2924, 2855, 1756, 1670, 1574, 1509, 1464, 1380, 1244, 1198, 1166, 1140,
1007, 970, 739, 502. HRMS (ESI'): m/z = ber.: 1031.4794 [M+H]", gef.: 1031.4778.

7.10.12. Synthese von Bis(4-heptanoyloxybenzyl)-6-Prop-ddBCNADP (Cs-6-Prop-
ddBCNADP) 122

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgefiihrt. Es wurden 40 mg (0.054 mmol) 6-Prop-
ddBCNAMP 152 (1.6 x n-BusN*) in 2.5 mL abs. Acetonitril, 60 mg (0.10 mmol, 1.9 Aquiv.) Bis-
(4-heptanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 68, 10mg  (0.085 mmol,
1.6 Aquiv.) DCI und 20 pL (0.11 mmol, 2.0 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan)
verwendet. Die Reaktionszeit fur die Kupplung betrug 20 h und fiir die Oxidation 45 min. Die
Reinigung erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel
(MeOH/H,0 1:1-5:1 v/v) und nach Kationenaustausch durch eine weitere Chromatographie

an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0 4:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 25 mg (22 umol, 41% (1 x n-BusN’)) eines farblosen Ols. Weiteres

Produkt war in Mischfraktionen enthalten.

DC: Ri—Wert = 0.76 (EE/MeOH 7:3 v/v).
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'H-NMR (400 MHz, MeOD): d[ppm] =
8.94 (s, 1H, H-4), 7.42-7.37 (m, 4H,
H-2"), 7.05-7.00 (m, 4H, H-3"), 6.50
(s, 1H, H-5), 6.12 (dd, *Jyn = 6.8 Hz,
*Jupn = 2.2 Hz, 1H, H-1"), 5.14 (d, )y =
8.4 Hz, 4H, Bn), 4.43 (ddd, “Jyu =

11.8 Hz, *Juy = 4.8 Hz, *Jyp = 2.4 Hz,

C58H91N3014P2
MG: 1116.3024

417 (ddd, ZJH,H = 11.5Hz, SJH,H _ O\H/\/\/\

1H, H-5a), 4.39-4.32 (m, 1H, H-4),
5.5 Hz, *Jup = 2.9 Hz, 1H, H-5'b), 3.29- ©

3.21 (m, 8H, H-a BusN"), 2.66-2.49 (m, 7H, H-a, H-a’, H-2a), 2.16-2.07 (m, 1H, H-2’b), 1.98-
1.89 (m, 2H, H-3’), 1.80-1.62 (m, 14H, H-b, H-b’, H-b BusN"), 1.50-1.35 (m, 20H, H-c, H-d, H-e,
H-c BugN®), 1.05 (t, *Jy = 7.3 Hz, 12H, H-d BusN*), 1.00 (t, *Jn = 7.4 Hz, 3H, H-c’), 0.95 (t,
*Jun = 6.9 Hz, H-f).

13C_NMR (101 MHz, MeOD): d[ppm] = 173.6 (2 x C=0), 172.9 (C-7a), 160.4 (C-6), 156.9 (C-2),
152.4 (2 x C-4”), 139.0 (C-4), 134.8 (d, *Jcp = 6.6 Hz, 2 x C-1”), 130.4 (4 x C-2"), 122.9 (4 x
C-3”), 109.3 (C-4a), 101.7 (C-5), 90.5 (C-1’), 83.0 (d, *Jcp = 9.2 Hz, C-4’), 70.3 (dd, “cp =
5.5 Hz, *Jcp = 3.0 Hz, 2 x Bn), 67.3 (d, *Jcp = 5.6 Hz, C-5’), 59.5 (C-a BusN"), 35.0 (C-a), 34.7
(C-2’), 32.7 (C-b), 30.9 (C-a’), 29.9 (C-c), 25.9 (C-b BusN"), 24.8 (C-d), 24.7 (C-3’), 23.6 (C-c
BusN¥), 21.4 (C-b’), 20.7 (C-e), 14.4 (C-d BusN"), 13.9 (C-f), 13.9 (C-¢’).

3Ip_.NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -11.89 (d, *Jpp = 21.0 Hz), -12.76 (d, ZJpp = 20.6 Hz).

IR: ¥ [cm™] = 2959, 2932, 2873, 1756, 1669, 1573, 1509, 1462, 1381, 1284, 1199, 1166, 1143,
1104, 1009, 967, 499. HRMS (ESI*): m/z = ber.: 875.3280 [M+H]", gef.: 875.3291.
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7.10.13. Synthese von Bis(4-decanoyloxybenzyl)-6-Prop-ddBCNADP (Co-6-Prop-
ddBCNADP) 123

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgefiihrt. Es wurden 30 mg (0.040 mmol) 6-Prop-
ddBCNAMP 152 (1.6 x n-BusN®) in 2.5 mL abs. Acetonitril, 53 mg (77 umol, 1.9 Aquiv.)
Bis(4-decanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 69, 7.5mg (64 umol,
1.6 Aquiv.) DCI und 15 pL (83 pmol, 2.0 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan)
verwendet. Die Reaktionszeit flir die Kupplung betrug 1 h und fiir die Oxidation 1 h. Die
Reinigung erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel
(MeOH/H,0 1:1-5:1 v/v) und nach Kationenaustausch durch zwei weitere Chromatographien

an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0 4:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 10 mg eines farblosen Ols. Eine vollstindige Abtrennung des

Phosphatdiesters 82 war nicht moglich.
DC: Rs—Wert = 0.83 (EE/MeOH 7:3 v/v).

'"H-NMR (400 MHz, MeOD): & [ppm] = 8.91 (s, 1H, ~h
H-4), 7.40-7.33 (m, 4H, H-2"), 7.07-6.99 (m, 4H,
H-3"), 6.47 (s, 1H, H-5), 6.10 (dd, *Jyn = 6.7 Hz, *Jy
= 2.2 Hz, 1H, H-1"), 5.12 (d, *Jyu = 8.2 Hz, 4H, Bn),
4.42 (ddd, *Jupy = 11.6 Hz, *Jyy = 4.9Hz, *Jyp =
2.3 Hz, 1H, H-5'a), 4.37-4.30 (m, 1H, H-4’), 4.15

(ddd, *Ju = 11.6 Hz, *Jyn = 5.3 Hz, *Jyp = 2.8 Hz, 1H, 3 2
123
H-5'b), 2.63-2.53 (m, 7H, H-a, H-a’, H-2"a), 2.14-2.06 Ha CasHriN30 1P,
MG: 976.04

(m, 1H, H-2’b), 1.95-1.87 (m, 2H, H-3’), 1.78-1.63

O\H/\/\/\/\/
(m, 6H, H-b, H-b’), 1.48-1.25 (m, 24H, H-c, H-d, H-e,

H-f, H-g, H-h), 0.98 (t, >/ = 7.4 Hz, 3H, H-c’), 0.90 (t, *}iy 4 = 6.8 Hz, 6H, H-i).

B3C-NMR (126 MHz, MeOD): J [ppm] = 173.6 (2 x C=0), 171.3 (C-7a)’, 158.9 (C-6) , 155.4
(C-2)°, 152.4 (2 x C-4”), 137.3 (C-4), 133.4 (2 x C-1)", 130.4 (4 x C-2"), 122.8 (4 x C-3"),
107.8 (C-4a)’, 101.7 (C-5), 90.5 (C-1’), 83.0 (d, *Jcp = 9.5 Hz, C-4’), 70.3 (m, 2 x Bn), 68.4 (d,
?Jep = 5.5 Hz, C-5’), 35.0 (C-a), 34.7 (C-2’), 33.1 (C-b), 30.9 (C-a’), 30.6, 30.4, 30.4, 30.2, 26.0
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(C-c, C-d, C-e, C-f, C-g), 24.7 (C-3'), 23.7 (C-h), 21.4 (C-b’), 14.4 (C-i), 13.9 (C-C’). “aus dem
HMBC bestimmt.

3Ip_.NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -11.87 (d, *Jpp = 19.5 Hz), -12.76 (d, %Jpp = 20.7 Hz).

HRMS (ESI*): m/z = ber.: 959.4219 [M+H]", gef.: 959.4215.

7.10.14. Synthese von Bis(4-heptanoyloxybenzyl)-6-H-ddBCNADP (Cs-6-H-ddBCNADP) 126

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgefiihrt. Es wurden 40mg (72 umol)
6-H-ddBCNAMP 153 (1 x n-BusN") in 2.5 mL abs. Acetonitril, 87 mg (0.14 mmol, 1.9 Aquiv.)
Bis(4-heptanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 68, 15mg (0.13 mmol,
1.8 Aquiv.) DCI und 25 pL (0.14 mmol, 1.9 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan)
verwendet. Die Reaktionszeit fur die Kupplung betrug 20 h und fiir die Oxidation 45 min. Die
Reinigung erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel
(MeOH/H,0 1:1-5:1 v/v) und nach Kationenaustausch durch zweifache Chromatographie an
RP-18 Kieselgel (1. MeOH/H,0 5:1 v/v, 2. MeOH/H,0 4:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 33 mg (0.036 mmol, 50% (0.3 x n-BusN*, 0.7 x NH4")) eines farblosen
hygroskopischen Feststoffes. Die Anzahl der Tetra-n-butylammoniumkationen wurde aus

dem *H-NMR bestimmit.

DC: Rs—Wert = 0.74 (EE/MeOH 7:3 v/v).
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'H-NMR (400 MHz, MeOD): d[ppm]

b d
9.10 (s, 1H, H-4), 7.49 (d, *Jyy = OJ\/\/\/ f

n
O

6
2.7 Hz, 1H, H-6), 7.41-7.36 (m, 4H, d 7Q
5 7a
H-2"), 7.04-7.00 (m, 4H, H-3"), 6.84 b 42 >N
3 a\® i 5 A S
(d, *Jun = 2.7 Hz, 1H, H-5), 6.10 (dd, 03 N 0-P-0-P-0 N~ ~0
4|
*Jun = 6.7 Hz, *Jyn = 2.1 Hz, 1H, H-1'), é é o % o
® 3 2!
5.12 (d, *Jyn = 8.5 Hz, 4H, Bn), 4.42 0.7xNH, 126
MG: 917.12

(ddd, %un = 11.7 Hz, *Jyy = 4.7 Hz,
up = 23Hz, 1 H, H-5a), 4.39-4.32 O\(\/\/\
(m, 1H, H-4’), 4.15 (ddd, “Jupn =
11.7 Hz, 3}y = 5.4 Hz, *Jyp = 2.9 Hz, 1H, H-5'b), 3.27-3.19 (m, 3H, H-a BusN*), 2.61-2.48 (m,
5H, H-a, H-2’a), 2.17-2.08 (m, 1H, H-2’b), 1.95-1.86 (m, 2H, H-3"), 1.78-1.60 (m, 7H, H-b, H-b
BusN"), 1.48-1.31 (m, 15H, H-c, H-d, H-e, H-c BusN*), 1.02 (t, Jyn = 7.4 Hz, 4H, H-d BusN"),
0.93 (t, *Jy1 = 6.8 Hz, 6H, H-f).

13C.NMR (101 MHz, MeOD): d[ppm] = 173.7 (2 x C=0), 171.7 (C-7a), 155.3 (C-2)", 152.4 (2 x
C-4”), 144.3 (C-6)’, 139.8 (C-4)", 133.4 (2 x C-1”)", 130.5 (4 x C-2"), 122.9 (4 x C-3”), 107.1
(C-5), 90.7 (C-1’), 83.1 (d, *Jcp = 9.3 Hz, C-4’), 70.3 (m, 2 x Bn), 67.2 (d, *Jcp = 6.3 Hz, C-5'),
59.5 (C-a BusN"), 35.0 (C-a), 34.7 (C-2’), 32.7, 29.9, 25.9, 24.8, 24.6, 23.6, 20.7 (C-b, C-c, C-d,
C-e, C-b BuyN*, C-c BuyN*, C-3’), 14.4 (C-f), 13.9 (C-d BusN*). “aus dem HMBC bestimmt.

3p_NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -11.91 (d, *Jpp = 20.0 Hz), -12.72 (d, *Jpp = 21.8 Hz).

IR: ¥ [cm™'] = 2956, 2930, 2872, 1755, 1668, 1639, 1572, 1509, 1263, 1199, 1166, 1141, 1102,
1003, 960, 501. HRMS (ESI'): m/z = ber.: 831.2665 [M-H]’, gef.: 831.2655.
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7.10.15. Synthese von Bis(4-decanoyloxybenzyl)-6-H-ddBCNADP (Co-6-H-ddBCNADP) 127

Die Synthese wurde nach AAV 12 durchgefiihrt. Es wurden 24 mg (0.048 mmol)
6-H-ddBCNAMP 153 (1 x n-BusN") in 2.5 mL abs. Acetonitril, 56 mg (0.82 mmol, 1.7 Aquiv.)
Bis(4-decanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 69, 10mg (0.85 mmol,
1.8 Aquiv.) DCI und 18 pL (99 pmol, 2.0 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan)
verwendet. Die Reaktionszeit fur die Kupplung betrug 20 h und fir die Oxidation 1 h. Die
Reinigung erfolgte durch eine erste Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel
(MeOH/H,0 1:1-5:1 v/v) und nach Kationenaustausch durch eine zweite Chromatographie

an RP-18 Kieselgel (MeOH/H,0 5:1 v/v).

Die Ausbeute betrug 13 mg (14 umol, 29% (1 x NH4")) eines farblosen hygroskopischen

Feststoffs.
DC: Rf—Wert = 0.76 (EE/MeOH 7:3 v/v).

'H-NMR (400 MHz, MeOD): S[ppm] = 9.10 (s, 1H, H-4), 0

b d f h
7.49 (d, *Juy = 2.7 Hz, 1H, H-6), 7.39-7.36 (m, 4H, OJ\/\/\/\/\

H-2""), 7.03-7.00 (m, 4H, H-3"), 6.84 (d, *Jyu = 2.7 Hz, 3" /6 0
" 5 7a
1H, H-5), 6.10 (dd, *Jun = 6.7 Hz, *Jyp = 2.1Hz, 1H, .2 42y SN
3 2 9 9 ! 4 /@
H-1'), 5.12 (d, *Jun = 8.6 Hz, 4H, Bn), 4.42 (ddd, Yy = 0—P—0—P—-0-3 N" 0
| | ,
11.7 Hz, *Jupn = 4.8 Hz, Jyp = 2.4 Hz, 1H, H-5'a), 4.39- © 9 YO~
, 2 3 ©) 3 2
4.32 (m, 1H, H-4), 4.15 (ddd, Yy = 11.7 Hz, *Jyy = NH, 127
5.3 Hz, *Jyp = 2.8 Hz, 1H, H-5’b), 2.61-2.49 (m, 5H, H-a, CasHesN3014P,
MG: 933.96

H-2’a), 2.17-2.09 (m, 1H, H-2’b), 1.95-1.86 (m, 2H, OW\A/V

H-3"), 1.73 (tt, *Jyn = 7.6 Hz, *Jyy = 7.2 Hz, 4H, H-b), o
1.47-1.26 (m, 24H, H-c, H-d, H-e, H-f, H-g, H-h), 0.91 (t, *Jy 4 = 6.8 Hz, 6H, H-i).

13C_.NMR (101 MHz, MeOD): d[ppm] = 172.1 (2x C=0)", 171.3 (C-7a)’, 155.3 (C-2), 150.9 (2 x
C-4”)", 139.8 (C-4), 133.1 (2 x C-1"")’, 130.5 (4 x C-2""), 122.9 (4 x C-3"), 107.6 (C-4a), 107.1
(C-5), 90.7 (C-1'), 70.3 (dd, *Jcp = 5.9 Hz, *Jcp = 2.9 Hz, 2 x Bn), 67.3 (d, *Jcp = 5.3 Hz, C-5'),
35.0 (C-a), 34.7 (C-a, C-b), 33.0 (C-2’), 30.6, 30.4, 30.2, 26.0, 24.6 (C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h),
23.7 (C-3’), 14.4 (C-i). "aus dem HMBC bestimmt.
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3Ip_.NMR (162 MHz, MeOD): d[ppm] = -11.89 (d, *Jpp = 21.7 Hz), -12.74 (d, %Jpp = 19.4 Hz).

IR: ¥ [cm'l] = 2924, 2854, 1757, 1668, 1574, 1233, 1149, 1106, 981, 509. HRMS (ESI'): m/z =
ber.: 915.3604 [M-H]’, gef.: 915.3598.

7.11 Synthese der Nucleosiddiphosphatpyranosen
7.11.1. Versuch der Synthese von 6-H-BCNADP-a-D-glucose 172

Die  Reaktion wurde nach AAV13 b

durchgefiihrt. Es wurden 11 mg (20 pumol)

@
5-Cl-cycloSal-6-H-BCNAMP 175 und 28 mg > 4
SR
52 umol, 2.6 Aquiv.) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl- 5 4
(52 quiv.) y O—I:DI—O—%—O N o
a-D-glucopyranosyl-1-phosphat 178 als Tri- o) O 4lL—0—Jy
. . 172 3 2!
ethylammoniumsalz in je 1mL abs. DMF CpoHsaN4017P, OH OH
MG: 792.70

verwendet. Die Reaktionslésung wurde 21d
bei Rt und weitere 4 d bei 50 °C gerihrt. Die Abspaltung der Acetylschutzgruppen erfolgte in
10 mL eines Gemisches aus Methanol, Wasser und Triethylamin (7:3:1 v/v/v) Gber 20 h bei

Rt. Das Rohprodukt wurde durch Umkehrphasenchromatographie (H,O) gereinigt.

Das gewiinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.

7.11.2. Synthese von 6-H-BCNADP-a-D-galactose 173

Die Reaktion wurde nach AAV 13 durchgefihrt. Es wurden 24 mg (42 umol)
5-Nitro-cycloSal-6-H-di-OAc-BCNAMP 174und 48 mg (83 umol, 2.0 Aquiv.) 2,3,4,6-Tetra-O-
acetyl-a-p-galactopyranosyl-1-phosphat 179 als Triethylammoniumsalz in je 2 mL abs. DMF
verwendet. Die Reaktionslésung wurde 18 h bei Rt geriihrt. Die Abspaltung der Acetylschutz-
gruppen erfolgte in 10 mL eines Gemisches aus Methanol, Wasser und Triethylamin (7:3:1
v/v/v) lGber 24 h bei Rt. Das Rohprodukt wurde durch Umkehrphasenchromatographie (H,0)

gereinigt.
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Die Ausbeute betrug 3.8mg (4.8umol, 11%) eines farblosen Feststoffs als

Triethylammoniumsalz.

'H-NMR (500 MHz, D,0): d[ppm] = 9.01 (s, 1H,

H-4), 7.60 (d, *Jyn = 2.7 Hz, 1H, H-6), 6.94 (d, ‘; o
7a
3y = 2.7 Hz, 1H, H-5), 6.08-6.05 (m, 1H, H-1'), 543 SN
2
5.65 (dd, *Jup = 7.3 Hz, *Juu = 3.6 Hz, 1H, H-1"), ANNX0
4.48 (ddd, “Jyy = 12.1 Hz, *Jyp = 4.2 Hz, *Jyp = O—J
2I
1.6 Hz, 1H, H-5a), 4.42-4.34 (m, 3H, H-2’, H-3’,
) ( CaoH54N,017P; OH OH

H-4'), 4.30 (ddd, *Juu = 12.0 Hz, *Jyu = 5.3 Hz, MG: 792.70
*Jup = 2.0 Hz, 1H, H-5'b), 4.17 (t, *Jyu = 6.2 Hz, 1H, H-5"), 4.01 (d, *Jun = 3.1 Hz, 1H, H-3"),
3.91 (dd, *Juu = 10.3 Hz, *Jyp = 3.2 Hz, 1H, H-4"), 3.80 (ddd, *Jin = 10.3 Hz, *Jyn = 3.1 Hz, Uup
= 3.1 Hz, 1H, H-2"), 3.77-3.68 (m, 2H, H-6"), 3.31-3.14 (m, 12H, H-a), 1.41-1.20 (m, 18H, H-b).

13C-.NMR (126 MHz, D,0): d [ppm] = 171.3 (C-7a)’, 155.9 (C-2)", 145.2 (C-6)°, 139.6 (C-4),
108.0 (C-4a)’, 105.7 (C-5), 95.8 (d, 2Jcp = 7.0 Hz, C-1”), 92.1 (C-1’), 82.4 (d, *Jcp = 9.1 Hz, C-4),
75.1 (C-2’), 71.9 (C-5”), 69.3 (C-4""), 69.1 (C-3"), 68.4 (d, *Jcp = 8.1 Hz, C-2”), 67.8 (C-3’), 63.8
(d, Yep = 5.5 Hz, C-5’), 61.0 (C-6""), 46.7 (C-a), 8.2 (C-b). “aus dem HMBC bestimmt.

3p_NMR (202 MHz, D,0): d[ppm] =-11.19 (d, %Jpp = 19.7 Hz), -12.70 (d, *Jp,p = 19.7 Hz).

HRMS (ESI'): m/z = ber.: 589.0477 [M-HJ’, gef.: 589.0489.
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7.12. Hydrolysestudien

7.12.1. Verwendete Puffer und Lésungen
50 mM Phosphatpuffer nach Sérensen:

Es wurden 547 mg Dinatriumhydrogenphosphat und 155 mg Kaliumdihydrogenphosphat in
100 mL Reinstwasser gelost. Der pH-Wert wurde gegebenenfalls mit verd. Phosphorsaure

oder 1 M Natronlauge auf den benétigten Wert (pH = 7.3) eingestellt.
Interner Standard (AZT-L6sung):

Es wurden 5 mg AZT 1 in 500 pL Reinstwasser gelost.

7.12.2 pH-Wert abhdngige chemische Hydrolyse

Von allen untersuchten Prodrugs wurden 50 mM Stammldsungen in DMSO angesetzt.
AnschlieBend wurden in einem Eppendorf-Cap 11 UL der 50 mM DMSO-Stammldsung mit
189 pL DMSO und 100 pL Reinstwasser versetzt. Zu dieser Lésung wurden 300 UL des 50 mM
Phosphatpuffers (pH 7.3) und bei Untersuchung der cycloSal-Verbindungen zusatzlich 5 L
der AZT-L6sung (interner Standard) gegeben (dadurch wurde die Pufferkonzentration auf
248 MM und die des cycloSal-Nucleotides auf 0.94 mM verdiinnt). Durch kurzes
Durchmischen (Vortex) wurde die Hydrolyse gestartet und die Probe fiir die Dauer der
Hydrolyse im Thermomixer bei 37 °C inkubiert. Das erste Aliquot (to) wurde sofort und
weitere Aliquote (30 pL) in zunehmend grofRer werdenden Zeitabstdanden entnommen und
die Proben zur Lagerung in flussigem Stickstoff (-196 °C) eingefroren oder sofort HPLC-
analytisch untersucht (20 pL Injektionsvolumen, Methode | fiir cycloSal-Verbindungen und
Methode Il fiir DiPPro-Nucleotide). Eingefrorene Proben wurden einzeln aufgetaut und
anschliefend HPLC-analytisch vermessen. Zur Auswertung der Kinetiken wurden fir jede
Probe die Flache der Peaks der Prodrugs und der Hydrolyseprodukte bestimmt und gegen
die Hydrolysedauer (in Stunden; h) graphisch aufgetragen. Bei cycloSal-Verbindungen wurde
der Quotient aus den Peakflachen des Prodrugs und des internen Standards gebildet und

ebenfalls gegen die Hydrolysedauer aufgetragen. Zur Bestimmung der Halbwertszeiten
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wurden durch die experimentell bestimmten Messpunkte mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms EXCEL exponentielle Ausgleichskurven gelegt, sodass sich
aus den entsprechenden Funktionen Werte fiir die jeweiligen Geschwindigkeitskonstanten k

der Hydrolyse ergaben. Aus den so erhaltenen Werten fiir k konnten gemaR der Formel
| . . .
ti2= nTZ die Hydrolysehalbwertszeiten t;, errechnet werden, da es sich auf Grund des

grofRen Wasseriberschusses um Kinetiken pseudo-erster Ordnung handelt.

7.12.3 Hydrolysen in CEM/0-Zellextrakt

Es wurden 20puL der 50 mM Stammldosungen mit 230 uyL DMSO verdiinnt, um die
Hydrolysestammldsungen zu erhalten. Fir die Hydrolyselésungen wurden 50 pL des CEM/0-
Zellextrakts und 10 uL einer 70 MM Magnesiumchloridlésung (in Reinstwasser) in ein
Eppendorf-Cap gegeben und die Hydrolyse durch Zugabe von 10uL der
Hydrolysestammlosung und kurzes Vermischen (Vortex) gestartet. Fiir jeden Messwert
wurde eine separate Hydrolyselésung angesetzt, die fiir die Dauer der Hydrolyse im
Thermomixer bei 37 °C inkubiert wurde. Zur Beendigung der Hydrolyse wurden 200 uL
Methanol hinzugegeben, die Probe fiir 10 min auf Eis gelagert und 10 min im Ultraschallbad
behandelt. AnschlieBend wurde 10 min bei 0°C zentrifugiert (14.000 rpm) und der
Uberstand durch einen Spritzenfilter filtriert. Die Proben wurden bis zur HPL-
chromatographischen Analyse in flissigem Stickstoff (-196 °C) gelagert, einzeln aufgetaut
und vermessen (90 uL Injektionsvolumen, Methode | fiir cycloSal-Verbindungen und
Methode Il fiir DiPPro-Nucleotide). Die Bestimmung der Halbwertszeiten erfolgte wie unter

7.12.2. beschrieben.

Fir die Analyse der Hydrolyseproben mittels HPLC-MS wurden die Proben wie oben
beschrieben hergestellt. Die Analyse der Prodrugs erfolgte durch RP-HPLC (Methode lll,
Injektionsvolumen: 100 ulL), die Untersuchung der Hydrolyseprodukte (Mono- und

Diphosphat) wurde mittels HILIC (Methode IV, Injektionsvolumen: 50 pL) durchgefiihrt.
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7.12.4. *'P-NMR Hydrolysestudien

Es wurden 10 mg der zu untersuchenden Verbindung in 350 uL DMSO-ds geldst und 350 uL
des 50 mM Phosphatpuffers hinzugegeben. Die Probe wurde bei Rt gelagert und regelmaRig

3'p_NM R-spektroskopisch vermessen.

7.13. Aufnahme der UV/Vis- und Fluoreszenzspektren

Es wurden 3.6 mM Stammldsungen der zu untersuchenden Verbindungen in Methanol
angesetzt. Diese Stammlosungen wurden mit Reinstwasser auf eine Konzentration von
0.11 mM verdinnt und in einer Quartzkivette anschlieBend die UV/Vis- und die korrigierten
Fluoreszenzspektren gemessen. Zur Bestimmung der optimalen Wellenldnge wurden die
Emissionsspektren bei Anregungswellenlangen von 250 nm bis 600 nm im Abstand von 5 nm
gemessen (Schlitzweite: 1.5 nm). Die Auswertung und Bearbeitung der erhaltenen Spektren

erfolgte mit Origin® 9.0.

7.14. Zellaufnahmestudien fiir die Analyse mittels HPLC-MS

Die Zellinkubationen wurden von DR. ILONA HAUBER am Heinrich-Pette-Institut, Leibniz-Institut
fir Experimentelle Virologie in Hamburg durchgefihrt. Es wurden CEM-SS Zellen in
Zellkulturmedium (RPMI-1640 Medium, pH 7.5, 10% fotales Kélberserum, 1%
Penicillin/Streptomycin, 200 mM L-Glutamin) in T175-Zellkulturflaschen expandiert, bis ca.
10°-Zellen vorhanden waren. Die Zellen wurden in 20mL des Zellkulturmediums
aufgenommen und 2 h bzw. 6 h mit einer Konzentration von 100 uM bzw. 200 uM des
entsprechenden Prodrugs im Zellkulturmedium inkubiert (37 °C, 5% CO,, 90% RH).
AnschlieBend wurden die Zellen zwei Mal intensiv mit PBS gewaschen, zentrifugiert und bei
-78 °C gelagert. Das Zellpellet wurde in 300 pL eines Gemisches aus Methanol und Wasser
(2:1 v/v, auf Eis gekihlt) suspendiert, 10 min auf Eis gelagert und 10 min im Ultraschallbad
behandelt. AnschlieBend wurde fir 10 min bei 0 °C zentrifugiert (14.000 rpm) und der
Uberstand durch einen Spritzenfilter filtriert. Die Probe wurde anschlieRend mittels

HPLC-MS analysiert (HILIC, Methode IV aufgetragene Menge: 50 pL).
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Anhang

ANHANG

Gefahrstoffverzeichnis

Im folgenden Verzeichnis sind Verbindungen und Losungsmittel aufgelistet, mit denen

wahrend dieser Promotion gearbeitet wurde. Fiir diese Gefahrstoffe sind die giiltigen

Gefahrensymbole sowie die H- und P-Satze angegeben. Die Stoffe, fiir die keine bekannte

Einstufung existiert, sind als gefahrlich einzustufen. Es ist unbedingt zu vermeiden, sich oder

andere Personen mit diesen Substanzen zu kontaminieren und diese Stoffe in die Umwelt

einzubringen.

Substanz Piktogramm H-Sédtze P-Satze
225-319-336-
Aceton @ UHOGE 210-233-305+351+338
. 225-302+312+332- | 210-305+351+338-
Acetonitrl ’®® 319 403+235
. 280-273-304+340-
Ammoniak @@ 314-335-400 305+351+338-310
Ammoniumformiat @ 315-319-335 261-305+351+338
Ammonium-
hydrogencarbonat @ 302 )
p-Anisaldehyd @ 302 280
Azoisobutyronitril @ 242-332-302-412 210-273-280

chlorid

Benzylamin @ 314-302-312 280-305+351+338-310
tert-
Butyldimethylsilyl- 228-314 210-280-301+330+331-

305+351+338




Anhang

Substanz Piktogramm H-Satze P-Satze
rert- @ 226302304 1 »61.273-280-301+310-
Butylhydroperoxid 311+331-314-317- 305+351+338-310
(5.5 M in n-Decan) @ 341-411
Calciumhydrid 260 402/404
5-Chlorsalicylalkohol @ 315-319-335 280-305+351+338
5-Chlorsalicylséure 301 260-262-309+310
meta- 301+330+331-280-
Chlorperbenzoesiure @ 242-302-314 305+351+338-301+312
. 280-301+330+331-
Decanoylchlorid 290-314 305+351+338-309+310
Dibenzyl-N,N-
diisopropylamino- @ 315-319-335 261-305+351+338
phosphoramidit
Dichlormethan 351 281-308+313
4,5-Dicyanoimidazol @ 315-318-335 261-280-350+351+338
Diethylether @ Ejﬁg'l‘?’go_éjsgé ’ 210-240-403+235
210-233-240-273-280-
Diisonroovlamin @ 225-302+332-314- 301+330+331-
propy 412 305+351+338-
309+310-403+235
210-233-240-273-280-
N, N- A 301+330+331-
Diisopropylethylamin 225-301-314-412 305+351+338-
309+310-403+235
N,N-Dimethyl- @ 360D-226-312+332- 201-302+352-
formamid 319 305+351+338-308+313




Anhang

Substanz

Dimethylsulfoxid

Piktogramm

H-Satze

P-Sdtze

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

281-303+361+353-

225+EUHO19
. 305+351+338-
1,4-Dioxan @ 319+EU;|3?566— 350 | 509.313.937:313.
403+235
Dodecanoylchlorid 314 280-305+351+338-310
DOWEX 50WX8 @ 319 280-264-305+351+338
Essigsaure 100% 226-314 280-305+351+338-310

Essigsaureanhydrid

Oty

226-332-302-314-

280-301+330-331-

335 305+351+338-309+310
Essigsaureethylester @ 225&5&2363 > 210-240-305+351+338
Ethanol @ 225 210-233-240-403+235
Heptanoylchlorid 330-314 30§?_g;218+%§§:10
4-Hydroxybenzyl- @ 319 305+351+338
alkohol
Imidazol @ 302-314-361d 280-301+330+331-

305+351+338

5-lod-2’-desoxyuridin

315-319-335-341-

261-281-305+351+338

361
280-301+330+331-
lodmonochlorid @ 314-335 304+340-
305+351+338-309+310
Isobutyrylchlorid 225-314 210-280-301+330+331-

305+351+338-309+310




Anhang

Substanz

Kalium

Piktogramm

H-Satze

260-314-EUHO014

P-Sdtze

280-301+330+331-
305+351+338-402+404

Kaliumhydroxid

&b

314-302-290

280-301/330/331-

305/351/338
Kalium-tert- @ 261-302-314- 280-301+330+331-
butanolat EUHO14 305+351+338-402+404
Kieselgel - - 260

Kupfer(l)-iodid

OO

302-315-319-335-
400

261-273-305+351+338

Lithium-
aluminiumhydrid

260-314

223-231+232-280-
305+351+338-
370+378-422

225-301+311+331-

210-280-302+352-

Methanol ’@ 370 403+235
301+310-
Methansulfonyl- “ 303+361+353-
chlorid @ 300-311-330-314 | 5, 351+338-320-361-
405-501

3-Methylsalicylsdure

&b

302-315-318-335

280-302+352-
305+351+338-313

Natriumcarbonat

319

260-305+351+338

280-301+330+331-

Natrium 260-314-EUHOL4 1 3054351+338-402+404
280-301+330+331-
Natriumborhydrid 260-301+311-314 5 oigggii gs o
309+310-402+404
Natriumhydrid 260 223-2314232-370+378-

422




Anhang

Substanz Piktogramm H-Satze P-Satze
. . 280-301+330+331-
Natriumhydroxid 314-290 20543514338

Natriumsulfit

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

Natriumthiosulfat

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

5-Nitrosalicylaldehyd

&

302-315-319

302+352-305+351+338

Oxone® @ 272-314-317-334- 220-261-280-
335 305+351+338-310
Palladium/Kohle @ 315-319 305+351+338

Pent-1-in

OR A

225-315-319-335-
304

210-261-301+310-
305+351+338-331

Petrolether (50-
70 °C)

SO®

225-304-336-411-
EUHO66

210-273-243-301+310-
331

Phenoxythio-
carbonylchlorid

314

280-301+330+331-
305+351-338-309+310

280-301+330+331-

. 300+330-373-314 304+340-
Phosphor(llt)-chlorid ‘®‘® EUHO014-EUH029 305+351+228-309
310
233-271-280-
Phosphorylchlorid 330-302-314-372- 301+330+331-

EUHO014-EUHO029

305+351+338-309+310

Phosphorsaure (85%)

324-290

280-301+330+331-
305+351+338-309+310

Pyridin

&

225-302+312+332

210-233-302+352




Anhang

Substanz

Piktogramm H-Satze P-Satze
261-280-305+351+338-
N 0 i
Salzsaure (25%) @ 314-335 210
Schwefelsdure (95- ‘ 280-301+330+331-
97%) @ 290-314 305+351+338
Tetra-n-
210-261-280-
butylammonium- @ 225-314-335
fluorid (1 M in THF) 305+351+338-310
Tetra-n-
butylammonium- 314 280-301+330+331,
hydroxidlésung 305+351+331-309+310
(40% aq.)
Tetrahvdrofuran @ 225-319-335- 210-233-243-
y EUHO019 305+351+338
Tetrakis(triphenyl-
. 280-302+352-
phosphin)- @ 302-315-317-319 30543514348
palladium(0)
225-304-315-336- | 210-240-301+310-331-
Toluol

361d-373

302+352-403+235

p-Toluolsulfonyl-
chlorid

315-318

302+352-
305+351+338-313

Trichlormethan
(deuteriert)

351-302-373-373-
315

201-202-260-264-270-
280-281-301+312-
302+352-308+313-314-
321-330-332+313-362-
405-501

Triethylamin

225-332-312-302-
314-335

210-280-301+330+331-
302+352-305+351+338

Triethylamin-
Trihydrofluorid

300-310-314-330

260-262-264-280-284-
301+310-

301+330+331-
302+350-

303+361+353-
304+340-

305+351+338-320

\



Anhang

Substanz Piktogramm H-Satze P-Satze
Trimethylsilyl- @ 225-315-319-335 | 210-261-305+351+338
acetylen

Triphenylphosphin @ 302-317-413 262-273-280-302+352
Tris(trimethylsilyl)- ‘
el <y 226 210
Wasserstoff <'> 220 210-377-381-403

VI




Anhang

Verbindungsliste |

NH NH A
| ﬁ
HO N/gO HO N/go
_@ @
42 43 R2 RS 143
R'=H,R?=0H,R3=H 105
R!=H, R?=OH, R®=OH 106
Rl=C3H,, R2=0H,R3=H 129
Rl=C4H,, R2=H,R3=H 133
Rl=H, R2=H R3=H139
/ O / o 0
N NN 8 fj\i_l
O O
ORI i
~Orgo V0 epo VTP oo W
O 0] O O O
© —
RZ
Rl =C;H,, RZ=0H 155 R =C;H,, R2 =0OH 151 a9
Rl=C;H,, R?=H 156 R!=C4H, RZ=H 152
Rl=H,R?2=H 157 Rl=H,R?=H 153
O O @)
o B 0O o0 | /’t 0O O f{'ﬁ
O 3 O i i © T I
0-P-0 N* "0 0-P-0-P-0O N° "0 0-P-0-P-0 N
O CO: @) @) COD O O \/_O:
S o — S ©

OH
OH
23
L
i

94 193
RGN G S
O/P%CI O/P“CI
92 176

Vil



Anhang

Verbindungsliste Il

0
N fJ\NH
0 0 ™% N/go
@
86
0

OAc OAc
R!=C3H,, R?=0H 113 X=NO, 174
Rl=H,R?=0OH 114 X=Cl175
R!=C4H,, R?=H 115
R1=H,R2=H 116
- b 1
R
o 0" "R 0" "R
S E S)
J > 0 9 0 9
P—N O—Iﬁ—O—Iﬁ—Od4U O- i —O—Iﬁ—OddU
o )— O O o)
S R=iPr 67 R=iPr51 R=iPr55
R=CgH, 368 O._ R R=CgH;352 O._R R=CgH;356
}’R R = CgHyq 69 M R=CeHy, 53 M R=CeHy57
o R=Cy;H,; 70 O R=CyHy 54 O  R=CyH,;58



Anhang

Verbindungsliste Il
R?T OAc
)J\ R2 (@]
S
O

AcO
AcO ! ©
O—ﬁ—o
(0]
(0} R1=H, R2=0Ac178

R1=0Ac, RZ=H 179

O

R!=C3H,, R2= OH, R3 = C¢H,5 118 R2 0 °
= C3H,, R? = OH, R® = CgH,q 119 HO ©
s , 9N OH Q Q
= C3Hs, R2 = OH,3R = Cy1H,3 120 O-P-0—-P-0
= C3Hy, R2=H, R3 = CgHy3 122 roon o
= C3H,, R2=H, R® = CgH,4 123
Rl=H,R?2=H, R} =C¢H,5 126 R =H, R? = OH: 172
Rl=H, R2 = H, R3 = CgH,4 127 =OH,R?=H:173 OH OH
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