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- Einleitung -

1 Einleitung

Nach wie vor ist die Verbreitung viraler Infektionskrankheiten ein Problem. In einer
globalisierten Welt konnen sich Viren rasant ausbreiten. Hohe Bevélkerungsdichten
und der weltweite Flugverkehr sind nur zwei Ursachen, welche die schnelle
Verbreitung der Infektionen zusatzlich erleichtern. Hinzu kommt, dass die Erreger
haufig Resistenzen gegen die eingesetzten Arzneimittel entwickeln oder die
Einnahme der Wirkstoffe zu starken Nebenwirkungen fuhrt. Auch die Entwicklung
geeigneter Impfstoffe gestaltet sich fir viele Krankheiten &uRert schwierig.™! Umso

wichtiger ist es neue, effiziente Wirkstoffe gegen diese Erreger zu finden.

Allein durch die Krankheit Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS), welche
durch das Human Immunodeficiency Virus (HIV) hervorgerufen wird, verstarben nach
Schatzung der World Health Organization (WHO) im Jahr 2011 etwa 1.7 Millionen
Menschen. Hinzu kamen 2.5 Millionen HIV-Neuinfektionen, welche die Anzahl der
HIV-positiven Menschen im Jahr 2011 auf 30.7 Millionen weltweit ansteigen lieR."
Eine vollstandige Heilung von AIDS ist bis zum heutigen Zeitpunkt nicht maéglich.
Zusatzlich gestaltet sich die Entwicklung eines Impfstoffes fir die Pravention &ul3erst
schwierig. Die Kenntnis Uber den Replikationszyklus ist, nicht nur im Fall des HI
Virus, von enormer Bedeutung um neue, effektive therapeutische Ansatze finden zu

kénnen.

Bei dem HI Virus handelt es sich um ein Retrovirus. Die Wirtszellen, die durch das HlI
Virus infiziert werden, sind Lymphozyten wie zum Beispiel Makrophagen oder
T-Helferzellen.®) Diese Zellen exprimieren an ihren Oberflachen CD4-Rezeptoren,
die vom HI Virus erkannt werden, so dass es zu einer Membranverschmelzung
zwischen der Immunzelle und dem Virus kommt. Auf diese Weise wird die virale RNA
in die Wirtszelle eingeschleust. Mit Hilfe der viralen Reversen Transkriptase (RT)
erzeugt das Retrovirus unter Vorlage des viralen RNA-Einzelstranges die
komplementare DNA. Weiter wird durch die RT der Gegenstrang zur viruscodierten
DNA synthetisiert, wodurch die doppelstrdngige DNA entsteht. Diese virale DNA wird
durch die virale Integrase in das Genom der Wirtszelle eingebaut, wodurch neue
virale mRNA synthetisiert werden kann. Im Cytoplasma erfolgt die Translation der
Virusproteine, die sich mit den mRNAs an der Plasmamembran zu neuen

Viruspartikeln zusammenlagern. Nach Ausknospung setzt sich das unreife Virus von

-1-
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der Wirtszelle ab und reift schlieBlich aufRerhalb der Zelle zum

infektiosen Virus heran.®
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Abb. 1: Replikationszyklus des HI Virus®®

Patienten, die mit dem HI Virus infiziert sind, werden seit 1996 mit der Hochaktiven
Anti-Retroviralen Therapie (HAART) behandelt. Diese Therapie hemmt die
Virusreplikation und verhindert somit den Ausbruch der Krankheit AIDS. Hierbei
werden Kombinationspraparate verabreicht, welche in der Regel aus verschiedenen
nucleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI), nicht-nucleosidischen
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI) und Proteaseinhibitoren (PI) bestehen.
Neu in den letzten Jahren hinzugekommen sind neue Integrase Inhibitoren (INI),
Cytochrom P450 Inhibitoren (CIl), Fusions Inhibitoren (FI) und Co-Rezeptor
Inhibitoren (CRI), welche ebenfalls mit den Wirkstoffen aus den voran genannten
Inhibitorenklassen in Kombinationspraparaten von der Food and Drug Administration

(FDA) zugelassen wurden.!”™

Neben dem HI Virus ist auch der Hepatitis C Virus (HCV) ein weit verbreiteter Virus.
Nach Zahlen der WHO sind im Jahr 2012 etwa 150 Millionen Menschen weltweit mit

diesem Virus infiziert und dadurch chronisch erkrankt. Jedes Jahr sterben mehr als
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350000 Menschen an Leberschaden, die durch den Hepatitis C Erreger verursacht

werden. Des Weiteren kommen jedes Jahr 3 bis 4 Millionen Neuinfizierte hinzu.™®

Das HCV gehort zu der Familie der Flaviviridae und ist ein Einzelstrang-RNA-Virus.
Im ersten Replikationsschritt des Virus erfolgt die Anlagerung an die Oberflache der
menschlichen Zelle. Nach Zelleintritt kommt es zur Freisetzung des Nucleokapsids
und des positiven einzelstrangigen RNA-Einzelstranges in die Wirtszelle. Es folgt die
Translation der RNA und Prozessierung der Virusproteine. Die anschlieRende

Replikation des viralen Genoms erfolgt unter anderem durch die virale RNA-

abhangige RNA Polymerase NS5B. Zuletzt kommt es zur Verpackung und
[11-13]

schliefRlich zu dem Austritt des infektiosen Virus aus der Zelle.
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Abb. 2: Replikationszyklus des HC Virus™*!

Im Gegensatz zu den Hepatitis A und B Viren ist fir das HCV noch keine Impfung
maoglich. Die Standardtherapie besteht aus der Einnahme von pegyliertem
Interferon o und dem Nucleosidanalogon Ribavirin 1.4

Die Dauer der Therapie und der therapeutische Erfolg sind abhéngig von dem
jeweilig vorliegenden Genotyp. Es gibt 6 verschiedene Genotypen und weitere
zahlreiche Subtypen des HC Erregers. Die geringste Aussicht auf Therapieerfolg ist
bei infizierten Patienten mit dem Genotyp 1 gegeben, nur weniger als 50% koénnen
geheilt werden. Zwei neue Therapeutika sind die 2011 zugelassenen
Proteaseinhibitoren Telaprevir und Boceprevir.[15] Diese werden in Kombination mit

dem pegyliertem Interferon o und Ribavirin 1 vor allem bei Infizierten des Genotyps 1

-3-
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eingesetzt.'>'® Des Weiteren werden eine Reihe an nucleosidischen NS5B-
Inhibitoren und nucleotidischen NS5B-Inhibitoren sowie nicht-nucleosidischen NS5B-

Inhibitoren entwickelt, die bereits vielversprechende Aktivitdt gegen das Hepatitis C
Virus zeigen.™”!
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2 Kenntnisstand

2.1 Aktive Nucleosidanaloga

Nucleosidanaloga kénnen als Inhibitoren verschiedenster viraler Enzyme dienen. Die
bioaktiven Formen sind allerdings nicht diese selbst, sondern die 5 -Triphosphate,
welche nach Metabolisierung im menschlichen Korper in  Anwesenheit
verschiedenster humaner und viraler Enzyme entstehen. Erst sie sind die Bausteine
fur die DNA- oder RNA-Synthese und werden unter Abspaltung von Pyrophosphat in

den entstehenden nucleosidischen Strang eingefigt.

Die Wirkung des Nucleosidanalogons Ribavirin 1 gegen das Hepatitis C Virus beruht
auf verschiedenen Wirkmechanismen: Ribavirin wird intrazellular zun&chst zum
Monophospat (MP), zum Diphosphat (DP) und schlie3lich zum Ribavirintriphosphat
(RTP) phosphoryliert. Das RTP wird von der RNA Polymerase NS5B in den
wachsenden RNA-Strang eingebaut und fuhrt zu einer frihzeitigen Terminierung
dieses viralen RNA-Stranges. Allerdings ist die direkte Inhibierung der NS5B durch
das RTP nur teilweise fur die Wirkung des Ribavirins verantwortlich. Gleichzeitig ist
das RMP ein kompetitiver Inhibitor der Inosinmonophosphatdehydrogenase, wodurch

die Menge an Guanosintriphosphat fur die virale RNA-Synthese erheblich gesenkt

o NH, 0
HO N-N HO N0 HO N0
(0] (o] T/-O:
OH OH OH OH N3
. . AZT
Ribavirin NM107 Zidovudin
1 2 3
O NH, NH,

o P, L

@)
daT 3TC FTC
Stavudin Lamivudin Emtricitabin
4 5 6

Abb. 3: Aktive Nucleosidanaloga
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wird. Zusatzlich wirkt das Ribavirin als Virus-Mutagen und fuhrt zu einer erhéhten
Mutationsrate bei der Replikation des Virus, wodurch hauptsachlich defekte
Viruspartikel entstehen.™?

Auch das 2’-Methylcytidinanalogon NM107 2 und viele seiner 2"-Methylriboderivate
zeigen vielversprechende Wirkung gegen HCV. In Zellassays inhibieren sie die RNA
Polymerase sowie die HCV RNA-RepIikation.[m Die 2’-Methylnucleoside besitzen
eine 3’-Hydroxygruppe und agieren somit nicht als klassische Kettenterminatoren.
Vielmehr handelt es sich bei der Inhibition der RNA-Replikation um einen non-
obilgated chain termination Mechanismus. Dies bedeutet, dass die Kettentermination
wahrend der RNA-Synthese durch sterische Hinderungen mit der 2"-Methylgruppe
wahrend des folgenden Elongationsschrittes zustande kommen.*®!

Die Thymidinderivate AZT 3 (Zidovudin, Retrovir®)™® und d4T 4 (Stavudin, Zerit®)?%,
aber auch die Cytidinderivate 3TC 5 (Lamivudin, Epivir®)?Y und FTC 6 (Emtricitabin,
Emtriva®)?? werden klinisch gegen das HI Virus eingesetzt.! Die Wirkungsweise
dieser Nucleoside beruht auf der kompetitiven Hemmung der RT des HI Virus. Allen
in Abbildung 3 gezeigten anti-HIV Analoga fehlt die 3"-Hydroxygruppe. Die Substrate
der RT sind die entsprechenden 5 -Triphosphate und der Einbau dieser Analoga

durch die RT fuhrt, wie in Abbildung 4 dargestellt, zu einer Termination der viralen

R S

aktives NTP Nucleosidanalogon

.\ virale Polymerase
.

,se"‘}::
ﬁ‘%i’%%%e .
2 e o B
&q@»@é& & & Q’ Q%\ e 4
Termination der DNA-Synthese ‘ %%/% %
e 3o 8 30 FRY
2 6{5/@@@@& %

Abb. 4: Termination der viralen DNA-Synthesem
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DNA-Synthese.”® Der vorliegende Mechanismus wird als immediate chain
termination bezeichnet.**?® Die RT besitzt im Gegensatz zu der menschlichen DNA-
Polymerase keine Exonucleasen-Aktivitdt und kann somit den Einbau der
modifizierten Nucleotide nicht riickgangig machen.”® Auf diese Weise kann die

Replikation des Virus entscheidend gehemmt werden.?”!

2.2 Resistenzbildung

Die am haufigsten auftretenden Probleme der antiviralen Wirkstoffe sind ein oftmals
schlechter Metabolismus zum aktiven Nucleosidtriphosphat durch schlechte
Substrateigenschaften fir die entsprechenden Enzyme und ein zusatzlicher
kataboler Abbau im menschlichen Kérper, so dass die aktiven Substanzen nicht in
ausreichender Menge in den Zellen vorhanden sind. Zusatzlich treten durch die
Einnahme haufig Nebenwirkungen auf oder es entstehen Intoleranzen und
Toxizitdten durch die Langzeiteinnahme. Des Weiteren wurden seit den ersten
Einnahmen antiviraler Wirkstoffe auch die ersten viralen Resistenzen beobachtet.
Ursachen fir die schnelle Resistenzbildung der Viren sind die hohen Fehlerraten der
viralen Polymerasen und das Fehlen ihrer proofreading Funktion.*®!

Das HCV hat eine Lebensdauer von nur 2-5 Stunden, produziert aber 10*°-10*? neue
Viruspartikel pro Tag in infizierten Patienten. Die RNA Polymerase NS5B arbeitet nur
sehr ungenau und auch ihr fehlt die Exonucleasen-Aktivitat. lhre Fehlerrate ist somit
mit 103-10“ hoch. Aufgrund dieser Gegebenheiten liegen in einem infizierten
Patienten meist verschiedene aber nahezu identische Genome vor, welche als
Quasispezies bezeichnet werden. 282

Die Replikationsrate des HI Virus ist mit der Bildung von 10'° Viruspartikel pro Tag
ebenfalls sehr hoch.2% Die Fehlerrate der RT liegt bei ungefahr 5x10°, welches etwa

einer Mutation pro Replikationszyklus entspricht.!**%2

Generell sind zwei NRTI Resistenz-Mechanismen fir das HI Virus bekannt. Bei dem
ersten handelt es sich um die Diskriminierung oder exclusion.**>% Bei diesem besitzt
die mutierte virale RT die Fahigkeit zwischen NRTI-TP und natirlichen NTP zu
unterscheiden und den Einbau des NRTI-TPs zu vermeiden. Die hauptsachlichen
Mutationen sind M184V/I, welche zum Beispiel nach Virusselektion mit 3TC und FTC
identifiziert wurde, sowie K65R, L74V und Q151M.2% Bei dem zweiten Resistenz-

Mechanismus, excision, wird das 3 -terminale NRTI selektiv von der HIV-1 RT aus

-7 -
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dem viralen DNA-Strang in der Anwesenheit von Pyrophospat und ATP
ausgeschnitten.*®*® Diese Mutationen treten haufig bei Thymidinanaloga wie AZT
und d4T auf und werden Thymidinanaloga-Mutationen (TAMs) genannt. Beispiele
hierfiir sind die Mutationen M41L, D67N, K70R, L210W, T215F/Y und K219Q/E.E¥

TAMs Ubertragen die Resistenzen auf alle NRTIs mit der Ausnahme von 3TC und
FTC.Y Haufig reicht schon eine einzelne Punktmutation aus um einen Wirkstoff
gegen den mutierten Virus inaktiv werden zu lassen. Eine Behandlung lber einen
langen Zeitraum oder mit h&ufig wechselnden Medikamenten fuhrt deshalb sehr
haufig zu Multidrug-Resistenten (MDR) HIV-1 Stammen.B**Y Deshalb ist auch in
Zukunft die Entwicklung neuer, effizienterer Wirkstoffe gegen antivirale

Infektionskrankheiten unbedingt notig.

2.3 Carbocyclische Nucleoside

In carbocyclischen Nucleosidanaloga ist das Ringsauerstoffatom des Glycons durch
eine Methylengruppe ersetzt. Deshalb unterscheiden sich die carbocyclischen
Verbindungen stark in ihrer Struktur und Reaktivitat von den natirlichen Nucleosiden
und glycosidischen Nucleosidanaloga. Ein bedeutender Vorteil ist eine erhohte
Stabilitat, da durch die fehlende glycosidische Bindung die chemische Hydrolyse und
der enzymatische Abbau verhindert werden./*>**! Bei natiirlichen Nucleosiden und
anderen Nucleosidanaloga spalten zum Beispiel Phosphorylasen unter
physiologischen Bedingungen die N-glycosidischen Bindungen der Nucleoside
zwischen Nucleobase und Glycon. Dieser Abbau kann die Wirksamkeit der
verabreichten Medikamente entscheidend verringern.

Zusatzlich zeigen viele carbocyclische Nucleoside haufig keine oder nur geringere
Toxizitat als andere Nucleosidanaloga.l*®*” AuRerdem besitzen viele carbocyclische
Nucleoside eine héhere Flexibilitat als die entsprechenden Furanosederivate. Dies ist
auf den Cyclopentanring der carbocyclischen Vertreter zurtickzufihren und kann zu
guten Substrateigenschaften gegentber den humanen und den viralen Enzymen

fuhren.

Naturliche Nucleoside und Nucleotide liegen in Losung in einem Gleichgewicht
zwischen zwei Twist-Konformationen, der northern- und der southern-Konformation
vor (Abbildung 5). Die Energiedifferenz zwischen beiden ist nur sehr gering. In der
northern-Konformation befindet sich das C-3"-Kohlenstoffatom in einer endo-Position,
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betrachtet zu einer Ebene, die sich aus dem C-4", dem Ringsauerstoffatom und C-1"
bildet. Das C-2"-Atom liegt unterhalb dieser Ebene in einer exo-Position. In der
southern-Konformation sind die Kohlenstoffatome C-3” und C-2° genau gegenteilig
angeordnet. Das bevorzugte Vorliegen dieser beiden Konformationen lasst sich
durch Wechselwirkungen zwischen dem anomeren Effekt und einer gauche-
Wechselwirkung des Ringsauerstoffatoms und der 3"-Hydroxygruppe erklaren. Im

festen Zustand liegt jedoch nur eine dieser beiden Konformationen vor.84!

northern-Konformation southern-Konformation

Abb. 5: Gleichgewicht der beiden Twist-Konformationen®®!

Die beiden Konformationen spielen eine entscheidende Rolle bei der Koordination
von Nucleosiden an Enzyme, da nur ein Konformer im jeweiligen aktiven Zentrum
des Enzyms gebunden und somit umgesetzt werden kann.*%!

Unsubstituierte Cyclopentane liegen bevorzugt in der envelope-Konformation vor. In
dieser ragt immer eines der fiinf Kohlenstoffatome aus der Ringebene heraus. Da die
Konformation des Cyclopentans nicht fixiert ist, kann sich jedes der Kohlenstoffatome
oberhalb der Ebene befinden, so dass die Struktur fluktuiert. Diese
Schwingungsbewegung wird als Pseudorotation bezeichnet. Der entsprechende
Pseudorotationszyklus ist in Abbildung 6 dargestelit.™”!

In substituierten Cyclopentanderivaten, also auch in carbocyclischen Nucleosiden, ist
eine solche Pseudorotation nicht méglich. Hier wird die Konformation stark durch die
Wechselwirkungen der gebundenen Substituenten bestimmt. Durch diesen
konformativen Unterschied weisen carbocyclische Nucleoside im Vergleich zu
glycosidischen haufig ein abweichendes biologisches Verhalten auf. So zeigen viele

carbocyclische Verbindungen oftmals ein hohes antivirales Potential.!
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3
South

Abb. 6: Pseudorotationszyklus von Cyclopentan®™”

Die Nomenklatur der carbocyclische Nucleoside erfolgt nach einem System von
Griengl et al.’? Der Name und die Nummerierung des natiirlichen Nucleosids
werden beibehalten und das zusatzliche Kohlenstoffatom erhélt, wie in Abbildung 7
gezeigt, die Bezeichnung C-6". Zusatzlich wird der Austausch des glycosidischen
Sauerstoffatoms der Ribose gegen die Methylengruppe durch das Prafix carba
ausgedruckt.

o
s B
HO— N" "0 HO— N/go

4 1 41 1

3 2 3 2

OH OH
Thymidin carba-Thymidin

7 8

Abb. 7: Nomenklatur der carbocyclischen Nucleoside
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2.4 Bioaktive carbocyclische Nucleoside

In den letzten Jahren war es mdglich eine Reihe carbocyclischer Nuceloside mit
interessanten biologischen Aktivitaten zu isolieren und zu synthetisieren. In

Abbildung 8 sind einige Beispiele aktiver carbocyclischer Analoga gezeigt.

Bei dem carbocyclischen Neplanocin A 9 (NPA) handelt es sich um ein Analogon des
Adenosins. Dieses konnte im Jahr 1981 aus dem Bakterium Ampullariella regularis
isoliert und schlieRlich charakterisiert werden.®*%¥ Neplanocin A 9 zeigt antivirale
Aktivitat gegenuber einer grofen Bandbreite von Viren und weist zudem anti-
Tumoraktivitat auf.® Die antivirale Wirkung ist zu einem Teil auf die Inhibition der
S-Adenosylhomocysteinase zuriickzufiihren.®® Eine therapeutische Anwendung des
Neplanocin A 9 ist jedoch aufgrund seiner hohen Toxizitat nicht moglich. Trotzdem

diente es friih als eine Leitstruktur fir die Entwicklung carbocyclischer Nucleoside.™

HO N N

HO N~ "NH, HO N~ “NH,
OH OH
NPA ABC CBV
Neplanocin A Abacavir Carbovir
9 10 1
) 0
N
NH NH
¢ ] |
HO N N/)\ NH, HO N /&O
OH OH
ETV
Entecavir carba-dT
12 8

Abb. 8: Bioaktive carbocyclische Nucleosidanaloga

Abacavir 10 (ABC, Ziagen®) wurde im Jahr 1999 von der FDA als Wirkstoff gegen
das HI Virus zugelassen. Seine Wirksamkeit beruht auf der Inhibierung der RT. Es
wird intrazellular zum Abacavirmonophosphat phosphoryliert und anschliel3end

enzymatisch desaminiert. Hierdurch entsteht Carbovirmonophosphat, welches zum
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bioaktiven Carbovirtriphosphat metabolisiert wird. Der direkte Einsatz von
Carbovir 11 (CBV) ist trotz seiner hohen Aktivitdt gegen HIV nicht mdglich, da es eine
zu geringe Bioverfugbarkeit und zudem toxische Eigenschaften bei in vivo Tests
zeigt.®” %8 Abacavir 10 wird bevorzugt in den Kombinationspraparaten Kivexa® (ABC,
3TC) und Trizivir® (AZT, ABC, 3TC) der Firma GlaxoSmithKline eingesetzt. Die
antiretrovirale Therapie mit Abacavir fuhrt allerdings auch zu der Beobachtung von
Resistenzen. So treten haufig die Punktmutationen K65R, L74V, Y115F, M184V, die
Kombination L74V und M184V sowie Kreuzresistenzen zu 3TC und ddl (Didanosin,
Videx®) auf.!*”!

Das Guanosinanalogon Entecavir 12 (ETV, Baraclude®) wurde 2005 zur Behandlung
von Hepatitis B zugelassen. Das Virusstatikum zeigt auf3erdem antivirale Aktivitat
gegen HIV, Influenza, das Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) und das Varizella Zoster
Virus (VZV).P!

Ein weiterer interessanter Wirkstoff ist das carbocyclische 2 -Desoxythymidin 8
(carba-dT). Dieses konnte 1976 erstmals racemisch von Shealy et al. synthetisiert
werden.®? Spater konnte gezeigt werden, dass das D-Analogon vielversprechende
Aktivitaten gegen HIV-1, HSV-1 und das Vaccinia Virus (VV) besitzt, jedoch wurde es
von Beres et al. falschlicherweise auch als cytotoxisch beschrieben.®®® Diese
Toxizitat ergab sich vermutlich aus den bei der Synthese verwendeten Chemikalien
und stammte nicht von dem Nucleosid selbst. Seit 1990 wurden deshalb keine
weiteren Anstrengungen unternommen D-carba-dT zu synthetisieren oder
eingehender zu untersuchen. Erst 2006 stellt O. R. Ludek in weiteren antiviralen
Tests zufallig fest, dass carba-dT zwar Aktivitdt gegen HIV-1 und HIV-2 jedoch nicht
die zuvor beschriebene Toxizitat aufweist.®” In darauffolgenden Untersuchungen
konnten ebenfalls noch moderate Aktivitaten gegen HCV und VZV festgestellt
werden.® Das Besondere an carba-dT 8 im Vergleich zu den klassischen HIV RT
Inhibitoren ist, dass es eine 3" -Hydroxygruppe besitzt und somit die vorhandene anti-
HIV Aktivitat nicht durch eine sofortige Termination der viralen DNA-Synthese erklart
werden kann. Um weitere Untersuchungen durchfiihren zu kénnen, wurden im
Folgenden neben D-carba-dT auch das entsprechende 3-Methyl-cycloSal-
Pronucleotid und das Triphosphat von S. Jessel und S. Warnecke synthetisiert.°®"!
In einer Kooperation mit S. Hughes vom National Cancer Institute in Frederick, MD,

USA sollte der Wirkmechanismus von D-carba-dT aufgeklart werden. Es wurden
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Primer-verlangerungsstudien mit dem carba-dTTP in Anwesenheit der RT an einem
DNA- und einem RNA-Templat durchgefuhrt. Hierfur wurde ein 5" -markierter Primer
mit dem DNA- bzw. RNA-Templat hybridisiert und das Inhibierungsvermégen von
carba-dT bei unterschiedlichen Reaktionsbedingung untersucht.*® In Abbildung 9 ist

die Inhibitionsstudie an dem DNA-Templat dargestellt.

Bei allen Reaktionsversuchen wurden dATP, dCTP und dGTP sowie die Uber den
Bahnen gezeigten ddTTP, dTTP oder carba-dTTP hinzugegeben. Die erste Bahn ,No

RT* zeigt die GroRe des Startprimers. Hier war keine RT anwesend, so dass

1:5TTP: 1A TTP:
D-carba D-carba D-carba
TTP TTP TTP

1:1 TTP:ddTTP

No RT
ddTTP

r 1T 10 1
13510 13510 13510 (min)

: ST

mod PBS
“TA” Template AATCAGTGTAGACAATCCCTAGCTA

Abb. 9: Inhibitionsstudie von D-carba-dT an einem DNA-TempIatBG]

keine Transkription stattfinden konnte. Auf der zweiten Bahn ,ddTTP* ist der Primer
nach der Addition eines einzelnen ddTTP, also N+1, zu erkennen. Da das ddTTP
keine freie 3"-Hydroxygruppe besitzt, erfolgt ein sofortiger Kettenabbruch. Es folgt die
Bahn ,TTP“ auf der der vollstandige DNA-Strang ohne jegliche Inhibierung erhalten
wurde. Die vierte Bahn ,1:1 TTP:ddTTP“ zeigt alle moglichen Positionen an denen

ein dTTP oder ddTTP eingebaut werden kann und somit alle Strange, die durch
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einen sofortigen Kettenabbruch entstehen kbnnen. Wenn es sich nun bei carba-dT
um einen normalen immediate chain termination Meachnismus handeln wirde,
misste in der Versuchsbahn 5, bei der carba-dT anstelle des ddTTPs oder dTTPs
zugegeben wurde, eine sofortige und vollstandige Terminierung der Synthese
erfolgen. Die Lange der Produkte ware die gleiche wie in der Referenzbahn ,ddTTP*.
Uberhaupt kein Einbau von carba-dT wiirde zu einem Produkt fiihren, welches ein
Nucleosid kleiner als das ,ddTTP“-Produkt wéare. An der Bahn 5 ist eindeutig zu
erkennen, dass keines von beidem zutrifft. Stattdessen sieht es so aus als wirde die
DNA-Synthese kurz stoppen nachdem ein carba-dTTP von der RT eingebaut wurde
und schlief3lich die Transkription wieder langsam einsetzen. Die Produkte haben die
gleichen Langen wie in der Referenzbahn 4 und es wird kein vollstandiger DNA-
Strang gebildet. Daraus lasst sich schlie3en, dass es sich bei carba-dT um einen
kinetic oder delayed chain termination Mechanismus handeln muss.

In den Versuchsbahnen 6 und 7 wurde als Konkurrenz zu carba-dT das normale
Substrat TTP eingesetzt. An der Bildung des vollstandigen Stranges ist zu erkennen,
dass TTP das bessere Substrat fur die RT ist, jedoch kommt es auch hier zu der
Bildung von Abbuchstrangen.

In Abbildung 10 ist die Inhibitionsstudie an einem RNA-Templat dargestellt. Hier zeigt
sich sogar noch deutlicher, dass es sich um einen kinetischen Kettenabbruch
handeln muss. Die Bildung von Abbruchfragmenten ist bei dem RNA-Templat in den
Bahnen 6 und 7 noch ausgepragter als bei dem zuvor gezeigten DNA-Templat.
Daraus lasst sich schliel3en, dass der groRRere inhibitorische Effekt von carba-dT bei

der ersten DNA-Synthese des viralen DNA-Einzelstranges zum Tragen kommt.

Eine weitere wichtige Entdeckung bei den von S. H. Hughes durchgeflihrten Tests ist
die, dass D-carba-dT 8 effektiv die Replikation viraler Vektoren inhibiert, bei denen
eine NRTI-resistente HIV-1 RT verwendet wird. Diese Tatsache konnte D-carba-dT
zu einer interessanten Leitstruktur fur die Entwicklung von Wirkstoffen machen, die

anti-HIV Aktivitat auch gegen NRTI-resistente Viren aufweisen.*®!
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o

E 1:5TTP: 1:1 TTP:
E D-carba D-carba D-carba
l: TTP TTP TTP

T

No RT
ddTTP

TTP

T 1 1T 1
13510 13510 13510 (min)

mod PBS
“UA” Template AAUCAGUGUAGACAAUCCCUAGCUA

Abb. 10: Inhibitionsstudie von D-carba-dT an einem RNA-Templat®®

2.5 Synthesestrategien

Die grof3te Herausforderung bei der Entwicklung von carbocyclischen Wirkstoffen ist
die aufwendige stereoselektive Synthese. Oftmals sind Synthesesequenzen mit einer
Vielzahl von Schritten nétig, um die gewilnschten Analoga zu erhalten. Die groé3te
Schwierigkeit ist dabei die richtige Stereoinformation in das Nucleosid einzubringen.
Meist missen 3 oder 4 Stereozentren in einem Cyclopentanring aufgebaut werden.
Grundsatzlich gibt es zwei unterschiedliche Synthesestrategien, die fir die
Herstellung von carbocyclischen Nucleosiden genutzt werden. Hierbei handelt es
sich zum einen um die lineare und zum anderen um die konvergente Synthese.®®!
Bei der linearen Synthesestrategie wird das Nucleosid durch Funktionalisierung eines
Cyclopentanderivates mit anschlieRendem schrittweisem Aufbau der Nucleobase
erhalten. Haufig handelt es sich, wie in Abbildung 11 dargestellt, bei dem
Cyclopentanderivat um ein Amin. Der Vorteil der linearen Synthese ist, dass
Nucleoside mit modifizierten Nucleobasen dargestellt werden kénnen, die haufig Gber
den konvergenten Weg nicht zuganglich sind. AulRerdem bleibt die Bildung von
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unerwinschten Nebenprodukten meist aus. Ein erheblicher Nachteil ist jedoch eine

grél3ere Zahl an Syntheseschritten.

RO X RO NH, RO Base
OR OR

OR
[ Cyclopentanderivat] [Cyclopentylamin ] [ carba-Nucleosid ]

Abb. 11 Schematische Darstellung einer linearen Synthese carbocyclischer Nucleoside

Bei der konvergenten Synthesestrategie werden ein Cyclopentanderivat und die
Nucleobase separat synthetisiert und anschlieend miteinander gekuppelt. Das
carbocyclische Nucleosid kann hierbei nach wenigen Syntheseschritten isoliert
werden. FiUr die Kupplung gibt es viele literaturbekannte Methoden wie
Ubergangsmetall katalysierte Kreuzkupplungen, Epoxidéffnungen oder die Michael
Addition.®®"? Die effizienteste Variante ist wohl die Kupplung unter Mitsunobu-
Bedingungen.”™ Der Kupplungsschritt ermdglicht leicht eine hohe Anzahl
verschiedenster Nucleoside durch Variation des Heterozyklus oder des

Cyclopentanderivates herzustellen.

RO
OH O

OR

NR
Cyclopentanol l
O
\fj\/'\g carba Nucleosid ]

Nucleobase

Abb. 12 Schematische Darstellung einer konvergenten Synthese carbocyclischer Nucleoside

Ein Nachteil der Kupplung unter Mitsunobu-Bedingungen ist die Bildung von

isomeren Nebenprodukten aufgrund der ambidenten Nucleophilie der Nucleobasen.
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So werden bei den Pyrimidinbasen neben den gewiinschten N1-Produkten auch die
entsprechenden O*Nebenprodukte gebildet. Bei den Purinbasen bilden sich neben
den gewinschten N9-Produkten die entsprechenden N7-lsomere. Die Produktver-
teilung ist hierbei abhangig von der Wahl des Alkohols, dem verwendeten Lésungs-

mittel, der Nucleobase und der Schutzgruppe an der Nucleobase.[*

2.6 Synthesebeispiele

Die Synthese optisch reiner Verbindungen ist immer noch eine grol3e
Herausforderung. Trotzdem wurde in den letzten Jahren eine Vielzahl von
stereoselektiven Synthesen publiziert, die den Zugang zu carbocyclischen
Nucleosiden beschreiben. Dabei kann grundsatzlich zwischen drei verschiedenen
Methoden unterschieden werden. Die erste nutzt den Chiral Pool, hier werden in der
Natur vorhandene chirale Verbindungen wie Kohlenhydrate oder Aminosauren als
Ausgangsverbindungen verwendet. Die Stereoinformationen sind schon zu Beginn
einer Synthese im Edukt vorhanden. In asymmetrischen Synthesen werden die
optisch reinen Molekile erst wéhrend einer Synthesesequenz generiert. Jedoch
missen die verwendeten Reagenzien meist aufwendig hergestellt werden. In den
letzten Jahren hat eine dritte Methode stark an Bedeutung gewonnen, die
chemoenzymatischen Reaktionen. Durch diese lassen sich viele Verbindungen mit

wenig Aufwand und hoher Effizienz stereoselektiv darstellen.

2.6.1 Chiral Pool Synthese eines carbocyclischen Nucleosides

Die von Lee et al. entwickelte Synthese zum carbocyclischen 2-“up”-Methyl-
neplanocin A 20 ist ein Beispiel fir die Nutzung des Chiral Pools.”” Hier wurde
D-(-)-Fructose 13 als Ausgangsmaterial verwendet. Im ersten Schritt der Synthese-
sequenz wurde eine modifizierte Reaktion von Whistler und BeMiller verwendet, um
aus 13 das entsprechende 2-B-C-Methylribonolacton 14 herzustellen.[™®

Dadurch waren nach der ersten Reaktion gleich drei Stereoinformationen im Molekdil
enthalten. Da es sich bei dem Zielmolekil um eine carbocyclische Verbindung
handelt, musste zunachst eine Ring6ffnung erfolgen. Hierfir wurde das Lacton 14
blockiert und in zwei aufeinander folgenden Reaktionen zum Diol 16 reduziert. Die
Bildung des Cyclopentenringes erfolgte durch Ringschlussmetathese mit einem

Grubbs Katalysator der 2. Generation. Die Kupplung des Cyclopentenols und der
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Nucleobase erfolgte unter Verwendung der Mitsunobu-Bedingungen, so dass nach

Deblockierung das carba-2"-Methyl-,up“-neplanocin A 20 erhalten wurde.

O. OH a HO b-d RO o
o) —_— oo — OH
OH OH
OH OH OH o0
13 14

RO — RO RO
WH h, ., _%EFOTBS f.g WOH

o O OXO O O
18 17 16
l K NH,

N A
N
7
HO < |
OH
OH OH
OH OH
19
20

a Ca(OH),, 50 °C, 6 d, 10-15% b CuSO,, konz. HoSO4, Aceton, Rt, 3 h, 91% ¢ TBDPSCI, Imidazol,
CH,Cly, Rt, 2 h, 98% d Dibal-H, CH,Cl,, -78 °C, 30 min, 98% e NaBH,, CH30H, Reflux, 30 min,
94% f TBSCI, Imidazol, CH,Cly, Rt, 3 h, 99% g (COCI),, DMSO, CH,Cl,, -78 °C, 1 h, Et3N, -78 °C -
Rt, 97% h CH3PPhsBr, tBuOK, THF, Rt, 1.5 h, 92% i PPTS, pTsOH, EtOH, Rt, 7 h, 45%
j H,C=CHMgBr, THF,-78 °C, 1 h, 64% k 2. Generation Grubbs Kat., CHyCl,, Rt, 7 h, 86%
I 6-Chlorpurin, PPh3, DIAD, THF, Rt, 1 h, 42% m NaOH, CH3OH, 80 °C, 7 h 84% n 4 M HCI,
CH30H, Rt, 6 h, 86%

Abb. 13: Chrial Pool Synthese von carba-2"-Methyl-,up“-neplanocin A 20

2.6.2 Asymmetrische Synthese von D-carba-dT

Biggadike et al. berichteten im Jahr 1988 uber eine asymmetrische Synthese von
(1S,2R)-2-(Benzyloxymethyl)-cyclopent-3-enol 23.I"¥ In dieser wurde Cyclopentadien
21 zunachst mit Natriumhydrid deprotoniert und mit Benzyloxymethylchlorid (BOMCI)
alkyliert. Im nachsten Schritt wurde das symmetrische Dien 22 unter Verwendung
von (-)-Diisopinocampheylboran ((-)-(ipc).-BH) selektiv zu 23 hydroboriert. Durch
diese Reaktion wurden zwei neue Stereozentren im Molekul geschaffen, jedoch war

die Gesamtausbeute mit 35% nicht besonders hoch.
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Spéater nutzte O. R. Ludek die Synthese von 23 fur die konvergente Darstellung von
D-carba-dT 8. Er erhielt fir 23 eine Ausbeute von 40% mit einem Enantiomeren-
tiberschuss von >97%.%% |n einer Synthese von Entecavir 12 nach Bristol-Myers
Squibb konnte die Ausbeute des Alkohols 23 auf 75% gesteigert werden. >

Fur die Synthese des D-carba-dTs wurde, wie in Abbildung 14 gezeigt, die freie
Hydroxyfunktion im (1S,2R)-2-(Benzyloxymethyl)-cyclopent-3-enol 23 blockiert und
das Produkt mit 9-Borabicyclo[3.3.1]Jnonan (9-BBN) selektiv hydroboriert. Es erfolgte
eine Inversion der zuvor erzeugten Hydroxyfunktion und die Kupplung unter
Mitsunobu-Bedingungen. Zuletzt wurde das Nucleosid vollstdndig deblockiert, so
dass D-carba-dT 8 nach 6 Synthesestufen mit einer Gesamtausbeute von 18%

ausgehend von Cyclopentadien 21 erhalten werden konnte.

a BnQ b BnO
e =2 e

21 22 OH
23
(0] l c,d
m
HO N~ O BnO BnO OH
f.g e
i | OH |
OH OBn OBn
8 25 24

a NaH, THF, 0 °C, 1 h, BOMCI, THF, -60 °C, 2 h b 1) (-)-(ipc),BH, THF, 0 °C, 16 h 2) NaOH, H,0,,
0 °C, Rt, 5 h, 75% ¢ NaH, BnBr, TBAI, THF, Rt, 16 h, 92% d 1) 9-BBN, THF, 0 °C, 16 h 2) NaOH,
H,0,, 0 °C, Rt, 16 h, 79% e 1) PPhs, DIAD, Benzoes&ure, Et,0, 0 °C, 16 h 2) NaOH, CH3;OH, Rt,
16 h, 91% f 1) PPhg, DIAD, N38Z-Thymin, CH3CN, -40 °C, 2 h, Rt, 16 h 2) NaOH, CH30H, Rt, 16 h,
79% g Pd/C, H,, EtOH, Rt, 16 h, 90%

Abb. 14: Synthese von D-carba-dT 8

2.6.3 Chemoenzymatische Synthesen von carbocyclischen Vorlaufern

Das Diol meso-26 und das Diacetat meso-27 sind zwei in der Literatur h&ufig
verwendete Molekiile fir chemoenzymatischen Synthesen.®Y In der Anwesenheit

verschiedenster Enzyme lasst sich meso-27 in wassrigen Pufferlosungen selektiv
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hydrolysieren, wohingegen sich das Diol meso-26 in organischen Losungsmitteln
selektiv acetylieren lasst.[8283
Die in Abbildung 15 gezeigte Synthese von Carbovir 11 nach Nokami et al. nutzte

ebenfalls die selektive Hydrolyse des meso-Diacetats 27.1%

Die Ausgangs-
verbindung war Cyclopentadien 21, welches erst in das Diol und dann in das
Diacetat tberfithrt wurde.®>®®! AnschlieRend erfolgte die selektive Hydrolyse in
Anwesenheit des Enzyms Porcine Pancreatic Lipase (PPL) in Phosphatpuffer.®” Das
Acetat 28 konnte mit einer Ausbeute von 87% und 92%ee isoliert werden.
Ausgehend von diesem konnte Carbovir in einer konvergenten Synthesesequenz

unter Verwendung einer Palladium-katalysierten Kupplungsreaktion hergestellt

werden.
a OH OH b OAc OAc c OH OAc
S =
21 meso-26 meso-27 28
0 jd_g

AP
P OH OTBDMS OH OTBDMS
HO N" >N NH, m- o HO OH 5y - h, i ~
B ] - PO A—
\— Cl

11 31 30 29

a Oy, hv b Ac,O ¢ PPL, Phosphatpuffer pH 7, Aceton, Rt, 3-5 d, 60% d DHP, pTsOH, CH,Cl,, 0 °C,
10 min, 91% e KOH, CH3;OH, 5 min, Rt, 94% f TBDMSCI, Imidazol, DMF, 15 min, Rt, 94%
g Me,AICI, CH,Cl, -60 °C - Rt, 2 h, 74% h PCC, CHyCl,, 2 h, Rt, 87% i CICHyl, nBuLi, THF, -78 °C,
15 min, 87% j CH30K, THF, -78 °C, 30 min k Diba-H, nHexan, -78 °C, 15 min, 77% | BusNF, THF, 2 h,
Rt, 96% m CH3;OCOCI, Pyridin, CHyCl, 0 °C - Rt, 10 min, 91% n 2-Amino-6-chlorpurin, Pd(PPh3)s,
DMF, Rt, 2 h, 62% o NaOH, Reflux, 83%

Abb. 15: Chemoenzymatische Synthese von Carbovir 11

Eine weitere chemoenzymatische Synthese ist aus der in Kapitel 2.5.2
beschriebenen asymmetrischen Synthese von (1S,2R)-2-(Benzyloxymethyl)-
cyclopent-3-enols 23 hervorgegangen. O. R. Ludek stellte wéhrend der Synthese des
symmetrischen Diens 22 fest, dass dieses bei Reaktionstemperaturen tber 0 °C zu
den in Abbildung 16 gezeigten thermodynamischen Dienen 32a und 32b
isomerisiert.®® Diese Beobachtung konnte fir die Synthese des racemischen
Cyclopent-3-enols 33 durch Hydroborierung der unsymmetrische