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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Seit Jahrzehnten finden zahlreiche Analoga nattrlicher Nukleoside in der onkologischen und
antiviralen Therapie Anwendung und nehmen heutzutage insbesondere bei der Behandlung
von HIV, Herpes, Hepatitis B und Hepatitits C eine Schlisselrolle ein. Allerdings verlauft die
Biotransformation in die biologisch aktive Triphosphatform aufgrund der hohen Substrat-
spezifitat der beteiligten zellularen Enzyme meist sehr ineffizient. Der Verlust der
therapeutischen Aktivitat muss durch eine hohe Dosierung des Medikaments ausgeglichen
werden, die teilweise schwerwiegende Nebenwirkungen zur Folge haben kann. Eine
Méglichkeit, die Effizienz der Nukleosidanaloga zu erhdhen, stellt die Verabreichung von
bioreversibel maskierten, phosphorylierten Wirkstoffen, sogenannten Prodrugs, dar.

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung des TriPPPro-Konzepts als erster
vielversprechender Ansatz zur Maskierung von Nukleosidtriphosphat (NTP)-Prodrugs. Um
die generelle Anwendbarkeit des Konzepts zu unterstreichen, wurden Triphosphat-Prodrugs
sowohl mit unterschiedlichen Maskierungs- als auch Nukleosidstrukturen synthetisiert und
hinsichtlich ihres chemischen sowie enzymatischen Hydrolyseverhaltens charakterisiert. Eine
Serie von Nukleosidtriphosphat-Prodrugs auf Basis des Anti-HIV-Wirkstoffs d4T variierte
dabei in der Lange und Modifikation der als Maskierungseinheiten verwendeten Acylreste,
um die Auswirkungen auf die Zellpermeabilitdt zu untersuchen. Die Darstellung erfolgte Uber
eine fir DiPPro-Nukleosiddiphosphat (NDP)-Prodrugs konzipierte konvergente Synthese-
route. Da die Gewinnung des nach diesem Protokoll notwendigen NDPs mit niedrigen
Ausbeuten einherging sowie sehr zeitintensiv war, wurde eine alternative Synthese-
moglichkeit entwickelt. Nach dieser konnte ausgehend von dem leichter zuganglichen
Nukleosidmonophosphat (NMP) eine Vielzahl von TriPPPro-Verbindungen synthetisiert
werden, deren Nukleoside sich sowohl am Glykon als auch an der Nukleobase in der Art der
Modifikation unterschieden.

Bei Hydrolyseuntersuchungen in Phosphatpuffer (PBS, pH 7.3) wurde nachgewiesen, dass
die Nukleosidtriphosphate Uberwiegend den dominierenden Metaboliten darstellen. Die
konkurrierende Hydrolyse der Phosphoranhydridbindung zwischen dem B- und y-Phosphat
fihrte jedoch mit einer zunehmenden Hydrolysehalbwertszeit des Prodrugs zu einer
ansteigenden Bildung von NDP. Die enzymatische Aktivierung mit isolierter Schweineleber-
esterase (PLE) erlaubte eine schnelle und selektive Freisetzung des NTPs, wie mithilfe von
Primer-Extension-Assays sowie Polymerasekettenreaktionen bewiesen werden konnte. Bei
der enzymatischen Spaltung in CEM-Zellextrakten war eine kontinuierliche Abhangigkeit der
Hydrolysehalbwertszeiten von der Kettenlange festzustellen. Allerdings lagen die Halbwerts-
zeiten signifikant niedriger als in PBS. Gleichzeitig konnte in den Zellextrakten die



Zusammenfassung

Freisetzung von NTP aus TriPPPro-NTP-Prodrugs bestatigt werden, obgleich die zellularen
Enzyme einen schnellen Abbau zu den jeweiligen NDP bewirkten.

Erwartungsgeman korrelierte die antivirale Aktivitat gegen HIV-1 und HIV-2 mit der Lipophilie
der TriPPPro-d4TTP-Prodrugs. Durch eine intrazelluldre Freisetzung der hdher phos-
phorylierten Metabolite konnten ECso-Werte erreicht werden, die von einer bis zu dreimal
héheren Aktivitdt gegen HIV-1 und HIV-2 als d4T zeugten. Ebenso war eine Abhangigkeit
der antiviralen Aktivitdt von der Lipophilie der TriPPPro-Verbindungen in TK-defizienten
Zellen festzustellen, in denen d4T keine antivirale Wirkung besitzt. Mit zunehmender
Lipophilie zeigten die Prodrugs eine verbesserte antivirale Aktivitdt. In einer
Zellaufnahmestudie mit einem fluoreszierenden Prodrug konnte die erfolgreiche intrazellulare
Freisetzung des biologisch aktiven Triphosphatmetaboliten belegt werden. Die Prodrugs
weiterer Nukleosidanaloga offenbarten im Vergleich zum Nukleosid signifikante
Verbesserungen der Anti-HIV-Aktivitat. So konnte die Aktivitdt von Nukleosiden durch
Anwendung des TriPPPro-Konzepts um das bis zu 21-Fache gesteigert werden. Es gelang
sogar, inaktive Nukleoside in hochaktive Wirkstoffe gegenuber HIV-1 umzuwandeln.

Demzufolge wurde im Rahmen dieser Arbeit durch die Synthese unterschiedlich modifzierter
NTP-Prodrugs die generelle Anwendbarkeit des TriPPPro-Konzepts bestétigt. Diese
Methodik kdnnte einen Durchbruch in der Prodrugentwicklung darstellen, da sie die
biologische Aktivitat der heutigen sowie zukinftigen Nukleoside erhéhen und somit zu einer
Verbesserung der antitumoralen und antiviralen Therapie beitragen kann.

vi
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Abstract

Over the last decades a variety of nucleoside analogues were widely applied in antitumor
and antiviral therapy. Moreover, they build the backbone for treatment of HIV, herpesvirus,
hepatitis B and hepatitis C virus infections nowadays. However, the therapeutic activity of
these compounds is often limited by an ineffective stepwise phosphorylation to the
pharmaceutical active nucleoside triphosphate form performed by kinases. The nucleoside
therapy implies therefore high dosage of drug involving severe side effects. This drawback
can be overcome by developing bioreversible masked phosphorylated nucleoside prodrugs.

The aim of this thesis was to establish the TriPPPro-approach, as the first promising
nucleoside triphosphate prodrug concept. The concept was transferred to a large number of
different modified antiviral agents in order to demonstrate the general applicability. Both, the
chemical and enzymatic hydrolysis behavior should be investigated. A series of NTP
prodrugs based on d4T as a model nucleoside analogue was prepared using a convergent
synthesis strategy previously applied to the synthesis of DiPPro-nucleoside diphosphate
(NDP) prodrugs. The acyl moieties as the masking units were varied by its chain length and
modification for testing the prodrug permeability through cell membrane. Unfortunately,
problems in the synthesis and purification of the needed nucleoside diphosphate (NDP)
building block limited that route. A synthetic pathway was developed based on the
nucleoside monophosphates (NMP) in order to achieve a more efficient conversion of the
parent nucleoside. In general, NMPs are easier to access than NDPs. Thereby, a wide range
of TriPPPro-compounds of different nucleoside analogues could be prepared via this new
method.

The analysis of the hydrolysis behavior in phosphate buffer (PBS, pH 7.3) revealed that the
desired NTP was formed as the predominant compound. A concurrent reaction that involved
breakage of the phosphoanhydride bond between B- und y-phosphate led to the formation of
NDP. The amount of NDP rose with increasing half-lives of the TriPPPro-compound. The
hydrolysis studies conducted in the presence of isolated pig liver esterase (PLE) clearly led
to a rapid and selective delivery of the biologically active NTP, if the substrate specificity is
established. The release of NTPs was proven by primer extension assays and polymerase
chain reactions. Hydrolysis half-lives in CEM cell extracts of the prodrugs correlated well with
chain length and were significantly lower than the half-lives in PBS buffer. Additionally, the
release of NTP was detected in biological media despite a rapid degradation by cellular
enzymes such as phosphatases.

As expected, the antiviral activity of the TriPPPro-d4TTP compounds against HIV-1 and
HIV-2 also increased with increasing lipophilicity. Due to successful cell membrane
penetration and the direct intracellular delivery of the higher phosphorylated metabolites an
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antiviral activity was accomplished, which was up to 3-fold higher than anti-HIV activity of the
parent nucleoside. The dependence of lipophilicity and antiviral activity also retained in
TK-deficient cells whereas d4T lacked anti-HIV activity. The successful intracellular delivery
of NTP prodrugs was confirmed by a cellular uptake study using a flourescent NTP prodrug.
The investigation of further nucleoside analogues revealed a significant improvement of their
inhibition effects against HIV replication by using the TriPPPro-concept. The activity of a
prodrug can be up to 21-fold higher than the activity of its parent nucleoside. Even,
completely inactive nucleosides were converted to highly active NTP prodrugs against HIV-1.

In conclusion, this thesis displays a general applicability of the TriPPPro-concept allowing the
synthesis of different modified NTP prodrugs. This methodology might be a breakthrough
which allows the currently active nucleosides either the future ones to rise their biological

activity leading to improvements in antitumor and antiviral therapies.
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Einleitung

1 Einleitung

Daten aus dem Jahr 2012 der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization,
WHO) legen offen, dass neben Herzerkrankungen und Malignomen virale Infektionen
weltweit die haufigste Todesursache der Gegenwart bilden.!"! Dabei stellen vor allem die
verschiedenen Virus-Hepatitiden als Erreger von Lebererkrankungen und die Subtypen des
Humanen Immundefizienz-Virus (human immunodeficiency virus, HIV) als Ausléser des
erworbenen Immunschwéchesyndroms (acquired immunodeficiency syndrome, AIDS) die
bedrohlichsten Infektionskrankheiten dar. In dieser Arbeit liegt der Schwerpunkt auf dem HI-
Virus, weshalb einleitend lediglich auf die Krankheitsform AIDS eingegangen werden soll.
AIDS beschreibt das Endstadium einer verzdgert verlaufenden Erkrankung, die, resultierend
aus einer lang andauernden Persistenz des Virus im Wirt und einer damit einhergehenden
Hyperreaktivitidt des Immunsystems, schrittweise zu einer Zerstérung desselben fiihrt.®
Durch die Degeneration der CD4-positiven Zellen, die dem HI-Virus als Wirtszellen dienen,
ist das Immunsystem anféllig fur sekundare Infektionen, die im Extremfall zum Tod des Wirts
fiihren kénnen.® Seit der erstmaligen klinischen Beschreibung des Krankheitsbilds AIDS im
Jahr 1981 infizierten sich 75 Millionen Menschen mit dem Erreger der Pandemie.*® Die
aktuelle Mortalitatsrate liegt bei etwa 1.8 Millionen Menschen pro Jahr.®! Der &tiologische
Zusammenhang zwischen dem HI-Virus und der Infektionskrankheit konnte 1984, im Jahr
nach der Isolation und Identifizierung des Virus!”), hergestellt werden.®®! Zwei Jahre spater
wurde ein weiteres Virus beschrieben, das als Ausléser fir AIDS ausgemacht werden
konnte, sodass die Kategorisierung in HIV-1 und HIV-2 erfolgte. Fiir den Ursprung beider
Virenstdmme wird eine unabhangige Ubertragung vom Affen auf den Menschen angenom-
men, worauf die genetischen Gemeinsamkeiten mit dem Simianen Immundefizienz-Virus
(simian immunodeficiency virus, SIV) als Immunschwachevirus des Affen hindeuten.!" Im
Fall von HIV-1 gilt eine Ubertragung Anfang der 1920er-Jahre in der Gegend um Kinshasa in
der heutigen Demokratischen Republik Kongo als wahrscheinlich.”! Eine erstmalige Infektion
des Menschen mit den Subtypen von HIV-2 wird dagegen in den 1940er-Jahren vermutet.!'”
Infolge der Globalisierung konnten sich sowohl HIV-1 als auch HIV-2 Uber die Kontinental-
grenzen hinweg ausbreiten (Abb. 1).I'" Allerdings stellt das leichter Uibertragbare HIV-1 mit
etwa 33 Millionen Infizierten bereits eine globale Bedrohung dar, wahrend HIV-2 epidemisch
in Westafrika und Asien auftritt und mit etwa zwei Millionen Menschen eine vergleichsweise
geringe Infektionszahl aufweist."! Trotz der getrennten naturhistorischen Entwicklung
besitzen beide Virusstimme Gemeinsamkeiten, wie beispielsweise ihre fast identische
Struktur, aber auch deutliche Unterschiede. So erlaubt HIV-2, basierend auf der
langsameren Progressionsrate, im Gegensatz zu HIV-1 eine weitaus héhere Uberlebens-
wahrscheinlichkeit des Infizierten.?'” Neben riicklaufigen Infektionszahlen in Asien und
Afrika ist die ansteigende Tendenz der Infizierten in Europa und Nordamerika alarmierend,
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wo nach Schéatzungen der WHO 2013 etwa 2.3 Millionen Menschen mit HIV lebten. Dabei
wird davon ausgegangen, dass sich die Hélfte der Betroffenen einer Infektion nicht bewusst
ist. Dies hat zur Folge, dass eine Behandlung oftmals erst in einem Krankheitsstadium

aufgenommen werden kann, in dem das Immunsystem bereits merklich geschadigt ist.!"

Eastern Europe &
Central Asia

North America and Western and Central Europe = 1.1 million
2.3 million [980 000~ 1.3 million]

[2.0 million - 3.0 million]
Middle East & North Africa
Caribbean 230 000

250 000 [160 000 - 330 000]

[230 000 — 280 000] Asia and the Pacific

4.8 million

Sub-Saharan Africa [4.1 million = 5.5 million]

Latin America 24.7 million

1.6 million [23.5 million - 26.1 million]
[1.4 million = 2.1 million]

Abb. 1: Statistische Verteilung der HIV-Infizierten im Jahr 2013.!"!

In der Summe aber gelang es der UN nach der zur Jahrtausendwende formulierten Ziel-
setzung, bis 2015 eine Trendwende in der Verbreitung von HIV einzuleiten (enthalten in den
Millennium Development Goals), mithilfe globaler Aufkldrungskampagnen die Zahl der
jahrlichen Neuinfizierungen von 3.4 auf 2.1 Millionen zu reduzieren.>'¥ Trotzdem gilt es
weiterhin, die Ubertragung des Virus einzuddmmen sowie die medikamentése Versorgung
und eine kompetente Behandlung der Infizierten vor allem in den Niedriglohnlandern zu
sichern. Gelingt dies nicht, scheinen die angestrebten Ziele der UN, bis 2030 die Zahl der
Infizierten und der AIDS zum Opfer fallenden Menschen im Vergleich zu 2010 um jeweils

95% zu reduzieren, nicht realisierbar.!"®

Bereits 1985 konnte 3'-Azidothymidin 1 (AZT ) als erste pharmakologisch aktive Verbindung
gegeniiber HIV identifiziert werden."® Nachdem der Beweis fiir eine Kontrolle der HIV-
Replikation durch Chemotherapie erbracht und das Verstandnis fir die Vermehrung des
Virus erweitert worden war, begann die Entwicklung einer Vielzahl von antiretroviralen
Medikamenten, die spater auch klinische Anwendung fanden.['”! Da es bei der Monotherapie
jedoch in Verbindung mit einer hohen Mutationsrate des HI-Virus zu einem Héchstmafi an
Resistenzbildungen kommt, wird in der modernen Behandlung die highly active antiretroviral
therapy (HAART) bzw. mit der neutraleren Bezeichnung die combination antiretroviral
therapy (cART) eingesetzt.'®'® Bei dieser Therapieform, die seit Ende des letzten

2
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Jahrhunderts angewendet wird, kann simultan durch die Kombination von Wirkstoffen in
unterschiedliche Stadien des Replikationszyklus des Virus eingegriffen werden. Hierdurch
kann eine weitere Schadigung des Immunsystems verhindert werden. Zwar kdnnen die
Betroffenen trotz intensiver Forschung weiterhin nicht geheilt werden, aber die Viruslast kann
zumindest unter die Nachweisgrenze gesenkt werden, wodurch die Lebensqualitat der
Patienten deutlich verbessert wird. Allerdings machen Nebenwirkungen wie Neuropathien,
Leber- und Nierenerkrankungen, unzureichende Effizienz der Arzneimittel und bedingt durch
eine jahrelange Behandlungszeit auftretende Resistenzen seitens des Erregers gegen die
Wirkstoffe weitere Forschungsarbeit auf dem Gebiet der antiretroviralen Therapie (ART)

unumgéanglich.?%
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2 Kenntnisstand

Seit Jahrzehnten werden, basierend auf dem verbesserten Verstandnis {ber den
Replikationszyklus des Erregers, Agenzien zur Therapie von AIDS entwickelt und eingesetzt.
Da die therapeutischen Ansatzpunkte verschieden ausfallen, sind die Variabilitdt der
Therapeutika sowie deren theoretische Kombinierbarkeit in der antiretroviralen Therapie sehr
vielfaltig. Es sollen im Folgenden das HI-Virus, dessen Replikation sowie Mdglichkeiten fr
Behandlungsansétze vorgestellt und diskutiert werden.

2.1 Das HI-Virus

Im Gegensatz zu Bakterien besitzen Viren keinen eigenen Stoffwechsel und sind somit auf
die intrazellulare Vermehrung durch einen geeigneten Wirt angewiesen, indem zuvor deren
genetisches Material in das Genom der Wirtszelle integriert wurde. Das HI-Virus mit einem
Durchmesser von rund 100 nm gehért zur Familie der Retroviren. Sein Genom liegt in Form
von einzelstrangiger RNA vor, die unter anderem zusammen mit den viralen Enzymen
Reverse Transkriptase, Integrase und Protease von einem zweischichtigen Kapsid sowie
einer Phospholipid-Doppelschicht umhiillt ist (Abb. 2).*!

ap120
RNA gp41

Integrase Kapsid

Protease p24

Reverse p17

Transkriptase o

Phospholipid-
Doppelschicht

Abb. 2: Schematischer Aufbau des HI-Virus.

Da die Uberlebenschancen des Virus auBerhalo des Wirtsorganismus sehr gering sind,
erfolgt die Ubertragung primér Uber Kérperfliissigkeiten wie Sperma, Vaginalsekret und Blut.
Dementsprechend zahlen Geschlechtsverkehr und perinatale Infektionen zu den haufigsten
Ubertragungsursachen. Aber auch die Verwendungen kontaminierter Injektionsnadeln bei
Drogenkonsum sorgten in der Vergangenheit fir eine vermehrte Verbreitung von AIDS. Nach
dem Eindringen des Virus in den Wirt und der Aufnahme durch die Schleimhaut werden
zundchst die Dendritischen Zellen befallen. Diese sind direkt unterhalb der Schleimhaut-
oberflache angesiedelt und dienen dem Erreger als Trager zum eigentlichen Zielort. Denn
statt eines Abbaus durch die Dendritischen Zellen treten diese mit anderen Immunzellen in
Kontakt und Ubertragen das Virus. Als Wirtszellen fungieren CD4-positive T-Lymphozyten,
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die fur die Erlangung von Immunitdt des Wirts gegenlber spezifischen Pathogenen
entscheidend sind. Resultierend aus deren Verlust sterben Patienten an opportunistischen
Infektionen, denen HIV-negative Personen nicht erliegen wiirden.?"!

Bei der Erkennung der zur Vermehrung notwendigen CD4-Zellen spielen die viralen
Glykoproteine gp120 und gp41 eine entscheidende Rolle. Im ersten Schritt der Interaktion
adsorbiert das Virus Uber das gp120 an das Transmembranprotein CD4 der Wirtszelle,
wodurch eine konformationelle Anderung von CD4 hervorgerufen wird (Abb. 3, 1).22"

chemokiner
Corezeptor

Integrasel] VI

Endoplasmatisches
Retikulum

(c) Eva Gjuzi

Abb. 3: Stadien des Replikationszyklus des HI-Virus.

Gleichzeitig bindet gp120 an die chemokinen Rezeptoren CCR5 (bei Monozyten) und
CXCR4 (bei T-Lymphozyten). AnschlieBende Konformationsanderungen von gp120 und
gp41 fihren zu einem engen Kontakt beider Membranen, sodass eine Fusion zwischen HIV-
Partikel und Wirtszelle einsetzen kann (II).??*® Beim uncoating wird das Kapsid durch
zelluldre Kinasen gespalten und die viralen Bestandteile werden in das Zytoplasma
entlassen (lll). Hier wird die virale RNA durch die Reverse Transkriptase in doppelstrangige
DNA umgeschrieben (IV), das virale Genom in den Zellkern transportiert (V) und dort
anschlieBend durch die Integrase an einer beliebigen Stelle des Wirtsgenoms eingefigt (VI).
Ab diesem Zeitpunkt gilt die Zelle als infiziert, womit die frihe Phase der Replikation
abgeschlossen ist. An beiden Termini des HIV-Genoms befinden sich regulatorische
Domaénen, die Anfang und Ende der Transkription unabhangig von der Position im Genom
steuern kdnnen. Die RNA-Polymerase leitet durch die Transkription die spate Phase der
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Replikation ein. Unterstitzung erféhrt sie dabei durch die viralen Proteine Tat und Rev.
Waéhrend Tat als Transkriptionsfaktor agiert und die virale Genexpression um bis zu zwei
GréBenordnungen beschleunigt, sorgt Rev fir den Transport ungespleiBter und nicht
vollstédndig gespleiBter RNA aus dem Zellkern in das Zytoplasma (VII). Im Rahmen der
Translation, die an den zellularen Ribosomen stattfindet, wird die erhaltene mRNA in virale
Proteine umgesetzt (VIIl). AnschlieBend lagern sich die Proteinkomponenten mit zwei
ungespleiBten RNA-Molekllen an der Wirtsmembran zusammen (IX). Nach posttrans-
lationalen Modifikationen durch die Protease wird das Virus schlieBlich abgeschnirt und

aktiviert, womit die Reifung eines neuen infektidsen Virus abgeschlossen ist (X).[232"

2.2 Antiretrovirale Therapie

Durch die Beteiligung unterschiedlicher Enzyme und Proteine bietet der Replikationszyklus
von HIV verschiedene Anséatze zur Therapie, denen unterschiedliche Wirkmechanismen
zugrunde liegen. Ein Heilmittel gegen HIV konnte bisher zwar noch nicht entwickelt werden,
jedoch erlaubt die ART die Verminderung der Krankheitsprogression und eine Reduktion der
infektionsbedingten Symptome, wodurch die Lebenserwartung und -qualitat der Infizierten
deutlich verbessert werden konnte.? Den Ursprung hat die Anti-HIV-Therapie in der
Identifikation von AZT Mitte der 1980er-Jahre. Dessen In-vivo-Aktivitat beruht auf der
Inhibition der Reversen Transkriptase, der eine Schlisselrolle bei der Replikation des HI-
Virus zuteilwird."® AZT 1 wurde 1987 von der amerikanischen Food and Drug Administration
(FDA) zugelassen und, basierend auf dem damaligen Status als Alleinvertreter, in
Monotherapie verabreicht. Doch aufgrund von Behandlungsfehlern, zu denen zu hohe
Dosierungen zahlten, kam es bei den Patienten vermehrt zum Auftreten von Anamie und
anderen Nebenwirkungen. Einen weiteren Fortschritt erméglichte die Entwicklung weiterer
Anti-HIV-Wirkstoffe, wie zum Beispiel 2',3'-Didesoxyinosin (ddl 2, Didanosin, 1991) oder
3'-Desoxy-2',3"-didehydrothymidin (d4T 3, Stavudin, 1994), die ebenfalls eine Hemmung des
Enzyms Reverse Transkriptase induzieren, sowie die Entdeckung von Proteaseinhibitoren.
Frihzeitig wurde die Erkenntnis gewonnen, dass die kombinierte Einnahme verschiedener
Wirkstoffe erfolgversprechender ist.” Seit der Einflihrung der HAART wurde diese Therapie-
form sukzessive optimiert, wodurch die Infektiositat und das Transmissionsrisiko merklich
gesenkt werden konnten.”®! AuBerdem wird durch die Anwendung verschiedener Inhibitoren
die Resistenzbildung minimiert. Allerdings lasst sich die Viruslast trotz jahrelanger
Behandlung lediglich unter die Nachweisgrenze senken.

Auch wenn sich durch Protease-, Fusions- und Integraseinhibitoren die Méglichkeiten, in den
Replikationszyklus des Virus einzugreifen, heutzutage sehr variabel darstellen, so liegt
weiterhin die Inhibierung der far HIV charakteristischen und essenziellen Reversen
Transkriptase im Fokus der therapeutischen Anséatze. Dabei wird bei den nukleosidischen
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Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) der Umstand genutzt, dass das Enzym im Gegen-
satz zu der wirtseigenen DNA-Polymerase keine Korrekturlesefunktion (proof-reading)
besitzt.””! Das bedeutet zum einen, dass zwar die Zahl der fehlplatzierten Nukleoside und
damit folglich die Mutationsrate des Virus erhéht sind, aber auch zum anderen, dass gezielt
unnatirlich modifizierte Nukleosidanaloga eingebaut werden kdnnen, die einen sofortigen
Kettenabbruch erzwingen kénnen. Dementsprechend weisen die NRTI im Vergleich zu den
nattirlichen Nukleosiden Uberwiegend keine freie 3'-Hydroxylfunktion auf, wodurch nach
erfolgtem Einbau in den wachsenden Strang die Méglichkeit einer Kettenverlangerung nicht
mehr gegeben ist. Somit stellen die Inhibitoren zu den nattrlichen Nukleosiden Adenosin,
Guanosin, Thymidin und Cytidin alternative Substrate fiir die Reverse Transkriptase dar.?®!
Die Inhibierung des Enzyms kann ebenso durch den Einsatz von nicht-nukleosidischen
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI) erfolgen. Dabei handelt es sich um hydrophobe
Verbindungen, die direkt und nicht-kompetitiv nahe des aktiven Zentrums des Enzyms mit
diesem in Wechselwirkungen treten und es durch Konformationsanderung deaktivieren.®!
Da sich in der Therapie von HIV vor allem die NRTI bewé&hrt haben und diese auch Thema
dieser Arbeit sind, sollen nur diese nachstehend naher vorgestellt werden.*”

Nach AZT 1 folgten bis heute sechs weitere durch die FDA zugelassene NRTI, die in

Abbildung 4 chronologisch entsprechend ihres Zulassungsjahrs in den USA aufgefihrt sind.

O NHQ
NH SN NH
\fk . )NH ﬁ/& \fk
HO N~ 0 HO NN HO N~ 0 HO N~ 0
N3
Zidovudin 1 (AZT, 1987) Didanosin 2 (ddl, 1991) Zalcatibin 8 (ddC, 1992) Stavudin 3 (d4T, 1994)
NH, NH, NH,
y NH y F <N ‘ SN
N N /
O)\Nl </N | \i O)\Nl % 0 N/)
OH HO N"N OH PZ_0
o) N" "NH, e) HO
od o~ od
Lamivudin 5 (3TC, 1995)  Abacavir 4 (ABC, 1998) Emtricitabin 6 (FTC, 2003) Tenofovir 7 (TDF, 2001)
[31-33]

Abb. 4: Von der FDA zur Behandlung zugelassene N(t)RTI (Abkiirzung, Zulassungsjahr).

Die strukturellen Unterschiede im Vergleich zueinander, aber auch zu den natirlichen
Nukleosiden sind dabei vielfaltig. Neben den bereits vorgestellten Analoga ddl 2 und d4T 3
findet sich mit Abacavir 4 (ABC) auch eine carbozyklische Verbindung, die anstelle des
Ringsauerstoffs eine Methyleneinheit tragt, in der Auflistung wieder. Ebenso kénnen
L-Nukleoside (3TC 5, FTC 6) in der Lage sein, die Reverse Transkriptase zu hemmen.?"
Eine Besonderheit stellt ebenfalls das azyklische Tenofovir 7 (TDF) dar, das in der Form
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seines Disoproxilfumarats verabreicht wird und zu den nukleotidischen Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren (NtRTI) z&hlt.[*23

In Abbildung 5 sind weitere potenzielle Anti-HIV-Nukleoside wie Apricitabin 9, Elvucitabin 10
und Festinavir 11 zusammengefasst, die sich aktuell in den klinischen Phasen Il und Il
befinden.®¥ Vor allem die Erweiterung des Riboserings mit einer Ethinylgruppe in 4'-Position
ergab verglichen mit den unsubstituierten Derivaten eine niedrigere mitochondriale Toxizitat
sowie eine erhdhte antivirale Aktivitat.***? Anhand von EFdA 12 lasst sich erkennen, dass
trotz des Vorhandenseins einer 3'-Hydroxylfunktion ein inhibitorischer Effekt erzielt werden
kann. Dieses Phanomen beruht auf einem verzdgerten Kettenabbruch (delayed chain
termination): Nach dem Einbau des Wirkstoffs in den zu elongierenden DNA-Strang werden
weitere Nukleoside integriert, bevor die unnatirliche Konformation der DNA, die von dem
Analogon hervorgerufen wird, fiir einen Abbruch der Replikation sorgt.”*®

SN Z F
| B N)j/ [N NfN
¢
HO N0 OAN OH  HO N/J%O HO NN
s
5 S oS
OH

4'-Ethinyl-2-Fluoro-

Apricitabin 9 (ATC) Elvucitabin 10 (L-d4FC) Festinavir 11 2"-Deoxyadenosin 12 (EFdA)

Abb. 5: Gegen HIV in der Entwicklung befindliche NRTI.*?

2.3 Grundlage von Pronukleotidkonzepten

Seit mehreren Jahrzehnten liegt das Konzipieren neuer antiviraler Therapeutika durch das
Modifizieren von Glykon und Aglykon von Nukleosiden im Fokus der Wissenschaft. Damit
Nukleosidanaloga jedoch pharmakologisch aktiv sein kénnen, missen sie zunachst in ihre
5'-Triphosphate Uberfiihrt werden. Da die entsprechenden Phosphorylierungsprozesse durch
substratspezifische zellulare Enzyme katalysiert werden und somit eine effiziente Umsetzung
nicht grundlegend gegeben ist, kann die antivirale Aktivitdt der Nukleoside nicht entfaltet
werden oder sogar vollstandig ausbleiben. AuBerdem erhdhen eine ineffiziente
Phosphorylierung der Nukleosidanaloga in ihre Triphosphatform und die sich daraus
entwickelnde unzureichende Inhibierung die Wahrscheinlichkeit der Bildung von
Resistenzen.®*%® Dieser Sachverhalt soll im Folgenden erértert und bereits entwickelte
Lésungsansétze sollen vorgestellt werden.

Im Hinblick auf eine Verbesserung der Wirksamkeit von Therapeutika gewinnt die
Entwicklung von Pronukleotiden bzw. Prodrugs zunehmend an Bedeutung. Diese
modifizierten und pharmakologisch inaktiven Vorlauferverbindungen von aktiven Wirkstoffen
setzen erst durch In-vivo-Biotransformationen das aktive Agens frei. Dadurch lassen sich die
physikochemischen, biopharmazeutischen und pharmakokinetischen Eigenschaften der
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Wirkstoffe positiv beeinflussen und unterschiedlichste biochemische Barrieren Uberwinden.
So kénnen beispielsweise die Wasserldslichkeit und chemische Stabilitat erhdht, toxische
Wirkungen minimiert oder First-Pass-Effekte umgangen werden. Funktionelle Prodrugs
mussen nach einer oralen Aufnahme bei verschiedenen pH-Werten (z. B. Magensaft, Blut-
plasma) stabil sein. Gleichzeitig sollte eine gute Membrangangigkeit gegeben sein, um
sowohl eine gute Bioverflgbarkeit in Zellen als auch ein Durchdringen der Blut-Hirn-
Schranke, hinter der sich speziell bei HIV Reservoirs bilden kénnen, zu gewahrleisten. Des
Weiteren muss eine schnelle Freisetzung des Wirkstoffs am Zielort erfolgen, um eine
unerwiinschte Verarbeitung im Stoffwechsel zu unterbinden.!**%

Da bei nukleosidischen Analoga in der Regel die Nukleosid-5'-triphosphate die bioaktiven
Spezies sind, ist eine intrazellulare Metabolisierung durch die entsprechenden humanen
oder auch viralen Kinasen essenziell. Allerdings erlaubt die Substratspezifitat der involvierten
zelluldaren Enzyme bei der schrittweisen Phosphorylierung Uberwiegend nur eine ineffiziente
Umsetzung, wodurch die antivirale Aktivitdt der Nukleoside bzw. deren klinischer Nutzen
reduziert wird.?”® Die Problematik wird anhand zweier Beispiele deutlich: Im Fall des Anti-
HIV-Therapeutikums d4T 3 stellt die erste Phosphorylierung zum d4TMP 13, katalysiert von
der zellularen Thymidinkinase (TK), den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar
(Abb. 6)."" Im Vergleich dazu ist bei AZT 1 die Umsetzung zum AZTMP 14 zwar effektiv,
jedoch ist der zweite Phosphorylierungsschritt, der durch die Thymidylatkinase (TMPK)
katalysiert wird, gehemmt.*? Dies hat jeweils zur Folge, dass eine hdhere Dosis des
Medikaments aufgenommen werden muss, um die Ineffizienz der Kinasen auszugleichen
und zumindest einen ansprechenden inhibitorischen Effekt zu erzielen. Eine starkere

Dosierung erhdht wiederum die Wahrscheinlichkeit von Nebenwirkungen.
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Abb. 6: Metabolismus und TK-Bypass am Beispiel von d4T 3.

In der Vergangenheit wurde daher dazu Ubergegangen, primar Prodrugkonzepte zu
entwerfen, die einen TK-Bypass, das hei3t die Freisetzung einer monophosphorylierten
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Verbindung, erméglichen.*” Aber auch die Entwicklung mehrfach phosphorylierter
Nukleosid-Prodrugs wurde angestrebt. Eine Verabreichung eines unmaskierten Nukleotids
ware aufgrund der vorliegenden negativen Ladungen nicht Erfolg versprechend, da die
Permeabilitat fur hydrophile Substanzen durch passive Diffusion nicht gegeben ist.
Dementsprechend ist eine lipophile Maskierung der Phosphateinheit(en) fir das Gelingen
eines Prodrugsystems notwendig. Im Folgenden sollen einige wegweisende Konzepte
vorgestellt werden.

2.3.1 Nukleosidmonophosphat-Prodrugs

Das erste Pronukleotidkonzept, das die intrazellulare Freisetzung von Nukleosid-
monophosphaten und somit einen TK-Bypass erlaubte, wurde 1984 von FARQUHAR ET AL.
entwickelt (Abb. 7).

X=0 Phosphat POM Bis(POM)-Prodrug 17a
X=C Phosphonat —_—
O O
SATE o o- P X—Nukl POC
(—)% f—)%
(6] \/ (6]
R S\/\ [l /L (o]
b O—F=X~Nukl I OAOAO*I"{’*X*NUKI
(0] S/\/O OYO\/O
Bis(SATE)-Prodrug 18
R/J*o \rO Bis(POC)-Prodrug 17b

-

R...S I Ayl 9
877> 0—p—X—Nuki R ¥N0-P-0—Nuki
S/\/O monophosphat 24 IIINH
|
R/S

RO™ ~O
Bis(DTE)-Prodrug 19 ProTide 20

Aryl /Eo\ g%o O:< @

O-
Nukl o= P O—Nukl

=
. X | o 0
HepDirect 21 N PV‘,

O~Nukl 0
R Bis[AB]-Prodrug 22
cycloSal-Prodrug 23

Abb. 7: Prodrugkonzepte fir Nukleosidmonophosphate und -phosphonate.

Durch die zweifache Maskierung der Phosphatgruppe mit unterschiedlichen biolabilen
Acyloxyalkylestereinheiten wurden die Bis(POM)-Prodrugs 17a erhalten. Ebenso war die
Ubertragung dieses Konzepts auf Nukleosidphosphonate méglich. Die Degradation der
lipophilen Masken erfolgt durch enzymatische Spaltung des Esters, wodurch zunachst ein
instabiles Hydroxymethylalkoholat gebildet wird. Dieses zerféllt schlieBlich durch
Umlagerung zu Formaldehyd und dem monomaskierten Prodrug, wobei im Anschluss die
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zweite Maske analog abgebaut wird. In struktureller Verwandtschaft stehen die Bis(POC)-
Prodrugs 17b, die anstelle einer Ester- eine Carbonatfunktion aufweisen. Auch in diesem
Fall initiieren Esterasen den Abbau der Masken, wenngleich letztlich das intermediare
Carboxylat zur Bildung von Kohlenstoffdioxid und Formaldehyd fiihrt.*®! Mit dem azyklischen
Tenofovir Disopropylfumarat 7 (Viread) wurde 2001 von der FDA sogar ein Vertreter der
Bis(POC)-Prodrugs 17b fiir die Behandlung von HIV zugelassen.®?*4

Anfang der 1990er-Jahre folgte das Bis(SATE)-Konzept 18, bei dem der Phosphattriester mit
zwei veresterten Thioethyleinheiten ausgestattet ist.[*”! Die Spaltung der Masken verlauft
erneut Uber eine enzymatische Aktivierung mittels Esterasen, wobei ein O-2-Mercaptoethyl-
phosphotriester spontan Uber intramolekulare Substitution zur Freisetzung von Thiiran fihrt.
Ahnlich vollzieht sich auch der Abbau der Bis(DTE)-Prodrugs 19. Allerdings wird die
integrierte Disulfidbriicke mithilfe einer Reduktase gespalten.!**!

In demselben Zeitraum publizierten MCGUIGAN ET AL. das Konzept der Phosphoramidat-
Prodrugs 20 (ProTide). Dieses zahlt bis heute zu den am meisten angewandten und am
intensivsten erforschten Ansatzen.!*®! ProTide 20 besitzen ein chirales Phosphoratom, das
sowohl einen Arylsubstituenten tragt als auch mit einer Aminosdure verestert ist. Die
intrazellulare Metabolisierung der Maske wird durch die Spaltung des Aminosdureesters
durch Esterasen oder Cathepsine eingeleitet. Eine spontane intramolekulare Zyklisierung
fihrt zur Bildung eines FUnfrings sowie zur Eliminierung des Aryloxysubstituenten. Durch
Hydrolyse schlie3t sich die Ring6ffnung an. Das dabei erhaltene Phosphoramidat wiederum
wird durch intrazellulare Phosphoramidasen zum Phosphat umgesetzt. Beglnstigt durch die
unkomplizierte Synthese sowie eine Vielzahl von Studien unterschiedlicher ProTide 20
konnten schnelle Fortschritte bezliglich einer therapeutischen Anwendung gemacht werden.
Dadurch befinden sich aktuell entsprechende Pronukleotide zur Behandlung von HIV,
Hepatitis C (HCV) und zur Tumorbekdmpfung sowohl im Einsatz als auch in klinischen
Studien "

Die HepDirect-Prodrugs 21 ermdglichen eine selektive Freisetzung des Wirkstoffs in der
Leber, da die Aktivierung tber Cytochrom P450 induzierte Oxidation erfolgt. Mechanistisch
wird durch die enzymatische Initiierung ein Hemiketal generiert, dessen Ringsystem sich
spontan 6ffnet und nach einer B-Eliminierung die entsprechende Phosphorspezies freisetzt.
Dadurch stellt dieses Konzept eine interessante Option dar, um gezielt Lebererkrankungen
zu behandeln.®”!

Die Bis[AcyloxyBenzyl]-Nukleotide 22 (BAB-Prodrugs) erlauben eine Freisetzung des
Nukleosidmonophosphats 24 durch die von Carboxyesterasen katalysierte Spaltung einer
para-standigen Acylgruppe des Phenylrings.”" Dieses Konzept bildet die Grundlage der im
Rahmen dieser Arbeit dargestellten Prodrugs und wird im Zusammenhang mit den
Nukleosiddiphosphat-Prodrugs ausfihrlicher vorgestellt (Kapitel 2.3.2).

11
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Das ebenfalls intensiv untersuchte cycloSal-Konzept von MEIER ET AL. beruht auf einer bisher
einzigartigen Strategie. Der zyklische Salicylalkohol als Maskierung des cycloSal-
Prodrugs 23 ermdglicht einen gleichzeitigen Schutz beider Ladungen des Phosphats und
lasst sich zusatzlich durch flexible Substitutionsmuster in seiner Reaktivitat beeinflussen.
Zudem kommen die Prodrugs 23 ohne eine enzymatische Aktivierung aus. Das Konzept
wurde bisher auf eine Vielzahl von antiviralen Wirkstoffen Ubertragen, wobei intrazellular die
erfolgreiche Freisetzung des gewlnschten NMPs beobachtet werden konnte. Der in
Abbildung 8 gezeigte Mechanismus beschreibt die pH-abh&ngige chemische Initiierung. Die
phenylische Esterbindung wird nach einer nukleophilen Substitution am Phosphorzentrum
gespalten und die Bildung eines Benzylphosphatdiesters 25 findet statt. Dabei wird der zum
Benzylester in 2'-Position angeordnete Substituent von einem schwachen (Phosphat) zu
einem starken Donor (Hydroxyl) umgewandelt. Diese Umpolung bewirkt einen spontanen
Bruch der Benzylesterbindung sowie die Freisetzung des Nukleosidmonophosphats 24 und
des Salicylalkohols 26, der aus der Hydrolyse des intermediar gebildeten Chinonmethids
hervorgeht. Allerdings entsteht auch der vergleichsweise hydrolysestabile Phenylphosphat-
diester 27, der auf die Spaltung der Benzylesterbindung des cycloSal-Triesters 23 zurtick-

zuftihren ist.52%%
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Aktivierung Sp~ “Nukl

= AN N\ O
o™ OH
cycloSal-NMP-Prodrug 23 Benzylphosphatdiester 25
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+H,0 Zerfall x@(\OH
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Z > 0H

Salicylalkohol 26

x—}d\ OH — 4+ Nukleosid-
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d O

____Nukl
/

€]
Phenylphosphatdiester 27

Abb. 8: Chemisch induzierter Hydrolysemechanismus der cycloSal-Pronukleotide.

Sowohl durch die Wahl der Substituenten als auch deren Position am Aromaten Iasst sich
vor allem die Geschwindigkeit der Hydrolyse gezielt steuern. Wahrend Donorsubstituenten in
3'-Position zu einer Erhéhung der Hydrolysehalbwertszeit flhren, sorgt die erhdhte
Elektrophilie am Phosphor bei Akzeptorsubstituenten in 5'-Position flr eine beschleunigte
Hydrolyse. In der Vergangenheit wurde dieses Konzept weiter optimiert. Einen neuartigen
Ansatz stellten dabei die enzymatisch aktivierbaren und mit ,lock-in“-Modifikationen

[54,55]

versehenen Prodrugs dar (Abb. 9).
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Abb. 9: Konzept der enzymatischen Aktivierung von in 5'-Position am Aromaten
mit X substituierten cycloSal-NMP-Prodrugs 23 (bearbeitet nach [40]).

Basierend auf dem lipophilen Charakter der cycloSal-Verbindungen 23 in Kombination mit
einem langsamen chemischen Aktivierungsschritt war ein Konzentrationsgleichgewicht im
intra- und extrazelluldaren Medium anzunehmen. Um eine Rulckdiffusion durch die Zell-
membran zu unterbinden, wurde die Salicylmaske mit Substituenten versehen, die sich in
der Zelle enzymatisch zu Verbindungen hoherer Polaritat Uberfihren lassen. Ein erneutes
Passieren der Membran ist somit nicht mehr mdglich. Hierfiir wurden mit POM, POC und
Aminoséureestern funktionalisierte Verbindungen verwendet.®**! Ein Ethylenspacer am
Phenylring verhindert einen direkten Einfluss der enzymatisch spaltbaren Gruppe auf die
Stabilitat des Triesters. Fir diese Pronukleotide wurde ein erfolgreicher Verlauf der
intrazelluldren Freisetzung des Nukleosidmonophosphats 24 nachgewiesen. Allerdings
konnte keine Verbesserung der antiviralen Aktivitat erzielt werden, was auf eine extra-
zellulédre Degradation schlieBen lasst.

Bisher einmalig unter den Prodrugkonzepten ist die Entwicklung von cycloSal-Prodrugs 23
mit einem effizienten Verhaltnis von Maske zu Nukleosid von 1:2.58!

Interessante Resultate lieferten auch Studien der einzelnen Diastereomere, die aufgrund des
Stereozentrums am Phosphoratom generiert werden. Sowohl die Hydrolysegeschwindigkeit
als auch die antivirale Aktivitat der Diastereomere zeigten signifikante Unterschiede. Da die
chromatographische Trennung der Diastereomere mit einem hohen Aufwand verbunden ist,
wurden unter Verwendung von chiralen Auxiliaren stereoselektive Synthesen erarbeitet.”*
Zudem wurden die praparativen Mdglichkeiten dieses Konzepts erkannt (Abb. 10), die auch
im Rahmen dieser Arbeit genutzt wurden. Durch die Elektrophilie am Phosphorzentrum
kommt analog zu einer hydrolytischen Spaltung ein Angriff eines anderen geeigneten
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Nukleophils in Betracht. Beginstigend auf die Reaktionsgeschwindigkeit und Umsetzungs-
raten wirken sich dabei Akzeptorsubstituenten in 5'-Position (Cl, NO,) aus. Als geeignete
Nukleophile stellten sich unter anderem Phosphatsalze heraus, wodurch verschiedene
phosphorylierte Biomolekiile, wie NDP und NTP, Uber diese Methode zugénglich waren.’*
AuBerdem konnte die Synthese von polyphosphorylierten (Oligo-) Nukleotiden an der Fest-
phase etabliert werden. Basierend auf der Immobilisierung der cycloSal-Verbindungen 23
war dadurch eine effiziente und unkomplizierte Reinigung von teilweise instabilen Ziel-
verbindungen realisierbar.®"! Aber auch in der Kohlenhydratchemie fand das Konzept
Anwendung, als beispielsweise deprotonierte Zucker und Zuckerphosphate erfolgreich zu
Nukleosidmono- und -diphosphatzuckern umgesetzt werden konnten.’®2%®l Die gelungene
Praparation von Pyranonukleosid-6'-triphosphaten unterstreicht die breite synthetische
Anwendbarkeit der cycloSal-Technik.®¥

R= Nukleosid, NMP, NDP, NTP,
Zuckerphosphat, Pyrophosphat

Il
HO+P-OP-O—Nukleosid R-0-P~0~Zucker
o |o Q

o |6 ©
0,1,2 { Zuckerphosphate/ }

phosphorylierte
[ Nukleosidmono-/di-/-triphosphate] Biokonjugate

cycloSal-Technik

O i I
0-P-0-P-0-P-0 B
O 0o O o
C) C] )
] ] @ Q OH
Nukleosid—OP-O-P-O—Nukleosid 0-P=0
(0] (0] fe) B
C] C] 0]
13 n
OH OH
[Dinukleosiddi-/—tetraphosphate ] [ Oligonukleotidtriphosphate ]

Abb. 10: Uber die cycloSal-Technik zugangliche phosphorylierte Biokonjugate.®%®*

2.3.2 Nukleosiddiphosphat-Prodrugs

Im Gegensatz zu d4T 3 stellt bei AZT 1 die enzymkatalysierte Phosphorylierung des
AZTMPs 14 zum AZTDP 28 den geschwindigkeitslimitierenden Schritt der Biotransformation
dar (Abb. 11).42%! Neben der daraus resultierenden ineffizienten Bildung des bioaktiven
AZTTPs 29 kommt hinzu, dass AZTMP 14 im Zellmedium akkumuliert und zu Neben-
wirkungen wie einer Schadigung von pluripotenten Stammzellen fiihren kann.®® Folglich
ware die direkte intrazellulare Freisetzung des Diphosphatmetaboliten Uber ein Prodrug-

system wiinschenswert.
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Abb. 11: Metabolismus und TMPK-Bypass am Beispiel von AZT 1.

Erste Ansatze in den 1980er-Jahren basierten auf der Einfihrung einer einfachen lipophilen
Maskierung des B-Phosphats, wodurch zwei Ladungen des Diphosphats erhalten blieben.
Die von HOSTETLER ET AL. entwickelten NDP-Prodrugs 30 trugen zunéachst lipophile
Dialkanoylglycerole als Masken (Abb. 12). Studien dieser Phospholipidanaloga auf Basis von
AZT 1, ddT 31 und ddC 8 ergaben jedoch nur die Freisetzung der monophosphorylierten
Form 24 des HIV-Agens, was mit einem hydrolytischen Bruch der Phosphoranhydrid-
bindung erklart wurde.®”®® Eine dhnliche Strategie verfolgten BONNAFFE ET AL., indem die
endstandige Phosphateinheit mittels einer Acylfunktion maskiert wurde.®®’® Die
Entschitzung des Acyl-NDP-Prodrugs 32 sollte intrazelluldar Uber Hydrolasen erfolgen.
Allerdings konnte lediglich in Triethylammoniumacetat-Puffer (TEAA) bei pH 7.0 die selektive
Freisetzung von NDP nachgewiesen werden. Im Kulturmedium fand dagegen eine signifikant
schnellere Abspaltung der Maske statt. Mit der Instabilitdt des Prodrugs im Kulturmedium
und der damit einhergehenden verminderten Permeabilitat wurde auch die im Vergleich zum
Nukleosid gleichbleibende bzw. verschlechterte antivirale Aktivitat begriindet.!”"

OR
RO\{ o
0o 0 A 0
|| |
O*%*O*I%‘*O*Nukl R O*?*O*E*O*Nukl
(0] 0 0 0
© © © C]
R= Cq3Hy7, C15H31, C17H3s, Ci7Ha3 R= (CHy)110CHj, C7H15, C14Ha3, C13Ha7, C15Ha1
Nukl= AZT 1, ddT 31, ddC 8 Nukl= AZT 1, d4T 3
NDP-Glyceride 30 Acyl-NDP 32

Abb. 12: Nukleosiddiphosphat-Glyceride 30°"¢® und Acyl-Nukleosiddiphosphate 32.1%%7"
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Eine Ubertragung der cycloSal-Methode auf Nukleosiddiphosphate lie sich aufgrund einer
zu hohen Instabilitdt der Prodrugs nicht realisieren. Zwar konnten cycloSal-AZTDP-
Prodrugs 33 synthetisiert werden, jedoch zeigte die Analyse des Hydrolysewegs bei einem
chemisch induzierten Aktivierungsschritt, dass unabhangig von dem Substitutionsmuster
keine selektive Freisetzung des gewinschten Nukleosiddiphosphats 28 erreicht werden
kann.[”? Wahrend eine Methylfunktion in 3'-Position nur 1% AZTDP 28 freisetzte, ergab ein
Chlorsubstituent in 5'-Position eine verbesserte Ausbeute von 25%. Gleichzeitig sorgte der
elektronenziehende Effekt des Halogens allerdings flir eine Verringerung der Hydrolyse-
halbwertszeit. Als dominierender Reaktionsverlauf stellte sich durchgehend die Hydrolyse
der Phosphoranhydridbindung heraus (Abb. 13).1"*!

” 0 s T R0.L9
o I‘:’ OH + AZTMP14 <— g\ﬁféfl?*O*AZT —> + AZTDP 28

] 556

@

Y

X=H, Y=Me 99% OH X=H, Y=Me 1%

- - 0 = = 0,

X=Cl, Y=H 75% X=H, Y=Me 33a X=Cl, Y=H 25%
X=Cl, Y=H 33b

Abb. 13: Beobachtete Hydrolysewege der cycloSal-NDP 33.1

Ein innovatives System lieferte dagegen ein urspringlich fir Monophosphat-Prodrugs
entwickelter Ansatz. Als Grundlage dienten dabei zwei 4-Acyloxybenzyl-Einheiten, die im Fall
der Monophosphate eine vollstindige Maskierung der negativen Ladungen zur Folge
hatten.® JESSEN gelang jedoch mit der Synthese von Bis(acyloxybenzyl)-Diphosphat-
Prodrugs 34 eine erfolgreiche Ubertragung des Konzepts auf Nukleosiddiphosphate 35,
wobei sich der Verbleib der unmaskierten Ladung als vorteilhaft herausstellen sollte.["?

Die Grundlage des sogenannten DiPPro-Konzepts (DiPhosphat-Prodrug) bildet die
rdumliche Distanz der enzymatisch zu spaltenden Acylfunktion zu den energiereichen
Phosphateinheiten, die Uber einen Benzylspacer miteinander verbrickt vorliegen. Dadurch
wird die Repulsion zwischen der Esterase und den negativen Ladungen vermindert. Nach
der enzymatischen Aktivierung findet, resultierend aus einer Umpolung vom
Elektronenakzeptor (Acylester) zu einem -donor (Phenolat), eine 1,6-Eliminierung statt
(Abb. 14). Diese fuhrt zur Bildung eines mesomeriestabilisierten Chinonmethids 36, das in
Verbindung mit Wasser zu 4-Hydroxybenzylalkohol 37 reagiert.l”""? Eine erhdhte Toxizitat,
bedingt durch eine Reaktion des Chinonmethids 36 mit Proteinen, konnte bisher nicht
festgestellt werden. Allerdings sind Reaktionen mit den Nukleobasen der DNA oder weiteren
zellularen Nukleophilen nicht génzlich auszuschlieBen."*"® Das aus der Abspaltung der
ersten Maskierungseinheit hervorgehende monomaskierte Intermediat 38 folgt dem gleichen
Spaltungsmechanismus, der schlieBlich zur Bildung des NDPs 35 flhrt.
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Abb. 14: Postulierter Hydrolysemechanismus von NDP-Prodrugs 34 nach dem BAB-Konzept.>"!

GleichermaBen wurde in der Vergangenheit auch eine chemisch induzierte Freisetzung von
Nukleosiddiphosphaten 35 nach der analogen Hydrolysekaskade beobachtet. Dabei wurde
ergénzend festgestellt, dass sich die zusétzliche negative Ladung merklich auf die Stabilitat
des Intermediats auswirkt, die deutlich héher als die des entsprechenden zweifach-
maskierten Prodrugs 34 liegt und sogar eine hydrolytische Spaltung der Phosphoranhydrid-
bindung verhindert.””! Die Gegeniiberstellung der Hydrolysehalbwertszeiten in CEM/O-
Zellextrakten und in Phosphatpuffer (pH 7.3) zeigte signifikante Differenzen. Ein deutlich
beschleunigter Abbau der DiPPro-Verbindungen in Zellextrakten lieB die Schlussfolgerung
einer erfolgreichen enzymatischen Initiierung zu."?’”! AuBerdem kann sowohl die Stabilitt
als auch die antivirale Aktivitdt der Prodrugs mit zunehmender Lange der Acylreste
verbessert werden, wie eine umfangreiche Untersuchung mit dem Modellnukleosid d4T 3
ergab. Eine Erhéhung der Lipophilie bzw. der Stabilitét fuhrt allerdings bei der chemischen
Hydrolyse zu einem verstarkten Bruch der Phosphoranhydridbindung und somit zur Frei-
setzung von d4TMP 13. Durch die im Vergleich zu d4T 3 signifikant verbesserten ECso-Werte
in TK-defizienten Zellen konnte indirekt nachgewiesen werden, dass die DiPPro-
Verbindungen 34 in der Lage sind, die Zellmembran zu passieren und intrazellular
phosphorylierte Metabolite freizusetzen.!””:®!

Einen wichtigen Faktor stellt auBerdem die verbliebene Ladung am a-Phosphat dar, wie
Versuche der Synthese eines Tris(acyloxybenzyl)-Prodrugs gezeigt haben. Dieser Umstand
ist darauf zurtckzufuhren, dass die geringeren elektronischen Repulsionswechselwirkungen
einen Angriff von Nukleophilen erleichtern./
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233 Nukleosidtriphosphat-Prodrugs

An einer Entwicklung von Nukleosidtriphosphat-Prodrugs haben sich augenscheinlich bisher
nur sehr wenige Arbeitsgruppen mit maBigem Erfolg versucht. Die wenigen beschriebenen
Konzepte gingen meist weder mit einer Freisetzung von NTP 39 noch mit einer
Verbesserung der antiviralen Aktivitat einher.®®7°%% Als Ursache fiir diesen Sachverhalt
wurde frihzeitig, wie bei den Diphosphat-Prodrugs 34, die hohe Instabilitdt der energie-
reichen und lediglich kinetisch stabilen Phosphoranhydridbindungen erkannt.®"! Daher wurde
der Erforschung von derartigen Prodrugs seit der Jahrtausendwende kaum Aufmerksamkeit
gewidmet. Dabei wére die direkte intrazellulare Freisetzung des bioaktiven Triphosphats 39
erstrebenswert, um alle von Kinasen katalysierten Prozesse zu umgehen und die
Konzentration des NTPs 39 im Zytoplasma zu maximieren (Abb. 15). Dadurch kdnnten
moglicherweise Triphosphat-Prodrugs von urspringlich als inaktiv. angenommenen
Nukleosidanaloga in wirksame Therapeutika umgewandelt werden. Studien haben bereits
zeigen konnen, dass selbst Nukleosiddiphosphate 35 schlechte Substrate fir die relativ
unspezifische Nukleosiddiphosphatkinase (NDPK) darstellen kénnen. Kirzlich wurde
beispielsweise nachgewiesen, dass die Diphosphate der Uridinanaloga d4U 40 und ddU 41
nur unzureichend von der NDPK zum Nukleosidtriphosphat 39 phosphoryliert werden.®?!
Dieser Umstand begrundete nicht nur die fehlende Anti-HIV-Aktivitdt der Nukleoside,
sondern auch die der cycloSal- und DiPPro-Verbindungen. Vorherige Untersuchungen mit
isolierter Reversen Transkriptase zeigten hingegen eine hohe inhibitorische Effizienz der
entsprechenden Triphosphate gegen das Enzym des HI-Virus.®!
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Abb. 15: Genereller Metabolismus von NRTI und NDPK-Bypass durch Triphosphat-Prodrugs.

Nukl= Nukleosid

Die ersten potenziellen NTP-Prodrugs wurden ebenfalls von BONNAFFE ET AL. entwickelt, die
ihr synthetisches Konzept von den Nukleosiddiphosphat-Prodrugs erweiterten, indem das

y-Phosphat monoacyliert wurde (Abb. 16).97% Allerdings wurde in Analogie zu den Acyl-

18



Kenntnisstand

NDP 32 (Abb. 12) nur in TEAA-Puffer die Freisetzung vom NTP 39 beobachtet. Die geringe
Halbwertszeit im Kulturmedium verhinderte eine Verbesserung der antiviralen Aktivitat im

Vergleich zum Nukleosid.”"!

0
o o o
R%ofﬁfof%fof%fo—mm
0 0 0©

© o ©0

R= (CHy)11OCHj3, C13Hz7
Nukl= AZT 1, d4T 3
Acyl-NTP 42

Abb. 16: Acyl-NTP 42 nach BONNAFFE ET AL..[*7"

Einen alternativen Ansatz stellte das Cholesterolcarbonat-ATP-Prodrug 43a von KREIMEYER
ET AL. dar (Abb. 17). Dabei erlaubte das Steroid sogar eine erfolgreiche Zellaufnahme des
Prodrugs.®® Eine Ubertragung des Konzepts auf potenzielle Anti-HIV-Nukleoside sollte
folgen, konnte jedoch scheinbar nicht realisiert werden, wie das Fehlen weiterer
Publikationen vermuten l&sst. Als Ursachen sind zum einen die geringe Ausbeute der bis
dato einmalig erfolgten finalen Dicyclohexylcarbodiimid-Kupplung, zum anderen ein
intrazelluldr ablaufender unselektiver Zerfall des Chol-ATPs 43a zu vermuten.

Als ein weiteres zellpermeables ATP-Prodrug ist das ATP-Polyamin-Biotin 43b (APB)
beschrieben (Abb. 17). APB wurde erfolgreich als Cosubstrat fir die Kinase-katalysierte
Biotinylierung eingesetzt.®” Diese Prodrugstrategie soll in Zukunft zwar primar zur
Aufklarung von zellularen Kommunikationsprozessen genutzt werden, zeigt gleichzeitig aber
auch, dass kationische Gruppen in der Lage sind, die Zellmembran zu penetrieren.

R—P—O—P—-0—P—-0—-Adenosin

.e : Chol-ATP 43a

NH H 0

H
WNMNMN*% APB 43b
3 H \ > H

Abb. 17: Zellpermeable ATP-Prodrugs: Cholesterolcarbonat- 43a®”
und Polyamin-Biotin-Prodrug 43b.%*!

-

H
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Ein erstes vielversprechendes Triphosphat-Prodrug (TriPPPro-d4TTP 44) wurde von SCHULZ
durch Anwendung des BAB-Konzepts auf Basis des antiviralen Wirkstoffs d4T 3 erhalten
(Abb. 18)."® Dabei wurde die endstandige y-Phosphateinheit in Analogie zu dem bereits
vorgestellten DiPPro-Konzept mit zwei akzeptorsubstituierten Benzylestern bioreversibel
verknlpft. In chemischen Hydrolysestudien wurde eine bevorzugte Freisetzung des
Nukleosidtriphosphats 16 Uber das intermedidr gebildete, monomaskierte Zwischen-
produkt 45 festgestellt. Ebenso wurde in CEM/0-Zellextrakten eine schnelle Bildung des
monomaskierten Prodrugs 45 beobachtet, was auf eine erfolgreiche enzymatische Initiierung
zurtckgefthrt wurde. Eine enzymatisch induzierte Freisetzung des d4TTPs 16 konnte
dagegen nicht nachgewiesen werden. Des Weiteren lie3 ein in TK-defizienten Zellen
erhaltener ECsp-Wert indirekt den Ruckschluss zu, dass das intakte Prodrug 44 die
Zellmembran durchdringen kann. Allerdings fiel die Aktivitat in TK-Zellen im Vergleich zu
TK*-Zellen um den Faktor acht niedriger aus./™

(0] (0]
O)k( OJKK
pH 7.3
oder H73
° 9 o9 Enzym ° 9 9 T N
0-P-0-P-O-P-O-d4T — 0-P-0-P-0-P-0-d4T HO~P-0-P-0—P-0O-d4T
1 ! ! ! ! ! Enzym? ! ! \
(0] (0] (0] (0] (0] 0 - = (6] (6] (6]
© 0 © o 06 © © ©
Intermediat 45 d4TTP 16
OYK
O

TriPPPro-Nukleosid 44

Abb. 18: Erste Resultate der Hydrolyse einer TriPPPro-Verbindung.!”®

24 Anwendungsspektrum von Nukleosidtriphosphat-Prodrugs

In dem letzten Jahrzehnt wurden neben dem Nukleosidtriphosphat-Prodrug 44 (Abb. 18) in
der Arbeitsgruppe von MEIER verschiedene Prodrugkonzepte entwickelt. Diese besitzen in
der Summe das Potenzial, gezielt einen Bypass der jeweiligen Kinasen zu ermdglichen.
Somit kédnnen die phosphorylierten Metabolite freigesetzt und geschwindigkeitslimitierende
Biotransformationen von nukleosidischen Wirkstoffen umgangen werden (Abb. 19). Dement-
sprechend kénnte fir jedes Nukleosid, in Abh&ngigkeit von seiner/n Limitierung/en bei der
enzymatischen Metabolisierung, das geeignete Prodrugdesign verwendet und somit die
antivirale Aktivitat erhdht werden.
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Thymidinkinase Thymidylatkinase Nukleosiddiphosphat-
kinase
ATP ADP ATP ADP ATP ADP
ANV N o9 9 N/ o9 9 9
Nukleosid O*F"*O-Nukl O*F"*O*F"*O Nukl O*F"*O*I?*O*I?*O Nukl
; \ (0] / \ 0 (0] / \ (0] 0] 0]
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cycloSal-Methode DiPPro-Methode TriPPPro-Methode

Abb. 19: Intrazelluldre Metabolisierung von Thymidinderivaten und

die in der Arbeitsgruppe von MEIER entwickelten Prodrugkonzepte.

Vor allem die TriPPPro-Methode kénnte bei einer generellen Anwendbarkeit den Zugang zu
einer Vielzahl von neuen Anti-HIV-Wirkstoffen realisieren. Aber auch eine Erweiterung auf
andere Anwendungsgebiete wére denkbar. So kommen bei der Therapie von Hepatitis B
ebenfalls Nukleosidanaloga zum Einsatz. Das Genom des Hepatitis-B-Virus (HBV), mit dem
2015 weltweit 240 Millionen Menschen infiziert sind'"), liegt im Gegensatz zum HI-Virus nicht
als RNA, sondern als DNA vor. Dennoch besitzt auch das Hepadnavirus eine Reverse
Transkriptase. Dieses Enzym schreibt die aus dem Kern der Wirtszelle kommende virale
mRNA in DNA um, sodass Letztere zuriick in den Zellkern transportiert und dort als
Template fur die Bildung weiterer viraler DNA verwendet werden kann. Folglich wird auch im
Fall des HBV die Mdglichkeit genutzt, gezielt mit NRTI in den Replikationszyklus einzu-
greifen.® Gleiches gilt hinsichtlich des Hepatitis-C-Virus (HCV), fiir das 2015 weltweit
150 Millionen Infizierte registriert sind"! und dessen Erbinformation wie das HI-Virus als RNA
vorliegt. Der bekannteste Vertreter zur Inhibierung der viruseigenen RNA-Polymerase NS5B
ist das Ribonukleosid Ribavirin 46 (Abb. 20), dessen antivirale Wirkung auf verschiedenen
Mechanismen beruht: Durch Umwandlung des Nukleosids 46 zum Ribavirintriphosphat
kommt es zu einer direkten Unterbindung der HCV-Replikation oder zur Auslésung von RNA-
Mutagenese. Eine Inhibierung der Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) durch
Ribavirinmonophosphat zieht eine Verringerung der Konzentration von Guanosintriphosphat
(GTP) nach sich, das einen natlrlichen Baustein der RNA darstellt. AuBerdem konnte fir
Ribavirin 46 ein immunmodulatorischer Einfluss festgestellt werden.®!

In Abbildung 20 ist mit einer Auswahl von fir die Therapie zugelassenen Virostatika das
breite Spektrum dargestellt, in dem Nukleosidanaloga zum Einsatz kommen. So zeigen die
unterschiedlich modifizierten Verbindungen Idoxuridin 47, Acyclovir 48, Brivudin 49,
Entecavir 50, Ganciclovir 51 und Penciclovir 52 Wirkung gegen das Herpes-Simplex-Virus
(HSV), das Varizella-Zoster-Virus (VZV) oder das Cytomegalie-Virus (CMV).["!
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Abb. 20: Aktuell gegen Virusinfektionen zugelassene Nukleosidanaloga.

Hinzukommend werden Nukleosidanaloga nicht nur zur Behandlung von antiviralen
Erkrankungen, sondern auch in der Onkologie eingesetzt. Die exemplarisch in Abbildung 21
gezeigten Zytostatika muissen analog zu den bereits vorgestellten Virostatika durch
zytosolische Kinasen zum Triphosphat phosphoryliert werden.

Der erste Phosphorylierungsschritt des in der Therapie der akuten lymphastischen Leukamie
eingesetzten Clofarabins 53 (CAFdA) wird durch die Desoxycytidinkinase (dCK) katalysiert,
die auch eine Schllsselrolle im salvage pathway der DNA-Synthese einnimmt. Interessanter-
weise ist die dCK-Konzentration in malignen Zellen héher als in gesunden Zellen. Zuséatzlich
erhéhen DNA-Synthese-Inhibitoren die Aktivitat des Enzyms. Den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt der Metabolisierung von Clofarabin 53 stellt die anschlieBende
Umsetzung zum Diphosphat dar, wobei die Katalyse von einer Purin-Nukleosidmono-
phosphatkinase Ubernommen wird. Kann dennoch die Triphosphatform in der Zelle
aufgebaut werden, setzen drei Inhibierungsmechanismen ein: Erstens ist CAFdA 53 bei der
DNA-Elongation durch die DNA-Polymerasen ein potenter Konkurrent zu dATP, was bei
erfolgreicher Inkorporation die Bildung von DNA-Abbruchstrangen zur Folge hat. Zweitens
bindet der Wirkstoff an der allosterischen Seite der Ribonukleotid-Reduktase, wodurch die
Menge von dCTP und dATP minimiert und folglich die DNA-Synthese limitiert wird. Drittens
werden durch die DNA-Abbruchstrénge Folgeprozesse initiiert, die zur Freisetzung von
Cytochrom c fiihren, welches wiederum die Apoptose der Zelle einleitet.®®

Ahnliche Wirkungsweisen besitzen die zwei ebenfalls in Abbildung 21 aufgefilhrten anti-
kanzerogenen Wirkstoffe Gemcitabin 54 (dFdC) und Cladribin 55 (2CdA). Diese beiden
Substanzen sind in ihrer Triphosphatform gleichermaBen in der Lage, nach einem Einbau,
bedingt durch Konformationsédnderungen im Strang, die DNA-Replikation zum Abbruch zu
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bringen.®** Ebenso kénnen entsprechend zu CAFdA 53 neben Polymerasen andere an der
DNA-Replikation beteiligte Enzyme inhibiert werden. Es ist allerdings noch nicht endgultig
geklart, welcher Wirkmechanismus die wichtigste klinische Relevanz besitzt.® Gleichwohl
ist die Bildung des Triphosphatmetabolitens notwendig, um eine therapeutische Wirkung zu
erzielen. Daher ware auch fir die Behandlung von Tumoren eine erfolgreiche Anwendung

eines Triphosphat-Prodrugkonzepts vielversprechend.

NH2 NHZ NH2
/N ‘ N ﬁN N SN
HO ) N/)\CI HO N/go HO </N | A
of of o cl
OH OH F OH
Clofarabin 53 (CAFdA) Gemcitabin 54 (dFdC) Cladribin 55 (2CdA)
gegen: akute lymphatische Leuk&dmie gegen: Pankreas-, Brustkrebs gegen: Haarzell-Leukdmie

Abb. 21: Zugelassene antikanzerogene Nukleoside.

Die in diesem Kapitel vorgestellte Auswahl von Nukleosidanaloga verdeutlicht das
medizinische Potenzial, das diese Substanzen in der antiviralen und antikanzerogenen
Therapie besitzen. Die Ineffizienz der intrazellularen Kinasen bei der Uberfilhrung der
Nukleoside in ihre pharmakologisch aktive Triphosphatform limitiert jedoch die medizinische
Wirksamkeit. Daher muss eine Weiterentwicklung des TriPPPro-Konzepts von Interesse
sein, um nicht nur die direkte intrazellulare Freisetzung von NTP 39, sondern auch eine
generelle Anwendbarkeit auf verschieden modifizierte Nukleoside zu erméglichen.
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3 Aufgabenstellung

Nukleosidtriphosphatanaloga nehmen eine entscheidende Rolle sowohl in der antiviralen als
auch antikanzerogenen Therapie ein. Bisher wurden diese als Medikamente in Form ihrer
Nukleoside oder als Monophosphat-Prodrugs verabreicht. Aufgrund der Substratspezifitat
der intrazellularen Kinasen werden die Verbindungen haufig nur unzureichend zum
Triphosphat metabolisiert. Mit der Ubertragung des DiPPro-Konzepts auf Triphosphate
konnten schon die ersten Schritte zu einem Prodrugsystem vollzogen werden,®®"! das eine
direkte Freisetzung des biologisch aktiven Nukleosidtriphosphats im Zellmedium ermdglicht.
Eine Phosphorylierung durch Kinasen ist somit nicht notwendig. Dadurch erscheinen eine
Maximierung der Wirkstoffkonzentration und folglich ein gréBerer inhibitorischer Effekt
realisierbar. Zum anderen kdénnte mit dem Konzept das Spektrum an nukleosidischen
Inhibitoren durch Nukleosidanaloga erweitert werden, bei denen der Phosphorylierungs-
schritt vom Di- zum Triphosphat limitiert ist. Die Intensivierung der Forschungsarbeit auf
diesem Gebiet ist daher vor allem in Bezug auf den medizinischen Nutzen von Relevanz.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer breit anwendbaren und effizienten Syntheseroute
fir TriPPPro-Verbindungen. AuBerdem galt es, die Auswirkung der Lipophilie auf die
Stabilitat bzw. das chemische und enzymatische Hydrolyseverhalten der Prodrugs zu
untersuchen (Abb. 22). Dafiir sollten Synthesen von TriPPPro-d4TTP-Prodrugs 56a-k mit
verschiedenen aliphatischen Acylresten durchgefiihrt und bezlglich ihrer Hydrolyse-
eigenschaften charakterisiert werden. GleichermaBen sollten TriPPPro-d4TTP 561-q mit
modifizierten Maskierungseinheiten synthetisiert und der Effekt der Modifikation auf die
Stabilitdt sowie den hydrolytischen Abbau des Prodrugs untersucht werden. Entsprechend
den Verbindungen 56l-q wurden carbonat- und carbamatmodifizierte Reste als funktionelle
Gruppen fir eine potenzielle Anwendung als Prodrug ausgewahlt.

Die monomaskierten Intermediate nehmen bei der Hydrolyse sowohl von DiPPro- als auch
von TriPPPro-Verbindungen eine entscheidende Rolle ein. Aus diesem Grund sollte die
Entwicklung eines Synthesewegs fir Mono(alkanoyloxybenzyl)-d4TTP-Prodrugs 57 die
Aufklarung des Hydrolysemechanismus von TriPPPro-Verbindungen unterstltzen.

Da bei asymmetrisch maskierten DiPPro-Prodrugs eine selektive Freisetzung des NDPs
festgestellt wurde, galt es in dieser Arbeit ebenfalls, eine asymmetrische TriPPPro-
Verbindung 58 zu synthetisieren und diese bezlglich ihres Hydrolyseverhaltens zu
charakterisieren (Abb. 22).
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Abb. 22: Unterschiedlich funktionalisierte TriPPPro-Zielstrukturen 56 und 58

sowie drei monomaskierte Intermediate 57.

Des Weiteren sollte das Konzept, das zunachst lediglich auf dem kostenginstigen Modell-
nukleosid d4T 3 entwickelt wurde, auf verschiedene Nukleoside Ubertragen werden, die
sowohl Unterschiede am Glykon als auch an der Nukleobase aufweisen (Abb. 23). Eine
Analyse des Hydrolyseverhaltens sowie die Bestimmung der antiviralen Aktivitat sollten die
generelle Anwendbarkeit des TriPPPro-Konzepts auf unterschiedliche Virostatika unter-

streichen bzw. wenn méglich, das Spektrum an potenziellen Wirkstoffen erweitern.

Nukleosid:

0 AZT 59
L ddT 60
O CgHyr carba-dT 61
T62

AZU 63

0-P-0-P-0-P-0O-Nukleosid ddu 65
S b FddCIU 66
e o BVdU 67
ddC 68

ABC 69

ddi 70

OTCBH” ddA 71
3 ddG 72

Abb. 23: In ihrer Nukleosidstruktur unterschiedliche TriPPPro-Zielstrukturen 59-72.
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Ein weiteres Ziel stellte der Nachweis einer enzyminduzierten Freisetzung von Nukleosid-
triphosphat aus den Triphosphat-Prodrugs dar. Daflir sollten die nach enzymatischer
Hydrolyse von TriPPPro-Verbindungen gewonnenen Hydrolysate fir Primer-Extension-
Assays und Polymerasekettenreaktionen (PCR) eingesetzt werden, um die enzymaktivierte
Bildung des biologisch aktiven Triphosphatmetaboliten zu visualisieren.

AuBerdem sollte ein Prodrug 73 mit einem unnatirlichen Absorptionsmaximum sowie
autofluoreszierenden Eigenschaften synthetisiert werden, um dieses fir Zellinkubations-

studien verwenden zu kénnen (Abb. 24).
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Abb. 24: Fir Zellinkubationsstudien darzustellendes autofluoreszierendes TriPPPro-NTP-Prodrug 73.

Durch das unnatirliche Absorptionsverhalten des Prodrugs 73 wurde trotz des Vorliegens
von natirlichen Nukleosiden eine unkomplizierte Auswertung der Resultate mittels HPL-
Chromatographie erwartet. Auf diese Weise sollten erstmalig Ruckschlisse Uber die
Diffusionseigenschaften von TriPPPro-Verbindungen durch die Zellmembran gezogen sowie
Erkenntnisse sowohl Uber die intra- als auch extrazellulare In-vivo-Metabolisierung von

derartigen Prodrugs gewonnen werden.
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4 Resultate und Diskussion

Im Fokus dieser Arbeit stand zunachst die Synthese einer Reihe von Bis(alkanoyloxybenzyl)-
d4T-Triphosphaten 56 (BAB-, TriPPPro-d4TTP-Prodrugs), um den Einfluss der Lipophilie auf
die Stabilitat in unterschiedlichen Hydrolysemedien sowie die antivirale Aktivitat untersuchen
zu kénnen. In vorhergehenden Studien konnte bei DiPPro-d4TDP-Prodrugs 74 eine
korrelierende Abhangigkeit der Hydrolysegeschwindigkeit sowie der Anti-HIV-Aktivitat von

der Lipophilie der aliphatischen Masken festgestellt werden: Mit steigender Lipophilie wurde

eine Erhéhung der Hydrolysehalbwertszeiten der Prodrugs sowohl im chemischen als auch
im enzymhaltigen Medium beobachtet (Abb. 25, A+B). AuBBerdem wurde bei langeren Alkyl-

ketten unter anderem in TK-defizienten CEM-Zellen tendenziell eine verbesserte antivirale

Aktivitat ermittelt (C).7""®

A Hydrolysehalbwertszeit in PBS (pH 7.3) B
300 251
250
200
= =
EN 150 - 5
g =
100
50
0 -
R= 1 2 2 2 2 & & )
3 § z £ Z £ £ £
O Oio O'\ Oo; S dr:) dtg
C Antivirale Aktivitdt in TK-Zellen

ECsq [1M]

Hydrolysehalbwertszeit in CEM/0

Abb. 25: Fiir DiPPro-d4TDP-Prodrugs 74 von SCHULZ ermittelte Daten. A: Hydrolysehalbwertszeit in
Phosphatpuffer bei pH 7.3; B: Hydrolysehalbwertszeit in CEM/0-Zellextrakten; C: Anti-HIV-Aktivitat in

TK-defizienten CEM/0-Zellen.

Eine weitere Klasse von NDP-Prodrugs stellen die donor- bzw. akzeptorsubstituierten
aromatisch maskierten DiPPro-d4TDPs dar. Allerdings behindert die hohe Instabilitat bzw.
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die unzureichende Abschirmung der freien negativen Ladung am Phosphat die Zellaufnahme
merklich. Hierdurch fiel die Anti-HIV-Aktivitat signifikant niedriger als bei den aliphatischen
Derivaten aus.

Aufgrund dieser Vorarbeiten und der von ScHULZ"® unter Anwendung des BAB-Konzepts
erstmalig beschriebenen Synthese eines reversibel zweifachmaskierten Nukleosid-
triphosphats wurde zum Verstandnis der Lipophilie-Aktivitdtsbeziehung von TriPPPro-
Verbindungen die Darstellung einer Serie von aliphatisch funktionalisierten Derivaten
angegangen. Zur besseren Interpretation der Resultate wurden die gleichen Alkylketten-
langen ausgewahlt (Kapitel 4.1.1), die bereits von ScHuLz fir die DiPPro-Nukleoside
verwendet wurden. Des Weiteren wurde auch die Synthese modifizierter Maskierungen
(Carbonate und Carbamate) auf inre Anwendungsmdéglichkeit untersucht (Kapitel 4.1.3).

Die Darstellung der Zielverbindungen auf Basis von d4T 3 als Modellnukleosid erfolgte tber
eine konvergente Syntheseroute, die urspringlich von JESSEN fiir die Synthese von NDP-
Prodrugs entwickelt und seitdem erfolgreich fir deren Synthese appliziert wurde. Allerdings
gab die Ubertragung auf NTP-Prodrugs durch hohe Ausbeutenverluste bei der Darstellung
der Synthesebausteine fiir die finale Kupplung Anlass zu Optimierungsversuchen. Die
aufgetretenen Schwierigkeiten werden in Kapitel 4.1 ausfihrlich diskutiert. Denn vor allem in
Bezug auf die generelle Anwendbarkeit des Konzepts und somit auf die Synthese
verschiedenartiger potenzieller Nukleoside als Wirkstoffe, die nur in geringen Mengen
zuganglich oder mit hohen Kosten verbunden sind, galt es, eine geeignete Syntheseroute zu
entwickeln. Da d4T 3 zu der Reihe von Wirkstoffen gehért, deren erster Phosphorylierungs-
schritt des enzymkatalysierten Metabolismus bereits der geschwindigkeitsbestimmende ist,
ist dieses Nukleosid fir die spatere Beweisfihrung des Konzepts prinzipiell ungeeignet
(Kapitel 2.3). Daher mulsste zur endgultigen Beweisfihrung des TriPPPro-Konzepts
konsequenterweise auch die Analyse weiterer Nukleoside in die Untersuchungen mit
einbezogen werden. Interessant wéaren in dem Zusammenhang die zu d4T 3 in enger
struktureller Verwandtschaft stehenden Uridinanaloga d4U 40 und ddU 41. Diesen wird in
Form ihrer Triphosphate ausgeprégte antivirale Aktivitit zugeschrieben,® die
Phosphorylierung durch die Nukleosiddiphosphatkinase vom NDP zum biologisch aktiven
NTP lauft jedoch nur unzureichend ab.®? Aus diesem Grund konnten vermutlich auch die
bisher von PERTENBREITER untersuchten Mono- und Diphosphat-Prodrugs von d4U 40 bzw.
ddU 41 keine Verbesserung der Anti-HIV-Aktivitdt bewirken. Die entsprechenden NTP-
Prodrugs sollten prinzipiell in der Lage sein, alle intrazellularen Phosphorylierungsschritte zu
umgehen, was eine effiziente Inhibierung der Reversen Transkriptase zur Folge haben
kénnte.

In Abbildung 26 sind schematisch die auftretenden Schwierigkeiten bei der Zellaufnahme
und ihrer weiteren Metabolisierung von Wirkstoffen in ihrer Nukleosidform bzw. als polare
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Nukleotide beispielhaft an d4T 3 gezeigt. Im Gegensatz dazu kbénnten TriPPPro-
Verbindungen mit ausreichend lipophilen Masken durch die Zellmembran diffundieren und
nach der Aktivierung durch Esterasen intrazellular d4T-Triphosphat 16 freisetzen.
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Abb. 26: Zellaufnahme und Metabolismus von nukleosidischen Wirkstoffen am Beispiel von d4T 3.

A: Enzymatische Phosphorylierung von d4T 3; B: Freisetzung von d4TTP 16 aus Prodrug 56.

In den nachfolgenden Kapiteln wird zunachst die Synthese von d4TTP-Prodrugs 56
vorgestellt, bevor die Diskussion des Hydrolyseverhaltens der Prodrugs 56 in verschiedenen
Medien erfolgt. AuBerdem werden die Ergebnisse der Praparation und Hydrolyse von sich in
ihrer Nukleosidstruktur unterscheidenden Prodrugs dargestellt (Kapitel 4.5). AbschlieBend
findet die Vorstellung der Resultate einer erstmalig durchgefihrten Zellaufnahmestudie einer
TriPPPro-Verbindung 91 statt (Kapitel 4.12).

4.1 Synthese von d4T-Triphosphat-Prodrugs

Bei der etablierten Phosphoramiditmethode zur Synthese von DiPPro-Verbindungen wird die
VerknlUpfung der energiereichen Phosphoranhydridbindung erst im finalen Schritt vollzogen,
indem ein saureaktiviertes Phosphoramidit mit dem passenden Nukleosidmonophosphat
verkniipft wird.l”?! Ein analoges Vorgehen hatte sich ebenfalls bei den entsprechenden NTP-
Prodrugs bewahrt, wobei in diesem Fall ein Nukleosiddiphosphat als Nukleophil
fungierte.”®°"! Das Retrosyntheseschema ist in Abbildung 27 am Beispiel von d4T 3 gezeigt.
Dabei ist der Baustein d4TDP 15 durch die praparativ eingesetzte cycloSal-Methode
ausgehend vom 5'-OH freien Nukleosid 3 zuganglich.®® Allerdings offenbarte sich in ersten
Ansétzen, dass vor allem die Generierung des Nukleosiddiphosphats 15 einen limitierenden
Faktor in dieser Route darstellt.®" Die Phosphoramidite 75 kénnen durch eine Substitutions-
reaktion der entsprechenden Phenylester 76 mit dem reaktiven Phosphor(lll)-Reagenz 77

29



Resultate und Diskussion

erhalten werden. Die Phenylester 76 kdnnen wiederum durch die Acylierung von 4-Hydroxy-
benzylalkohol 37 mit einem Saurechlorid 78 dargestellt werden.
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Abb. 27: Retrosyntheseschema zur Darstellung von d4TTP-Prodrugs 56.

4.1.1 Synthese der Bausteine zur Darstellung der Bis(alkanoyloxybenzyl)-
d4TTP-Prodrugs

Wie dem retrosynthetischen Schema (Abb. 27) zu entnehmen ist, gehen dem finalen

Kupplungsschritt die Darstellung der symmetrischen Phosphoramidite 75, die sich in der

lipophilen Funktionalisierung unterscheiden, sowie des d4T-Diphosphats 15 voraus. Die

Synthese dieser Bausteine soll im Folgenden vorgestellt werden.

41.1.1 Synthese der Bis(alkanoyloxybenzyl)-diisopropylphosphoramidite
Zunachst galt es, die bereits im DiPPro-Konzept von ScHULZ"""® eingesetzten Alkanoyloxy-
benzylgruppen als Maskierungseinheiten darzustellen. Dafiir wurde die von JESSEN und

ScHuLz"?

beschriebene und etablierte Synthese mit leichten Veradnderungen der
Stoffmengenverhéltnisse verwendet. Ausgehend von 4-Hydroxybenzylalkohol 37 wurde die
phenolische Hydroxylfunktion in Gegenwart von Triethylamin mit dem entsprechenden

Carbonsaurechlorid 78a-k verestert (Abb. 28).
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R= CH a 49%
Q C,Hs b 58%
QH oJ\R C4Hg € 56%
N j\ Et;N, 0 °C-Rt, 1.5-2 h CaHig d 58%
cl” R THF CgHi7 @ 58%
78 CoHyo f 46%
OH C1 1 H23 g 62%
57 R= Chia CiiHps @ OH Cighyr h 51%
CQH5 b C13H27 h 76 C15H31 i 60%
C4Hg c CysHaq i Cy7H35 j 55%
CeHyz d Ci7H3s5j Cy7H33 (8Z) k 39%

CeHize  Ci7Hys B2 k

CoHio f

Abb. 28: Darstellung der 4-(Hydroxymethyl)-phenylalkanoate 76.

Durch einen Uberschuss an 4-Hydroxybenzylalkohol 37 konnte die Bildung des zweifach
acylierten Nebenprodukts 80 vermindert und die Ausbeute folglich etwas erhéht werden.
Nichtsdestotrotz konnten ebenso verschiedene Nebenreaktionen beobachtet werden, wie
anhand der Ergebnisse bei der Umsetzung des Edukts 37 mit Nonansaurechlorid 78e
veranschaulicht werden soll (Abb. 29). Wahrend die Entstehung der benzylsubstituierten
Verbindung 81 auf eine unzureichende Selektivitdt der Reaktion zurlckzuflihren war,
erstaunte der nach sdulenchromatographischer Reinigung isolierte Dibenzylether 82, der
NMR-spektroskopisch wie massenspektrometrisch charakterisiert werden konnte. Ein
Mechanismus fir die Bildung des Nebenprodukts 82 kann an dieser Stelle jedoch nicht
vorgeschlagen werden. Direkte Dehydratisierungsreaktionen zweier Alkohole unter Bildung
des entsprechenden Ethers sind zwar aus der Literatur bekannt, finden allerdings in der
Regel unter Séure- oder Metallkatalyse statt.®® Ein zumindest theoretisch méglicher Einfluss
durch Saure sollte unter Berticksichtigung des entsprechenden Sy-Mechanismus aufgrund
des eingesetzten Triethylamins auszuschlieBen sein. Eine Quantifizierung der Neben-

produkte wurde nicht vorgenommen.

Abb. 29: Isolierte Nebenprodukte bei der Synthese von 4-(Hydroxymethyl)-phenylnonanoat 76e.
Fir die Synthese der Diisopropylaminophosphoramidite 75 ist im Vorwege die Darstellung

des Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidits 77 notwendig. Dieses Reagenz 77 ist
durch Umsetzung von frisch destilliertem Phosphor(lll)-chlorid mit 2.1 Aquivalenten
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Diisopropylamin zugénglich (Abb. 30). Letzteres fungiert damit in der Reaktion sowohl als
Nukleophil als auch als Base zum Neutralisieren des entstehenden Chlorwasserstoffs.

> -10°C,2h o, )—

PCl; + HN ———="——>  P-N

Et,O o )_

77

Abb. 30: Darstellung des Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidits 77.

Zur Umsetzung der 4-(Hydroxymethyl)-phenylalkanoate 76 mit dem Phosphor(lll)-
Reagenz 77 konnten schlieBlich die entsprechenden Phosphoramidite 75 synthetisiert
werden (Abb. 31). Bedingt durch die starke Saurelabilitat der Zielverbindungen ist der Zusatz
von Base wahrend der Reaktion sowie bei der anschlieBenden Chromatographie
unabdingbar. In diesem Zusammenhang ist darauf hinzuweisen, dass die Phosphor-
amidite 75 selbst unter basischen Bedingungen lber Tage stabil sind. Die Reinigung war je
nach GréBe des Ansatzes Uber zirkuldre praparative Dulnnschichtchromatographie
(Chromatotron™) oder s&ulenchromatographisch an Kieselgel méglich. Beziglich des
Charakterisierungsverfahrens der Amidite 75 ist Folgendes zu beachten: Fir die NMR-
spektroskopischen Untersuchungen mit CDCI; als L&sungsmittel sollte dieses vor der
Benutzung mit basischem Aluminiumoxid behandelt werden. Bei der massen-
spektrometrischen Untersuchung dirfen ebenfalls keine sauren lonisierungsreagenzien
zugesetzt werden, da ansonsten eine vollstdndige Umsetzung zum H-Phosphonat erfolgt.

o )OL R= CHa a 82%
JS R CoHs b 80%

o)
Lr cl F EtsN, 0 °C-Rt,20 h Caflo ¢ 80%
+ :PfN - CeH13 d 78%

cl f THF CgHy7 € 90%

>— CoHyo £ 85%

< C}PN C11Ha3 9 67%

A /L Cy3Ha7 h 73%
R= CH;a Ci1Haz @ CysHay 1 74%
CoHs b CiaHaz h 75 Cq7H35 74%
CqHg c CqsHzq i C7Ha3 (82) k 92%
CeHizd Ci7H3s ]
CgHize  Cy7H3z3 (82) k
CoH1o f

Abb. 31: Darstellung der Diisopropylaminophosphoramidite 75.

41.1.2 Synthese von d4TMP, d4TDP und d4TTP

Den zweiten Schliisselbaustein fiir die Kupplung zum TriPPPro-d4TTP 56 stellte das d4T-
Diphosphat 15 dar. Dessen Synthese sollte sich insgesamt als limitierender Faktor in der
vollstdndigen Syntheseroute herausstellen. Dieser Sachverhalt soll in diesem Kapitel
ausfuhrlich thematisiert werden. Des Weiteren sollten die zusétzlichen potenziellen
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Metabolite (d4TMP 13, d4TTP 16) der Prodrugs 56 prapariert werden, um diese unter
anderem bei den spateren Hydrolysestudien bei den Analysen mittels HPLC flr

Coinjektionen verwenden zu kénnen.

4.1.1.2.1 Synthese von 3'-Desoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T)

Ausgehend von Thymidin 83 ist das Nukleosidanalogon d4T 3 nach einer im letzten Schritt
leicht abgewandelten dreistufigen Synthesevorschrift nach HORWITZ ET AL. zuganglich.®*
Durch Umsetzung mit Methansulfonylchlorid wurde im ersten Schritt 3',5'-Di-O-mesyl-
thymidin 84 erhalten (Abb. 32), das bereits als Rohprodukt in hoher Reinheit vorlag. Neben
der Mdglichkeit der Umkristallisation aus Aceton konnte daher auch alternativ im wassrig
basischen Milieu durch intramolekulare nukleophile Substitution eine direkte Uberfiihrung in
das 3',5'-Anhydrothymidin 85 vollzogen werden. Da sich in der Vergangenheit die
Kombinationen aus Dimethylformamid (DMF) und Natriumhydrid bzw. Dimethylsulfoxid
(DMSO) und Kalium-tert-butanolat, bedingt durch schlechte Umsetzungsraten oder
erschwerte quantitative Entfernung der hochsiedenden Lésungsmittel, als nachteilig heraus-
gestellt hatten, wurde fir die Darstellung von d4T 3 in Anlehnung an die Vorschrift von
PARAMASHIVAPPA ET AL.® Kaliumhydroxid in tert-Butanol verwendet. Durch die schlechte
Léslichkeit der Base sowie des 3',5'-Anhydrothymidins 85 in tert-Butanol waren jedoch
erhéhte Reaktionstemperaturen notwendig. Bei einer langsamen Umsetzung des Edukis
(DC-Kontrolle) konnte der Reaktion zur Beschleunigung jederzeit weitere Base zugesetzt

werden.

Pyridin MesO H,0 Clo N0

OH OMes 85 88%
83 84 87%

o o o
\kaH N \kaH
. _ MesClL0°C-Rt 1.5h K. NaOH, 100°C, 15h o L L

HOS o NV © ~ o N O

KOH, 65-70 °C, 3 h
t-BuOH

Abb. 32: Darstellung von 3'-Desoxy-2',3'-didehydrothymidin 3 (d4T).

Fir die sdulenchromatographische Reinigung stellte sich, resultierend aus dem schlechten
Léslichkeitsverhalten des Nukleosids 3, die Durchfiihrung eines dry loads als vorteilhaft
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heraus, um eine starke Bandenverbreiterung wahrend der Chromatographie zu vermeiden.
Bei einem dry load wird die Substanz in einem geeigneten Lésungsmittel aufgenommen und
mit Silicagel vermengt. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt, wodurch
die Substanz auf dem Silicagel adsorbiert. Auf diese Weise konnte das Rohprodukt als
Feststoff auf die Chromatographiesdule aufgetragen werden und das Produkt 3 in guter
Ausbeute als farbloser Feststoff erhalten werden.

4.1.1.2.2 Synthese von d4TMP

Die Synthese von Nukleosidmonophosphaten nach einem Protokoll von SOWA und OucHI®®
hatte sich in der Arbeitsgruppe bewéahrt und sollte bei der Darstellung von d4TMP 13
angewendet werden (Abb. 33). Dafir wurde ein auf 0 °C gekihltes Gemisch aus Phosphoryl-
chlorid, Wasser und Pyridin (2:1:2 v/v/v) unter Bildung des eigentlichen Phosphorylierungs-
reagenzes Tetrachlorpyrophosphat 86 flur funf Minuten gerlhrt, bevor die Zugabe des
Nukleosids 3 erfolgte. Durch die Reaktion mit der freien Hydroxylfunktion wurde zunachst
intermediar ein Nukleosid-Pyrophosphat-Addukt erhalten, das durch Umsetzung mit Eis-

wasser zum entsprechenden d4TMP 13 hydrolysierte.

1.d4T,0°C-Rt, 5h o
2. Eiswasser
T . O O NH
H,O, Pyridin, 0 °C, 5 I 3. BuyNOH
2POC), -2 TYIAND L SMN - o b o-pg 4 ? \fl
MeCN ! ! MeCN HO-P-O N~ ~O
cl < ‘ o
o) k_j
87 ©

Bu,N® 1377%

Abb. 33: Darstellung von d4TMP nach SowA und OUGH.®®

Nach der etablierten Vorschrift schloss sich die Neutralisation mit Ammoniumhydrogen-
carbonat an, wodurch das Ammoniumsalz des d4TMPs 13 nach zweimaliger Chromato-
graphie an RP18-Silicagel gewonnen wurde.® Es wurde trotz des nachteiligen
Elutionsverhaltens der lipophilen Tetra-n-butylammoniumsalze jedoch vorgezogen, die
Neutralisation mit Buy;NOH-L&sung vorzunehmen. Ansonsten ware fir Folgereaktionen als
weiterer Schritt ein lonenaustausch notwendig gewesen, da sich lipophile Gegenionen fur die
Synthese in organischen Lésungsmitteln als essenziell erwiesen haben.”! Das Produkt 13
lieB sich Uber automatisierte RP18-Chromatographie reinigen, auch wenn diese, resultierend
aus dem hohen Anteil an anfallendem Phosphatsalz und in Kombination mit dem erwarteten
Tailing von (BusN)*-Phosphatsalzen, einmal wiederholt werden musste. Im Gegensatz zu
bisherigen Arbeiten ist nach der Reinigung somit kein weiterer lonenaustausch notwendig.
Allerdings wurde festgestellt, dass eine erfolgreiche Anwendung dieser Vorgehensweise
stark von dem verwendeten Nukleosid abhéngig ist. Auf diesen Sachverhalt wird in dem
Kapitel 4.5.3 genauer eingegangen.
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4.1.1.2.3 Synthese von d4TDP

In der Literatur werden einige Verfahren zur Phosphorylierung von Nukleosiden beschrieben,
wobei der Fokus auf der Synthese von Nukleosidtriphosphaten liegt. Nach den nicht
zufriedenstellenden Ergebnissen aus Voruntersuchungen galt es, potenzielle Darstellungs-
wege fur das d4T-Diphosphat 15 kritisch zu untersuchen. Die in der Literatur beschriebenen
Synthesen mehrfach phosphorylierter Nukleoside beschranken sich dabei nahezu vollstéandig
auf die Umsetzung aktivierter Nukleosid-5'-monophosphate mit einem geeigneten Nukleophil

(Abb. 34).
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Abb. 34: Mdgliche Darstellungswege von d4TDP 15.

Eine Ausnahme bilden dabei die von DAVISSON ET AL. eingesetzten 5'-O-tosylierten
Nukleoside 87, die sowohl die Darstellung von Nukleosiddi- als auch -triphosphaten in guten
Ausbeuten erlauben sollen.®® In Vorarbeiten konnte jedoch festgestellt werden, dass die
Tosylatmethode trotz intensiver Optimierungsversuche, wie einer Temperaturerh6hung oder
der Veradnderung der Stoffmengenverhaltnisse, bei der Umsetzung mit Tetra-n-butyl-
ammoniumpyrophosphat nur Ausbeuten von maximal 22% lieferte, da die Reaktion
unerklarlicherweise frihzeitig zum Erliegen kam. Eine weitere Zugabe des Nukleophils
ermdglichte ebenfalls keinen fortschreitenden Umsatz."! Das gleiche Phanomen wurde bei
der Synthese von Nukleosid-5'-monophosphaten beobachtet, die durch den Einsatz einer
Mikrowelle nach dieser Methode nur in geringen Ausbeuten zuganglich waren. Vermutlich,
resultierend aus den hohen Temperaturen, wurde im Fall des verwendeten BCNA-
Nukleosids unter Mikrowellenbedingungen ein Bruch der glykosidischen Bindung
beobachtet, was gegen eine generelle Anwendbarkeit dieser Methode spricht.* Auch die
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Wahl einer anderen Abgangsgruppe wie Mesylat mit einer im Vergleich zu Tosylat hdheren
Austrittstendenz filhrte nicht zu den gewiinschten Ergebnissen.”"

Zuséatzlich wurde in dieser Arbeit die oftmals im Zusammenhang mit der Darstellung von
polyphosphorylierten ~ Verbindungen eingesetzte Morpholidatmethode  untersucht.['®™
Allerdings wurde bei der Reaktion von Nukleosid-5'-morpholidaten 88 mit Tetra-n-butyl-
ammoniumphosphat ein langsamer und geringer Umsatz beobachtet, was folglich mit einer
schlechten Ausbeute von nur 15-20% einherging.

Als ein Meilenstein bei der Synthese von Phosphatverbindungen hatte sich in den
vergangenen Jahren die Verwendung der cycloSal-Methode herausgestellt, die sich vor
allem aufgrund ihrer universellen Anwendbarkeit auf verschiedenste Nukleoside zur
Darstellung von Triphosphaten hervorgetan hat.® Zwar lie sich die Technik des Aktivester-
systems auf die Synthese von NDP anwenden, allerdings verlief die chromatographische
Aufarbeitung nur unzureichend. Zuriickzufihren war dies auf das schlechte Elutionsverhalten
phosphathaltiger Verbindungen sowie die erschwerte Separation des als Nukleophil
eingesetzten Phosphatsalzes und der entstandenen Nebenprodukte. Dadurch konnten auch
hier nur Ausbeuten um 30% erzielt werden.®"!

Eine weitere in der Literatur beschriebene Option zur Gewinnung von NDPs stellen die
Nukleosid-5'-imidazolidate dar. Jedoch zeichnen sich die Folgereaktionen mit Nukleophilen
meist durch einen schleppenden sowie ungeniigenden Umsatz aus.['"'%? Als sehr effektiv
wurde allerdings die Prozedur von MOHAMADY ET AL. beschrieben.!'®! Diese beinhaltet eine
schrittweise Aktivierung von Nukleosidmonophosphaten mit Trifluoressigsaureanhydrid
(TFAA) und 1-Methylimidazol, wodurch es zur Bildung eines hoch reaktiven Nukleosid-5'-
monophosphat-N-methylimidazoliumsalzes 90 als Donor kommt. Bisher konnte die Methode
erfolgreich fiir die Synthese von NTP!"%! sowie Dinukleosidpolyphosphaten!’® angewandt
werden. AuBerdem war die dreistufige Synthese durch gute Ausbeuten und kurze
Reaktionszeiten gepragt. Daher sollte die Methode auf das Potenzial bezlglich der Synthese
von NDPs untersucht werden.

Als vorteilhaft erschien diese Methode auch in Bezug auf eine Ubertragung auf weitere
Nukleotide, da der Einsatz von TFAA in Gegenwart von Triethylamin nicht nur die Phosphat-
einheit, sondern auch ungeschuitzte Hydroxyl- und Aminogruppen acyliert und somit Neben-
reaktionen verhindert.''% Die sich bei der Reaktion mit d4TMP 13 bildenden gemischten
Anhydride wurden nach dem Entfernen der flichtigen Bestandteile im Vakuum direkt mit in
Acetonitril  geléstem  1-Methylimidazol zum elektrophilen  N-Methylimidazolidsalz 90
umgesetzt (Abb. 35).
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Abb. 35: Darstellung von d4TDP 15 in Anlehnung an MOHAMADY ET AL..I'*!

Nach dem erneuten Abziehen aller im Vakuum flichtigen Komponenten schlossen sich die
Aufnahme des Rdickstands in Acetonitrii sowie die Zugabe einer Ldsung von
1.5 Aquivalenten an intensiv getrocknetem Phosphatsalz in seiner Tetra-n-butylammonium-
form an. Uber 3'P-NMR-Spektroskopie lieB sich bereits nach 1.5 Stunden ein vollstandiger
Verbrauch des reaktiven Intermediats 90 beobachten. Allerdings wurde bei mehreren
Ansatzen neben dem gewtnschten d4TDP 15 auch immer die Bildung nicht unerheblicher
Mengen des d4TTPs 16 (10-40%) festgestellt. Die Reaktion wurde mit 0.25 M Ammonium-
acetatlésung gequencht, dreimal mit Chloroform gewaschen und die wéassrige Phase
gefriergetrocknet. Bei der chromatographischen Aufarbeitung an RP18-Kieselgel kam es,
bedingt durch das Vorliegen verschiedener Phosphatsalze, zu erheblichen Schwierigkeiten
bei der Isolation der Zielverbindung 15. Am vielversprechendsten stellte sich im Zuge der
Versuche, bei denen verschiedene Laufmittel als auch lonenpaarreagenzien getestet
wurden, der vorgeschobene lonenaustausch an Dowex-NH," heraus. Doch selbst in diesem
Fall wurde der Hauptanteil an d4TDP 15 in Mischfraktionen mit d4TTP 16 eluiert. Als
Ursache flr den zusatzlichen Phosphorylierungsschritt und damit der Bildung des d4TTPs 16
kam lediglich eine Aktivierung des d4TDPs 15 durch das im Uberschuss eingesetzte reaktive
N-Methylimidazol in Frage. In *'P-NMR- und HPLC-Studien sollte herausgefunden werden,
ob eine erhdhte Aquivalentenzahl an Phosphatsalz das unerwiinschte N-Methylimidazol
abfangen kann. Aber auch die Auswirkung von Temperaturveranderungen sollte betrachtet
werden.

Die Studie mit einer Variierung der Monophosphatmenge bekraftigte bereits den Verdacht
einer Aktivierung des gebildeten Nukleosiddiphosphats 15 gefolgt von dem Aufbau des
Triphosphats 16. Experimentell wurde d4TMP 13, wie beschrieben, mit TFAA und N-
Methylimidazol aktiviert und der Ansatz gedrittelt. AnschlieBend wurden 1.5, 2.0 oder
3.0 Aquivalente Phosphatsalz hinzugefiigt und zu drei unterschiedlichen Reaktionszeiten
Proben entnommen. Diese wurden tber HPL-Chromatographie analysiert und anschlieBend
wurde Uber die Integrale das Verhdltnis an d4TDP 15 zu d4TTP 16 bestimmt. Die
Ergebnisse sind als Sdulendiagramme in Abbildung 36 dargestellt.
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Abb. 36: Prozentuales Verhéltnis von d4TDP 15 zu d4TTP 16 in Abhangigkeit von der Reaktionszeit
und der Menge des Phosphatsalzes: 1.5 (A), 2.0 (B) und 3.0 Aquivalente (C) an (BusN)H,PO,.

Es ist deutlich ein Anstieg des d4TDP-Anteils bei zunehmender Aquivalentenzahl an
Nukleophil zu erkennen. Mit zunehmender Reaktionszeit (zumindest bei A und B) findet aber
auch eine Erh6hung des Anteils an unerwinschtem d4TTP 16 statt. Anhand der Ergebnisse
kann geschlussfolgert werden, dass das Uberschissige Phosphatsalz tatséchlich in der Lage
ist, das freigesetzte N-Methylimidazol erfolgreich zu deaktivieren bzw. abzufangen und
dadurch die Bildung des Nebenprodukits zu reduzieren. Erwdhnenswert ist auch die
Detektion eines Peaks im Chromatogramm, der mit fortlaufender Reaktionszeit nahezu
vollstandig verschwindet und sich von der Retentionszeit her zwischen d4TDP 15 und
d4TTP 16 einordnet. Die dazugehdrige Substanz konnte zwar nicht isoliert und weiter
charakterisiert werden, kénnte aber die N-Methylimidazol aktivierte Diphosphatspezies
darstellen.

Zur Verdeutlichung ist in Abbildung 37 mit den einzelnen *'P-NMR-Spektren die Zusammen-
setzung der Rohprodukte der jeweiligen Ansatze nach 240 Minuten veranschaulicht. Es ist
korrelierend mit den HPLC-Untersuchungen bei erhdhter Aquivalentenzahl eine deutliche
Verschiebung der Produktverteilung zum gewtinschten Diphosphat zu erkennen.
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Abb. 37: *'P-NMR-Analyse der Rohprodukte bei unterschiedlich eingesetzter Menge
von Phosphatsalz (D,O, 162 MHz, entkoppelt).

Analog wurde die Auswirkung einer veranderten Reaktionstemperatur untersucht. Daflr
wurde die obige Synthesevorschrift angewendet, wobei der Ansatz nach Aktivierung des
d4TMPs 15 zum Imidazolidat 90 erneut aufgeteilt wurde und die drei Lésungen auf
Temperaturen von -20 °C, 0 °C sowie Raumtemperatur eingestellt wurden. AnschlieBend
wurden jeweils 3.0 Aquivalente des Phosphatsalzes hinzugefiigt. Nach bestimmten
Zeitspannen wurden erneut Proben entnommen und mittels HPLC analysiert. Die
Quantifizierung der Produkte ergab die in Abbildung 38 gezeigten Verhéltnisse von
d4TDP 15 zu d4TTP 16. Als Resultat kann nur ein geringer Einfluss der Reaktionstemperatur
auf die Produkt- bzw. Nebenproduktbildung festgestellt werden. Die héchste Selektivitat ist
jedoch bei einer Temperatur von 0 °C (E) zu erzielen.
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Abb. 38: Prozentuales Verhéltnis von d4TDP 15 zu d4TTP 16 in Abhangigkeit von der Reaktionszeit
und der Reaktionstemperatur: -20 °C (D), 0 °C (E) und Rt (F).

In der Summe konnte zwar die Nebenreaktion zum d4TTP 16 nicht vollstandig unterbunden
werden, was jedoch durch eine weitere Erhéhung an Monophosphatmenge realisierbar
erscheint, aber zumindest der Anteil an d4TTP 16 auf unter 10% reduziert werden. Im
nachsten Schritt sollten die optimierten Synthesebedingungen auch praparativ angewendet
werden. Wahrend die synthetischen Ergebnisse auch im gréBeren MafBstab reproduzierbar
waren, erwies sich erneut die chromatographische Aufarbeitung des Rohprodukts als
schwierig. Zwar konnte der GroBteil an d4TDP 15, mit geringen Ausbeuteverlusten
einhergehend, vom d4TTP 16 erfolgreich separiert werden, allerdings stellte sich die
Abtrennung des im Uberschuss vorliegenden Phosphatsalzes als zeitintensiver Prozess
heraus. Die Isolierung des gewlnschten Produkts in hoher Reinheit mit einer Ausbeute von
31-40% gelang nur durch mehrfache RP18-S&ulenchromatographie inklusive eines
lonenaustauschs mit Dowex-NH,". Die langwierige Reinigung in Kombination mit der nicht
zufriedenstellenden Ausbeute machte die Erprobung weiterer chromatographischer Trenn-
verfahren unumganglich. SchlieBlich konnten aber sowohl die Wahl veranderter Elutions-
mittel als auch der Einsatz von Sephadex LH-20 keine verbesserte Trennleistung erwirken.
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Nach o6konomischen Gesichtspunkten erschien es in der Folge sinnvoll, die weniger
zeitaufwendige cycloSal-Technik zur Synthese von d4TDP 15 einzusetzen. Eine Schlissel-
rolle bei dieser Methode nimmt der cycloSal-Triester ein, der urspringlich zur Verwendung
als Pronukleotid entwickelt wurde (Kapitel 2.3.1). Durch die flexible Maskierung mit
Salicylalkoholen unterschiedlicher Substitutionsmuster wurde zudem sein praparativer
Nutzen erkannt. Durch den Angriff eines geeigneten Nukleophils am elektrophilen
Phosphorzentrum waren unter anderem Nukleosidtriphosphate aber auch eine Vielzahl von
Biomolekiilen zuganglich.®®®! Begiinstigend auf eine schnelle Umsetzung mit den
Nukleophilen wirkten sich in 5-Position akzeptorsubstituierte Masken aus. Dabei haben sich
vor allem eine elektronenziehende Chlor- oder Nitrosubstitution hervorgetan. In dieser Arbeit
wurde flr die Diphosphatsynthese der etwas reaktionstragere Chlortriester eingesetzt, der
mehrere Vorteile im Vergleich zum nitrosubstituierten Triester bietet, auf die im Laufe der
nachstehenden Diskussion noch eingegangen wird. Der Zugang zu derartigen Triestern
wurde in der Literatur ausfihrlich thematisiert. Der am haufigsten angewandte Syntheseweg
basiert auf der Umsetzung des entsprechenden Nukleosids mit 5-Chlorsaligenylchlor-
phosphit und anschlieBender Oxidation zum Phosphattriester.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde analog verfahren. Hierflr wurde zunachst der 5-Chlor-
salicylalkohol 91 durch Reduktion von 5-Chlorsalicylsdure 92 mit Lithiumaluminiumhydrid
dargestellt (Abb. 39). Daraufhin war das entsprechende Phosphit 93 durch zwei aufeinander-
folgende SyP-Reaktionen des 5-Chlorsalicylalkohols 91 an Phosphor(lll)-chlorid zuganglich.
Durch die Zugabe von Pyridin bei -20 °C konnte der sich bildende Chlorwasserstoff als
Pyridiniumchlorid prazipitiert und unter Inertgas abgetrennt werden. Der Chlorsubstituent am
Aromaten erlaubte, im Gegensatz zu einer Nitrosubstitution, eine destillative Aufarbeitung
des Rohprodukts. Dadurch konnte das gewlnschte 5-Chlorsaligenylchlorphosphit 93 in
hoher Reinheit als Enantiomerengemisch erhalten werden, was die Bildung von
Verunreinigungen in den Folgereaktionen auf ein Minimum reduzieren sollte. Im Anschluss
erfolgte die Kupplung des in leichtem Uberschuss vorliegenden Phosphits 93 mit d4T 3 zum
5-Chlor-cycloSal-Phosphattriester 79. Entgegen der bereits etablieten Methode der
Oxidation mit dem Tripelsalz Oxone® schloss sich die Zugabe von tert-Butylhydroperoxid in
n-Decan an. Dieses Oxidationsmittel ermdglichte ein Entfernen seines Uberschusses im
Vakuum und erleichterte die anschlieBende Extraktion zur Abtrennung der anfallenden
DIPEA-Salze. Eine Ubertragung auf das Nitroderivat ist war allerdings nicht méglich. Die
saulenchromatographische Isolierung des Produkis 79 war auch im GrammmafBstab in
nahezu quantitativer Ausbeute durchfihrbar.
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Abb. 39: Darstellung von d4TDP 15 mit Hilfe der cycloSal-Methode.

Nach dem Syntheseprotokoll von WARNECKE'®? konnte ausgehend von dem 5-Cl-cycloSal-
Triester 79 durch Umsetzung mit Tetra-n-butyammoniumphosphat als Nukleophil das
d4TDP 15 dargestellt werden. Dafur wurde der in DMF geldste Triester 79 zu einer Lésung
des im 2.5-fachen Uberschuss vorliegenden Phosphatsalzes getropft. Das erhaltene Roh-
produkt wurde durch Extraktion und ohne einen vorgeschobenen lonenaustausch mittels
Umkehrphasenchromatographie gereinigt. Dabei konnte das Uberschissige Phosphatsalz
bereits nach zweimaliger Durchfihrung einer automatisierten RP18-Chromatographie
vollstandig abgetrennt werden, was nach den zuvor gewonnenen Erkenntnissen Uber das
Chromatographieverhalten der enthaltenen Komponenten unerwartet war.

Allerdings konnte die Bildung eines Benzylphosphats 94 (*'P-NMR: 2.2 ppm), resultierend
aus einer Reaktion des Chinonmethids 95 mit dem Uberschissigen Nukleophil, beobachtet
werden, das bereits in Vorarbeiten charakterisiert werden konnte (Abb. 40).°" Zusatzlich
wurden auch groBBe Mengen des Phenylphosphats 96 ("falscher Phosphatdiester") detektiert

(*'P-NMR: -6.1 ppm), der ebenso in der Literatur beschrieben ist.*’]

o OH 0
cl ® 1 o cl ©
4+ HO-P-OH ¢ 0-P-OH ° [
C) 5 o _PZ /K
0 o o ©OH 0" "O- o N~ 0

95

Benzylphosphat 94

"falscher Phosphatdiester" 96

Abb. 40: Nebenprodukte bei der Darstellung von d4TDP 15 nach der cycloSal-Methode.

Beide Nebenprodukte erschwerten die Isolierung der Zielverbindung 15. Letztendlich lag das
d4TDP 15 jedoch nach einer weiteren Chromatographie in seiner Tetra-n-butylammonium-
form in hoher Reinheit vor und stand damit als in organischen Lésungsmitteln 16slicher und
reaktiver Baustein fUr die Darstellung der TriPPPro-Zielverbindungen 56 zur Verfiigung. Die
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Ausbeute fiel im GrammmaBstab mit 36% zwar nur moderat aus, allerdings konnten bei
kleineren Ansatzen Ausbeuten von 50% erzielt werden. Als Hauptursache ist das
verbesserte Trennverhalten der einzelnen Substanzen bei kleineren Ansétzen anzusehen.
Somit stellt die beschriebene Vorgehensweise eine gute Methode zur Synthese von
d4TDP 15 dar. Allerdings war eine Ubertragung auf andere Nukleoside mit Komplikationen
verbunden (Kapitel 4.5.3.1).

4.1.1.2.4 Synthese von d4TTP

Mit d4TTP 16 wurde auch die Synthese des Metaboliten durchgefiihrt, der im Idealfall das
Hauptprodukt bei den Hydrolyseuntersuchungen bilden sollte. Wie bereits im vorherigen
Abschnitt thematisiert, erlaubt die cycloSal-Technik auch den Zugang von triphosphorylierten
Nukleotiden, indem bei analoger Vorgehensweise der entsprechende Triester 95 mit Pyro-
phosphat als Nukleophil zur Reaktion gebracht wird (Abb. 41). Korrelierend mit der Synthese
von d4TDP 15 wurde das Rohprodukt von d4TTP 16 zunéachst in der Form seines Tetra-n-
butylammoniumsalzes an RP18-Silicagel chromatographiert, um das im Uberschuss ein-
gesetzte Pyrophosphatsalz leichter abtrennen zu kdénnen. AnschlieBend wurde der Ruck-
stand Uber eine lonenaustauschersdule Dowex-NH," in sein Ammoniumsalz Gberfihrt und
mittels automatisierter RP18-Chromatographie mit Wasser als Eluenten gereinigt. Die Ziel-
verbindung 16 konnte auf diese Weise in guter Ausbeute von 64% isoliert werden.

o 0
Cl NH

o NH 1. (BusN)HsP,07 Rt, 20 h, DMF \fk
\©\/\Fl>//o /& 2. Dowex-NH4* 9 9 \c\) | /&
o "o N0 HO-H-0-P-0-P-0~ N~ "0

o 0 0 0 K=
= ¢ ¢ o
79 NHE NHENHS 16 64%

Abb. 41: Darstellung von d4TTP 16 Uber die cycloSal-Methode.

4.1.2 Synthese der Mono(alkanoyloxybenzyl)-d4TTP-Prodrugs

Eine entscheidende Rolle bei der Hydrolyse von DiPPro-Nukleotiden 34 nehmen die einfach-
maskierten Intermediate ein, da sie im Vergleich zu den doppeltmaskierten Prodrugs eine
deutlich héhere chemische Stabilitdt aufweisen und selektiv das NDP freisetzen.”*”" Ein
synthetischer Ansatz derartiger Verbindungen wurde in vorherigen Arbeiten jedoch nicht
vorgeschlagen. Die Isolierung von monomaskierten Triphosphaten gelang bis dato allein
durch die chemische Hydrolyse von Bis(alkanoyloxybenzyl)-d4TDP-Prodrugs 74 und
anschlieBender chromatographischer Reinigung.””! Diese Methode ist jedoch sehr zeit-
aufwendig und bedarf einer permanenten Kontrolle des Hydrolysestatus. AuBerdem verlief
die chemische Hydrolyse keinesfalls selektiv, da die Instabilitat der Phosphoranhydrid-
bindung der DiPPro-Verbindungen 74 generell immer die Bildung groBer Mengen des
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d4TMPs 13 zur Folge hatte. Aufgrund der Ineffizienz der bisherigen Darstellungsmdéglichkeit
der Intermediate wurde nach einer praparativen Alternative gesucht. Daflr wurde dem
Thema dieser Arbeit entsprechend die Synthese von Mono(alkanoyloxybenzyl)-d4TTP-
Verbindungen 57 (MAB-Intermediate) durchgeflhrt.

Einen zufriedenstellenden Lésungsansatz lieferte eine neuartige Variante der cycloSal-
Technik. Durch die Umsetzung von nitrosubstituierten cycloSal-(4-Alkanoyloxybenzyl)-mono-
phosphaten 97 mit d4TDP 15 gelang die erfolgreiche Synthese der jeweiligen TriPPPro-
Intermediate 57a,e,j (Abb. 42). Die Entwicklung dieser Methode soll im Folgenden kurz
vorgestellt werden.

1. DIPEA, -10 °C-Rt, 1-1.5 h
2. a) t-BUOOH in n-Decan, 0 °C, 20 min

i (bei 93) i
b) Oxone®, H,0, Rt, 15 min
o R o Acc zberss) 2 ' o R CER= CgHy, 9880%
+ ‘A/©/ NO;R= CHs 97a46%
c*Po THF o Acc CgHy7 97e 80%
o\\F‘)/t©/ Ci7Has 97j87%
Acc= Cl93 ~P<g
OH NO, 99 o
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R= CH3 a
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- HO-P-O-P-O-d4T
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o 0 o C8H17 57e 30%
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0
& & o

NH.S NH. D NH,

Abb. 42: Darstellung der Mono(alkanoyloxybenzyl)-d4TTP-Intermediate 57.

In einem ersten Ansatz wurde 4-(Hydroxymethyl)-phenylnonanoat 76e mit 5-Chlorsaligenyl-
chlorphosphit 93 zur Reaktion gebracht und im Anschluss mit tert-Butylhydroperoxid oxidiert.
Das Rohprodukt wurde extrahiert und Uber zirkuldre préparative Dunnschicht-
chromatographie das chlorsubstituierte cycloSal-(4-Nonanoyloxybenzyl)-monophosphat 98 in
80%iger Ausbeute isoliert. Da die Synthese von d4TDP 15, wie im vorherigen Kapitel
ausfihrlich diskutiert, aufwendig und die Substanzmenge damit limitiert war, wurde der
Triester 98 in zweifachem Uberschuss eingesetzt. Dies sollte nach Méglichkeit zum einem
quantitativen Verbrauch des Edukts 15 fihren. Somit wurde in diesem Fall entgegen der
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publizierten cycloSal-Technik das Nukleophil im Unterschuss verwendet. Die Reaktions-
I6sung wurde fir 20 Stunden gerihrt, ohne dass mittels HPLC eine Reaktion oder ein Zerfall
der Reagenzien beobachtet werden konnte. Durch eine Temperaturerhéhung auf 50 °C
konnte dagegen die Bildung der gewlnschten Zielverbindung 57e festgestellt werden.
Allerdings wiesen unter diesen Bedingungen weder das Produkt 57 noch die Reagenzien
Uber einen langeren Zeitraum eine ausreichende Stabilitét auf, was ein Chromatogramm mit
einer Reihe phosphathaltiger d4T-Metabolite, wie d4TMP 13 und d4TDP 15, sowie weiteren
undefinierten Signalen zur Folge hatte. Eine deutliche Reduzierung der Reaktionszeit durch
den Einsatz einer Mikrowelle war ebenso wenig zielfihrend wie ein Wechsel des
Lésungsmittels.

Daher sollte der Versuch unternommen werden, den entsprechenden 5-Nitrotriester 97
einzusetzen, um die Elektrophilie am Phosphoratom und somit die Reaktivitat zu erhdhen,
wodurch eine Umsetzung bei Raumtemperatur ermdglicht werden sollte. Das far die
Darstellung des Nitrotriesters 97 notwendige 5-Nitrosaligenylchlorphosphit 99 war Gber die
Reduktion des 5-Nitrobenzyaldehyds 100 zum entsprechenden Alkohol 101 und darauf-
folgender Reaktion mit Phosphor(lll)-chlorid zuganglich (Abb. 43). Eine Destillation des
Phosphits 99 war jedoch nicht méglich, weshalb das Enantiomerengemisch als Rohprodukt
for die nachfolgenden Synthesen eingesetzt wurde. Die Reinheit variierte je nach Ansatz
zwischen 80-90%.

o)
1. PCls, -20 °C, 10 min

O,N O,N
OszH _NaBH, Rt 18h =2 \©\/\OH 2. Pyridin, -20°C-Rt, 2 h 2 \@\/\Q
P
OH EtOH OH Et,O o P

100 101 80% 99

Abb. 43: Darstellung des 5-Nitrosaligenylchlorphosphits 99.

Die Synthese des 5-Nitro-cycloSal-(4-nonanoyloxybenzyl)-monophosphats 97e erfolgte
abgesehen von der Verwendung des milderen Oxone® als Oxidationsmittel analog zum
Chlorderivat 98. Nach einer chromatographischen Aufarbeitung konnte eine Ausbeute von
80% erzielt werden. In der anschlieBenden Zielreaktion wurde mittels HPLC nach einer
Stunde die Bildung geringer Mengen des monomaskierten Intermediats 57e festgestellt
(Abb. 42). Durch die langsame Umsetzung konnten selbst nach 20 Stunden Reaktionszeit
noch etwa 25% des unverbrauchten Edukts 15 detektiert werden. Allerdings konnte auch die
Freisetzung von d4TTP 16 beobachtet werden, das aus dem Zerfall der Zielverbindung 57e
resultieren musste, obgleich unter wasserfreien Bedingungen gearbeitet wurde. Um eine
weitere Zersetzung des MAB-Prodrugs 57e zu vermeiden, wurde das Lésungsmittel trotz des
nicht vollstdndigen Umsatzes des d4TDPs 15 im Vakuum entfernt und der Rickstand
extrahiert. Die wassrige Phase wurde gefriergetrocknet und das Produkt 57e durch
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automatisierte RP18-Chromatographie von Verunreinigungen wie d4TDP 15, d4TTP 16 und
5-Nitrosalicylalkohol 101 separiert. Aufgrund unbekannter Kontaminationen war eine weitere
Chromatographie notwendig, wobei das Rohprodukt zunéachst iber Dowex-NH,4* eluiert und
erst im Anschluss erneut chromatographiert wurde. Wegen des nicht vollstdndigen Umsatzes
und des beschriebenen Zerfalls zum d4TTP 16 konnte die Zielverbindung 57e, dessen
$'P-NMR-Spektrum in Abbildung 44 gezeigt ist, nur in einer Ausbeute von 30% dargestellt

werden.
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Abb. 44: %' P-NMR-Spektrum des MAB-Intermediate 57e (MeOD-d,, 162 MHz, entkoppelt).

In der gleichen GréBenordnung lagen mit 26% und 30% auch die Ausbeuten der beiden
Derivate mit kirzerem (R= CHz;57a) bzw. langerem Rest (R= Ci;H35 57j), was auf eine
Unabhangigkeit des Reaktionsumsatzes von der Lipophilie des Triesters 97 hindeutet. Trotz
der moderaten Ausbeuten bildet die vorgestellte Methode den ersten synthetischen Weg zur
Darstellung von Mono(alkanoyloxybenzyl)-d4TTP-Prodrugs 57, die fir das Verstandnis des
Hydrolyseverhaltens von TriPPPro-Verbindungen unerlasslich sind. Darlber hinaus konnte
die vielféltig einsetzbare cycloSal-Technik in ihrem Anwendungsspekirum erweitert werden.
Die Syntheseroute wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits erfolgreich auf Diphosphat-
Prodrugs Ubertragen.

413 Synthese neuartiger Maskierungseinheiten
Im Rahmen dieser Arbeit sollte auch die Verdnderung des Hydrolyseverhaltens von
Prodrugs durch die Verwendung verschieden funktionalisierter Maskierungseinheiten
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untersucht werden. Dafiir sollten die funktionellen Gruppen Carbonat und Carbamat
eingefuhrt werden. Fir die Synthese der TriPPPro-d4TTP-Prodrugs 561-q waren gemafi dem
Retrosyntheseschema aus Kapitel 4.1 (Abb. 27, S.30) die entsprechenden Phosphor-
amidite 75l-q notwendig, deren Synthesemdglichkeiten nachstehend vorgestellt werden.

4.1.3.1 Synthese der 4-(Hydroxymethyl)-phenylalkylcarbonate

In naher struktureller Verwandtschaft zu den Carbonsédureestern stehen die Carbonate, die
bereits erfolgreich Anwendung in der Prodrugentwicklung gefunden haben. Das Virostatikum
Tenofovir 7, das zur Behandlung von Infektionen mit HIV und Hepatitis eingesetzt wird, ist
einer der bekanntesten Vertreter, der auf eine Maskierung mit Carbonatestern basiert.
Dementsprechend ware auch fir das BAB-Konzept eine Applikation von carbonat-
funktionalisierten Verbindungen von Interesse.

Durch die Mdglichkeit des kommerziellen Erwerbs der Chlorformiate 78I-n konnte fir die
Darstellung der 4-(Hydroxymethyl)-phenylalkylcarbonate 761-n nach dem in Abschnitt 4.1.1.1
beschriebenen Syntheseprotokoll verfahren werden (Abb. 45).

X
OH
o R
. 0 Et:N, Rt, 1.5-2 h R=  OCHs|85%
C|)LR THF OCgH17 m 84%
OC12H25 n 76%
OH 78
37 R= OCHsl OH
OCgH17 m 76

OCqzHzs n

Abb. 45: Darstellung von 4-(Hydroxymethyl)-phenylalkylcarbonaten.

Auffallig sind die verbesserten Ausbeuten von 76-85% im Vergleich zu einer Veresterung
von 4-Hydroxybenzylalkohol 37 mit den in Abschnitt 4.1.1.1 verwendeten Carbonsaure-
chloriden 78a-k (39-62%). Als Ursache kann der positive Mesomerieeffekt des zusétzlichen
Sauerstoffs, der zu einer Verminderung der Elektrophilie am Carbonyl-Kohlenstoff fiihrt,
angenommen werden. Dadurch ist die Reaktion mit der nukleophileren Phenolatfunktion des
4-Hydroxybenzylakohols 37 deutlich begtnstigt. Dennoch konnte ebenso die Bildung des
doppeltsubstituierten Nebenprodukts durch eine zusatzliche Reaktion mit der weniger
nukleophilen benzylischen Hydroxylgruppe beobachtet werden.

4.1.3.2 Synthese der 4-(Hydroxymethyl)-phenylalkylcarbamate
DEWIT und GILLIES entwickelten eine auf Carbamaten und 4-Hydroxybenzylalkohol 37
basierende, biologisch abbaubare Polymerstruktur 102. Aus der chemische Initiierung und

somit der Entfernung der Endcap an einem Terminus resultieren intramolekulare
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Zyklisierungen und Eliminierungen, wodurch ein vollstdndiger Abbau der Kette stattfindet
(Abb. 46).1'%l

End cap= Boc

|
O.__N End cap
2 oﬁifﬁ
~0 l}l \n/ n
(0]

102 l - End cap
|

. m@
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Abb. 46: Auf Basis von Carbamaten und 4-Hydroxybenzylalkohol 37 linear aufgebaute

und biologisch abbaubare Polymerstruktur 102.1'%!

Dieser Umstand sollte auf seine Anwendbarkeit zur Maskierung von NTP-Prodrugs
untersucht werden. Bei der in Abbildung 47 gezeigten modifizierten Monomerstruktur sind
die gewlnschten Carbamateinheiten (A+B) in die Maskierungseinheit fir Triphosphat-
Prodrugs integriert. Im Gegensatz zur Literatur!'®! ist die endstandige Boc-Gruppe gegen
einen variablen Alkyloxycarbonylrest ausgetauscht, wodurch die Flexibilitdt zur Anpassung

einer geeigneten Lipophilie gegeben ist.

R'= Alkyl
R2= Nukleotid
OR?

Abb. 47: Grundstruktur der 4-(Hydroxymethyl)-phenylalkylcarbamate
als Maskierungseinheit fir TriPPPro-Verbindungen.

Mittels basischer oder saurer Aktivierung ist bei einer der beiden Carbamatfunktionen (A+B)
ein Hydrolyseverlauf formulierbar, der einen entweder eine Abspaltung (A) oder einen Abbau
(Abb. 48, B) der Maske zur Folge hat. Nachdem bisher lediglich eine Spaltung der Prodrugs
bei physiologischem pH-Wert von 7.3 diskutiert wurde, ware in diesem Zusammenhang auch
eine selektive saure Aktivierung von Interesse. Denn in Tumorzellen liegt der pH-Wert um
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eine Einheit niedriger als in dem umgebenden gesunden Gewebe, womit schwach acide
Bedingungen herrschen. Da auch Nukleosidanaloga in der Behandlung von Krebs eingesetzt
werden, ware eine saure Initierung zur Wirkstofffreigabe aus therapeutischer Sicht von
hoher Relevanz und der Anwendungsbereich der TriPPPro-Verbindungen kdnnte

entsprechend erweitert werden.
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Abb. 48: Hydrolysewege nach basischer oder saurer Initiierung der 4-(Hydroxymethyl)-

phenylcarbamate als Maskierungseinheiten.

Wahrend eine Spaltung von A (Abb. 47) eine direkte Freisetzung des Phenolats und folglich
des Nukleotids nach dem postulierten Mechanismus!”? erlauben wiirde, wiirde bei B ein
Abbau der Maskierungseinheit stattfinden. Die in Abbildung 48 fir B aufgeflhrten Kaskaden-
reaktionen basieren unabhangig vom pH-Wert des Mediums auf einem Angriff des
entsprechenden Nukleophils am Carbonylkohlenstoff. Dabei kommt es, der Ubersicht halber
nicht schematisch dargestellt, zur Abspaltung eines Carbonats, das spontan in Kohlenstoff-
dioxid und den entsprechenden Alkohol zerfallt. Der intramolekularen Zyklisierung schlief3t
sich die bereits im Kenntnisstand (Abb. 14, S. 17) beschriebene Umpolung der para-
stédndigen Benzylgruppe an, was einen Bruch der Benzylesterbindung bewirkt. AuBerdem
findet die Freisetzung von 1,3-Dimethyl-2-imidazolidinon 103 statt, das gemaB GHS als
gesundheitsschadlich eingestuft wird."" Konsequenterweise muss, eine erfolgreiche
Synthese und geeignete Hydrolyseeigenschaften eines Carbamat-Prodrugs vorausgesetzt,
Uber Alternativen nachgedacht werden, um die Toxizitat der Spaltprodukte zu verringern.

Da im spateren Verlauf dieser Arbeit erneut die Auswirkungen der Lipophilie auf das
chemische sowie enzymatische Hydrolyseverhalten Gberprift werden sollten, galt es, drei
Verbindungen mit unterschiedlichen aliphatischen Resten darzustellen. Die Synthese-
vorschrift von DEWIT und GILLIES wurde flr das Schitzen und Aktivieren des 4-Hydroxy-

49



Resultate und Diskussion

benzylalkohols 37 bernommen.''®! Hierbei erfolgte zunéchst die Silylierung der primaren
benzylischen Hydroxylfunktion, die gegenlber der phenolischen eine héhere Nukleophilie
aufweist und folglich bevorzugt geschitzt wird (Abb. 49). AnschlieBend wurde, ausgehend
von dem TBDMS-geschiltzten 4-Hydroxybenzyalkohol 104, durch die Zugabe von 4-Nitro-
phenylchlorformiat unter Verwendung von Triethylamin als Base das Phenylcarbonat 105 in
moderater Ausbeute von 53% erhalten. Entsprechend der Literatur wurde zum Deaktivieren
des im Uberschuss eingesetzten Reagenzes nach erfolgter Reaktion Triethylenglykol-
monomethylether zugesetzt, um die chromatographische Reinigung zu vereinfachen.

OH OH 1. 4-Nitrophenylchlorformiat, i /©/ ©
TBDMSCI, Imidazol, EtsN, Rt, 16 h
Rt, 17 h 2. TEGME, Rt, 20 min
DMF CH,Cly 105 53%
OH OTBDMS
78 104 81% OTBDMS

| . | 0
SN~ H Boc,0, 0 °C-Rt, 16 h H’N\/\N)kok 107 78%
‘ CHQC'Q |l|

1. 4-DMAP, DIPEA,
0 °C-Rt, 16 h, Toluol
2. TFA, Rt, 0.5 h, CH,Cl,

o 1. TMSCI, Imidazol, 0 °C-Rt, 2 h, THF
/\/ 2. CICOOR, EtsN, 0 °C-Rt, 1.5 h, THF /\/ “H

X X
3.1% HCI (12 M), Rt, 1 h, EtOH
106 61-98%
R= C4Hg 0 59%

CgH17 p 51 %
Ci2Has 9 42%

24

Abb. 49: Darstellung der 4-(Hydroxymethyl)-phenylalkylcarbamate 760-q.

Das aktivierte Carbonat 105 konnte in der Folge in einer zweistufigen Reaktion nahzu
quantitativ zum Carbamat 106 umgesetzt werden. Daflr wurde im ersten Schritt das einfach
boc-geschitzte N,N-Dimethylethylendiamin 107 als Nukleophil verwendet, wobei dem
Reaktionsgemisch katalytische Mengen 4-Dimethylaminophenol (4-DMAP) zugesetzt
wurden. Im zweiten Schritt wurden nach einer Extraktion die saurelabilen Schutzgruppen in
einem Gemisch aus Trifluoressigsdure/Dichlormethan (1:1 v/v) entfernt. Wé&hrend die
Normalphasenchromatographie, bedingt durch das schlechte Elutionsverhalten des
Produkts 106, mit groBen Ausbeuteverlusten einherging, erwies sich der Einsatz der auto-
matisierten RP18-Chromatographie deutlich effizienter. Resultierend aus der Umsetzung des
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sekundaren Amins und der Kupplung zum Carbamat fand die Bildung von Konformations-
isomeren statt. Das Vorliegen von Rotameren lie3 sich sowohl an den doppelten Signal-
satzen im 'H-NMR- als auch im '*C-NMR-Spektrum erkennen. Die Rotationsisomere
konnten in allen nun folgenden carbamathaltigen Verbindungen NMR-spektroskopisch
nachgewiesen werden.

In einer dreistufigen Eintopfreaktion konnten anschlieBend die 4-(Hydroxymethyl)-
phenylcarbamate 760-q in guten Ausbeuten von 42-59% synthetisiert werden. Nach einer
TMS-Schiitzung der freien Hydroxylgruppe erfolgte die Umsetzung mit dem entsprechenden
Chlorformiat 780-q, gefolgt von einer Desilylierung mit 1%iger 12 M Salzsaure in Ethanol.
Als entscheidender Faktor fir den Erfolg der Synthese erwies sich dabei der Einsatz von
3.0 Aquivalenten Alkylchlorformiat 780-q, da das Reagenz auch mit dem fiir die Silylierung
notwendigen Imidazol reagierte. Von einer eingeschobenen Isolierung der TMS-geschitzten
Verbindung wurde aufgrund der Hydrolyseanfalligkeit allerdings ebenso abgesehen wie von
anderweitigen Optimierungsversuchen, da allein die erfolgreiche Synthese der drei
Verbindungen im Vordergrund stand.

41.3.3 Synthese carbonat- und carbamatfunktionalisierter Phosphoramidite

Die Darstellung der unterschiedlich modifizierten Phosphoramidite 75I-q folgte dem Protokoll
der Umsetzung der 4-(Hydroxymethyl)-phenylalkanoate 76a-k mit Dichlor-N,N-diisopropyl-
aminophosphoramidit 77 (Kapitel 4.1.1.1). Unabhangig von der Art der Modifikation konnten
auch hier gute Umsetzungsraten festgestellt und entsprechend gute Ausbeuten erzielt
werden (Abb. 50). Die negativ abweichenden Ausbeuten der beiden Carbamatphosphor-
amidite 751 und 75q beruhen auf Schwierigkeiten bei der chromatographischen Aufarbeitung.

o) O
o )LR O)KR R= OCHj 1 82%
cl % . OCgH47 m 83%
+ BN EtsN, 0 °C-Rt, 20 h OCy7Has n 88%
CI’ )7 THF NCH3(CQH19N02) 0 62%
>7 NCH3(C13H27N02) p 90%
OH 77 OTP—N NCH3(C+47H35NO,) q 48%
76 A f
R= OCH;s I
OCgH17 m s
OCq7Hzs n

NCH3(C9H19N02) o
NCH;3(C13H27NO2) p
NCH3(C17H35NO2) q

Abb. 50: Darstellung der carbonat- und carbamatmodifizierten Phosphoramidite 75I-q.

41.4 Synthese der Bis(alkanoyloxybenzyl)-d4TTP-Prodrugs

Die Synthese der Zielverbindungen 56a-q, deren Masken sich sowohl in der Lange der
aliphatischen Reste als auch durch die Art der Modifikationen unterschieden, wurde nach
einer angepassten Vorschrift nach JESSEN und ScHuLZ vorgenommen. Da in
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vorangegangenen Versuchen bei der Darstellung von AZTTP-Prodrugs durch die Kupplung
von DCl-aktivierten Phosphoramiditen mit AZTDP nur Ausbeuten von unter 20% erzielt
werden konnten®'!  wurden Mbglichkeiten der Optimierung des Versuchsprotokolls
untersucht.

Einleitend sind in Abbildung 51 die Ergebnisse der Synthese aller d4TTP-Prodrugs 56
zusammengefasst, die (ber optimierte Synthesebedingungen und ein angepasstes
Chromatographieverfahren erfolgreich dargestellt werden konnten. Die Ausbeuten rangieren
dabei zwischen 26-70%, wobei weder eine Abhangigkeit der Ausbeuten von der Art der
Modifikation noch von der Lange des Rests zu erkennen sind. Die Schwankungen sind unter
anderem auf die beobachtete Hydrolyse wéahrend der Aufarbeitung und die fehlende
Bertcksichtigung von geringen Mengen von mit Phosphatdiester (Abb. 53, S. 55) verun-
reinigten Mischfraktionen zurlckzufiihren. Des Weiteren spielen die Erfahrungswerte eine
entscheidende Rolle. So wurden die angegebenen Werte Uber einen Zeitraum von zwei
Jahren primar in einmalig durchgefiihrten Ansatzen bei schrittweiser Optimierung der
Chromatographiemethode ermittelt.
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Abb. 51: Darstellung der d4T-Triphosphat-Prodrugs 56a-q.

Im Folgenden soll der Prozess zur Entwicklung eines unkomplizierten und reproduzierbaren
Syntheseprotokolls fir die Gewinnung von unterschiedlichen d4TTP-Prodrugs 56a-¢q im
Detail vorgestellt werden.

Im ersten Schritt galt es, eine zuverlassige Methode zur Reaktionsverfolgung zu finden. Da
in der Vergangenheit bei der diinnschichtchromatographischen Kontrolle zwar eine Produkt-
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bildung detektierbar war, gleichzeitig eine Quantifizierung des Verbrauchs des Edukts aber
nicht zuverlassig festgestellt werden konnte, wurde die HPL-Chromatographie als alternative
Analysemethode in Betracht gezogen. In einem ersten Ansatz zur Synthese des d4TTP-
Prodrugs 56e mit R= CgH;; flhrte die Verwendung der fir die Hydrolyse von AZTTP-
Prodrugs™®'! etablierten HPLC-Methode A mit Tetra-n-butylammoniumacetatpuffer als lonen-
paarreagenz zu einer Uberlagerung der Peaks von DCI| und d4TDP 15. Durch einen
Wechsel des Laufpuffers auf Triethylammoniumacetat (Methode B) konnte jedoch eine
problemlose Reaktionsverfolgung durchgefihrt werden, bei der alle Komponenten der
Reaktion als basisliniengetrennte Peaks vorlagen (Abb. 52).
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Abb. 52: HPLC-Reaktionsverfolgung zur Darstellung des TriPPPro-d4TTPs 56e (HPLC-Methode B).

Die Chromatogramme zeigen, dass nicht nur das Oxidationsprodukt 56e, sondern auch die
unoxidierte P(lll)-Spezies 108 unter den HPLC-Bedingungen eine ausreichende Stabilitat
besitzen, da keine Zerfalls- oder Hydrolyseprodukte detektierbar sind. In dieser Abbildung
sind bereits alle optimierten Synthesebedingungen integriert, die nachfolgend erlautert
werden.

Da die Reaktionskontrolle mittels HPLC realisiert werden konnte, sollten Testversuche
durchgeflihrt werden, die umfangreiche Informationen bezlglich einer verbesserten Durch-
fihrung der finalen Kupplungsreaktion lieferten. Es stellte sich heraus, dass firr eine erfolg-
reiche Synthese nicht nur trockene Reagenzien und Lésungsmittel entscheidend sind. Zum
einen bildet die Verwendung einer 0.25 M 4,5-Dicyanoimidazollésung (DCI) in Acetonitril, die
auch in der Oligonukleotidsynthese Anwendung findet, die Grundlage flr einen quantitativen
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Umsatz. Zum anderen wurde festgestellt, dass sich ein im Vergleich zum Phosphoramidit 75
im Unterschuss eingesetzter Aktivator positiv auf die Produktbildung auswirkte. Des
Weiteren konnte mit der DCI-Lésung als Aktivator die Kupplungsreaktion zwischen dem
entsprechenden Phosphoramidit 75 und d4TDP 15 binnen einer einminltigen Reaktionszeit
durchgefiihrt werden. Die Reaktionszeiten bei der Synthese von DiPPro-d4T-
Diphosphaten 74 betrugen bei Zugabe von ungeléstem DCI aufgrund einer geringeren
Umsetzungsrate meist mehrere Stunden bis hin zu Tagen.””"® Warum DCI als Feststoff nur
einen unvollstédndigen sowie langsameren Umsatz erlaubt, konnte nicht abschlieBend geklart
werden.

Allerdings konnte ein quantitativer Umsatz lediglich erzielt werden, wenn alle Reagenzien
vollstéandig gelést vorlagen. Daher war die Verwendung von d4TDP 15 in seiner Tetra-n-
butylammoniumform unverzichtbar. GleichermaBen war, bedingt durch die hohe Lipophilie
der langkettigen Phosphoramidite 75 (R= C42H,s), der Einsatz eines Lésungsmittelgemisches
aus MeCN/THF unabdingbar. Hierbei war das Lésen der Reagenzien in einem Minimum an
Lésungsmittel ebenso ausschlaggebend fur einen erfolgreichen Verlauf der Reaktion wie die
Durchfuihrung bei Temperaturen zwischen 15-22 °C. Bei h6heren Temperaturen konnte eine
Zersetzung des Zielprodukts 56 und bei niedrigeren Temperaturen eine schlechtere
Umsetzung des d4TDPs 15 beobachtet werden.

Die in dieser Arbeit durchgeflihrten Reaktionsverfolgungen offenbarten jedoch ebenfalls,
dass vor allem bei langkettigen Phosphoramiditen (R= C;2H,s) nach einer Reaktionszeit von
einer Minute nicht immer ein vollstandiger Verbrauch des d4TDPs 15 gegeben ist. Allerdings
brachte eine verlangerte Reaktionszeit keine weitere Produktbildung mit sich. In diesen
Fallen wurde dazu Gbergegangen, trotz des nicht vollstdndigen Umsatzes die Oxidation des
v-Phosphats mit tert-Butylhydroperoxid durchzufiihren. Um dennoch einen quantitativen
Verbrauch des d4TDPs 15 zu erzielen, wurden erneut Phosphoramidit 75 und Aktivator
hinzugegeben. Zuvor wurden alle fllichtigen Bestandteile nach der erstmaligen Oxidation im
Vakuum entfernt, der Riickstand wurde in dem entsprechenden Lésungsmittel aufgenommen
und die Reaktion durch Zugabe weiteren Phosphoramidits 75 mit DCI neu gestartet.
AnschlieBend konnte wieder nach dem Protokoll verfahren werden. Dieser Sachverhalt ist
ebenfalls in Abbildung 52 veranschaulicht, in der letztendlich neben dem vollstandigen
Verbrauch des Edukts 15 auch eine selektive Produktbildung zu beobachten ist.

Nach der erfolgreichen Optimierung der Synthesebedingungen galt es, die Aufarbeitung des
Rohprodukts zu verbessern. Nachdem sich verschiedene Extraktionsversuche aufgrund
unzureichender Phasentrennung als nicht zielfihrend erwiesen hatten, wurde eine
automatisierte saulenchromatographische Reinigung mit RP18-Silicagel angestrebt. Eine
dry load-Préaparation ermdéglichte ein zuverldssiges Auftragen des teilweise klebrigen und
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schwer l6slichen Rohprodukts, wofiir die Substanz auf pH-neutralem Celite® 545 mittels
Gefriertrocknung aufgezogen wurde. Allerdings ist dieser Prozess aufgrund des Entfernens
des Wassers durch die langsame Gefriertrocknung zeitintensiv. Durch eine Anpassung der
Lésungsmittelgemische aus MeCN/Wasser oder THF/MeCN/Wasser an die Lipophilie der
TriPPPro-Verbindungen 56 gelang in der Folge jedoch auch das quantitative Auftragen der
gelésten Rohsubstanz.

Zur Elution wurde zunachst ein stetiger Wasser/Acetonitril-Gradient (5-100%, 0-40 min)
verwendet, was bei den d4TTP-Prodrugs 56 mit R< C;H.3 eine wenig problematische
Isolation des Produkis erlaubte. Allerdings war die Reinigung der hochlipophilen
Verbindungen 56h-k mit R= C,3H,; mit dieser Methode nicht realisierbar, da ihr amphiphiler
Charakter zur Formierung von Mizellen fUhrte, was auch die starke Schaumbildung produkt-
haltiger Fraktionen demonstrierte. Eine Elution des Produkts 56 erfolgte erst bei einem
100%igen Anteil des organischen Lésungsmittels (Acetonitril). Bei der Verwendung von
einem Wasser/THF-Laufmittelgemisch (5-100%, 0-40 min) und durch die damit einher-
gehenden  Retentionszeitverkirzungen konnten jedoch auch diese  TriPPPro-
Verbindungen 56h-k erfolgreich isoliert werden.

Erschwerend bei der Reinigung nahezu aller Prodrugs 56 stellte sich der teilweise
auftretende Bruch der Phosphoranhydridbindung zwischen dem - und y-Phosphat heraus
(Abb. 53). Die daraus resultierenden Phosphatdiester 109, deren Bildung bereits bei den
DiPPro-Verbindungen festgestellt worden war'’>’"}, wiesen ahnliche Retentionszeiten wie die
Prodrugs 56 auf. Da der automatisierte Puriflash 430 jedoch auch UV/VIS-Spektren (DAD-
Detektor) der einzelnen Fraktionen lieferte, konnte das entsprechende Nebenprodukt 109
problemlos detektiert und separiert werden. Dadurch kam es nur in geringem MaBe zu

Ausbeuteverlusten.
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Abb. 53: Bei der Chromatographie von Triphosphat-Prodrugs 56 partiell auftretende Hydrolyse.
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Fir eine Verbesserung der Reinheit wurde die Mehrzahl der Prodrugs 56 C(ber einen
Kationenaustausch an Dowex-NH," in ihre Ammoniumform Uberfiihrt und die Chromato-
graphie wiederholt. Obwohl sich ein quantitativer lonenaustausch NMR-spektroskopisch
nachweisen lie3, konnten die Zielverbindungen 56 letztendlich nicht immer als reine
Ammoniumsalze erhalten werden. Dieses Ph&nomen ist vermutlich darauf zurlickzufihren,
dass wahrend der RP18-Chromatographie ein erneuter teilweiser Austausch auf Tetra-n-
butylammoniumionen stattfand, die sich im Vorwege trotz intensiven Spilens nur
unvollstandig von der S&ule entfernen lieBen. Bei den TriPPPro-Verbindungen 56h-k mit
R= Cy3H,; wurde, bedingt durch das schlechte Ldéslichkeitsverhalten, auf einen lonen-
austausch verzichtet und lediglich die Chromatographie wiederholt. Durch den Einsatz von
Tetrahydrofuran (THF) als organische Komponente im Laufmittel wurde teilweise auch die
zum Produkt zeitgleiche Elution von Diisopropylammoniumsalzen festgestellt, die aber nicht
unterbunden werden konnte. Auswirkungen der Salze auf das Hydrolyseverhalten oder die
antivirale Aktivitat waren nicht zu erwarten.

Exemplarisch sind nachstehend die NMR-spektroskopischen Aufnahmen des d4TTP-
Prodrugs 56e mit R= CgH,; gezeigt. Das 'H-NMR-Spektrum weist das erwartete Verhéltnis
der Masken-Protonen zu den nukleosidischen Protonen von 2:1 auf (Abb. 54). Signale der
Tetra-n-butylammoniumionen sind dagegen keine zu erkennen, weshalb von einem

Vorliegen der reinen Ammoniumform ausgegangen wird.
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Abb. 54: 1H-NMR-Spektrum des TriPPPro-d4TTPs 56e (MeOD-d,, 300 MHz).
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Das "*C-NMR-Spektrum (Abb. 55) beinhaltet Kohlenstoffatome sowohl der Masken als auch
des Nukleosids. Allerdings sind aufgrund der schwachen Intensitat der Signale keine
quartaren Kohlenstoffatome erkennbar, weshalb deren Zuordnung, wie im Experimentellen
Teil dieser Arbeit angegeben, Uber die 2D-Methode HMBC erfolgte. Die in Abbildung 55
hervorgehobenen Jcp-Kopplungen bekraftigen die erfolgreiche Isolierung der gewiinschten
Zielverbindung. Dabei sei das Dublett eines Dubletts des benzylischen Kohlenstoffs erwahnt,

das sowohl aus einer 2Jcp- als auch einer *Jep-Kopplung zum y- bzw. B-Phosphat resultiert.
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Abb. 55: '*C-NMR-Spektrum des TriPPPro-d4TTPs 56e (MeOD-d,, 75 MHz).

Das in Abbildung 56 dargestellte *'P-NMR-Spektrum rundet die NMR-Spektroskopie als
Analysemethode ab. Es zeigt die charakteristischen Aufspaltungen zweier Dubletts fir das
o- und - Phosphat sowie ein Pseudo-Triplett des -Phosphats, wobei auch in Ausnahmen
das erwartete Dublett eines Dubletts erkannt werden konnte. Die Zuordnung von o- und
v-Phosphat erfolgte bereits von ScHULZ"® durch Aufnahme eines 'H,*'P-COSY-Spektrums

und wurde im Rahmen dieser Arbeit bestétigt.
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Abb. 56: * P-NMR-Spektrum des TriPPPro-d4TTPs 56e (MeOD-d,, 162 MHz, entkoppelt).

Die massenspektirometrische Analyse gestaltete sich schwierig. Wahrend die Elektrospray-
ionisations-Technik (ESI"") keinerlei verwertbare Resultate lieferte, wurde versucht,
reproduzierbare Ergebnisse mit der schonenderen Matrix-unterstiitzten Laser-Desorption/
lonisation (MALDI) zu produzieren. Aber selbst mit dieser vergleichsweise milden
lonisierungsmethode wurde der GroBteil der Zielverbindung fragmentiert, sodass priméar die
Zerfallsprodukte, wie Intermediat 57, Phosphatdiester 109e, d4TDP 15 und d4TTP 16,
detektiert wurden. Eine Variation der lonisierungsenergie sowie die Verwendung
unterschiedlicher Matrizen (9AA, DHB) fuhrten zu keiner Verbesserung der Ergebnisse.
Nichtsdestotrotz war im MALDI-Massenspektrum durchgehend auch eine Detektion des
entsprechenden Prodrugs 56 mdglich. Als Beispiel ist in Abbildung 57 das MS-Spektrum des
Bis(nonanoyloxybenzyl)-d4TTPs 56e gezeigt.
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Abb. 57: MALDI-Massenspektrum des TriPPPro-d4TTPs 56e (Matrix: 9AA).
41.5 Synthese eines Bis(nonanoyloxybenzyl)-d4TDP-Prodrugs

Um in den bevorstehenden Analysemethoden zur Charakterisierung des Hydrolyse-
verhaltens sowie der antiviralen Aktivitat eine bestmdgliche Vergleichbarkeit zu den DiPPro-
Verbindungen 74 gewahrleisten zu kdnnen, wurde die Praparation eines exemplarischen
DiPPro-d4TDPs 74e als vorteilhaft empfunden.
Reagenzien wurde bereits in Kapitel 4.1.1 beschrieben. Die Kupplungsreaktion zwischen
dem Phosphoramidit 75e und d4TMP 13 zum Diphosphat-Prodrug 74e wurde unter den flr
die Synthese von d4T-Triphosphat-Prodrugs 56 (Kapitel 4.1.4) optimierten Bedingungen

durchgefihrt (Abb. 58).
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Abb. 58: Darstellung eines DiPPro-d4TDPs 75e nach der fir d4T-Triphosphat-Prodrugs 56

optimierten Vorschrift.
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Allerdings wurde das Prodrug 74e nur in einer Ausbeute von 24% erhalten. Die geringe
Ausbeute ist sowohl auf eine nicht vollstdndige Umsetzung des Edukis 13 als auch auf die
fehlende Berlcksichtigung von Mischfraktionen des Produkts mit dem erneut zu
beobachtenden Phosphatdiester 109 zurlckzufihren. Auf einen Neustart der Reaktion in
Analogie zu den langkettigen TriPPPro-Verbindungen, um einen quantitativen Umsatz zu
erzielen, wurde verzichtet, da der Fokus allein auf der Isolierung des Prodrugs 74e fur die
besagten analytischen Zwecke lag. Somit kann resimiert werden, dass sich die
synthetischen Bedingungen der TriPPPro-Verbindungen sowie die automatisierte
chromatographische Reinigung mithilfe des Puriflashs auf die DiPPro-d4TDP-Prodrugs

Ubertragen lassen.

4.2 Hydrolyseverhalten der d4TTP-Prodrugs

Nach der erfolgreichen Darstellung einer Reihe der TriPPPro-d4TTP 56a-q sollte deren
hydrolytisches Verhalten in verschiedenen Medien untersucht werden. Basierend auf der
Zielsetzung, die intrazellularen Phosphorylierungsschritte vollstdndig zu umgehen, wurde
eine maximale intrazellulare Freisetzung des d4T-Triphosphats 16 angestrebt. AuBerdem
sollte eine hohe extrazellulare Stabilitat erzielt werden.

Zur Simulation der In-vivo-Bedingungen wurden verschiedene Hydrolyseanséatze verfolgt:
Erstens wurde die chemische Stabilitdt bei einem physiologischen pH-Wert von 7.3 im
Phosphatpuffer (phosphate buffered saline, PBS) analysiert. Zweitens wurde eine potenzielle
enzymatische Aktivierung durch die Verwendung von CEM/0-Zellextrakten untersucht, um
die intrazellulare Metabolisierung der Prodrugs méglichst realitdtsnah zu simulieren. Drittens
wurden, um die enzymatische Initierung des Hydrolysemechanismus von Triphosphat-
Prodrugs 56 zu verdeutlichen, Analysen mit dem isolierten Enzym Schweineleberesterase
(pig liver esterase, PLE) durchgeflhrt.

Die Verfolgung der Hydrolysen und die Quantifizierung der Abbauprodukte wurden unter
Verwendung der HPL-Chromatographie durchgefihrt. Bedingt durch das bereits bei der
Reinigung der Prodrugs 56 beobachtete unterschiedliche Elutionsverhalten waren
Anpassungen der HPLC-Methoden an die jeweiligen Verbindungen notwendig. Die Details
der unterschiedlichen Methoden sind dem Experimentellen Teil dieser Arbeit zu entnehmen.
Allerdings sei erwahnt, dass fir die Analyse Uberwiegend die HPLC-Methode A (RP18) mit
einem Tetra-n-butylammoniumlaufpuffer eingesetzt wurde, da sie eine Basislinientrennung
und Identifikation aller nukleosidischen Hydrolyseprodukte gewahrleistete. Bei den kurz-
kettigen d4TTP-Prodrugs 56a, 56b und 561 kam es jedoch durch die ahnlichen Retentions-
zeiten der Prodrugs 56, deren Intermediate 57 und d4TTP 16 zu einer Uberlagerung der
Peaks. Da sich Experimente mit der hydrophilen Interaktionschromatographie (HILIC) bei
den besagten Hydrolysen wegen Peakverbreiterungen, unkontinuierlicher Retentionszeiten
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und Uberlagerungen nicht bewahren konnten, wurde alternativ unter Verwendung einer
RP18-Saule Triethylammoniumacetat als lonenpaarreagenz verwendet. Dadurch eluierten
zwar d4TDP 15 sowie d4TTP 16 zeitgleich und teilweise Uberlagernd mit dem Injektions-
peak, jedoch war eine Bestimmung der Halbwertszeiten der Prodrugs 56a, 56b und 56l
sowie deren Intermediate 57a, 57b und 571 méglich.

Des Weiteren war im Fall des Prodrugs 56j mit R= C,H3s bei Verwendung einer RP18-Saule
in Kombination mit der HPLC-Methode A keine Elution méglich. Daher wurde die Interaktion
der Verbindung 56j mit der stationaren Phase verringert, indem eine RP8-Saule zur Analyse
eingesetzt wurde (HPLC-Methode C).

4.2.1 Hydrolyseverhalten der d4TTP-Prodrugs in Phosphatpuffer (PBS, pH 7.3)
Die rein chemische Untersuchung des Hydrolyseverhaltens in PBS stellte ein unnatirliches
System dar. Jedoch sollte sie erste Hinweise auf die Stabilitt von Prodrugs im
extrazellularen Medium im Organismus, in dem die chemische Hydrolyse eine relevante
Rolle einnimmt, in Abh&ngigkeit von der Lipophilie und Modifikation der Maskierungs-
einheiten liefern. Hierbei wurden Proben der zu analysierenden Verbindungen in Phosphat-
puffer bei pH 7.3 angesetzt und Uber mehrere Wochen bis Monate bei 37 °C inkubiert. Zu
bestimmten Zeitpunkten wurden Proben zur Analyse mittels HPL-Chromatographie
entnommen. Dadurch waren zum einen die Identifikation der Hydrolyseprodukte und zum
anderen die Bestimmung der Kinetik der stattfindenden Abbaureaktionen durch Integration
der Peakflachen mdglich.

Wie bereits einleitend beschrieben, konnte ScHuLz fir DiPPro-d4TDP 74 einen direkten
Einfluss der aliphatischen Reste auf die Stabilitdt feststellen: Je langer Alkylketten des
Prodrugs waren, desto héher fiel auch dessen Stabilitat aus. Allerdings wirkten sich die
erhdéhten Hydrolysehalbwertszeiten auch negativ auf die Produktbildung aus, da vermehrt
eine Hydrolyse der Phosphoranhydridbindung und somit die Freisetzung des unerwiinschten
d4TMPs 13 beobachtet werden konnten. Im Umkehrschluss setzten dagegen die DiPPro-
Verbindungen 74, die eine geringere Stabilitdt aufwiesen, bevorzugt das erwinschte
d4TDP 15 frei. AuBerdem erwiesen sich die Phosphoranhydridbindungen der nach
Abspaltung der ersten Maskierungseinheit erhaltenen Intermediate als wesentlich hydrolyse-
stabiler, was letztendlich die Bildung des d4TDPs 15 beglnstigte. Als Ursache daflr war die
zusatzliche negative Ladung am B-Phosphat anzunehmen, die einen nukleophilen Angriff
unterbindet.

Im Fall der TriPPPro-d4TTP 56 mlssen die zusatzliche Phosphoranhydridbindung und die
aus deren Bruch resultierende Nebenreaktion Berlcksichtigung finden. Damit wére die
Bildung von drei phosphorylierten d4T-Metaboliten Uber verschiedene Hydrolysewege
denkbar, die in Abbildung 59 zusammengefasst sind. Neben einer hohen chemischen
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Stabilitat der Prodrugs 56 und in geringerem Umfang stattfindenden Spaltung der energie-
reichen Anhydridbindungen, die zur Freisetzung von d4TDP 15 (Weg B) und d4TMP 13
(Weg C) fuhren, wurde eine Beglnstigung der Bildung des Intermediats 57 (Weg A) erhofft.
FOr die Abspaltung der ersten Maske ist eine Hydrolyse der Acylesterfunktion mit
anschlieBender spontaner 1,6-Eliminierung (Weg A) beschrieben.” Unter der Voraus-
setzung, dass bei einer Halbwertszeit von tx(1) das intermediar gebildete monomaskierte
Prodrug 57 aufgrund der Repulsionswirkungen der drei vorliegenden negativen Ladungen
keine Hydrolyse der Phosphoranhydridbindungen erlaubt, soll es schlieBlich mit einer
zweiten Halbwertszeit t12(2) zur Freisetzung des d4TTPs 16 kommen.
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Abb. 59: Potenzielle Hydrolysewege von TriPPPro-d4TTP 56.

In Abbildung 60 ist exemplarisch die Hydrolyse in Phosphatpuffer des d4TTP-Prodrugs 56e
mit R= CgH,; dargestellt. Die Zuordnung aller Hydrolyseprodukte erfolgte durch Coinjektion,
da unter anderem auch das Intermediat 57e im Vorwege erfolgreich synthetisiert werden
konnte (Kapitel 4.1.2). Das Wasserfalldiagramm zeigt Chromatogramme der zu
verschiedenen Zeitpunkten entnommenen Proben. Es ist eine deutliche Abnahme des
Prodrugs 56e mit gleichzeitiger Freisetzung des einfachmaskierten Intermediats 57e zu
beobachten. AuBerdem ist schon frihzeitig die Bildung von d4TDP 15 zu erkennen, was
gemal dem Hydrolyseweg B in Abbildung 59 einen Bruch der Phosphoranhydridbindung
zwischen dem B- und y-Phosphat vermuten lasst. Erwartungsgeman ist eine signifikante
Abhéangigkeit der freigesetzten Menge des d4TDPs 15 von der Menge des vorliegendem
Prodrugs 56e feststellbar. Nach der beinahe vollstandigen Hydrolyse des Prodrugs 56e nach
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263 Stunden kommt es nur noch zu einer geringen Zunahme der Peakflache von d4TDP 15.
Diese Beobachtung stitzt die Annahme, dass das d4TDP 15 aufgrund der unzureichenden
repulsiven Wirkung gegenlber Nukleophilen nahezu ausschlieBlich aus dem doppelt-
maskierten Prodrug 56e resultiert. Im Vergleich dazu setzt das an den Phosphoreinheiten
elektronenreichere Intermediat 57e mit zunehmender Inkubationsdauer durch Abspaltung
der zweiten Maske d4TTP 16 frei, das auch beim letzten gemessenen Wert bei 841 Stunden
das vorwiegende Hydrolyseprodukt darstellt. Fir den publizierten Hydrolyseweg A spricht
dabei die erfolgreiche Detektion des 4-Hydroxybenzylalkohols 37, der aus der Hydrolyse des
freigesetzten reaktiven Chinonmethids 36 hervorgeht. Der Bruch der durch die zwei
negativen Ladungen gut abgeschirmten Phosphoranhydridbindung zwischen dem a- und -
Phosphat nahm bei allen durchgefihrten Hydrolysestudien nur eine untergeordnete Rolle
ein. Dieser Umstand ist an der geringen Menge von d4TMP 13 zu erkennen, die wahrend
der in Abbildung 60 gezeigten Studie freigesetzt wird. Dabei ist, bedingt durch die lange
Hydrolysedauer, allerdings auch von einer langsamen chemischen Dephosphorylierung von
d4TDP 15 (HWZ= 1152 Stunden) und d4TTP 16 (HWZ= 1440 Stunden) auszugehen.

|~ TriPPPro-d4TTP 56e

Intermediat 57e “

Injektionspeak \ ‘

Thymin 110

‘ 4-Hydroxybenzyl-
[

N /alkohol 37
1l |

tg [min]
Abb. 60: Hydrolyseverlauf des d4TTP-Prodrugs 56e in PBS bei pH 7.3 (HPLC-Methode A, 266 nm).
Als nachteilig stellte sich der Einsatz von d4T 3 als Modellverbindung heraus. Die Detektion

der Nukleobase Thymin 110 offenbart, dass eine chemische Stabilitdt des Nukleosids Uber
Wochen nicht gegeben ist. Allerdings ergab eine Untersuchung des Hydrolyseverhaltens von
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d4T 3 einen linearer Zerfall, weshalb der Bruch der glykosidischen Bindung keinen Einfluss

auf die Berechnung der Halbwertszeiten der Prodrugs 56 hat.

Um die GréBenordnung der konkurrierenden Hydrolysereaktionen zu visualisieren, wurden
die Peakflachen der Ausgangsverbindung 56e sowie deren Hydrolyseprodukte gegen die
Hydrolysedauer aufgetragen (Abb. 61). Die daflir benétigten Daten wurden aus einem
zweiten Hydrolyseansatz gewonnen, sodass der Untersuchungszeitraum noch erweitert
werden konnte und gleichzeitig die Reproduzierbarkeit des Experiments verdeutlicht werden
kann. In Analogie zu Abbildung 60 ist in Abbildung 61 die bevorzugte Freisetzung von
d4TTP 16 aus dem Intermediat 57e zu erkennen. Diese Beobachtung soll bei der Analyse
der zweiten Halbwertszeit naher diskutiert werden (S. 74). Darlber hinaus ist die bereits
vermutete Abhangigkeit der Zunahme an d4TDP 15 von der vorliegenden Menge des
d4TTP-Prodrugs 56e festzustellen.

® TriPPPro-d4TTP 56e
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* d4TTP 16
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¢ d4TMP 13
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Abb. 61: Verlauf der Hydrolyse des d4TTP-Prodrugs 56e in PBS bei pH 7.3.

Entsprechend der bisher vorgestellten Verbindungen 56e und 57e wurden auch alle anderen
synthetisierten d4T-Triphosphat-Prodrugs 56a-q und 57a,j im PBS-Medium untersucht. Die
ermittelten chemischen Halbwertszeiten t;(1) sind in Abbildung 62 als S&ulendiagramm
aufgefihrt. Die Daten wurden Uberwiegend aus einmalig durchgeflhrten Experimenten
erhalten. Im Folgenden sollen zunachst die ersten Halbwertszeiten vorgestellt und diskutiert
werden, bevor explizit auf die zweiten Hydrolysehalbwertszeiten (S. 74). eingegangen wird.
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Abb. 62: Erste Hydrolysehalbwertszeit der TriPPPro-d4TTP 56a-q und des DiPPro-d4TDPs 74e
in PBS bei pH 7.3.

Erwartungsgeman ist zumindest bis zu Prodrug 56h eine tendenzielle Zunahme der Stabilitat
mit ansteigender Kettenlange zu erkennen. Flr die abweichende erhdhte Halbwertszeit des
Prodrugs 56e mit R= CgH;7 konnte keine Ursache gefunden werden. Eine Wiederholung des
Hydrolyseexperiments flhrte zu einem Ergebnis im Bereich der Fehlertoleranz (HWZ= 56 h).
Eine schrittweise Abnahme der Halbwertszeiten tritt jedoch ab einer Kettenldnge von
R= CisHs, auf. Diese Beobachtung beruht aller Voraussicht nach auf dem L&slichkeits-
verhalten der Verbindungen im wassrigen Medium. Durch deren amphiphilen Charakter
kommt es zur Formierung von Mizellen. Im hydrophoben Kern wird zwar die Spaltung der
Acylesterfunktion verlangsamt, die Phosphoranhydridbindungen an der hydrophilen Ober-
flache erfahren dagegen eine geringere Abschirmung vor nukleophilen Angriffen. Dies wirde
auch den vermehrt auftretenden hydrolytischen Bruch der Bindung zwischen dem B- und y-
Phosphat und die bevorzugte Bildung von d4TDP 15 erklaren (Abb. 63).

Eine andere rdumliche Orientierung des lipophilen Rests und ein verbesserter nukleophiler
Angriff auf die zu spaltende Esterfunktion kénnten bei dem Olsaurederivat 56k (R= C;7Hg3)
far die Verringerung der Stabilitdt verantwortlich sein. Folglich wirkt sich das Vorliegen von
einer Doppelbindung signifikant auf das Hydrolyseverhalten aus. Dementsprechend waren
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zwar eine verglichen mit dem TriPPPro-d4TTP 56j (gleiche Kettenldange) niedrigere
Halbwertszeit von 27 Stunden, aber auch ein erhdhter Anteil an d4TTP 16 festzustellen
(Abb. 63).

Um zu veranschaulichen, inwieweit die Kettenldnge einen Einfluss auf die Menge von durch
Hydrolyse freigesetztem d4TDP 15 hat, sind in Abbildung 63 die prozentualen Anteile der
dominierenden nukleosidischen Hydrolyseprodukte nach dem vollstandigen Abbau der
jeweiligen TriPPPro-Verbindung 56 dargestellt. Da die freigesetzte Menge von d4TMP 13
durchgehend vernachlassigbar klein ausfiel, wurde diese nicht in das Saulendiagramm
aufgenommen. AuBerdem spielt die chemische Dephosphorylierung von d4TTP 16 zu

d4TDP 15 in diesem Zeitrahmen keine relevante Rolle.

Il Anteil d4TDP 15 [%]
I 77 I Anteil d4TTP 16 [%]
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Abb. 63: Prozentuales Verhaltnis der nukleosidischen Hydrolyseprodukte von d4TTP-Prodrugs 56 in
PBS bei pH 7.3 nach dem vollstdndigen Verbrauch von 56 (in Klammern: Inkubationsdauer).

Korrelierend mit den Hydrolysehalbwertszeiten weichen die Inkubationszeiten bis zu einem
vollstandigen Abbau des TriPPPro-d4TTPs 56 deutlich voneinander ab. Eine Auffiihrung der
Prodrugs mit kurzen Resten 56a,b,l konnte nicht vorgenommen werden, da die fir derartige
Verbindungen verwendete HPLC-Methode B keine vollstdndige Separation des Injektions-
peaks von d4TDP 15 und d4TTP 16 gewahrte. Es ist aber aufgrund einer schnellen
Aktivierung anzunehmen, dass aus den kurzkettigen TriPPPro-d4TTP 56a,b,I nahezu
selektiv das dazugehérige Intermediat 57a,b,l und somit nur eine geringe Menge von
d4TDP 15 freigesetzt wurden. Dieser Umstand wird durch die Ubrigen Verbindungen
verdeutlicht, die eine Zunahme des d4TDP-Anteils mit steigender Kettenldnge aufweisen.
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Dies unterstreicht, dass die Hydrolyse der Phosphoranhydridbindung der TriPPPro-
Verbindungen als Konkurrenzreaktion mit einer Erhéhung der Lipophilie und entsprechend
schlechterer Loslichkeit an Bedeutung gewinnt. Bei der Bewertung der Ergebnisse aus
Abbildung 63 ist zu beachten, dass sich die Zunahme des d4TDP-Anteils durch den
exponentiellen Abbau des TriPPPro-d4TTPs 56 mit zunehmender Hydrolysedauer
verlangsamt. Gleichzeitig erhéht sich aber durch die Hydrolyse des Intermediats der Anteil
an d4TTP 16 (2. HWZ, S. 74). Dementsprechend ist die Freisetzung von d4TDP 15 aus den
Prodrugs 56 vor allem in der frihen Phase der chemischen Hydrolyse von Relevanz, in der
groBe Mengen des Prodrugs 56 vorliegen. Dieses Phanomen lasst sich an den
Verbindungen 56¢-h erkennen, bei denen eine hdhere Halbwertszeit zur einer verstarkten
Freisetzung von d4TDP 15 fihrt. Ausnahmen bilden die langkettigen TriPPPro-d4TTP 56i
und 56j. Trotz geringer Hydrolysehalbwertszeiten kommt es zu einer vermehrten Bildung von
d4TDP 15. Dieses Phanomen wird auf die bereits beschriebene Formierung von Mizellen
zurtickgefuhrt (S. 65).

Zusammenfassend konnten fir die aliphatisch maskierten d4TTP-Prodrugs 56a-k bezliglich
ihrer ersten Hydrolysehalbwertszeit dieselben Tendenzen wie fUr die entsprechenden
DiPPro-Verbindungen 74 von SCHULZ beobachtet werden.””! Die Halbwertszeiten der d4TTP-
Prodrugs 56 fielen mit Ausnahme des kurzkettigsten Vertreters 56a geringer aus. Dies wird
auch anhand des zur Kontrolle wahrend dieser Testreihe untersuchten d4T-Diphosphat-
Prodrugs 73e belegt, das eine um 1.8-fach hdhere Halbwertszeit als das analoge
Triphosphat-Prodrug 56e besitzt. Allerdings fihrte die mit zunehmender Kettenlange
beginstigte Mizellenbildung bei 56i und 56j zu einem Bruch der Phosphoranhydridbindung

zwischen B- und y-Phosphat und somit zu einem erhéhten Anteil an d4TDP 15.

Die Untersuchungen der carbonatfunktionalisierten Prodrugs 56l-n zeigen bei Betrachtung
der ersten Halbwertszeit (Abb. 62, S. 65) die fir die Prodrugs 56a-j mit unmodifizierten
Resten beschriebenen Tendenzen. Durch den elekironenschiebenden Effekt des
zuséatzlichen Sauerstoffatoms kommt es zu einer Verminderung der Elektrophilie am
Carbonylkohlenstoff und zu einer Stabilisierung der funktionellen Gruppe. Daraus resultiert
bei der chemischen Hydrolyse bei pH 7.3 im Vergleich zu den aliphatischen d4TTP-Prodrugs
gleicher Kettenlange eine Erhéhung der Halbwertszeit.

Uberraschende Resultate lieferten jedoch die carbamatfunktionalisierten Prodrugs 560-q.
Trotz des Vorliegens zweier potenziell hydrolytisch spaltbarer Carbamatfunktionen in jeder
Maske wurden fur diese Prodrugs signifikant hohere Halbwertszeiten als fir die bereits
diskutierten Derivate erwartet. Denn Carbamatfunktionen weisen durch den aus der
Mesomerie heraus resultierenden Doppelbindungscharakter eine hohe Hydrolysestabilitat
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auf. Im Widerspruch dazu standen die ermittelten Halbwertszeiten (Abb. 62, S. 65), die in der
gleichen GréBenordnung wie die der rein aliphatischen Prodrugs lagen. Zudem wiesen die
beiden langkettigen Carbamat-Prodrugs 56p und 56q mit 48 Stunden die gleiche Halbwerts-
zeit auf. Da auch die kontinuierliche Bildung der Intermediate 57 vermutet werden konnte,
wie die Chromatogramme fiir das Prodrug 560 zeigen (Abb. 64), wurde zunachst von einer
erfolgreichen Initiierung der in Abbildung 48 (S. 49) vorgestellten Kaskadenreaktion oder
einer Hydrolyse der neben den Aromaten befindlichen Carbamatfunktion ausgegangen.
Jedoch konnte die Bildung des 4-Hydroxybenzylalkohols 37 nicht festgestellt werden, die
nach dem postulierten Mechanismus angenommen wurde. Ebenso Uberraschend war die
Tatsache, dass das mutmaBliche Intermediat 570 auch nach 1416 Stunden (= 59 Tage) nicht
weiter zu den d4T-Metaboliten d4TTP 16 oder d4TDP 15 hydrolysierte. Die ungewdhnlichen

Beobachtungen lieBen demzufolge einen alternativen Hydrolyseweg vermuten.
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Abb. 64: Hydrolyseverlauf des Carbamat-d4TTP-Prodrugs 56p in PBS bei pH 7.3
(HPLC-Methode A, 266 nm).

Ein erstes Indiz lieferte die Betrachtung derselben Chromatogramme bei einer Wellenlange
von 220 nm anstatt 266 nm (Abb. 65). Bei einer zur TriPPPro-Verbindung 560 ungleich
héheren Retentionszeit von 16.8 min lasst sich deutlich ein zum potenziellen Intermediat 570
simultan ansteigender Peak erkennen, dem durch Coinjektion die entsprechende intakte
Carbamatmaske 760 zugeordnet werden konnte. Bei einer Retentionszeit von 17.9 min ist
der sich durch Hydrolyse der Phosphoranhydridbindung bildende Phosphatdiester 1090 zu

vermuten.
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Abb. 65: Hydrolyseverlauf des Carbamat-d4TTP-Prodrugs 56p in PBS bei pH 7.3
(HPLC-Methode A, 220 nm).

Waéhrend die Bildung des Phosphatdiesters 1090, dessen eindeutiger Nachweis allerdings
noch ausstand, begrindbar erschien, galt es, einen plausiblen Mechanismus fur die selektive
Freisetzung des Carbamats 760 zu formulieren. Dafir kamen entsprechend Abbildung 66
zwei Anséatze in Frage. So sind zwei unterschiedliche Substitutionsreaktionen aufgrund eines
nukleophilen Angriffs eines Hydroxidions an der Benzylgruppe (Weg A) oder am y-Phosphat
(Weg B,) denkbar. Allerdings ist die Hydrolysevariante B, im Vergleich zu einer nukleophilen
Substitution an der Benzylfunktion nach Hydrolyseweg A als unwahrscheinlicher einzu-
schatzen, da der Bruch der Phosphoranhydridbindung B, thermodynamisch begtinstigt sein
musste. FUr die Variante A sind wiederum zwei Reaktionsmechanismen moglich: Erstens
ware nach einer nukleophilen Substitution erster Ordnung (Sny1) die Bildung eines
mesomeriestabilisierten Benzylkations mit anschlieBender Addition von Wasser denkbar.
Zweitens wilrde auch eine Hydrolyse nach einem Sy2-Mechanismus die Spaltung zum
Intermediat 570 erklaren. Eine weitere Hydrolyse des Intermediats 570 in Analogie zu Weg A
wirde durch die rdumliche Nahe der erhaltenen negativen Ladung am fy-Phosphat zur
Benzylfunktion verhindert werden. Ein Abbau des Intermediats 570 tUber Weg B kann nach
den bereits vorgestellten Ergebnissen bezlglich des Hydrolyseverhaltens von mono-
maskierten Prodrugs 57 ausgeschlossen werden. Folglich wirde der Mechanismus A
ebenso die hohe Stabilitédt von 570 erklaren.
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Abb. 66: Mdgliche Hydrolysewege der Carbamat-d4TTP-Prodrugs 56p-q in PBS bei pH 7.3.

Zur Aufklarung des Hydrolysemechanismus sollten eine NMR-Hydrolysestudie durchgefuhrt
und die anschlieBend sdulenchromatographisch isolierten Produkte charakterisiert werden.
Dadurch sollte gleichzeitig eine eindeutige Zuordnung der Peaks in den Chromatogrammen
ermaoglicht werden.

Die 'H-NMR-Verfolgung des Carbamat-Prodrugs 560 unterstrich die These, dass die
Carbamatfunktionen unter den vorliegenden Bedingungen keine hydrolytische Spaltung
erfahren (Abb. 67). Weder die Bildung der potenziellen Hydrolyseprodukte, wie 4-Hydroxy-
benzylalkohol 37 oder 1,3-Dimethyl-2-imidazolidinon 103, noch eine Verschiebung der
carbamatnahen Protonen zwischen 4.3-0.9 ppm waren zu beobachten. Um eine gegen-
seitige Beeinflussung der Hydrolyseprodukte auf ihre chemische Verschiebung auszu-
schlieBen, wurden zur Kontrolle die beiden Verbindungen 37 und 106 einmal zusammen mit
dem intakten Prodrug vermessen. Jedoch konnten anhand der Verdnderungen der
benzylischen Protonen wichtige Erkenntnisse tber den Hydrolyseverlauf gewonnen werden:
Mit dem Abbau des TriPPPro-d4TTPs 560 (B) ging die Bildung des Intermediats 570 (C),
das in den gezeigten Spektren von einem nukleosidischen Proton Uberlagert wird, und des
Carbamats 760 (A) einher.
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Abb. 67: Hydrolyseverlauf des Carbamat-d4TTP-Prodrugs 560 in PBS bei pH 7.3
(D,O/Aceton-ds 3:2, 400 MHz).

Korrelierende Resultate lieferten auch die dazugehérigen *'P-NMR-Spektren, in denen
neben geringen Mengen von d4TDP 15 lediglich die Freisetzung des Intermediats 570 zu
erkennen war. Die endgiiltige Aufklarung erbrachte die NMR-spektroskopische Analyse aller
dber Chromatographie isolierten Hydrolyseprodukte. Dadurch konnten die in den
Abbildungen 64 und 65 noch in Frage gestellten HPLC-Peaks erwartungsgemaB dem
Intermediat 570 und dem Phosphatdiester 1090 zugeordnet werden.

AbschlieBend galt es, den exakten Hydrolysemechanismus aufzuklaren. Fir die
Untersuchung erschien eine Isotopenmarkierung in Kombination mit Massenspektrometrie
am praktikabelsten. Daflir wurde bei 37 °C die Hydrolyse des Carbamat-Prodrugs 560 in
einem DMSO/PBS (pH 7.3)-Gemisch durchgefuhrt, wobei sich der Puffer abweichend zu
85% aus H,'®0 zusammensetzte. In Verbindung mit dem bereits gewonnenen Wissen iiber
die auftretenden Hydrolyseprodukte war davon auszugehen, dass das '®0O-Sauerstoffisotop
nach der hydrolytischen Spaltung des TriPPPro-d4TTPs 560 entweder am Carbamat 760
oder am fy-Phosphat des einfachmaskierten Intermediats 570 gebunden sein musste.
Tatsachlich konnten im Rohprodukt tber ESI*-MS das Carbamat 760 mit einer um zwei
Masseneinheiten erhdhten Molekularen Masse (Abb. 68) nachgewiesen werden. Mittels
MALDI-MS lieBen sich zudem die phosphorylierten Verbindungen, wie das Intermediat 570,

71



Resultate und Diskussion

d4TDP 15 und der Phosphatdiester 1090, mit ihren natirlichen mittleren Massen detektieren.
Es kann somit geschlussfolgert werden, dass die Hydrolyse zur Freisetzung des
Intermediats 570 Uber eine an der Benzylgruppe stattfindende Sy-Reaktion erfolgt. Mit der
aus der Abspaltung der ersten Maske resultierenden hohen Ladungsdichte nahe dem
reaktiven Zentrum, in Kombination mit der hohen Stabilitdt der Carbamatfunktionen, lasst
sich ebenso begriinden, warum eine Hydrolyse der Carbamat-Intermediate 570-q nicht
festgestellt werden konnte.
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341.1959
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tLdu ‘ ‘ A S | . " L‘l
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Abb. 68: ESI*-Massenspekirum nach der chemischen Hydrolyse des Carbamat-d4TTP-Prodrugs 560
in DMSO/PBS (H,'®0, pH 7.3) bei 37 °C.

Folglich ist eine Spaltung der Carbamatfunktionen bei physiologischem pH-Wert von 7.3-7.4
nicht moglich. Jedoch ist in der Literatur eine Initierung der Kaskadenreaktion im sauren
Milieu beschrieben.!'” Dementsprechend wurde eine Hydrolysestudie mit dem Carbamat-
Prodrug 57p unter Verwendung eines Phosphatpuffers bei pH 6.0 durchgefiihrt, dessen
pH-Wert somit dem in Tumorgewebe entspricht. Allerdings konnten keine Auswirkungen des
veranderten pH-Werts auf den Hydrolysemechanismus festgestellt werden.

Der Erfolg der biologisch abbaubaren Polymerstrukturen von DEWIT und GILLIES!'® muss
verglichen mit den Carbamat-TriPPPro-d4TTP 560-q differenziert betrachtet werden, da das
Entfernen der in der Literatur eingesetzten endstédndigen Boc-Schutzgruppe bei deutlich
saureren Bedingungen vorgenommen wurde. AuBerdem stellt Boc durch die Mdglichkeit der
Bildung eines tertidren Carbokations im Gegensatz zu aliphatischen Alkylketten eine sehr
gute Abgangsgruppe dar. Auf eine Hydrolyse der Prodrugs 560-q bei niedrigeren pH-Werten
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wurde verzichtet, da die Bedingungen in Bezug auf die Prodrugs nicht anwendungs-
spezifisch gewesen waren.

Natdrlich galt es, der Vollstéandigkeit halber zu Uberprifen, ob dieser Mechanismus auch bei
den aliphatisch maskierten bzw. carbonatfunktionalisierten TriPPPro-d4TTP-Prodrugs 56a-n
berlcksichtigt werden muss. So wurden tber HPLC bei den Chromatogrammen (220 nm)
der entsprechenden Verbindungen 56 mit geringer Intensitédt die Phenylester 76 detektiert.
FUr eine exaktere Untersuchung der Hydrolyse wurde das Triphosphat-Prodrug 56e fir eine
Woche in Analogie zu dem beschriebenen Experiment der Isotopenmarkierung in PBS (in
H,'®0) inkubiert. Nach dem Entfernen des Lésungsmittels im Stickstoffstrom wurde das
Rohprodukt massenspektrometrisch untersucht. Dabei konnten Gber MALDI-MS die mittleren
Massen der phosphorylierten Metabolite, wie das Intermediat 57e, d4TTP 16 und d4TDP 15,
detektiert werden. Die HRMS-ESI lieferte dagegen keine verwertbaren Ergebnisse. Es sei
jedoch angemerkt, dass die ESI-Messtechnik generell fir Verbindungen mit einer geringen
Molekularen Masse (<200 m/z) ungeeignet ist. Da in Bezug auf die Hydrolyse der
Maskierungseinheit vor allem von dem kleinmassigen 4-Hydroxybenzylalkohol 37 als Spalt-
produkt ausgegangen wurde, war dieses Resultat nicht Gberraschend. Als Alternative diente
mit der ElektronenstoB-lonisation (El) die klassische lonisationsmethode, Uber die neben
einer geringen Menge des '®O-markierten Phenylesters 76e der '®*O-markierte 4-Hydroxy-
benzylalkohol 37 als Basispeak nachgewiesen werden konnte (Abb. 69). Unabhangig von
dem hohen Grad der Fragmentierung beim El kann geschlussfolgert werden, dass auch die
Hydrolyse der ersten Maskierungseinheit der TriPPPro-d4TTP 56a-n bevorzugt Uber eine
nukleophile Substitution an der Benzylgruppe ablauft. Der 4-Hydroxybenzylalkohol 37,
dessen Bildung in den Chromatogrammen stets zu beobachten war, entstand folglich primar
durch einen verzogert stattfindenden Zerfall des entsprechenden Phenylesters 76.

Eine Bestatigung dieses Sachverhalts ergaben auch Untersuchungen mit einer
asymmetrisch maskierten TriPPPro-Verbindung (Kapitel 4.9). Es zeigte sich, dass die
Geschwindigkeit der Abspaltung der ersten Maske nicht in dem MafBe von der Konstitution
des aliphatischen Rests abhangig ist, wie es nach dem postulierten Mechanismus zu

erwarten gewesen ware.["
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Abb. 69: EI-MS nach der chemischen Hydrolyse des d4TTP-Prodrugs 56e in DMSO/PBS
(H,'®0, pH 7.3) bei 37 °C.

Nach der Bestimmung der ersten Hydrolysehalbwertszeit t;2(1) der d4TTP-Prodrugs 56 in
Phosphatpuffer und der Aufklarung des Hydrolysemechanismus sollte gleichermal3en der
Abbau des monomaskierten Intermediats 57 mit t;2(2) untersucht werden. Daflir musste
zundchst die jeweilige TriPPPro-Verbindung 56 vollstandig umgesetzt worden sein. Zum
Vergleich sollten die drei synthetisch dargestellten Intermediate 56a,e,j einer Hydrolyse
unterzogen werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 70 gezeigt.

Bei der Gegenuberstellung der Ergebnisse aus den Abbildungen 62 (S. 65) und 70 sind
signifikante Differenzen zwischen den Halbwertszeiten ty,(1) und t,2(2) der Prodrugs 56a-k
zu erkennen. Diese stehen im Einklang mit den Hydrolyseergebnissen der DiPPro-
Verbindungen."?7"%2 AuBerdem folgte die Hydrolyse der zweiten Maskierungseinheit der
TriPPPro-d4TTP 56 selektiv Uber eine Hydrolyse der Acylesterfunktion und somit dem
beschriebenen Mechanismus. Die carbamatfunktionalisierten Intermediate 570-q erfuhren
jedoch, wie bereits erwahnt (S. 68), keine weitere Hydrolyse, weshalb auf eine Integration in
Abbildung 70 verzichtet wird. Dennoch sei in diesem Zusammenhang erwéahnt, dass die
chemische Stabilitdt der Phosphoranhydridbindungen der Carbamat-Intermediate 570-q
erstaunlich hoch ausfiel. So blieben die Intermediate 570-q Uber einen Zeitraum von zwei
Monaten vollstdndig intakt. Damit besitzen sie eine hdhere Stabilitdt als Tri- oder
Diphosphatnukleoside.
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Abb. 70: Zweite Hydrolysehalbwertszeit der TriPPPro-d4TTP 56a-q und des DiPPro-d4TDPs 74e
sowie die Halbwertszeit der Intermediate 57a,e,j in PBS bei pH 7.3.

Im Gegensatz zu den ersten Halbwertszeiten ist fir t12(2) bei den TriPPPro-d4TTP 56a-j
tendenziell eine Zunahme der Stabilitat in Korrelation mit der Kettenldnge zu beobachten.
Eine Ausnahme bildet, wie bei der ersten Hydrolysehalbwertszeit, erneut das Ols&ure-
derivat 56k, das trotz seiner hohen Kettenldnge mit 92 Stunden eine ahnliche Stabilitat wie
das kurzkettigste Derivat 56a (HWZ= 75 h) besitzt. Die im Vergleich zur ersten Halbwertszeit
der TriPPPro-d4TTP 56i,j mogliche Einordnung der zweiten Halbwertszeit ergibt sich aus der
erhéhten Polaritdt und somit verbesserten Ldslichkeit. Eine Mizellenbildung ist dadurch
ausgeschlossen. Auch ty,(2) der carbonatfunktionalisierten Prodrugs 56l-n zeigen den
erwarteten Trend und weisen zudem erwartungsgeman héhere Werte als die unmodifizierten
Derivate entsprechender Kettenlange auf.

Die Daten wurden in einmalig durchgefihrten Experimenten ermittelt, weshalb Unregel-
maBigkeiten wie bei 56g und 56h auf experimentelle Fehler zurtickzuflhren sein kdnnten.
Nichtsdestotrotz konnte ein direkter Einfluss der Lange der Alkylkette auf die Stabilitat der
Acylesterfunktion bestatigt werden. Einzig Uberraschend war die Halbwertszeit des
synthetisch dargestellten Intermediats 57e mit R= CgH;7, dessen Wert deutlich unter dem
des aus der Hydrolyse erhaltenen Intermediats lag. Eine Wiederholung des Experiments
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bestétigte die Korrektheit der Werte. Dieses Phanomen wurde jedoch auch in bisher
unver6ffentlichten Studien beobachtet. Eine Erklarung konnte dagegen bislang nicht
gefunden werden, vor allem da der Unterschied bei den Intermediaten 57a und 57j weniger
deutlich ausfiel.

AuBerdem scheint die im Vergleich zu den DiPPro-NDP-Prodrugs zusatzliche Phosphat-
einheit bzw. die additive Elektronendichte einen positiven Einfluss auf die Stabilitat zu haben,
wie die erhéhte Halbwertszeit von 56e gegentber dem DiPPro-Analogon 74e demonstriert.
Um die Dimensionen der Unterschiede in den Halbwertszeiten noch etwas besser zu
veranschaulichen, sind die Daten in Abbildung 71 zusammengefasst. Die Werte von t5(2)
liegen 4-15-fach Uber den Werten von ty(1), was unter anderem auf die unterschiedlichen
Hydrolysemechanismen zurlckgefihrt werden kann.
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Abb. 71: Vergleich der Hydrolysehalbwertszeiten t;,(1) und ty2(2) der d4TTP-Prodrugs 56a-n
in PBS bei pH 7.3.

Trotz der langen Inkubationszeiten wurde durchgehend eine Akkumulation von d4TTP 16
festgestellt (Abb. 72). Eine Limitierung der Anzahl der Proben machte es unmdglich, einen
idealen Zeitpunkt fir die Datenerfassung zu ermitteln, wodurch sich die Unterschiede in der
Inkubationsdauer in Abbildung 72 erklaren lassen. In Bezug auf die voranschreitende
chemische Hydrolyse vom d4TTP 16 zum d4TDP 15, die in diesem Zeitrahmen eine
entscheidende Rolle einnimmt, ist eine Interpretation der Ergebnisse nur bedingt mdéglich.
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Nichtdestotrotz demonstriert auch dieses Diagramm in Analogie zu Abbildung 63 (S. 66) die
Abnahme des d4TTP-Anteils mit zunehmender Kettenlange.
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Abb. 72: Verhaltnis von d4TDP 15 zu d4TTP 16 (in Klammern: Inkubationsdauer).

Da der Bruch der Phosphoranhydridbindung beim Intermediat 57 als Konkurrenzreaktion zu
dem postulierten Mechanismus, der die Hydrolyse der Acylesterfunktion vorsieht, elektro-
statisch gehindert ist, ist der erhéhte Anteil an d4TTP 16 wenig Uberraschend. AbschlieBend
soll Abbildung 73 die Hypothese unterstreichen, dass bei der chemischen Hydrolyse des
Intermediats 57 selektiv d4TTP 16 freigesetzt wird. Daflr wurde das synthetisch dargestellte
Mono(alkanoyloxybenzyl)-d4TTP-Intermediat 57e in Phosphatpuffer bei pH 7.3 inkubiert. Die
erhaltenen Chromatogramme sind erneut als Wasserfalldiagramm zusammengefasst.
Hierbei ist nur eine geringe Menge von d4TDP 15 detektierbar, wobei dieses mit groBer
Wahrscheinlichkeit als ein Resultat des Abbaus von dem zuvor freigesetzten d4TTP 16
anzunehmen ist. Wie bereits erwéhnt, bekréftigt eine hydrolytische Studie in PBS mit
d4TTP 16 diese These, indem sie mit einer Halbwertszeit von 1440 Stunden eine langsame
Dephosphorylierung des d4TTPs 16 zum d4TDP 15 zeigt.
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Abb. 73: Hydrolyseverlauf des MAB-d4TTP-Prodrugs 57e in PBS bei pH 7.3
(HPLC-Methode A, 266 nm).

Hiermit konnte bestatigt werden, dass nach dem vollstdndigen Verbrauch des zweifach-
maskierten Prodrugs 56 aus dem Intermediat 57 selektiv das Triphosphat 16 freigesetzt wird.

4.2.2 Hydrolyseverhalten der d4TTP-Prodrugs in CEM/0-Zellextrakten

Far eine moglichst realititsnahe Simulation der Hydrolyse im biologischen Medium wurden
Studien in CEM/0-Zellextrakten durchgefiihrt. Die Extrakte wurden von PROF. BALZARINI und
PROF. SCHOLS von der Universitat Leuven (Belgien) zur Verfligung gestellt und dort auch zur
Evaluierung der antiviralen Aktivitat der Prodrugs gegentber HIV verwendet (Kapitel 4.3). Es
sollte festgestellt werden, welche Auswirkungen eine enzymatische Aktivierung der Acyl-
esterfunktion oder einer Modifikation auf die Hydrolysegeschwindigkeit sowie auf die
Zusammensetzung der Hydrolyseprodukte hat. Im Fall der d4T-Diphosphat-Prodrugs 74
wurde durch die in den Extrakten enthaltenen Enzyme, wie Esterasen und Lipasen, eine im
Vergleich zur chemisch induzierten Hydrolyse im Mittel um den Faktor elf verringerte
Hydrolysehalbwertszeit bestimmt.””! Diesen Effekt galt es, gleichermaBen fiir die TriPPPro-
d4TTP 56 zu untersuchen. Dafir wurden erneut Lésungen der Prodrugs 56 in einem
DMSO/Wasser-Gemisch angesetzt und nach der Zugabe von Zellextrakten fir definierte
Zeitraume bei 37 °C inkubiert. Abweichend zu dem im Arbeitskreis etablierten Verfahren
wurde allerdings auf Magnesiumchlorid als Zusatz verzichtet. In der Vergangenheit wurden
bei einer Erhdhung der Mg**-Konzentration eine Labilisierung und folglich eine vermehrte
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Spaltung von Phosphoranhydridbindungen beobachtet.[”® Gleichzeitig zeigte sich, dass das
Fehlen des zusatzlichen Magnesium-Cofaktors keine Auswirkung auf die Halbwertszeiten
der Prodrugs und somit keinen Einfluss auf die Aktivitdt der Enzyme hat. Die Ermittlung der
Hydrolysekinetiken erfolgte, wie im vorherigen Kapitel 4.2.1 beschrieben, mittels HPLC.
Abweichend mussten aber zur Beendigung der Hydrolysereaktion die Enzyme deaktiviert
werden. Die Durchfiihrung gestaltete sich jedoch mit zunehmender Lipophilie der Prodrugs
schwieriger. Wahrend die Proteine im Fall der kurzkettigen Prodrugs 56a-g (R< C;1H3) nach
der etablierten Methode durch Zugabe von Methanol prazipitiert werden konnten, lagen die
langkettigen TriPPPro-d4TTP 56h-k unter diesen Bedingungen nur unvollstandig gelést vor.
Um die Reproduzierbarkeit sowie aussagekréftige Ergebnisse zu gewdéhrleisten, mussten
Alternativen gesucht werden. Als zielfiihrend stellten sich Denaturierungsprozesse heraus,
die allein auf physikalischen Einfliissen basieren. Die Ansatze der Prodrugs 56h,i,k wurden
mit dem Ziel eines Reaktionsabbruchs umgehend mit fliissigem Stickstoff auf -196 °C
gekUhlt. Zudem wurden die Proben nach dem Auftauen fir zehn Minuten im Ultraschallbad
behandelt. Durch das Einfrieren sollte eine Kéltedenaturierung der Proteine bewirkt werden.
Die anschlieBende Ultraschalleinwirkung sollte die Denaturierung unterstitzen und beim
Auftauen die vollstandige Solvatation des unverbrauchten Prodrugs sowie gegebenenfalls
dessen Hydrolyseprodukte ermdglichen. Tatsachlich konnten nach dieser Prozedur die
Ergebnisse erfolgreich reproduziert werden. Eine Ausnahme stellte das TriPPPro-d4TTP 56j
mit R= C4;H35 dar, bei dem Uber die beschriebene Methode nur minimale Mengen mittels
HPLC detektiert werden konnten. Die unzureichende Ld&slichkeit und die Mizellenbildung
sorgten vermutlich fir einen Verbleib im InkubationsgeféB oder im Spritzenfilter. Da eine
Filtration vor der Injektion in die HPLC zum Entfernen der unléslichen Zellbestandteile
unumganglich war, wurden die entsprechenden Hydrolysereaktionen durch Zugabe von
THF, das sich im Vorwege bei der Synthese und Chromatographie des Prodrugs 56j als
Lésungsmittel bewahrt hatte, und durch Kihlung auf -196 °C abgebrochen. Nach einer
Ultraschallbehandlung konnte anschlieBend auch die Untersuchung des hochlipophilen
Prodrugs 56j erfolgreich durchgefiihrt werden. Alle weiteren Informationen zur Durchfiihrung
sind im Experimentellen Teil dieser Arbeit ausfuhrlich beschrieben.

Im Vergleich zu den Halbwertszeiten der chemischen Hydrolyse lasst sich die erwartete
starke Beschleunigung eines enzymkatalysierten Abbaus der TriPPPro-Verbindungen 56
feststellen (Abb. 74). Basierend auf der hohen Geschwindigkeit ist davon auszugehen, dass
die chemische Hydrolyse in Zellextrakten nur eine untergeordnete Rolle einnimmt. Dieser
Umstand sollte durch einen nahezu neutralen pH-Wert der Extrakte von 6.9 verstarkt
werden. Allerdings darf dieser Effekt insbesondere bei der Betrachtung des d4TTP-
Prodrugs 56j in Zellextrakien nicht ganzlich vernachlassigt werden, da schon bei der
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Hydrolyse in Phosphatpuffer ein vergleichsweise schneller Zerfall zum d4TDP 15 durch
einen Bruch der Phosphoranhydridbindung zu beobachten war.
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Abb. 74: Vergleich der Hydrolysehalbwertszeiten t;,5(1) der TriPPPro-d4TTP 56a-n und des
DiPPro-d4TDPs 74e in PBS bei pH 7.3 und in CEM/0-Zellextrakten.

Beispielsweise verlauft die Hydrolyse des kurzkettigsten d4T-Prodrugs 56a in den Extrakten
360-mal schneller als in Phosphatpuffer. Eine derart schnelle intrazelluldre Abspaltung der
Masken wirde die Rickdiffusion des Prodrugs 56 durch die Zellmembran, resultierend aus
der erhdhten Polaritdt der Hydrolyseprodukte, nach dem "lock-in"-Effekt unterbinden.
Allerdings werden gerade die kurzkettigen Prodrugs, bedingt durch die geringe Lipophilie, in
einer spateren Anwendung keine Rolle spielen. Erstens ist die Wahrscheinlichkeit deutlich
geringer, dass die Prodrugs wegen ihrer chemischen Instabilitdt ihren Wirkungsort intakt
erreichen. Zweitens sind derartige Prodrugs selbst mit zwei Masken aufgrund eines
unzureichenden Ausgleichs der negativen Ladungen an den Phosphateinheiten nicht in der
Lage, in die Zellen zu diffundieren. Einen indirekten Nachweis flr die ineffiziente Zell-
aufnahme liefern die antiviralen Daten (Kapitel 4.3). Diese und eine Zellaufnahmestudie
(Kapitel 4.13) zeigen, dass nur Prodrugs mit R= CgH;; eine ausreichende Lipophilie fir eine

gute Permeabilitdt besitzen und somit von hdéherer medizinischer Relevanz sind. Der
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Umstand, dass die Differenz zwischen der chemischen und der enzymatischen Stabilitat mit
zunehmender Kettenlange tendenziell abnimmt, erscheint dagegen unerheblich. Denn die
enzyminitiierten Hydrolysen der Prodrugs 56e-h mit R= CgH;; verlaufen 15-30-mal schneller.
Merklich schlechter fallen dagegen die Unterschiede bei den Prodrugs 56i-k aus, die
allerdings auch in der geringen Halbwertszeit bzw. der niedrigen chemischen Stabilitat
begriindet liegen.

Bei der vollstdndigen Betrachtung aller Hydrolysehalbwertszeiten der d4T-Triphosphat-
Prodrugs 56a-j lasst sich ein stetiger Anstieg mit zunehmender Kettenlange feststellen
(Abb. 74). Dieses Phanomen ist woméglich auf den durch den verstarkten sterischen
Anspruch erschwerten Zugang des Enzyms zur Acylfunktion zurlckzufiihren. Gleichzeitig
wirde dies aber auf das Fehlen von Lipasen in den Zellextrakten hindeuten, die die
entsprechende Substratspezifitdt besitzen sollten, die Spaltung der langkettigen Prodrugs zu
katalysieren. Moglicherweise kann der Effekt aber auch mit einer Verschlechterung des
Léslichkeitsverhaltens der mit zunehmender Kettenldnge lipophiler werdenden Prodrugs
begriindet werden. Dies wurde bereits sowohl bei der chemischen Hydrolyse (Kapitel 4.2.1)
als auch in diesem Kapitel im Zusammenhang mit der Aufarbeitung der Hydrolysel6sungen
diskutiert.

Die besten Ergebnisse lieferten die carbonatfunktionalisierten Verbindungen 561-n, bei
denen die enzymkatalysierte Hydrolyse konstant um den Faktor 33 schneller ablief. Damit
zeichnen sie sich durch eine hohe chemische Stabilitat aus, lassen sich aber zugleich durch
die in den Extrakten vorliegenden Esterasen schnell spalten. AuBerdem weisen sie
unabhangig von ihrer Kettenlange Halbwertszeiten in der gleichen GréBenordnung auf.

Auf detaillierte Studien der carbamatmodifizierten Prodrugs 560-q wurde aus Kostengriinden
bezlglich der Zellextrakte verzichtet, da Carbamate keine Substrate fir die vorliegenden
Esterasen darstellen. Erstaunlicherweise war jedoch in einem Testansatz die Halbwertszeit
des Carbamat-TriPPPro-d4TTPs 560 mit 5.5 Stunden verglichen mit der Halbwertszeit der
chemischen Hydrolyse (27 h) beinahe um den Faktor flnf erniedrigt. Allerdings wurde im
Gegensatz zu allen weiteren Prodrugs 56a-n eine Akkumulation des monomaskierten
Intermediats 570 beobachtet. Selbst nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden konnte in
Zellextrakten kein Zerfall der Verbindung 570 festgestellt werden, was somit auch gegen
eine enzymatische Spaltung der ersten Maske spricht. Daher kann angenommen werden,
dass die in den Zellextrakten vorliegenden Salze einen nicht unerheblichen Einfluss auf die
Stabilitat der Prodrugs haben. Eine hohe Hydrolysestabilitat der Intermediate 560-q wurde
bereits bei der Untersuchung der Hydrolyse in Phosphatpuffer ermittelt (Kapitel 4.2.1).
Ebenso wurde in dieser Studie nur ein minimaler Unterschied zwischen der Hydrolyse-
geschwindigkeit des DiPPro-d4TDP-Prodrugs 74e und des TriPPPro-d4TTP-Prodrugs 56e
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bestimmt. Dies lasst darauf schlieBen, dass das aktive Zentrum der Enzyme keine negative

Beeinflussung durch die zusatzliche Phosphateinheit erfahrt.

Exemplarisch soll die in Abbildung 75 gezeigte Hydrolyse des d4TTP-Prodrugs 56e
vorgestellt und diskutiert werden. Die Bildung einer geringen Menge des einfachmaskierten
Intermediats 57e findet bereits nach einer Inkubationszeit von einer halben Stunde in den
Zellextrakten statt. Gleichzeitig ist auch die Freisetzung von d4TDP 15 und d4TTP 16 zu
erkennen, obwohl beide Peaks mit Komponenten der Zellextrakte Uberlagern. Die im
Vergleich zu den Zellbestandteilen geringfligig abweichenden Absorptionsmaxima der
Nukleotide ermdglichen jedoch den Nachweis, dass die d4T-Metabolite die Hauptflache
dieser Peaks ausmachen. Eine Differenzierung von d4TMP 13 und den zeitgleich

eluierenden Hauptbestandteilen der Extrakte ist dagegen nicht moglich.
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Abb. 75: Hydrolyseverlauf des d4TTP-Prodrugs 56e in CEM/0-Zellextrakten.

Uber einen Zeitraum von 480 Minuten findet eine voraussichtlich schrittweise Degradation
des TriPPPro-d4TTPs 56e Uber das Intermediat 57e bis hin zum d4TTP 16 statt. Das
freigesetzte Intermediat 57e wird simultan abgebaut, was auf eine niedrigere oder zumindest
ahnliche Hydrolysehalbwertszeit im Vergleich zur Ausgangsverbindung 56e hindeutet.
Folglich war eine Bestimmung der Halbwertszeit der hydrolytisch erhaltenen Intermediate 57
in den Zellextrakten nicht méglich. Auch wenn die Hydrolyse noch nicht vollstandig beendet
war, wurde das Experiment nach acht Stunden abgebrochen, da aufgrund von
Denaturierungsprozessen eine kontinuierliche Aktivitat der Zellextrakte in der Folge nicht
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mehr gewdhrleistet werden konnte. Bis zu diesem Zeitpunkt ist die Akkumulation von
d4TDP 15 zu erkennen, was aller Voraussicht nach auf das Vorhandensein von
Phosphatasen zurickzufihren ist, die die Dephosphorylierung des d4TTPs 16 katalysieren.
Eine unabhéngige Untersuchung der d4T-Metabolite ergab, dass d4TDP 15 mit 60 Stunden
im Vergleich zu d4TTP 16 mit nur 38 min eine wesentlich héhere Halbwertszeit in den
Zellextrakten besitzt. Damit kdnnte die Anreicherung von d4TDP 15 erklart werden.
Zusatzlich bestéatigt dieser Umstand aber auch den Erfolg des Konzepts. Da die
Konzentration an d4TTP 16 Uber den kompletten Hydrolysezeitraum nahezu stabil bleibt,
obgleich eine rasche Dephosphorylierung zum d4TDP 15 erfolgt, muss konsequenterweise
permanent auch die Bildung des Triphosphats 16 aus dem MAB-Intermediat 57e stattfinden.
Des Weiteren wurde der Versuch unternommen, mit Phosphataseinhibitoren der Firma
Sigma-Aldrich eine kontinuierliche Dephosphorylierung des d4TTPs 16 zu unterbinden.
Daflir wurden den Hydrolyselésungen 2 uL eines 1:1-Gemisches aus den Cocktails 2 (Cat.
No. P5726: Natriumorthovanadat, Natriummolybdat, Natriumtatrat, Imidazol) und des
Cocktails 3 (Cat. No. P0044: Cantharidin, (-)-p-Bromtetramisol, Calyculin A) zugesetzt.
Allerdings fielen die Resultate bei der Hydrolyse des d4T-Prodrugs 57e nicht génzlich
zufriedenstellend aus (Abb. 76).
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Abb. 76: Hydrolyseverlauf des TriPPPro-d4TTPs 56e in CEM/0-Zellextrakten

unter Verwendung von Phosphataseinhibitoren.

Eine Inhibierung der Phosphatasen musste entsprechend die Konzentration an d4TTP 16
maximieren. Jedoch wurden schon zu Beginn der Hydrolyseuntersuchung gro3e Mengen
von d4TDP 15 detektiert. Eine Destabilisierung der Phosphoranhydridbindung durch die
Salzzusétze, wie sie fiir Magnesiumchlorid beschrieben wurde”®, und somit der Zerfall des
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Prodrugs 56e zum d4TDP 15 sind nicht auszuschlieBen. Ein Indiz dafir stellt die
Verringerung der Halbwertszeit des Prodrugs 56e von 150 min auf 96 min in Verbindung mit
dem Inhibierungscocktail dar. Allerdings ist die Wahrscheinlichkeit einer chemischen
Hydrolyse in diesem Zeitrahmen auch unter salzhaltigen Bedingungen sehr gering. Diese
These wird dadurch bekraftigt, dass keine Bildung des Phosphatdiesters 109e beobachtet
werden konnte, der, resultierend aus einem Bruch zwischen B- und y-Phosphat, zumindest
temporar hatte nachweisbar sein muissen.

In einem Kontrollexperiment wurde bei der alleinigen Betrachtung der Hydrolyse des d4T-
Triphosphats 16 durch das Vorhandensein der Inhibitoren eine Erh6hung der Halbwertszeit
um den Faktor funf auf 180 min ermittelt. Dies spricht zumindest fir eine Wirksamkeit der
Zusétze, jedoch fur keine quantitative Inhibierung der Phosphatasen. Auch in diesem
Zusammenhang ist eine chemische Dephosphorylierung aufgrund der Salzzusétze nicht
auszuschlieBen. Sie erscheint in dieser Zeitspanne allerdings unwahrscheinlich.

Letztendlich konnte die Konzentration an d4TTP 16 in diesem Experiment (Abb. 76) im
Vergleich zu den vorherigen Hydrolyseansatzen von d4TTP-Prodrugs 56 zwar erhéht
werden, der Beweis einer selektiven Freisetzung von d4TTP 16 aus der TriPPPro-
Verbindung 56e bzw. dem Intermediat 57e in den Zellextrakten konnte jedoch nicht erbracht

werden.

Einen wichtigen Hinweis auf einen gewlinschten Verlauf der enzymatischen Hydrolyse
lieferte die Auswertung der Hydrolysen der kurzkettigen Prodrugs 56 mit R< CgHq7;. So
konnte bei einer Verklrzung der Kettenldnge eine Erhdhung des Anteils an d4TTP 16 im
Verhéltnis zu d4TDP 15, bedingt durch die geringeren Halbwertszeiten, beobachtet werden.
Der Anteil des d4TDPs 15 stieg erst mit zunehmender Inkubationszeit an. Dieser Umstand
spricht fir einen erfolgreichen Ablauf des postulierten Mechanismus und den Erfolg des auf
d4T-Triphosphate Ubertragenen BAB-Konzepts.

Die Prodrugs 56a,b,I mussten entsprechend der Hydrolyse in Phosphatpuffer mittels HPLC
mit einem TEAA-Puffer untersucht werden, um eine Basenlinientrennung von Prodrug und
Intermediat zu erzielen (Kapitel 4.2.1). Eine Separation von d4TDP 15 und d4TTP 16 war mit
diesem lonenpaarreagenz nicht mdéglich. Daher wurde die MALDI-MS als eine alternative
Analysemethode zur qualitativen Bestimmung der d4T-Metabolite eingesetzt. Exemplarisch
wurde die HPLC-Eluatfraktion des d4T-Prodrugs 56a mit R= CH3 (15 Minuten Inkubations-
zeit), in der die entsprechenden Hydrolyseprodukte 15 und 16 zu vermuten waren, isoliert
und durch Gefriertrocknung vom Lésungsmittel befreit. Das erhaltene MALDI-Spektrum der
Fraktion zeigt neben d4TDP 15 ebenfalls d4TTP 16 (Abb. 77), was auf eine erfolgreiche
Freisetzung Letzteren aus dem Prodrug 56a wahrend der Zellextrakthydrolyse schlieBen
lasst. Eine quantitative Aussage Uber die Zusammensetzung konnte Uber diese Methode
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allerdings nicht vorgenommen werden, da Triphosphate mit MALDI-MS generell schwieriger
als Diphosphate zu ionisieren sind.
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Abb. 77: MALDI-MS von d4TDP 15 und d4TTP 16 als Produkte der Hydrolyse des
TriPPPro-d4TTPs 56a in CEM/0-Zellextrakten.

Nach den bisher gewonnenen Erkenntnissen bezuglich des Verhaltens der Intermediate 57
wahrend der Hydrolyse der TriPPPro-Verbindungen 56 im Zellmedium fielen die Ergebnisse
der synthetisch dargestellten Intermediate 57a,e,j wenig Uberraschend aus (Abb. 78). Wie
vermutet, weisen die MAB-Prodrugs 57 in den Zellextrakten geringere Halbwertszeiten als
die entsprechenden zweifachmaskierten Verbindungen 56 auf. Somit ist die im Gegensatz zu
der Hydrolyse in PBS ausbleibende Anreicherung der Intermediate 57 bei der Hydrolyse der
TriPPPro-d4TTP 56 im Zellmedium zu erklaren. Vermutlich ist die geringere Stabilitat der
einfachmaskierten Intermediate 57 auf die bessere Zuganglichkeit der Enzyme im Vergleich
zu den sterisch anspruchsvolleren TriPPPro-d4TTP 56 zurtickzufuhren. Aufgrund der grof3en
Differenz zwischen der chemischen und der enzymatischen Stabilitdt bei den hochlipophilen
Intermediaten 57 besaBen derartige monomaskierte Verbindungen die idealen Grundvoraus-
setzungen fur einen "lock-in"-Effekt. Nattrlich misste die Permeabilitat der mit drei negativen
Ladungen augenscheinlich sehr polaren Substanzen gegeben sein.
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Abb. 78: Vergleich der Hydrolysehalbwertszeiten der MAB-Prodrugs 57a,e,j
in PBS bei pH 7.3 und in CEM/0-Zellextrakten.

4.2.3 Hydrolyseverhalten der d4TTP-Prodrugs im PLE-Medium

Obwohl in CEM/0-Zellextrakten und somit im biologischen Medium eine erfolgreiche Frei-
setzung des Nukleosidtriphosphats 16 nachgewiesen werden konnte, wurde ein zusatzlicher
Versuch unternommen, den Grad der Selektivitdt der enzymatischen Spaltung zu
visualisieren. Daflr wurde erneut eine Hydrolyseldsung der Prodrugs 56a-n in einem
DMSO/PBS-Gemisch angesetzt. Durch Zugabe einer Ldsung, bestehend aus isolierter
Schweineleberesterase (pig liver esterase, PLE) und Phosphatpuffer (pH 7.3), wurde die
Hydrolysereaktion gestartet. Die PLE wurde bereits von JESSEN® zum Nachweis des
"lock-in"-Verhaltens entsprechender cycloSal-Prodrugs eingesetzt und erschien aufgrund
ihrer Stabilitdt und Selektivitdt ebenso fir Experimente mit Triphosphat-Prodrugs geeignet.
Die verwendete Menge der PLE wurde so gewahlt, dass sowohl die erste als auch die zweite
Hydrolysehalbwertszeit des TriPPPro-d4TTPs 56e binnen eines Tages bestimmt werden
konnte. Uber dieselbe Methode wurden anschlieBend alle weiteren Prodrugs beziiglich ihres
Hydrolyseverhaltens im PLE-Medium untersucht. Wie sich dabei herausstellte, wurde mit
dem Modellprodrug 56e eine gute Wahl getroffen. Durch die Substratspezifitdt des Enzyms
katalysiert dieses insbesondere die Spaltung von Acyl- und Carbonatester mit einer Léange
von 6-8 Kohlenstoffeinheiten (t;,2(1)= 0.8 min). Zudem erscheint die Aktivitat unabhangig von
der Anzahl der Phosphateinheiten, wie die Analyse des DiPPro-d4TDP-Prodrugs 74e mit
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einer Halbwertszeit von 0.9 min ergab. Die Selektivitadt der PLE kann durch die Auffiihrung
der ersten Hydrolysehalbwertszeiten aus Abbildung 79 enthommen werden.
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Abb. 79: Hydrolysehalbwertszeiten t,2(1) der TriPPPro-d4TTP 56a-n mit PLE in PBS (pH 7.3).

Wie angegeben, besitzen die Halbwertszeiten der Prodrugs 56d und 56e die geringsten
Werte, wahrend kleinere und groBere Reste zu einer exponentiellen Zunahme der
Stabilitaten flihren. Bei den Prodrugs mit R= Cy3H,s war zusétzlich ein verstarkter Einfluss
der chemischen Hydrolyse als Konkurrenzreaktion anzunehmen. Entsprechend wurde mit
zunehmender Inkubationsdauer auch die Bildung von d4TDP 15, resultierend aus dem
Zerfall des TriPPPro-d4TTPs 56, beobachtet. Interessanterweise besitzt das Olsaurederivat
unter den enzymatischen Bedingungen eine 1.5-fach héhere Halbwertszeit als bei der Unter-
suchung in Phosphatpuffer (Kapitel 4.2.1). Dabei gilt es jedoch zu berlcksichtigen, dass die
Untersuchungen der langkettigen Verbindungen im PLE-Medium, bedingt durch die an die
Studien in den Zellextrakten angepasste Prozedur zur Aufarbeitung der Hydrolysel6sungen,
mit einem gréBeren Fehler belastet sind. Dies wird durch die Standardabweichungen der
exponentiellen Ausgleichskurven belegt, die der Ubersichtlichkeit halber nicht aufgefiihrt
sind.

Als Beispiel einer esterasekatalysierten Spaltung soll der Hydrolyseverlauf des d4T-
Prodrugs 56e diskutiert werden (Abb. 80). Bereits nach drei Minuten ist das TriPPPro-
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d4TTP 56e selektiv zum Intermediat degradiert worden. Die Geschwindigkeit in Kombination
mit der Selektivitat bestéatigt deutlich die bereits vermutete enzymatische Spaltung der Acyl-
esterfunktion. Die rasch ablaufende und selektive Hydrolyse des Intermediats 57e sowie die
Freisetzung des 4-Hydroxybenzylalkohols 37 belegt zudem die Initierung des Spalt-
prozesses nach dem postulierten Mechanismus durch die Esterase. Wie zu erkennen ist, ist
die geringe Menge von d4TDP 15 bereits vor dem Reaktionsstart in der Lésung enthalten
und erfahrt wahrend der Verfolgung nur eine unbedeutende Zunahme.

=~ TriPPPro-d4TTP
Intermediat 57e ” r o-d S6e

d4TTP 16 |

4-Hydroxybenzyl-
alkohol 37 \~ A\

d4TDP 15

Abb. 80: Hydrolyseverlauf des TriPPPro-d4TTPs 56e mit PLE in PBS (pH 7.3).

Neben der Mdglichkeit der Coinjektion von d4TTP 16 bei der HPLC-Untersuchung wurde die
Etablierung einer weiteren Analysemethode zum Nachweis der erfolgreichen Freisetzung
des Nukleosidtriphosphats angestrebt. Um den pharmakologisch aktiven Triphosphat-
metaboliten nachzuweisen, wurde in Zusammenarbeit mit THIAGO DINIS DE OLIVEIRA eine
Primer-Verlangerungsstudie (primer-extension-assay) durchgefihrt (Abb. 81). Daflr muss
ein entsprechender Primer, der eine radioaktive Markierung tragt, an einer RNA-Sequenz
hybridisieren. In Gegenwart der natirlichen Nukleosidtriphosphate ist die Reverse
Transkriptase in der Lage, den zum RNA-Template komplementaren DNA-Einzelstrang zu
synthetisieren. Mittels einer denaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese (polyacrylamid
gel electrophoresis, PAGE) ist die Analyse der spezifischen DNA mdglich.

Far die Durchfihrung wurde zun&chst das TriPPPro-d4TTP 56e in einem zweiten Ansatz bis
zum vollstdndigen Verbrauch von Prodrug 56e und Intermediat 57e im PLE-Medium
hydrolysiert und anschlieBend das Lésungsmittel im Stickstoffstrom entfernt. Fir den Assay
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wurde die HIV-Reverse-Transkriptase zusammen mit den Triphosphaten von 2'-Desoxy-
adenosin, 2'-Desoxyguanosin sowie 2'-Desoxycytidin und dem PLE-Hydrolysat anstelle des
natirlichen Thymidintriphosphats inkubiert. Erwartungsgeman fuhrte die Inkorporation von
d4TTP 16 aufgrund der fehlenden 3'-OH-Funktion zu einem sofortigen Kettenabbruch
(Bahnen 3-6). Das Kontrollexperiment mit allen vier natirlichen Nukleosiden ergab dagegen
eine vollstandige Elongation (Bahn 2). Mit dem Primer-Extension-Assay konnte somit die
erfolgreiche Freisetzung des d4TTPs 16 Uber das TriPPPro-Konzept verdeutlicht werden.
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Abb. 81: Primer-Extension-Assay mit HIV-Reverse-Transkriptase: PLE-Hydrolysat, basierend auf
TriPPPro-d4TTP 56e (T*); dCTP (C); dGTP (G); allen natirlichen Triphosphaten (N);
dATP, dCTP, dGTP und dem Hydrolysat von 56e (N*).

Fir die Bestimmung der zweiten Hydrolysehalbwertszeit wurden lediglich die relevanten
Prodrug-Verbindungen herangezogen, das heiBt diejenigen, deren erste Halbwertszeit in
PLE noch eindeutig von den chemischen Halbwertszeiten zu differenzieren war (R< Cy1Has).
Entgegen der Resultate in den Zellextrakien, in denen die Intermediate 57 geringere
Halbwertszeiten als die entsprechenden TriPPPro-d4TTP 56 aufwiesen, ist voraussichtlich
durch die repulsive Wechselwirkung der polaren Intermediate 57 mit der Esterase eine
Erhéhung der Halbwertszeiten festzustellen. Allerdings muss vergleichend berticksichtigt
werden, dass in den Extrakten ein Enzymgemisch vorliegt, das in der Summe deutlich
unspezifischer fungiert. Die Schweineleberesterase lieferte dagegen fir beide Halbwerts-
zeiten korrelierende, aus der Substratspezifitat resultierende Ergebnisse (Abb. 82). Dabei
wurde dennoch auch bei den beiden besten Substraten 56d und 56e die zweite Maske um
etwa den Faktor 120 langsamer als die erste Maske gespalten. Weiterhin fallt die im
Vergleich zu der passenden TriPPPro-Verbindung 56e um den Faktor neun erniedrigte Halb-
wertszeit des DiPPro-d4TDPs 74e auf. Diese l&sst darauf schlieBen, dass sich im Fall der
PLE das Vorhandensein der additiven Phosphateinheit bei Triphosphat-Prodrugs zumindest
bei der Abspaltung der zweiten Maskierungseinheit negativ auf die Interaktion mit dem

Enzym auswirkt.
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4228

Abb. 82: Zweite Hydrolysehalbwertszeiten der TriPPPro-d4TTP 56a-g
mit PLE in PBS (pH 7.3).

Durch die Experimente mit PLE konnte die enzymatische Initiierung nach dem postulierten
Hydrolysemechanismus bewiesen werden, wodurch erstmalig ein Triphosphat-Prodrug-
Konzept die direkte Freisetzung des biologisch aktiven Wirkstoffs ohne limitierende
intrazellulare Phosphorylierungsschritte ermdglicht.

4.3 Antivirale Aktivitat der d4TTP-Prodrugs

Fir einen indirekten Nachweis einer Penetration der Zellmembran von Anti-HIV-Substanzen
kann die Bestimmung der antiviralen Aktivitdt herangezogen werden. Folglich wurden in
Kooperation mit PROF. BALZARINI und PROF. SCHOLS von der Universitat Leuven (Belgien) die
im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Prodrugs 56a-q auf ihre Aktivitdt gegentber den
beiden HI-Virustypen untersucht. Daftr wurden mit HIV-1 bzw. HIV-2 infizierte T-Lympho-
zyten des Wildtyps (CEM/0) und eine Zelllinie (CEM/TK’), in der keine Expression der
Thymidinkinase stattfindet, verwendet. In CEM/TK'-Zellen kénnen dementsprechend keine
Thymidinderivate, wie beispielsweise d4T 3, in ihre Monophosphate Gberfuhrt werden. Ein
Verlust der antiviralen Aktivitat der TriPPPro-Verbindungen 56 in dieser Zelllinie wére, eine
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effektive intrazellulare Freisetzung des Triphosphats 16 aus dem Prodrug vorausgesetzt, mit
einer unzureichenden Membrangéangigkeit oder einem extrazellularen Zerfall gleichzusetzen.
Es war anzunehmen, dass die Lipophilie der zu untersuchenden Verbindungen in diesem
Assay den entscheidenden Faktor darstellt, da sie bei passiver Diffusion die Permeabilitat
gewahrleistet. Um die verschiedenen Verbindungen bezuglich ihrer Polaritdt im Verhaltnis
zueinander abzuschatzen, kénnen die Retentionszeiten der Prodrugs bei der RP18-HPLC in
Relation gesetzt werden.!"””! In Abbildung 83 sind die Chromatogramme der Reinsubstanzen

aufgefihrt.

R=CHj a
q CoHs b
CyHg c
CgH13 d
CgHq7 e
CgHyg f
Ci1Ho3 g
CqgHo7 h
CqsHzq i
Ci7H351i
(2)-Cq7H33 k
OCHg |
OCgH4{7m

_HM

OC1 2H25 n

T 1 11 1T 111t 11111 T T 1T 71 NCHgCgHigNOs) o
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

t, [min]
: NCH5(C17H35NO0) q

Abb. 83: Retentionszeiten der TriPPPro-d4TTP 56a-q (HPLC-Methode A, 266 nm).

Da das d4T-Prodrug 56j bei der Verwendung einer RP18-S&ule nicht eluierte und daher mit
einer RP8-Saule analysiert wurde, ist diese Verbindung nicht in Abbildung 83 integriert.
Erwartungsgeman fuhrt eine zunehmende Lange der Alkylkette zu einer Verschiebung zu
héheren Retentionszeiten, was folglich einer Erhéhung der Lipophilie gleichkommt. Dies gilt
ebenso fir die modifizierten Reste. Allerdings weisen die Carbonate in Bezug auf die
absolute Kettenlange, bedingt durch das zusatzliche Sauerstoffatom, eine verminderte
Lipophilie im Vergleich zu den rein aliphatischen Derivaten auf.

Die erhaltenen Resultate der antiviralen Tests sollen im Folgenden anhand von Saulen-
diagrammen veranschaulicht werden. Dabei sind die ECsy-Werte angegeben, d. h. die
effektive Konzentration eines Wirkstoffs, bei der bei 50% der Zellen die Virusreplikation
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unterdriickt ist. Bei der Betrachtung der Werte fir die TriPPPro-d4TTP 56 gegentber HIV-1
(Abb. 84) sowie HIV-2 (Abb. 85) ist bei den aliphatischen Prodrugs 56a-k die Tendenz zu
héheren Aktivitaten mit zunehmender Lipophilie zu erkennen. Diese ist vermutlich auf die
verbesserte Membrangangigkeit zurlickzufihren. Ausnahmen stellen die Prodrugs 56h und
56i dar. Diese UnregelmaBigkeit kénnte auf dem schlechten L&slichkeitsverhalten der beiden
Prodrugs im Kulturmedium beruhen. Im Gegensatz dazu scheint das Prodrug 56j mit
R= Ci7H3s aufgrund der gunstigeren Mizellenbildung die Zellmembran wieder besser
durchdringen zu kdnnen, worauf ein zu d4T 3 halbierter ECs-Wert hindeutet. Insgesamt
weisen alle Prodrugs gegendber HIV-1 nur eine geringfligig schlechtere oder sogar eine
verbesserte Anti-HIV-Aktivitat im Vergleich zum Nukleosid d4T 3 auf.

1,8

1,6 1

1,4 3
o

0,72

Abb. 84: Antivirale Aktivitat der TriPPPro-d4TTP 56a-q gegenuber HIV-1 in CEM/0-Zellen;

ECso: 50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation.
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Abb. 85: Antivirale Aktivitat der TriPPPro-d4TTP 56a-q gegenuber HIV-2 in CEM/0-Zellen;

ECso: 50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation.

Auch die Werte der Carbonat-Verbindungen 56l-n liegen in der gleichen GréBenordnung,
wenngleich keine Tendenz erkennbar ist. Das DiPPro-d4TDP 74e lasst sich entsprechend
der Lipophilie (Abb. 83, S.91) einordnen und zeigt eine mit dem TriPPPro-d4TTP 56f
vergleichbare Aktivitat.

Unter dem Gesichtspunkt der Polaritat zeigen die carbamatfunktionalisierten Prodrugs 560-q
im Vergleich zu allen weiteren Triphosphat-Prodrugs 56a-n gegeniber beiden Virustypen die
schlechteste antivirale Aktivitat. Allerdings erschwert die groBe Standardabweichung im Fall
der Carbamat-Prodrugs 560-q eine zuverlassige Interpretation der Ergebnisse. Unter
Einbeziehung der Resultate aus den Hydrolysestudien (Kapitel 4.2.1 und 4.2.2) sind diese
ECso-Werte auf den ersten Blick erstaunlich, da sowohl in den chemischen als auch den
enzymatischen Untersuchungen lediglich eine nahezu selektive Degradation der
Prodrugs 560-q zu den entsprechenden Intermediaten 570-q zu beobachten war. Ein Abbau
zu weiteren Metaboliten, wie d4TDP 15 oder d4TTP 16, fand nur in sehr untergeordnetem
MaBe statt. Ob die geringe Menge von d4TDP 15 und eine intrazelluldre Phosphorylierung
desselben zum d4TTP 16 durch die NDPK fir einen inhibitorischen Effekt ausreicht, ist als

unwahrscheinlich anzunehmen. Es ist daher davon auszugehen, dass im intrazellularen
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Medium das monomaskierte Prodrug 57q das dominierende Abbauprodukt von der
entsprechenden TriPPPro-Verbindung 56q darstellt.

Fir die Bestatigung eines TK-Bypasses gilt es, die antiviralen Daten heranzuziehen, die bei
der Verwendung von CEM/TK-defizienten Zellen erhalten wurden. Eine Aktivitat wéare einer
erfolgreichen Diffusion des Prodrugs 56 durch die Zellmembran gleichzusetzen, da die
phosphorylierten d4T-Metabolite d4TMP 13, d4TDP 15 und d4TTP 16 die Membran nicht
durchdringen kénnen und von d4T 3 als Nukleosid keine antivirale Wirkung ausgehen kann.
Aus den Resultaten lassen sich jedoch keine Erkenntnisse bezliglich der Metabolisierung
des Prodrugs in der Zelle gewinnen, da neben der Freisetzung von d4TTP 16 auch diejenige
von d4TDP 15 oder d4TMP 13 eine antivirale Aktivitdt bewirken wirde. Denn durch die
vorhandenen Kinasen TMPK und NDPK kénnten auch d4TMP 13 und d4TDP 15 zum
Triphosphat 16 phosphoryliert werden. Fir einen direkten Beweis, dass die TriPPPro-
Verbindungen 56 intrazellular das Reverse Transkriptase inhibierende d4T-Triphosphat 16
freisetzen, misste eine Zelllinie verwendet werden, die keine Nukleosiddiphosphatkinase
exprimiert. Eine derartige Zelllinie steht der Forschung bisher allerdings nicht zur Verfigung.
Eine Alternative ist die Verwendung eines Nukleosids, dessen Phosphorylierung vom Di-
zum Triphosphat ineffizient katalysiert wird. Dieser Sachverhalt wird in Kapitel 4.5
aufgegriffen.

In Abbildung 86 ist zu erkennen, dass auch in TK-Zellen mit einer Erh6hung der Lipophilie
die Zunahme der antiviralen Aktivitat einhergeht, was insbesondere durch die hohe Aktivitat
des d4TTP-Prodrugs 56j verdeutlicht wird. Folglich sind langkettige Prodrugs eher in der
Lage, die Zellmembran zu penetrieren. Ein Eindringen der kurzkettigen Prodrugs 56a-d mit
R< C¢H43 durch passive Diffusion erscheint aufgrund einer zu geringen Lipophilie dagegen
nur geringfigig mdéglich. Die Resultate legen offen, dass bei den aliphatischen Derivaten
eine Kettenlange von R= CgH;; bendtigt wird, um die Membrangangigkeit zu gewabhrleisten.
Analoge Tendenzen sind bei den TriPPPro-d4TTP 56l-q mit modifizierten Resten zu
erkennen. Fir Carbonat-Prodrugs 56l-n erscheint eine Kette mit acht Kohlenstoffeinheiten
zum Ausgleich der geladenen Phosphateinheiten als ausreichend. Im Gegensatz dazu zeigt
bei den carbamatfunktionalisierten Prodrugs 560-q nur das langkettigste Prodrug 56q eine
Aktivitat in TK-Zellen.
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Abb. 86: Antivirale Aktivitat der TriPPPro-d4TTP 56a-q in CEM/TK'-Zellen;
ECso: 50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation.

In einer unabhangigen Testreihe wurde das MAB-Prodrug 57j mit R= C4;H35 bezlglich seiner
antiviralen Aktivitat untersucht. Die Ergebnisse in Tabelle 1 zeigen, dass auch diese
Verbindung trotz der drei vorliegenden negativen Ladungen eine ausreichende Lipophilie zu
besitzen scheint, um die Zellmembran durchdringen zu kénnen. Dies unterstreichen die im
Vergleich zu d4T 3 um den Faktor drei verbesserten ECso-Werte in den mit HIV-1 und HIV-2
infizierten Zellen. Des Weiteren lasst sich eine Uberraschend gute Aktivitat in TK'-Zellen
feststellen. Eine reprasentative Beurteilung ist mit dieser bisher einmaligen Untersuchung
jedoch nicht mdglich. Allerdings sollte in Zukunft eine Charakterisierung von lipophilen
Intermediaten 57 in Bezug auf die antiviralen Eigenschaften der TriPPPro-Verbindungen 56

weiter verfolgt werden.
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Tab. 1: Antivirale Aktivitdt des MAB-Prodrugs 57j gegenulber HIV-1 und HIV-2 in CEM/0-
und in CEM/TK'-Zellen.

ECso [lJ«M][a] CCso [lJ«M][b]
CEM/0 CEM/TK CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
MAB-Prodrug 57j 0.24 £0.14 1.04 £ 0.38 1.55+1.3 25+9
d4T 0.76 £ 0.38 33714 > 50 79+3

[a] 50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation. [b] 50% zytotoxische Konzentration. Die

Werte wurden jeweils aus zwei bis drei unabhangigen Experimenten bestimmt.

Bezliglich der Zytotoxizitat konnten CCso-Werte bestimmt werden, die fiir Prodrugs in einem
moderaten Bereich und teilweise in der gleichen GréBenordnung wie d4T 3 liegen (Abb. 87).
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Abb. 87: Zytotoxizitaten der TriPPPro-d4TTP 56a-q in CEM/0-Zellen;

CCsp: 50% zytotoxische Konzentration.

Interessanterweise ist auch hier eine tendenzielle Zunahme des Toxizitatswerts — mit Aus-
nahme des Prodrugs 56i — korrelierend mit der Lipophilie der Prodrugs 56 zu erkennen.
Dieser Umstand kénnte auf den beglnstigten Zelleintritt lipophiler Substanzen zuriick-
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zuflihren sein, wodurch intrazellular die freigesetzte Menge von d4TTP 16 erhdht wird. Eine
zu hohe d4TTP-Konzentration kdénnte wiederum den zellularen Stoffwechsel negativ
beeinflussen. Die hdchsten Toxizitdtswerte zeigten neben dem d4TDP-Prodrug 74e die
carbamatmodifizierten Prodrugs 56p und 56q. Fir Letztere ist bei der Metabolisierung die
Bildung von gesundheitsschéadlichen Verbindungen nicht auszuschlie3en.

4.4 Fazit der Synthese und Charakterisierung der d4TTP-Prodrugs

Durch eine Optimierung der Reaktionsbedingungen und des chromatographischen
Verfahrens konnte in dem ersten Teil dieser Arbeit ein effizienter Zugang zu TriPPPro-
Verbindungen entwickelt werden. Innerhalb der Syntheseroute ergab lediglich die Synthese
des Diphosphatbausteins trotz unterschiedlicher Ansatze keine zufriedenstellenden
Resultate. Dennoch gelang die erfolgreiche Darstellung einer Reihe von d4T-Triphosphat-
Prodrugs 56a-q. Die chemischen und enzymatischen Hydrolysestudien verdeutlichen die
bisherige Einmaligkeit des Konzepts. Insbesondere die enzymatische und damit fur den
medizinischen Einsatz relevante Freisetzung des biologisch aktiven Triphosphats konnte
nachgewiesen werden. Korrelierend wurde auch eine antivirale Aktivitdt gegenlber den
beiden Virustypen HIV-1 und HIV-2 beobachtet, die erwartungsgemaf von der Lipophilie der
Maskierungseinheiten abhangig ist. Des Weiteren blieb die Anti-HIV-Aktivitat in TK-Zellen
erhalten, was sowohl auf eine Permeabilitdt der Prodrugs schlieBen als auch die intra-
zellulére Freisetzung von phosphorylierten Verbindungen vermuten lasst.

4.5 Erweiterung des TriPPPro-Konzepts auf verschiedene Nukleosidanaloga
Nach der erfolgreichen Synthese einer Serie von d4TTP-Prodrugs 56a-q und der Analyse
ihres Hydrolyseverhaltens sowie der antiviralen Aktivitat sollte das TriPPPro-Konzept nach
d4T 3 ebenso auf weitere Nukleoside Ubertragen werden. Um eine generelle Anwendbarkeit
des Konzepts zu verdeutlichen, sollten Nukleoside verwendet werden, die ein breites
Spektrum an Modifikationen am Glykon und an der Nukleobase vorzuweisen haben. Somit
wurde auch erstmals die Darstellung eines Purinanalogons nach dem BAB-Konzept
angestrebt, nachdem in der Vergangenheit lediglich die chemisch stabileren Thymidin- und
Uridinanaloga Anwendung gefunden hatten.[278:8291.92]

In Abbildung 88 ist die Auswahl von Nukleosiden gezeigt, auf die das TriPPPro-Konzept
angewendet werden sollte. Dabei wurden die Verbindungen nach drei Kategorien geordnet:
Gruppe A umfasst die Nukleoside, die in der antiviralen Therapie bereits zugelassen sind
und folglich eingesetzt werden. Neben den gegen HIV wirksamen RT-Inhibitoren AZT 1,
ddl 2, ABC 4 und ddC 8 wurde mit BVdU 49 auch ein Anti-HSV-Wirkstoff in die Unter-
suchungen einbezogen. Gruppe B schlieBt sowohl Thymidinderivate, wie ddT 31 und das
carbozyklische carba-dT 111, als auch unterschiedliche Uridinderivate, wie AZU 112,
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d4U 40, ddU 41 und FddCIU 113, ein. Den Pyrimidinanaloga stehen zuztiglich zu dem in der
Therapie eingesetzten ddl 2 die potenziellen NRTI ddA 114 und ddG 115 mit Purin als
Grundgerlst gegentber. Flr weitere analytische Studien sollte auch eine TriPPPro-
Verbindung des natirlichen Nukleosids Thymidin 83 (Gruppe C) synthetisiert werden,
wodurch unter anderem die aus den Maskierungseinheiten resultierende toxische Wirkung

ermittelt werden sollte.

A
0 NH,
N
\EkNH )ﬁ/\/ ﬁ\/g </ NH </ I‘\/‘\
kj HO o "oy 1/_\) e
OH
Zidovudin 1 (AZT) Brivudin 49 (BVdU) Zalcatibin 8 (ddC) Didanosin 2 (ddl) Abacavir 4 (ABC)
B 0 0 0 0
NH NH NH NH
HO N/J“o HO N’go HoNs N/J%O HO N/go
OH
. - carba-D-2'-Desoxy- 3’-Azido-2’,3"-didesoxy- 2°,3-Desoxy-2",3"-
3"-Desoxythymidin 31 (AdT) " idin 111 (carba-dT) uridin 112 (AZU) didehydrouridin 40 (d4U)

0 Q NH, o)
ﬁNH HN | cl Ne N N
LK A ¢ ) S B%
) AL
HO (N0 HO\|OO N HO- (N N HO- N N” “NH,

2°,3’-Didesoxy- 2°,3’-Didesoxy-
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Abb. 88: Nukleoside zur Darstellung von TriPPPro-NTP-Prodrugs. A: Zur antiviralen Therapie

zugelassen; B: Potenzielle NRTI ohne Zulassung; C: Natirliches Nukleosid.

4.5.1 Metabolisierung der Nukleoside

In dem folgenden Abschnitt werden zunéachst die intrazelluldre Metabolisierung sowie die
Besonderheiten der verschiedenen nukleosidischen Inhibitoren diskutiert. Entscheidend fir
eine antivirale Aktivitdt der beschriebenen Nukleoside ist eine von intrazellularen Kinasen
katalysierte Uberfiihrung in ihre Triphosphatform.
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4.5.1.1 Metabolisierung von verschiedenen Thymidin- und Uridinanaloga

Als ein natlrliches Substrat wird Thymidin 83 von Kinasen im Zytoplasma effizient zum
Triphosphat 116 phosphoryliert. Hierbei Gbernehmen die Thymidin-, die Thymidylat- und die
Nukleosiddiphosphatkinase die schrittweise Phosphorylierung zum bioaktiven Thymidin-
triphosphat 116 (Abb. 89). Der Metabolismus des unnatlrlichen Thymidinderivats AZT 1
wurde bereits in Kapitel 2.3 vorgestellt und diskutiert. Den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt stellt dabei die Umsetzung des AZTMPs 14 zum AZTDP 28 mittels der TMPK

dar.[42,64]

Nukleosid-
Thymidin- Thymidylat- diphosphat-

Nuki 18se Nuavp  Kmase | nuwpp @SS NukTe

Nucl=T 83, AZT 1, ddT 31, carba-dT 111, AZU 112, d4U 40, ddU 41, FddCIU 113

Abb. 89: Metabolismus von Thymidin- und Uridinanaloga.

Far die Metabolisierung der Thymidinanaloga ddT 31 und carba-dT 111 kann die Beteiligung
der gleichen Enzyme angenommen werden (Abb. 88). Carbozyklische Nukleoside, wie
carba-dT 111, besitzen im Glykon anstelle des Ringsauerstoffs eine Methylengruppe. Diese
Substitution bewirkt signifikante Differenzen in Bezug auf Struktur und Reaktivitat im
Vergleich zu glykosidischen Nukleosiden. Die hohe Stabilitdt des Cyclopentanrings
verhindert nicht nur die chemische Hydrolyse, sondern auch den enzymatischen Abbau
durch die Thymidin-Phosphorylase und folglich auch die Verstoffwechselung des
Nukleosids.!"%'%! Der antiviralen Wirksamkeit liegt im Gegensatz zu AZT 1 und d4T 3 ein
abweichender Wirkmechanismus zugrunde. Da eine 3'-Hydroxylfunktion vorliegt, findet nach
dem Einbau von carba-dT 111 kein sofortiger Kettenabbruch (immediate chain termination)
statt. In Inhibitionsstudien konnte gezeigt werden, dass die Transkription durch die Reverse
Transkriptase aufgrund eines verzdgerten Kettenabbruchmechanismus (delayed chain
termination) zum Erliegen kommt.""” Vor allem fiir D-Analoga wurden vielversprechende
Aktivitdten gegeniiber HIV nachgewiesen.!''"'2

Des Weiteren legten Untersuchungen offen, dass an den Phosphorylierungen der Uridin-
analoga d4U 40, ddU 41 und AZU 112 ebenfalls die Enzyme Thymidin- bzw. Thymidylat-
kinase beteiligt sind.""*""*! Allerdings zeigte sich eine merklich geringere katalytische
Effizienz, die unter anderem mithilfe von molecular modeling auf konformative Unterschiede
im aktiven Zentrum der Enzyme im Gegensatz zu den Thymidinanaloga zurtickgefihrt
werden konnte. Aber auch die Phosphorylierung durch die NDPK zur pharmakologisch
aktiven Triphosphatform, die im Fall von d4U 40 und ddU 41 eine hohe antivirale HIV-
Aktivitat besitzt®® 14uft nur unzureichend ab.®® Dementsprechend besitzen die DiPPro-
Verbindungen dieser Nukleoside nur sehr geringe Anti-HIV-Aktivitdten. FOr derartige
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Substanzen kénnte die Anwendung des TriPPPro-Konzepts hilfreich sein, um einen
erfolgreichen Bypass aller Phosphorylierungsschritte zu gewahrleisten.

Das gleiche Repertoire an Enzymen wird ebenfalls fir die Phosphorylierung von 2',3'-Dides-
oxy-3'-fluor-5-halogenuridinen zu deren Triphosphatspezies angenommen.!""® Urspriinglich
hatte 3'-Desoxy-3'-fluorthymidin 117 (FLT, Abb. 90) zur Intensivierung der Entwicklung
halogenierter Analoga geflhrt. FLT 117 besitzt eine im Vergleich zu AZT 1 geringfligig
bessere Metabolisierungsrate, wie eine zwei- bis dreifach héhere Triphosphatkonzentration
in Inkubationsstudien mit MT4-Zellen demonstrierte.l"'”! Aufgrund der guten Anti-HIV-Aktivitat
in vitro wurde FLT 117 in Kklinischen Studien getestet, zeigte dabei allerdings eine
hamatologisch toxische Wirkung. In weiteren Untersuchungen stellte sich heraus, dass das
chlorsubstituierte Raluridin 113 (FddCIU) eine gute Affinitdt zur Thymidinkinase und
gleichzeitig geringe Toxizitatswerte aufweist. Wie bei AZT 1 ist auch bei FAddCIU 113 die

Umsetzung zum Diphosphat gehemmt.[''®"®!

3’-Desoxy-3’-fluorthymidin 117 (FLT)

Abb. 90: FLT 117 als Ausgangssubstanz flr die Entwicklung halogenierter Nukleosidanaloga.

4.5.1.2 Metabolisierung von BVdU

In Abbildung 88 (S. 98) ist mit Brivudin 49 (BVdU) auch ein hochselektives Herpes-
Therapeutikum aufgeftihrt. Aufgrund seiner hohen Aktivitat sowohl gegenliber dem Varizella-
Zoster-Virus (VZV) als auch dem Herpes-Simplex-Virus Typ-l (HSV-I) findet sich BVdU 49
heutzutage in den meisten gangigen Herpes-Medikamenten wieder. Herpes-Viren gehdren
im Gegensatz zu HI-Viren zu der Klasse der DNA-Viren und besitzen keine Reverse
Transkriptase. Der Wirkstoff ist in seiner Triphosphatform dagegen in der Lage, die
viruseigene DNA-Polymerase zu inhibieren.!'"® Ein weiterer Inhibierungseffekt resultiert aus
der Formierung von sogenannter "Nonsense-DNA", die auf der Ausbildung von
Quervernetzungen der Bromvinyleinheiten beruht.!'?®! Eine Besonderheit von BVdU 49 stellen
die Phosphorylierungsschritte tber das BVAUMP 118 zum BVdUDP 119 dar, die allein durch
virale Kinasen katalysiert werden (Abb. 91). Lediglich die Umwandlung zum BVdUTP 120
erfolgt mittels der sehr unspezifischen zellularen Kinase NDPK. Somit kann eine Aktivierung
des Nukleosids 49 nur in infizierten Zellen eintreten.!"'” Trotz dieser vermeintlich hohen
Selektivitdt bezuglich Herpes-infizierter Zellen gelang es JESSEN durch Anwendung des
DiPPro-Konzepts, eine geringe Anti-HIV-Aktivitdt nachzuweisen.”® BVdU 49 kénnte damit

ein interessantes Beispiel dafiir sein, inwieweit eine Uberfilhrung eines antiviral inaktiven
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Nukleosids in eine antiviral aktive Form mdglich ist, indem ein entsprechendes Prodrug-
Konzept zum Umgehen der Phosphorylierungsschritte eingesetzt wird.

Nukleosid-
HSV-TK/ HSV-TK/ diphosphat-
BvdU 49 —Y2VTK__ Bvgump 118 —Y2Y-TK__ Bvgupp 119 Kinase  _ gyquTp 120

Abb. 91: Metabolismus von BVdU 49.

4.5.1.3 Metabolisierung von ddC

Seit 1992 ist 2',3"-Didesoxycytidin 8 (ddC) aus der Gruppe der Cytidinanaloga in der ART
zugelassen und zahlt damit zu einem der am langsten in der HIV-Therapie eingesetzten
NRTI. Der biologisch aktive Metabolit ddCTP 121 besitzt eine zehnmal héhere Aktivitat
gegen die Reverse Transkriptase als AZTTP 29.'*" Trotzdem findet die Kklinische
Anwendung in der Therapie nur noch selten statt. Dies beruht auf einer hohen Toxizitat des
Wirkstoffs ddC 8. Des Weiteren ist ddC 8 durch eine starke Tendenz zu Arzneiwechsel-
wirkungen sowie eine geringe Halbwertszeit (1-2 Stunden) gekennzeichnet, weshalb eine
hohe Dosierung notwendig ist.'®*'?®l Der erste Phosphorylierungsschritt wird durch die
zelluldre Desoxycytidinkinase katalysiert (Abb. 92). Auch wenn ddC 8 im Vergleich zu dem
natlrlichen Nukleosid Cytidin ein relativ schlechtes Substrat fiir die Desoxycytidinkinase
darstellt, konnte in der Vergangenheit eine rasche Umsetzung bis zur Triphosphatform durch
zellulare Kinasen beobachtet werden.['*!

Cytidin-/

Desoxycytidin- Nukleosid-
Desoxycytidin- monophosphat- diphosphat-
kinase kinase kinase

ddC 8§ ———— > ddCMP 122 ——————— ddCDP 123 ———— ddCTP 121

Abb. 92: Metabolismus von ddC 8.

4514 Metabolisierung von ABC

Einen weiteren Vertreter der Purinnukleoside stellt das seit 1999 von der FDA zur
Behandlung des HI-Virus zugelassene carbozyklische Abacavir 4 (ABC) dar. Es ist das
aktuell einzig verfigbare Medikament, das nach seiner Metabolisierung mit dem natrlichen
DNA-Baustein 2'-Desoxyguanosin um eine Integration in den DNA-Strang konkurriert. Seine
Aktivitat basiert auf einer komplexen Phosphorylierungssequenz, fir die die geschwindig-
keitslimitierende enzymatische Stufe bisher noch nicht bestimmt werden konnte.'* Einzig-
artig bei der Metabolisierung von ABC 3 ist, dass keines der fir die Phosphorylierung
verantwortlichen Enzyme an der Phosphorylierung anderer NRTI beteiligt ist. Im ersten
Schritt wird ABC 3 durch die Adenosin-Phosphotransferase zum ABCMP 124 umgesetzt
(Abb. 93). Nach einer Desaminierung durch zytosolische Enzyme zum Carbovirmono-
phosphat 125 (CBVMP) schlieBt sich die enzymkatalysierte Umwandlung Uber das
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CBVDP 126 bis hin zum entsprechenden Triphosphat 127 an. Die direkte Verabreichung von
Carbovir 128 ist dagegen trotz seiner hohen antiviralen Aktivitdt nicht zielfihrend, da es

neben einer geringen Bioverfligbarkeit hohe Toxizititswerte besitzt."*®!
Nukleosid-
Adenosin- diphosphat-
Phospho- zytosolische Guanylat- kinase/

ABC 4 transferase ABCMP 124 Desaminasen CBVMP 125 kinase CBVDP 126 andere Enzyme CBVTP 127

Abb. 93: Metabolismus von ABC 3.

4.5.1.5 Metabolisierung von ddl und ddA

Beispiele fur NRTI mit Purinbasen sind 2',3'-Didesoxyinosin 2 (ddl) und 2',3'-Didesoxy-
adenosin 114 (ddA). Fir das ddA-Triphosphat 129 konnte in Experimenten mit der isolierten
Reversen Transkriptase ein vergleichbar hoher inhibitorischer Effekt wie fir AZTTP 29
festgestellt werden."?! Als nachteilig hatte sich bei ddA 114 jedoch die erste Phos-
phorylierungsstufe zum ddAMP 130 herausgestellt, die von den Enzymen Desoxycytidin-
und Adenosinkinase katalysiert wird (Abb. 94). In beiden Fallen liegt nur eine sehr geringe
Substrat-Enzym-Affinitat vor, wodurch bei ddA 114 nur ein minimaler Teil des absorbierten
Analogons eine inhibitorische Wirkung entfalten kann.

Desoxycytidin-/

Adenosinkinase Adenylatkinase

ddA 114 —————— ddAMP 130 Adenylatkinase

ddADP 131 ddATP 129

Abb. 94: Metabolismus von ddA 114.

Zuséatzlich unterliegt ddA 114 im Gegensatz zu den Nukleosidanaloga mit Pyrimidinbase
einem ausgepragten Katabolismus. So wird ddA 114 intrazellular mit etwa 95% nahezu
vollstandig enzymatisch zum Nukleosid 2',3'-Didesoxyinosin 2 (ddl) desaminiert. Dieses
wiederum wird teilweise zu Hypoxanthin umgesetzt, was einer Deaktivierung gleichzusetzen
ist. Zwar besteht ausgehend von ddl 2 die Mdéglichkeit der Phosphorylierung durch die
5'-Nukleotidase zum ddIMP 132 mit anschlieBender Reaminierung durch die Enzyme
Adenylosuccinat-Synthetase und Adenylosuccinat-Lyase zum ddAMP 130, doch ist der
letztgenannte Schritt wenig effizient.'®®'*°l Nichtsdestotrotz hat sich in der ART die
Behandlung mit ddl 2 bewahrt, da bei der Verabreichung verglichen mit ddA 114 eine hdhere
ddAMP-Konzentration erreicht werden kann. Die Metabolisierung von ddl 2 beruht folglich
auf einer Phosphorylierung zu ddIMP 132 mit darauffolgender Aminierung zu ddAMP 130
(Abb. 95). Daher konnte intrazellular bisher allein ddIMP 132 als ddl-Metabolit nachgewiesen
werden. Die weiteren Phosphorylierungsschritte durch die Adenylatkinase bis hin zum
bioaktiven ddATP 129 laufen dagegen unproblematisch ab.!'?*3°
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Adenylosuccinat-

Synthetase/ Adenylatkinase
dqr 2 DoNukleotidase \ivp 132 2Y3S€ L GAMP 30— —_  ddATP 129

Abb. 95: Metabolismus von ddl| 2.

Neben dem enzymatischen Abbau der Purinderivate hat sich auch deren hohe S&urelabilitat
als nachteilig herausgestellt. Bereits im schwach sauren Medium findet eine Protonierung
der N°-Position statt, woraufhin sich ein Bruch der glykosidischen Bindung und die Bildung
eines intermediaren Kations 133 sowie der Nukleobase 134 ereignen (Abb. 96). Das
Intermediat 133 wiederum reagiert zum Halbacetal 135 weiter.

NH, W NH,
N SN CN® SN H\ NH,
HO </N 2w HO </N LA HO— ® NN
O~ N - % N oS, <\N L

114 133 134

Abb. 96: Sdurekatalysierter Zerfall von Purinanaloga am Beispiel von ddA 114.

4.5.1.6 Metabolisierung von ddG
2',3'-Didesoxyguanosin 115 (ddG) ist als Anti-HIV-Wirkstoff wenig erforscht, dennoch wird
eine Aktivierung ausgehend von ddGMP 136 (ber das entsprechende Diphosphat 137 zum

[128]

Triphosphat 138 ahnlich dem Metabolismus von Carbovir 128 angenommen (Abb. 97).

Nukleosid-
Guanosin- Guanylat- diphosphat-
kinase kinase kinase

ddG 116 —————— ddGMP 136 ddGDP 137 —————— ddGTP 138

Abb. 97: Metabolismus von ddG 115.

4.5.2 Synthese der verschiedenen Nukleosidanaloga

Da mit Didanosin 2 (ddl) und Raluridin 113 (FddCIU) nur eine geringe Anzahl der zur
Anwendung kommenden Nukleoside kostenglnstig kommerziell erhéltlich war bzw. der
Arbeitsgruppe zur Verfligung stand, mussten die meisten Verbindungen in Anlehnung an
Literaturvorschriften synthetisiert werden. Zudem wurden die Nukleoside, bei denen neben
der 5'-Hydroxylfunktion weitere nukleophile funktionelle Gruppen vorlagen, mit einer
geeigneten Schutzgruppe versehen. Dadurch sollte die Zahl der auftretenden Neben-
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reaktionen bei den anschlieBenden Phosphorylierungsschritten minimiert werden. Die
Synthesen der nukleosidischen Verbindungen werden nachstehend im Einzelnen vorgestellit.

4.5.2.1 Synthese von 3'-Azido-3'-desoxythymidin (AZT)

Die Darstellung von AZT 1 wurde nach einer Vorschrift von HiEBL ET AL.I"*" vollzogen
(Abb. 98). Im ersten Schritt erfolgte die Schltzung der freien 5'-Hydroxylfunktion von
Thymidin 83 mithilfe von TBDMSCI. Im Anschluss wurde durch Behandlung des TBDMS-
geschitzten Thymidins 139 mit Triphenylphosphan und Azodicarbonsaurediisopropylester
(DIAD) Uber eine intramolekulare Mitsunobu-Reaktion der Ringschluss zwischen dem Glykon
und der Nukleobase durchgefiihrt. Das Nebenprodukt Triphenylphosphanoxid liel3 sich durch
Verwendung von Ethylacetat als Laufmittel per Saulenchromatographie leicht separieren,
bevor das 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-2,3'-anhydrothymidin 140 mit Aceton eluiert wurde. Bei
einer Temperatur von 110 °C gelang die Einflihrung der Azidogruppe an der 3'-Position
durch eine Offnung der Ringstruktur mit Natriumazid. Nach der Zersetzung des iiber-
schissigen Natriumazids mit lod und einer sdulenchromatographischen Aufarbeitung wurde
das TBDMS-geschitzte AZT 141 in einer Ausbeute von 68% erhalten. Die Abspaltung der
Schutzgruppe wurde Uber die Standardprozedur durch Umsetzung mit TBAF erzielt.

o) o) o)
| ,tl TBDMSCI, Imidazol, \fjt )Nl\)j/
Rt, 20 h DIAD, PPh, Rt, 20 h
HO ° N~ 0 DME TBDMSO ° NgNe) DMF TBDMSO\| O,O N
140 87%
OH OH
83 139 79% NaNs, 110 °C, 24 h
DMF
o) 0
TBAF, Rt, 0.5 h
HO N0 <=——————— TBDMSO N~ "0
1 :o: THF T/'O:
N3 N3
173% 141 68%

Abb. 98: Synthese von AZT 1.I'3")

4.5.2.2 Synthese von 3'-Desoxythymidin (ddT)

Als Ausgangssubstanz diente d4T 3, dessen Synthese in Kapitel 4.1.1.2.1 beschrieben ist.
Dieses wurde unter Wasserstoffatmosphare an Palladium auf Aktivkohle (10% Pd) zum
Thymidinanalogon ddT 31 hydriert (Abb. 99). Zur Reaktionsverfolgung wurde hierbei die
'H-NMR-Spektroskopie eingesetzt. Das Produkt ddT 31 konnte nach s&ulenchromato-
graphischer Reinigung in einer Ausbeute von 78% erhalten werden.
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0 o)
\fLNH H,, Pd/C, Rt, 18 h \fLNH
25 ] 3
HO\| o N/KO MeOH HO\| o A

3 3178%

Abb. 99: Synthese von ddT 31.

4.5.2.3 Synthese von 3'-O-Acetylthymidin 142 und 3'-O-Acetyl-carba-dT

Zur Vermeidung von Nebenreaktionen bei den Phosphorylierungsschritten (Kapitel 4.5.3)
wurde eine Schitzung der freien 3'-Hydroxylfunktion des natlrlichen DNA-Bausteins
Thymidin 83 und des Analogons carba-dT 111 vorgenommen. Als geeignet erwies sich in
diesem Zusammenhang die unter basischen Bedingungen leicht abzuspaltende Acetyl-
schutzgruppe, die bereits bei der Synthese von zahlreichen phosphorylierten Biomolekilen
Anwendung gefunden hatte.””! Einer Silylierung der sekunddren 5'-Hydroxylfunktion mit
TBDMSCI folgte in einer Eintopfreaktion die Veresterung mit Essigsaureanhydrid (Abb. 100).
Nach fanf Stunden wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt, der Rickstand in THF
aufgenommen und mit einer 1 M TBAF-L6sung behandelt. Die Aufarbeitung der 3'-O-Acetyl-
geschltzten Nukleoside 142 und 143 erfolgte sdulenchromatographisch. Die Gesamt-
ausbeuten Uber die zwei Stufen betrugen sehr gute 79% bzw. 77%. Die in derselben
GréBenordnung liegenden Ausbeuten, unabhangig von der Nukleosidstruktur, verdeutlichen
die generelle Anwendbarkeit dieser Methode. Das eingesetzte carba-dT 111 wurde von
THIAGO DINIS DE OLIVEIRA zur Verfligung gestellt.

(0] o}
1. TBDMSCI, Rt, 20 h

0
B 2.Ac,0, Rt, 5 h \kaH \kaH

. Ac,0, R, TBAF, Rt, 1.5 h
o N/go N/go —_— /go

HO~ X Pyridin TBOMSO~ THF HO—

OH OAc OAc
X=0;dT 83 X=014279%
C; carba-dT 111 C143 77%

(Uber zwei Stufen)

Abb. 100: Synthese von 3'-O-Acetylthymidin 142 und 3'-O-Acetyl-carba-dT 143.

45.24 Synthese von 3'-Azido-2',3'-didesoxyuridin (AZU)

Die Synthese von AZU 112 mit einer im Vergleich zu den anderen Analoga untypischen
(R)-Konfiguration an der 3'-Position wurde nach einer Vorschrift durchgeflhrt, die vielfach in
der Literatur mit verschiedenen Abwandlungen zur Synthese von AZT 1 beschrieben ist. In
Anlehnung an Cul ET AL.["*® wurde 2'-Desoxyuridin 144 in einer Eintopfreaktion zunéchst an
der 5'-Position TBDMS-geschiutzt und im Anschluss die 3'-Hydroxylfunktion mesyliert
(Abb. 101). Das erhaltene Mesylat 145 wurde in einer sehr guten Ausbeute von 95%
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gewonnen und lieB sich durch Umsetzung mit Natriumazid bei 100 °C nach einem S\2-
Mechanismus in das entsprechende Azid Uberfihren. Dabei kam es verglichen mit der
Ausgangssubstanz 83 zu einer Inversion der Konfiguration. Die azido-funktionalisierte
Verbindung 146 wurde durch Prazipitation in kaltem Wasser in guter Reinheit erhalten. Die
Entschitzung erfolgte erneut mit einer TBAF-L&sung. Die saulenchromatographische
Aufarbeitung war jedoch aufgrund der enthaltenen Salze trotz mehrmaliger Durchflihrung
nicht moéglich. Erst durch Umkristallisation in Methanol konnte AZU 112 erfolgreich separiert

werden.
o) o) o)
| NH 1. TBDMSCL Rt, 1.5h | NH | NH
2.MsCl, 0 °C-Rt, 2 h /g NaNs, 100 °C, 3.5 h Ng /&
HO ° N~ 0 Pyridin TBDMSO o N~ ~0 DMF TBDMSO o N~ "0
‘b 146 58%
OH OMs
144 145 93%
TBAF,Rt, 1h
THF
0o

112 81%

Abb. 101: Synthese von AZU 112.1'*

4.5.2.5 Synthese von 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroxyuridin (d4U) und
2',3'-Didesoxyuridin (ddU)

FOr die Darstellung von d4U 40 und ddU 41 wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei
Synthesemdglichkeiten bezlglich ihrer Wirtschaftlichkeit miteinander verglichen.

Bei der ersten Variante wurde d4U 40 nach der beschriebenen Syntheseroute fir d4T 3
synthetisiert, indem 2'-Desoxyuridin 144 als Ausgangssubstanz in Pyridin mit Methan-
sulfonylchlorid zur Reaktion gebracht wurde (Abb. 102).°** Das mesylierte Nukleosid 147
wurde mit Eiswasser prazipitiert und konnte bereits auf diesem Wege in hoher Reinheit
sowie in einer guten Ausbeute von 83% gewonnen werden. Die Umsetzung zum
3',5'-Anhydro-2'-desoxyuridin 148 erfolgte durch Behandlung mit heiBer Natronlauge. Nach
der Neutralisation mit konzentrierter Salzsaure schloss sich eine mehrmalige Extraktion mit
Ethylacetat an, sodass das Produkt 148 schlieBlich in einer Ausbeute von 94% isoliert
werden konnte. Fir die Eliminierungsreaktion zum d4U 40 wurden abweichend von HORWITZ
ET ALY Synthesebedingungen gewéhlt, die sich bereits bei der Darstellung von d4T 3
bewahrt hatten. Hierbei wurde das Anhydrouridin 148 mit Kaliumhydroxid in tert-Butanol
behandelt und die Zielverbindung 40 nach saulenchromatographischer Reinigung in einer
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Ausbeute von 64% erhalten. Der Ausbeuteverlust ist vor allem auf den Bruch der
glykosidischen Bindung zurickzufihren, der durch die Detektion der abgespaltenen
Nukleobase Uridin nachgewiesen wurde. Eine Quantifizierung des Zerfallsprodukts erfolgte

allerdings nicht.

(@] (e} (e}
NH NH NH
| I _MsCLO°CRt2h PN NaOH, 100 °C, 3 h o lL I
HO N O . MsO N~ ~O N~ 0
(o) Pyridin 0 H,O _O
147 83% 148 94%
OH OMs
144 KOH, 65-70 °C, 5 h
t-BuOH
[ Gesamtausbeute: 36% ] [e) [e)
H,, Pd/C, Rt, 24 h
N (e} N (e}
HO :O: ] MeOH HO :O: ]
41 72% 40 64%

Abb. 102: Synthese von d4U 40 und ddU 41.%

Die Hydrierung zum ddU 41 wurde nach der Standardprozedur mit Palladium auf Aktivkohle
als Katalysator durchgefiihrt. Dabei wurde durch die Zugabe einiger Tropfen Triethylamin der
Versuch unternommen, die Passivierung der Metalloberflache des Katalysators aufzuheben
und folglich seine Aktivitat zu erhéhen. Tatsachlich konnte auch eine deutliche Steigerung
der Aktivitat festgestellt werden, die im signifikanten Grad zu einer zusatzlichen Hydrierung
der Nukleobase fiihrte. Korrelierend fiel die Ausbeute fur diesen Reaktionstyp mit 72%

vergleichsweise moderat aus.

Bei der zweiten Variante sollte das im Vergleich zu 2'-Desoxyuridin 144 kostengunstigere
Uridin 149 als Ausgangssubstanz dienen. CHU ET AL. publizierten eine Synthesemdglichkeit
von verschiedenen 2',3'-Didesoxynukleosiden, nach der die Produkte durch eine syn-
Eliminierung  entsprechender ~ O,0-Thiocarbonylnukleoside zugénglich sind.'*® Die
Ubertragung dieser Methode auf die Synthese von d4U 40 bzw. ddU 41 soll im Folgenden
vorgestellt werden.

Im ersten Schritt wurde die 5'-Position durch Umsetzung mit tert-Butyldimethylsilylchlorid
(TBDMSCI) in Pyridin silyliert (Abb. 103). Daran schloss sich die Umsetzung des TBDMS-
geschitzten Uridins 150 mit 1,1'-Thiocarbonyldiimidazol zum Thiocarbonat 151 an, das nach

Saulenchromatographie in einer Ausbeute von 82% isoliert werden konnte.
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o} 0
NH NH
/g TBDMSCI, Rt, 3 h | /& TCDL Rt, 5h | /&
HO Pyridin TBDMSO~ N O CH,Cl, TBDMSO~ | N O
OH OH OH OH Oo_ 0O 15182%
149 150 87% K
Gesamtausbeute: 25-34% ] TMPI. 111 °C. 4.5 h
o} o
NH NH
ﬁ [
H,, Pd/C, Rt, 3 h HO N} TBAF,Rt,0.5h  TBDMSO N~ "0

2% 152 93%

40 72%
Hy, Pd/C, Rt, 7 d

MeOH
38%

NH
HO fNk/go ) A 0 » kL 0. o
koj 4 MeOH k_ﬂ THF k_)l

Abb. 103: Synthese von d4U 40 und ddU 41 nach CHU ET AL..l"*

Den entscheidenden Schritt bei der Syntheseroute stellt die Eliminierung des zyklischen
Thiocarbonats 151 zum TBDMS-geschitzten d4U 152 dar. Der Mechanismus folgt der
Corey-Winter-Olefin-Synthese (Abb. 104).1'31%

0]

0]
(. . By
~N
TBOMSO~ N0 0 TBDMSO TBOMSO~ N™ 0
\K_\(‘ 151 Noho” w “Me0)PS \w 153

o}

o_0 o_0 o_0
%
af @\ﬁ | =
S %o
10
-0 /
P(OMe)
o}
NH NH
o) | |
ol @ TBDMSO N~ 0 TBDMSO N” 0
CO, + P(OMe); =~ QJtP(OMe)s + o~ - Lo
152 0 0
oy
P/ ~
7o9

Abb. 104: Mechanismus der Corey-Winter-Olefin-Synthese zur Darstellung des
d4U-Derivats 152.[1%1%)
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Dabei findet durch Umsetzung des Thiocarbonats 152 mit dem geruchsintensiven Trimethyl-
phosphit unter Desulfurierung und Abspaltung von Kohlenstoffdioxid die Olefinierung statt.
Das Phosphit initiiert als Nukleophil die Reaktion und katalysiert anschlieBend auch den
Zerfall des Carbens 153 zum Alken 40. Die Freisetzung des gasférmigen Kohlenstoffdioxids
konnte wahrend der Reaktion deutlich beobachtet werden. Nach der sdulenchromato-
graphischen Aufarbeitung konnte d4U 40 in einer sehr guten Ausbeute von 93% erhalten
werden. Die Hydrierung der Doppelbindung des 5'-TBDMS-geschitzten d4Us 152 zum
entsprechend silylierten ddU mit Palladium auf Aktivkohle misslang dagegen. Scheinbar
behinderte die sterisch anspruchsvolle Schutzgruppe eine geeignete Positionierung des
Katalysators. Dadurch waren nach sieben Tagen noch groBe Mengen des Edukts mittels
'H-NMR-Spektroskopie nachweisbar. Allerdings wurde durch die lange Reaktionszeit und
vermutlich aufgrund des schwach sauren Charakters des Methanols die Abspaltung der
saurelabilen TBDMS-Gruppe beobachtet. Das dabei freigesetzte d4U 40 wurde erwartungs-
geman umgehend hydriert. Demzufolge konnte nach saulenchromatographischer Reinigung
zumindest das bereits ungeschitzte ddU 41 isoliert werden. Ein alternativer Weg, der
zunachst die Desilylierung des Nukleosids 152 mit Tetra-n-butylammoniumfluorid gefolgt von
der Hydrierung vorsieht, stellte sich mit kurzen Reaktionszeiten und einer Ausbeute von 52%
Uber zwei Stufen als deutlich profitabler heraus.

Bei der Gegenlberstellung der zur Synthese der Uridinanaloga d4U 40 und ddU 41
eingesetzten Methoden nach HorRwITZ ET AL.P* und CHU ET AL.I"*erwies sich trotz vergleich-
barer Gesamtausbeuten die Erstgenannte als vorteilhaft. Zum einen féllt die Route um einen
Syntheseschritt kirzer aus, zum anderen lassen sich die Zwischenprodukte Uberwiegend
ohne Saulenchromatographie in hoher Reinheit isolieren. Durch die damit verbundene
Zeitersparnis sowie den geringeren Verbrauch an L&sungsmitteln scheint auch der &ko-
nomische Aspekt, der urspriinglich den Anlass fir die Suche nach einer alternativen
Syntheseroute darstellte, fiir die Variante von HORWITZ ET AL.*¥ zu sprechen.

4.5.2.6 Synthese von 3'-0O-Acetyl-BVdU

Die Acetylierung des Anti-Herpes-Medikaments BVdU 49 erfolgte entsprechend der bereits
fir Thymidin 83 und carba-dT 111 vorgestellten Syntheseroute (Kapitel 4.5.2.3). Nach der
aufeinanderfolgenden Silylierung und Umsetzung mit Essigsdureanhydrid von BVdU 49
wurde das erhaltene Rohprodukt 155 zum vollstdndigen Entfernen von Pyridinresten
zweimal mit Toluol coevaporiert (Abb. 105). Einer Desilylierung mit TBAF schloss sich die
saulenchromatographische Aufarbeitung an, sodass 3'-O-Acetyl-BVdU 154 Uber zwei Stufen

in einer Gesamtausbeute von 83% erhalten wurde.
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o} o} 0
HN X-Br 1.TBDMSCI, Rt, 20 h HN X -Br HN X Br
)\ 2.Ac,0,Rt,5h )\ | TBAF, Rt, 1.5 h )\ |
HO OO N Pyridin TBDMSO OO N THF ~ Ho OO N
OH OAc OAc
49 155 154 83%

(Uber zwei Stufen)

Abb. 105: Synthese von 3'-O-Acetyl-BVdU 154.

4.5.2.7  Synthese von N'-Acetyl-2',3'-didesoxycytidin

Da nach CHU ET AL.I"*¥ eine Darstellung von ddC 8 durch Desoxygenierung mit Trimethyl-
phosphit aufgrund der Instabilitdt des Thiocarbonats als nicht realisierbar beschrieben war,
wurde zur Synthese eine alternative Route gewahit."*®! Hierfiir wurde Cytidin 157 mit
1.2 Aquivalenten Essigsaureanhydrid selektiv zum N*-Acetylcytidin 158 umgesetzt, das sich
aus einem Diethylether/Methanol-Gemisch (10:1 v/v) erfolgreich umkristallisieren lief3
(Abb. 106).I'*"1 AnschlieBend erfolgte durch Umsetzung mit Bromwasserstoffsaure in Essig-
sdure bei 50 °C eine Bromacetylierung zu einem Regioisomerengemisch 159.1'* Nach
Extraktion schloss sich ohne Aufarbeitung mithilfe eines frisch praparierten Zn-Cu-
Kupplungsreagenzes, dessen Synthese dem Experimentalteil (Kapitel 5.2.18) dieser Arbeit
zu entnehmen ist, eine reduktive Eliminierung an. Das erhaltene Rohprodukt 160 konnte
darauffolgend mit Ammoniak quantitativ deacetyliert werden. Basierend auf der hohen
Polaritdt des Nukleosids d4C 161 konnte die S&ulenchromatographie nur mit einem
Laufmittelgemisch aus Dichlormethan/Methanol im Verhaltnis 4:1 durchgefihrt werden. Der
erhdhte Anteil an Methanol stellt vermutlich das Polaritatslimit fir das Silicagel der
Normalphasenchromatographie dar und erschwert dadurch die Separation, was sich in dem
auftretenden Tailing widerspiegelt. Méglicherweise ware die Verwendung einer RP18-Saule
mit einem entsprechenden Laufmittel in Zukunft ratsamer. Allerdings wies d4C 161 in seiner
Monophosphatform unter wassrigen Bedingungen eine hohe Hydrolyseempfindlichkeit auf
(Kapitel 4.5.3.5), die gegen eine Reinigung mit RP18-Chromatographie sprechen wiirde.
Dennoch konnte das Produkt 161 nach zweimaliger NP-Chromatographie tber drei Stufen in
einer Ausbeute von 33% erhalten werden. Dieser Syntheseweg ermdglicht somit in der
Summe einen unkomplizierten und schnellen Zugang zu d4C 161.I"**/Fiir die Darstellung von
ddC 8 wurde zuné&chst die exozyklische Aminofunktion reacetyliert und im Anschluss die
Doppelbindung des N*-Acetyl-d4Cs 162 hydriert. Nach den unbefriedigenden Erfahrungen
bei der Reinigung von d4C 161 wurde die Aufarbeitung von ddC 8 Uber automatisierte RP18-
Saulenchromatographie mit einem Acetonitril/Wasser-Gradienten durchgefiihrt, wodurch das
Zielnukleosid 156 problemlos in hoher Reinheit in einer Ausbeute von 67% isoliert werden

konnte.
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Abb. 106: Synthese von N*-Acetyl-ddC 156.1'*°!

4.5.2.8 Synthese von Abacavir (ABC)

Ausgehend von dem 6-Chloro-Derivat 163, das dem Arbeitskreis als Hydrochloridsalz zur

Verflgung stand, lieB sich das carbozyklische Abacavir 4 nach einer literaturbekannten

Synthese darstellen.!®® Dafiir wurde das Edukt 163 in Methanol suspendiert, mit Cyclo-

propylamin versetzt und fir 20 Stunden zum Rickfluss erhitzt (Abb. 107). Die Reinigung

erfolgte mittels Saulenchromatographie sowie anschlieBender Umkristallisation aus Dichlor-

methan, wodurch das Produkt 4 in einer guten Ausbeute von 84% erhalten wurde.

Cyclopropylamin, 65 °C, 20 h

MeOH

ANH
/NfN
HO~ <N ‘N/)\NHZ

4 84%

Abb. 107: Synthese von ABC 4.I'*
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4.5.2.9 Synthese von 2',3'-Didesoxyadenosin (ddA)

In Analogie zu der Darstellung von ddU 41 wurde die Synthese von ddA 114 ausgehend von
Adenosin 164 durchgefihrt (Abb. 108).1"*! Das nach der Standardprozedur erhaltene an der
5'-Position TBDMS-geschitzte Adenosin 165 wies nach der chromatographischen Reinigung
noch signifikante Mengen von Imidazol als Verunreinigung auf. Da Imidazol jedoch in der
darauffolgenden Reaktion ebenfalls freigesetzt werden sollte, wurde von einer vollstandigen
Reinigung des Nukleosids 165 abgesehen. Durch die Umsetzung mit 1,1-Thiocarbonyl-
diimidazol wurde das Thiocarbonat 166 erhalten, das wiederum binnen 1.5 Stunden unter
Verwendung von Trimethylphosphit in das entsprechende Alken 167 umgewandelt wurde.
Nach Desilylierung zum d4A 168 und Hydrierung konnte ddA 114 in einer guten Gesamt-
ausbeute von 34% gewonnen werden. AnschlieBend wurde der Versuch der Schitzung der
exozyklischen Aminofunktion von ddA 114 mit Essigsaureanhydrid unternommen. Allerdings
konnte durch dinnschichtchromatographische Kontrolle auch nach Tagen keine Reaktion
festgestellt werden. Aufgrund der Labilitat der glykosidischen Bindung wurde bei einer
Umsetzung mit dem reaktiveren Acetylchlorid ein Zerfall des Edukts 114 beobachtet. Daher
wurde dazu Ubergegangen, ddA 114 in den Folgereaktionen ungeschitzt einzusetzen.

NH, NH, NH,
N XN TBDMSCI, Imidazol,
4 ) Rt, 16 h </ ) _TCDI, 80°C, 1h _ </ )
HO~ N DMF TBDMSO T DME___ TBDMSO
}/—? 166 71%
OH OH OH OH
164 165 77% Y

S
\TMPI, 111°C,15h

NH, NH, NH,

N
< f\) _ Hp PdIC,RL4h < f\) TBAF, 0 °C-Rt, 05 h 4 fj

MeOH THF TBDMSO\l o N

114 84% 168 quantitativ 167 74%

Abb. 108: Synthese von ddA 114.1'*

4.5.2.10 Synthese von N’-Acetyl-2',3'-didesoxyguanosin 169

Fir die Synthese des an N?-Position acetylierten ddGs 169 wurde erneut die Anwendung
einer von CHU ET AL. publizierten Methode angestrebt.l'** Allerdings stellte sich die Synthese
entsprechend Abbildung 109 nicht nur bedingt durch das generell schlechte Léslichkeits-
verhalten von Guanosinanaloga als problematisch heraus.

Ein wichtiger Faktor im ersten Syntheseschritt war das Coevaporieren der Ausgangs-
substanz Guanosin 170 mit Pyridin. Scheinbar fihrten Wassereinschlisse in dem Edukt 170
wahrend der ersten Syntheseversuche dazu, dass das gewiinschte N°-Acetylguanosin 171,
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sowohl resultierend aus einer Hydrolyse des Silylierungsreagenzes als auch des
Saurechlorids, nur in einem geringen MaBe gebildet wurde. Durch das Coevaporieren und
intensive Trocknen wurde dagegen bei der TMS-Schitzung, Acetylierung und Desilylierung
ein nahezu quantitativer Umsatz zum gewunschten Produkt 171 ermdglicht. Die Reinigung
des Rohprodukts 171 erfolgte durch Umkristallisation aus Methanol.

0 0
1.TMSCI, 0 °C-Rt, 2 h
</N | )N\H 2.AcCl,0°C, 3 h </N | )’\T
3. MeOH, Rt, 20 h
N o NH ) > N o
HOS o N 2 CHCl Pyridin HO o N* NHAc
}/—\( ﬁ 171 96%

OH OH OH OH
170

Rt, 20 h

TBDMSCI, Imidazol,
DMF

o) o)
Nf Nf
NH NH
< <
TCDI, 78 °C, 1 h
TBDMSO N N//‘\NHAC -~ > TBDMSO N N/)\NHAC
o DMF o
0, 0,
OYO 173 88% O oy 17269%
S
1. 1,3-Dimethyl-2-phenyl-1,3,2-diazaphospholidin
Rt, 3 h
2. TBAF, Rt, 45 min
THF
o) o)
TN racran P
HO NN e HO NN
0 N" NHAC ™ \ieoH/ EtoH 1 -0~ N" NHAc
174 63% 169 84%

Abb. 109: Synthese von N*-Acetyl-ddG 170.1'%"%

Entsprechend der Synthese von ddA 114 wurde die 5'-OH-Funktion des NP-Acetyl-
guanosins 171 mit einer TBDMS-Schutzgruppe versehen. Daran schloss sich die Umsetzung
des Nukleosids 172 mit 1,1'-Thiocarbonyldiimidazol zum Thiocarbonat 173 an. Im Gegensatz
zu ddA 114 misslang hierbei die Corey-Winter-Olefin-Synthese in siedendem Trimethyl-
phosphit zum Alken. Dieses Phanomen wurde auch bereits in der Literatur!'*® beschrieben,
in der ein Zerfall des potenziellen Produkts 175 unter den verwendeten Reaktions-
bedingungen als Ursache angenommen wurde. Eine Desoxygenierung unter milderen
Bedingungen erlaubte dagegen die Nutzung von 1,3-Dimethyl-2-phenyl-1,3,2-diaza-
phospholidin als Reagenz.I*® Da die saulenchromatographische Reinigung keine Isolierung
des Produkts 174 ermdglichte, wurden alle produkthaltigen Fraktionen vereinigt und zur
Desilylierung mit TBAF zur Reaktion gebracht. AnschlieBend konnte das N-Acetyl-
2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydroguanosin 174  erfolgreich  mittels  Saulenchromatographie
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separiert werden. Beziiglich der Hydrierung mit Palladium auf Aktivkohle zum AP-acetyl-
geschltzten ddG 169 stellte sich ein Lésungsmittelgemisch aus Ethanol und Methanol
(1:1 v/v) als effizient heraus.

4.5.3 Entwicklung einer neuartigen Syntheseroute zur Darstellung von TriPPPro-
NTP-Prodrugs

Die in Kapitel 4.5.1 vorgestellten Nukleoside sollten nach einer effizienten Synthesestrategie
zu den entsprechenden TriPPPro-NTP-Prodrugs umgesetzt werden. Zunadchst sollte die
bewahrte Prozedur (Kapitel 4.1.4), die im Folgenden als ,Phosphoramiditroute” umschrieben
wird, fur die Synthese ausgewaéhlter TriPPPro-Verbindungen genutzt werden. Als Auswahl-
kriterien fir die Nukleoside dienten die zur Verfligung stehenden Nukleosidstoffmengen
sowie der synthetische Aufwand zur Darstellung des Nukleosids. Im Zusammenhang mit
d4T 3 wurden jedoch bereits die Schwierigkeiten bei der Synthese von d4T-Diphosphat 15
thematisiert (Kapitel 4.1.1.2.3), welches einen elementaren Baustein dieser Methode bildet.
Somit war die Entwicklung einer alternativen Route zur Synthese von NTP-Prodrugs sinnvoll,
bei der eine vorherige Darstellung der Nukleosiddiphosphate nicht notwendig ist.

4.5.3.1 Synthese von Nukleosiddiphosphaten

In Analogie zu d4TDP 15 wurden die Synthesen der Diphosphate von AZT 1, ddT 31,
Thymidin 83, d4U 40, ddU 41 und AZU 112 unter Verwendung der cycloSal-Technik
durchgefihrt (Abb. 110).

1. 5-Chlorsaligenylchlorphosphit 93,
DIPEA, 0 °C-Rt, 3h

2. t-BUOOH in n-Decan bzw. cl o o 0o o
. o . I Ml
Nukleosid Oxone® in Hzfﬂ, OCNC, 20 min \©i\/":’:‘/o (BU4N)H2P3'4V,"|3t, 16-20 h 07?707?70 Nukleosid
e
0" "0~Nukieosid g 8
Nukleosid= AZT 1 Nukleosid= AZT 175 Nukleosid= AZT 28 27%
; ddt 31 ddT 176 ddT 181 32%
§-OAcT 142 3-OAc-T 177 MeOH/H;0/BusNOH 3-OAc-T 182 nb
d4u 40 44U 178 (7:3:1 vIWiv), Rt, 17 h 44U 183 38%
dau 41 ddu 179 ddU 184 31%
AZU 112 AZU 180 AZU 185 17%
(Uber zwei Stufen)
o 9 9 ,
O*I‘D*O*I‘D*O Nukleosid
[0} [0}
) )

Nukleosid= T 186 59%
(Uber drei Stufen)

Abb. 110: Synthese von Nukleosiddiphosphaten tber die cycloSal-Technik.

HierfGr wurden die Nukleoside ddT 31, Thymidin 83, d4U 40 undddU 41 mit frisch
destilliertem 5-Chlorsaligenylchlorphosphit 93 umgesetzt und der erhaltene Phosphittriester
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wurde mit +BuOOH oxidiert. Durch Extraktion mit Dichlormethan/Ammoniumacetat (1 M)
konnten die Phosphattriester in nahezu quantitativer Ausbeute sowie hoher Reinheit erhalten
werden. Auf eine chromatographische Aufarbeitung konnte folglich verzichtet werden. Im
Gegensatz dazu war bei den azidhaltigen Derivaten AZT 1 und AZU 112, bei denen
aufgrund der Oxidationsempfindlichkeit der Azidofunktion das vergleichsweise milde Oxone®
anstelle des tBuOOH eingesetzt wurde, eine zirkuldre préparative Dulnnschicht-
chromatographie zur Abtrennung der Salze des Oxidationsmittels nicht zu vermeiden.

Im Anschluss wurden die cycloSal-Triester 175-180 mit einem in deutlichem Uberschuss
verwendeten Phosphatsalz in seiner Tetra-n-butylammoniumform zur Reaktion gebracht.
Dunnschichtchromatographisch lieB sich nach einem Tag zwar teilweise noch Edukt
nachweisen, allerdings flhrte eine Verlangerung der Reaktionszeit zu keiner Verbesserung
des Umsatzes des entsprechenden Triesters. Nach Extraktion und chromatographischer
Aufarbeitung wurden die NDP nur in geringen Ausbeuten von 17-38% erhalten. Dieser
Umstand war erstens einem nicht quantitativen Umsatz geschuldet, dessen Ursache nicht zu
ermitteln war. Zweitens konnte die Bildung groBer Mengen des falsch gedffneten Diesters
beobachtet werden und drittens war die vollstdndige Isolation der Nukleosid-
diphosphate 28, 181-185 durch das im Unterschied zu d4TDP 15 teilweise sehr schlechte
Elutionsverhalten auf der RP18-Saule nur mit hohem Aufwand zu realisieren. So mussten
Chromatographien wiederholt und/oder lonenaustauscher eingesetzt werden, um die
Separation von dem Uberschiissigen Phosphatsalz sowie anderen Verunreinigungen, die
schon bei der Synthese von d4TDP 15 analysiert wurden (Kapitel 4.1.1.2.3), zu erméglichen.
Eine generelle Ubertragbarkeit der Methode, die sich bei der Darstellung von d4TDP 15
bewahrt hatte, zur Synthese von Nukleosiddiphosphaten in ihrer Tetra-n-butylammonium-
form war somit nicht gegeben.

Im Fall des 3'-Acetylthymidindiphosphats 182 wurde auf eine Isolation und Charakterisierung
verzichtet. Stattdessen wurde es vorgezogen, die Acetyl-Schutzgruppe zu entfernen. Eine
basenkatalysierte Deacetylierung nach der Umsetzung des geschuitzten Nukleosids 182 zum
basenlabilen Prodrug 62 ware nicht durchfiihrbar gewesen. Um TDP 186 nach der Reinigung
in seiner Tetra-n-butylammoniumform ohne zusatzlichen lonenaustausch vorliegen zu
haben, wurde die Hydrolyse entgegen der Standardprozedur®” mit einer Methanol/Wasser/
BusNOH-L6sung (7:3:1 v/v/v) vorgenommen. Damit wurde Bu,NOH anstelle von Triethylamin
als Base verwendet. Nach einer RP18-Chromatographie wurde das entschitzte TDP 186
Uber drei Stufen in einer Gesamtausbeute von 59% erhalten. Interessanterweise fallt die
Ausbeute somit doppelt so hoch aus als der Mittelwert von 29% der weiteren NDP.
Nichtsdestoweniger konnte das primare Ziel, die Nukleosiddiphosphate verschiedener
Thymidin- und Uridinanaloga in der Form ihrer Tetra-n-butylammoniumsalze darzustellen,

erreicht werden.

115



Resultate und Diskussion

4.5.3.2 Synthese von Bis(nhonanoyloxybenzyl)-NTP-Prodrugs tber die
Phosphoramiditroute

Die in Kapitel 4.5.3.1 vorgestellten Nukleosiddiphosphate, wie AZTDP 21, ddTDP 181,
TTP 186 und AZUDP 185, wurden durch die Kupplung mit einem sdureaktivierten Phosphor-
amidit 75e zu den entsprechenden Triphosphat-Prodrugs umgesetzt. Leider lagen zu Beginn
der Synthesen der unterschiedlich modifizierten NTP-Prodrugs keine antiviralen Daten der
TriPPPro-d4TTP-Prodrugs 56 (Kapitel 4.3) vor, wodurch eine Beurteilung bezuglich der
Kettenlange fur eine ideale Permeabilitdt nicht vorgenommen werden konnte. Um die
Prodrugs hinsichtlich der Hydrolyseeigenschaften sowie der antiviralen Aktivitat vergleichen
zu kénnen, war die Verwendung der gleichen Maskierungseinheiten jedoch unabdingbar. Da
die ersten Prodrugs Uber eine neu entwickelte Synthesemethode (Kapitel 4.5.3.6) mit einer
Kettenlange von R= CgH;; synthetisiert wurden, sollten auch die weiteren TriPPPro-NTP-
Prodrugs entsprechend maskiert werden.

Die Synthese der Prodrugs wurde nach der fir d4T 3 optimierten Vorschrift durchgefihrt,
indem das NDP mit dem Phosphoramidit 75e versetzt und die Reaktion durch die Zugabe
von DCI gestartet wurde (Abb. 111). Nach einer einminitigen Reaktionszeit erfolgte der
Abbruch der Reaktion mit t-Butylhydroperoxid als Oxidationsmittel. Die Verfolgung konnte
mittels der HPLC-Methode A durchgefiihrt werden, da im Gegensatz zu d4TDP 15 eine
ausreichende Separation zwischen den Peaks der NDP 21, 181, 185 und 186 und dem
Aktivator gegeben war. In allen Fallen wurden ein nahezu vollstdndiger Umsatz des Edukis
sowie die selektive Bildung des Prodrugs festgestellt. In Analogie zu den d4TTP-Prodrugs 56
wurde die Reinigung der Rohprodukte durch zweimalige Umkehrphasenchromatographie
vollzogen. Allerdings war die Aufarbeitung des AZT-Prodrugs 59 mit Schwierigkeiten
verbunden. So misslang nach einmaliger RP18-Chromatographie der obligatorische lonen-
austausch an Dowex-NH,*, wie die weiterhin vorhandenen Tetra-n-butylammoniumionen im
'H-NMR-Spektrum belegten. Dennoch wurde eine zweite RP18-Chromatographie durch-
gefuhrt. Hierbei konnte mit einer Ausbeute von 19% nur eine vergleichsweise geringe Menge
des Prodrugs 59 erhalten werden. Es wurde zunachst vermutet, dass bei der Oxidation mit
dem Peroxid eine Nebenreaktion an der Azidfunktion stattgefunden haben kénnte. Dieses
Phanomen war bereits bei der Synthese des cycloSal-AZT-Triesters 175 zu beobachten
gewesen, woraufhin Oxone® als Oxidationsmittel eingesetzt wurde. Beim Abziehen der
fluchtigen Bestandteile im Vakuum kam es zu einer Erh6hung der lokalen Konzentrationen
an Peroxid, wodurch eine Nebenreaktion beginstigt worden sein kdnnte. Allerdings war
diese These nicht mit der guten Ausbeute von 57% des AZU-Prodrugs 63 in Einklang zu
bringen. Daher war davon auszugehen, dass der Verlust der AZT-Verbindung 59 auf die
Schwierigkeiten bei der lonenaustauschchromatographie zurlckzuflhren war. Da die
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Isolation der Zielverbindungen im Vordergrund stand, wurde die Aufklarung des
Ausbeuteverlusts nicht weiter verfolgt.

Die Prodrugs der Thymidinderivate ddT 31 und T 83 wurden dagegen in sehr guten
Ausbeuten von 71% und 74% erhalten. Eine Reaktion der freien 3'-Hydroxylfunktion des
TDPs 186 mit dem aktivierten Phosphoramidit 75e konnte nicht beobachtet werden.

i 1
OXCSH»W 0o CBH17
1. DCI, Rt, 1 min
0 1) 2. t-BuOOH in n-Decan,
\ + HO-P-0-P-O-Nukleosid ——10C.20 min
(‘) 6 MeCN 9 9 9
OTP—N C) © ® (0] PfOfI'T’fOfI'T’fOfNukleosid
f 2x BugN o)
o o 0O
750 Nukleosid= AZT 28 2x Kat®
ddT 181 Nukleosid= AZT 59 19%
7186 R ddT 60 71°/0
AZU 185 ?

T 62 74%
AZU 63 57%

Abb. 111: Synthese von TriPPPro-NTP-Prodrugs Uber die Phosphoramiditmethode.

4.5.3.3 Synthese eines DiPPro-d4UDP-Prodrugs tber die Phosphoramiditmethode
Um eine gute Vergleichbarkeit zwischen DiPPro- und TriPPPro-Verbindungen zu gewahr-
leisten, wurde das d4UDP-Prodrug 187 mit R= CgH;; hergestellt. Das Uridinanalogon 40
hatte sich sowohl als cycloSal- als auch DiPPro-d4UDP-Prodrug in vorherigen Studien durch
eine niedrige antivirale Aktivitdt ausgezeichnet, was auf eine unzureichende Substrat-
spezifitat des Enzyms NDPK zurlickgefiihrt wurde, das die Umsetzung des Di- zum
Triphosphat katalysiert.® Durch Anwendung des TriPPPro-Konzepts wurde eine verbesserte
Anti-HIV-Aktivitdt des d4Us 40 erwartet. Die Synthese der entsprechenden TriPPPro-
Verbindung wird in Kapitel 4.5.3.6 vorgestellt.

Die Praparation des d4UDP-Prodrugs 187 erfolgte analog zu der fir TriPPPro-Verbindungen
optimierten Syntheseroute (Kapitel 4.1.4), indem das DCl-aktivierte Phosphoramidit 75e mit
d4UMP 188 verknlpft und oxidiert wurde (Abb. 112). Die Synthese des d4UMPs 188 wird in
Kapitel 4.5.3.5 beschrieben. Da auch in diesem Fall mit Phosphatdiester 109e verunreinigte
Fraktionen erhalten wurden, gelang die Isolierung des Prodrugs 187 nur in einer Ausbeute
von 22%. Die unzureichende Trennung beruhte unter anderem auf einem nicht quantitativ
ablaufenden lonenaustausch an Dowex-NH,". Dadurch wies das Zielprodukt 187 sowohl
Ammonium als auch Tetra-n-butylammoniumgegenionen auf, wie durch 'H-NMR-Spektros-
kopie nachweisbar war. Hierbei sei darauf hingewiesen, dass die Zusammensetzung der hier
verwendeten Gegenionen keine Auswirkung auf die antivirale Aktivitat hat.!”®!
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X X
O CBH17 1. DCI, Rt, 1 min (0] C8H17
2. t-BuOOH in n-Decan,
0 -10 °C, 20 min o
3.RP18
> F o qu: 4. Dowex-NH,* o o ﬁ””
I 5. RP18 Y i
0+P-N + HO-P-O N™ "0 > < O0+P-0-P-0 N~ 70
| |
< A = MeCN , o &
©)
75¢ Bu/N~ 188 0.7x NH4® 187 22%
0.3x (BugN)

Abb. 112: Darstellung des DiPPro-d4UDP-Prodrugs 187 Uiber Phosphoramiditchemie.

4.5.3.4 Diskussion unterschiedlicher Anséatze zur Darstellung von NTP-Prodrugs
Da neben Schwierigkeiten bei der Synthese und Isolation des d4TDPs 15 (Kapitel 4.1.1.2.3)
auch die Darstellung der Nukleosiddiphosphate anderer Nukleoside (Kapitel 4.5.3.1) mit
niedrigen Ausbeuten und umstandlichen Chromatographien einherging, wurde die
Entwicklung einer alternativen Syntheseroute von TriPPPro-NTP-Prodrugs angestrebt.
Kernziel war eine Unabhé&ngigkeit von NDP als Synthesebaustein. Ein erster Ansatz war an
die Methode von AHMADIBENI und PARANG angelehnt, die eine Synthese von Di- und
Triphosphaten, aber auch Polyphosphoramidaten an der Festphase ermdglicht.!'**% Hierbei
nimmt zur Darstellung von Strukturen mit drei Phosphateinheiten das Triphosphitylierungs-
reagenz 189 eine Schllisselrolle ein, welches durch Reaktion mit einem polymergebundenen
Salicylalkohol 190 an die Festphase gekuppelt wird (Abb. 113).

Y

(ON /O\ / N /N

Festphase\/0\©\/\OH /O‘ /O‘ [~} j/ 2,6-Lutidin
, j j
Festphase™ > NC™ NC

190 NC” NC

R-OH, 1H-Tetrazol
THF/DMSO

O. H O O . O\F‘/O\P/O\P/OR
pfofpfofpfoR lod/Pyridin/H,0 6 6 6
~ /r /r Festphase NC/[IC/r
Festphase™ O NC™ NC
DBU
THF
(o) \c\) 9 9 1] 9 I
"P-0-P-0-P-OR _ NH.OH HN-P-0-P-0-P-OR
o} 0 0] THF (0] o 0
€] €] €] S) ©
Festphase/\o 192 193

Abb. 113: Synthese eines Polyphosphoramidats nach AHMADIBENI und PARANG.*°!
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Das dadurch erhaltene cycloSal-Triphosphitylierungsreagenz 191 wird in der Folge Uber eine
Tetrazol-vermittelte Kupplungsreaktion mit einem Nukleosid verknipft. Durch anschlieBende
Oxidation und Abspaltung der 2-Cyanoethylgruppen mit 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en
(DBU) wird das cycloSal-Triphosphat 192 zugéanglich. Die Abtrennung von der Festphase
erfolgt beispielsweise durch die Hydrolyse mit Ammoniak, wodurch das Polyphosphor-
amidat 193 in einer sehr guten Gesamtausbeute von bis zu 73%, bezogen auf das cycloSal-
Triphosphitylierungsreagenz 191, generiert werden kann.!'*!

Es galt, das Reagenz 189 auf seine Anwendbarkeit zur Synthese von TriPPPro-NTP-
Prodrugs zu Uberprifen. Dafiir sollte anstelle einer Verknlpfung mit dem festphasen-
gebundenen Salicylalkohol 190 eine Verknlpfung mit den entsprechenden Phenylestern 76
erfolgen (Abb. 114). Hinsichtlich des Erfolgs der Synthese war ein quantitativer Ausschluss
von Wasser und Sauerstoff als elementar anzunehmen. Bei der Entfernung der CE-Gruppen
mit der Base DBU waren trotz kurzer Reaktionszeiten in Verbindung mit Feuchtigkeit
entweder ein Bruch der Phosphoranhydridbindungen des Prodrugs oder eine Spaltung der
Phenylestermasken durch basische Hydrolyse zu erwarten.

o
o) o r
P 1. 2,6-Lutidin, THF
0" R Y 2 Nukleosid, DCI, THF
Clw__O. __O_. __N 3. lod/Pyridin/H,0
) . PTPTP j/ 4. DBU, THF
¢l _O0 O o o o
j OFP-0-P—0—P-0O-Nukleosid
OH NC” NC A o O
o ©
76 189

Abb. 114: Theoretischer Ansatz zur Darstellung von TriPPPro-Verbindungen in Anlehnung an
AHMADIBENI und PARANG.['%%140]

Das Triphosphitylierungsreagenz 189 ist entsprechend der Literatur durch Kupplung
verschiedener Phosphor(lll)-Reagenzien zugénglich, wobei selektive Hydrolysen eine

[140]

entscheidende Rolle bei der Synthese einnehmen (Abb. 115).
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Triphosphitylierungsreagenz 189 = =

Abb. 115: Versuch der Darstellung des Triphosphitylierungsreagenzes 189 in Anlehnung an
AHMADIBENI und PARANG.!"*°!

Dem publizierten Syntheseprotokoll"*¥ folgend wurde im ersten Schritt frisch destilliertes
Phosphor(lll)-chlorid durch langsames Hinzutropfen von 1.0 Aquivalenten 3-Hydroxy-
propionitril bei -70 °C zu 2-Cyanoethyldichlorophosphit 194 umgesetzt. Obwohl die gleichen
Einwaagen und Lésungsmittelvolumina wie in der Literatur®® verwendet wurden, bildete
sich derartig viel Niederschlag, dass ein Rihren des Reaktionsgemisches nicht mehr
moglich war. Aus diesem Grund wurde entgegen der Vorschrift das Salz durch Filtration
unter Inertgas abgetrennt. Das Rohprodukt wurde zudem destillativ aufgearbeitet, da,
basierend auf der hohen lokalen Konzentration beim Zutropfen des 3-Hydroxypropionitrils,
davon ausgegangen wurde, dass sich nicht nur das Produkt 194 gebildet hatte, sondern
auch Mehrfachsubstitutionen stattgefunden hatten. AnschlieBend wurde der Versuch unter-
nommen, das bereits im Arbeitskreis vorhandene 2-Cyanoethyldiisopropylchlorophosphor-
amidit 195 mit 1.0 Aquivalenten Wasser bei tiefen Temperaturen partiell zu hydrolysieren.
Die Reaktionslésung, in der das nukleophile Intermediat 196 hatte gebildet werden sollen,
wurde umgehend mit dem Dichlorophosphit 194 zur Reaktion gebracht, was wiederum eine
starke Salzbildung mit sich brachte. Zur Reaktionskontrolle wurde das Rohprodukt *'P-NMR-
spektroskopisch in wasserfreiem CDCI; analysiert. Zwar konnte die Bildung des Diphos-
phitylierungsreagenzes 196 mithilfe von NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden, doch
wurde auch die Bildung groBer Mengen verschiedener Phosphor(lll)-Verbindungen, wie
Phosphiten und H-Phosphonaten, aber auch von Phosphaten festgestellt. Da sich zum
Erhalt des Triphosphitylierungsreagenzes 189 noch eine weitere partielle Hydrolyse sowie
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eine Kupplung mit PCl; angeschlossen hatten, was voraussichtlich die Generierung weiterer
Nebenprodukte zur Folge gehabt hatte, wurde erneut eine Destillation in den Versuchs-
verlauf integriert. Eine Isolation des gewlnschten Produkts 197 misslang jedoch. Dement-
sprechend ware eine Optimierung der Reaktionsbedingungen unumganglich gewesen.
Allerdings erschien auch die Reproduzierbarkeit der Synthese des gewiinschten Reagenzes
aufgrund der bisher gewonnenen Erkenntnisse Uber das Reaktionsverhalten der Phosphite
sehr fraglich, weshalb von dieser Methode Abstand genommen wurde.

Nachdem der erste alternative Lésungsansatz zur Darstellung von TriPPPro-Substanzen
nicht erfolgreich war, wurde die Triphosphatstruktur noch einmal unter retrosynthetischen
Gesichtspunkten analysiert. Entsprechend Abbildung 116 lassen sich die Zielverbindungen
theoretisch Uber vier Wege aufbauen, wenn nur Phosphor(V)-einheiten als Bausteine
fungieren sollen. Weg A erschien nicht realisierbar, da zum einen in der Vergangenheit nur
wenige synthetische Ansatze zur VerknlUpfung von Alkoholen und Phosphaten publiziert
wurden und zum anderen das y-Phosphat zweimal selektiv hatte verestert werden missen.
Weg B &hnelt der bisher eingesetzten Phosphoramiditroute und benétigt das schwierig
herzustellende NDP als Synthesebaustein. Weg C folgt einer VerknlUpfung zwischen zwei
Phosphateinheiten. Derartige Reaktionen sind in der Literatur umfangreich beschrieben,
womit Weg C ein vielversprechendes Realisierungspotenzial aufwies. Denn auch Weg D
erlaubt nur durch Verknupfung eines Alkohols mit einer Phosphateinheit den Zugang zu
Triphosphat-Prodrugs. Da Weg D jedoch keinen synthetischen Aufwand bezlglich der
Praparation des Nukleosids bedeutete, wurde dieser dennoch auf seine Eignung untersucht.
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Abb. 116: Retrosyntheseansatze von TriPPPro-NTP-Prodrugs. A: Kupplung von NTP mit zwei
Phenylestern 76; B: Kupplung von NDP mit Phosphatdiester 109; C: Kupplung von NMP mit einem

zweifach veresterten Pyrophosphatsalz 198; D: Kupplung von Nukleosid mit Triphosphatreagenz 199.

Entsprechend Weg D (Abb. 116) sollte das Triphosphatreagenz 199 hergestellt und mit dem
Modelinukleosid d4T 3 verknUpft werden. Dafur war eine Aktivierung der 5'-Hydroxylfunktion
des d4Ts 3 mit einer geeigneten Abgangsgruppe notwendig (Abb. 117).
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Abb. 117: Ansatz zur Synthese von TriPPPro-NTP-Prodrugs 56.
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Einen interessanten Ansatz zur Synthese des Triphosphatreagenzes 199 bildete eine von
GUPTA ET AL. entwickelte effiziente Eintopfsynthese, mit der bereits zahlreiche Phosphor-
amidate und Phosphate synthetisiert werden konnten. Dabei wurden zweifach alkylierte H-
Phosphonate sowohl mit 1,3-Dichlor-5,5-dimethylhydantoin (DCDMH) als auch mit Trichlor-
isocyanursaure (TCCA, Abb. 118) zum reaktiven Chlorphosphat und im Anschluss mit einem
geeigneten Nukleophil umgesetzt.l'*"42

cl o o]
iNI cn\N)LN/m
Cl cl (0]
1,3-Dichlor-5,5-dimethyl- Trichlorisocyanurséure N-Chlorsuccinimid
hydantoin (DCDMH) (TCCA) (NCS)

Abb. 118: Chlorierungsmittel zur Aktivierung von H-Phosphonaten.

Zur Synthese des H-Phosphonats 200 fand eine von XIAO ET AL. publizierte und an die
eigenen Anspriiche angepasste Methode Anwendung.['*®! Durch Umsetzung von 2.0 Aqui-
valenten des Phenylesters 76e mit Diphenylphosphonat (DPP) gelang die Herstellung des
H-Phosphonats 200 in einer Ausbeute von 61% (Abb. 119). Die Reinigung des Rohprodukts
erfolgte durch Umkristallisation aus Methanol.

CgH17 Q Q 0" "CgHy7
(P 38 °C, 3h

Pyndm

Q
Diphenylphosphonat < O>P_H
(DPP) A

200 61%

Abb. 119: Synthese des H-Phosphonats 200 in Anlehnung an Xia0 ET AL..['*?!

AnschlieBend galt es, das H-Phosphonat 200 in ein Elektrophil zu Uberfihren, um einen
Angriff durch geeignete nukleophile Phosphatsalze zu erlauben. Die in Abbildung 118
gezeigten Chlorierungsmittel DCDMH und TCCA wurden zur Aktivierung des H-Phos-
phonats 200 getestet. Zwar konnte in beiden Féllen eine Umsetzung zum Chlorphosphat 201
beobachtet werden, allerdings wirkte sich die Bildung unléslicher Succinimide als Neben-
produkte negativ auf den Reaktionsverlauf aus, da die daraus resultierenden Niederschlage
die Reaktion zum Erliegen zu bringen schienen. Im Gegensatz dazu traten bei der
Verwendung von N-Chlorsuccinimid (Abb. 118) keine Ldslichkeitsprobleme auf, woraufhin
ein quantitativer Umsatz des Phosphonats 200 festgestellt wurde.

Am Beispiel von NCS soll im Folgenden der angenommene Mechanismus der oxidativen
Chlorierung vorgestellt werden (Abb. 120). Im Allgemeinen liegen Mono- und Diester von
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Phosphonsauren 202 (H-Phosphonate) im tautomeren Gleichgewicht mit den jeweiligen
Phosphiten 203 vor. Das Gleichgewicht liegt bevorzugt auf der Seite des stabileren H-Phos-
phonats, obwohl Solvatisierungseffekte zu einer Verschiebung des Gleichgewichts flhren
kébnnen. Bei der NCS-Aktivierung ist das freie Elektronenpaar des trikoordinierten
Phosphits 203 in der Lage, das positiv polarisierte Chloratom des Aktivators nukleophil
anzugreifen. Dadurch wird das Phosphoniumion 202 erhalten, das nach Deprotonierung das
gewiinschte Phosphorchloridat 205 liefert.['*"

Romib

RO-P—H
OR
202 203 J
o) 0
Q oH
RO-P-CI + HN_ ] == RO-P°Cl + ©N
OR OR
205 © 204 ©

Abb. 120: Mechanismus zur Bildung von Chlorphosphaten 205 aus H-Phosphonaten 202.1"4!

Fir die Synthese des Chlorphosphats 201 wurde das H-Phosphonat 200 unter leichtem
Erwarmen (~30 °C) in Acetonitril geldst. Der Aktivator NCS wurde als Feststoff in einfachem
Uberschuss hinzugegeben und die Reaktionsl&sung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
gerthrt (Abb. 121). In weiteren Experimenten, die auf Seite 126 diskutiert werden, stellte sich
heraus, dass eine geringere Anzahl von Aquivalenten zu keinem quantitativen Umsatz fiihrt.
Die Reaktionsldsung des Chlorphosphats 201 wurde in der Folge zu 2.0 Aquivalenten Pyro-
phosphatsalz hinzugetropft und das Reaktionsgemisch flr eine weitere Stunde gerthrt. Nach
dem Entfernen des Losungsmittels im Vakuum schloss sich eine saulenchromatographische
Reinigung an RP18-Silicagel mit einem Acetonitril/Wasser-Gradienten an. Dabei konnte das
gewunschte P,P-Bis(4-nonanoyloxybenzyl)-triphosphat 199 erfolgreich in einer 43%igen
Ausbeute isoliert werden. Zusétzlich eluierten signifikante Mengen von PP’ P! P*-Tetra(4-
nonanoyloxybenzyl)-tetraphosphat 206 mit lediglich Acetonitril als Laufmittel. Die Bildung
dieser Nebenverbindung 206 ist auf die Reaktion einer Einheit Pyrophosphat mit zwei
Einheiten Chlorphosphat 201 zuriickzufiihren. Eine vollstandige Quantifizierung des Neben-
produkts 206 konnte jedoch nicht durchgefihrt werden, da der Hauptanteil verunreinigt
eluierte. In darauffolgenden Ansatzen zeigte sich, dass eine Erhéhung der Aquivalente an
Nukleophil erwartungsgeméaB mit einer Reduktion der Nebenprodukimenge einhergeht.
Aufgrund der hohen Lipophilie des Produkts 199 stellte die Separation von Uberschiissigem

Pyrophosphatsalz kein Problem dar.
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Abb. 121: Darstellung des Triphosphatreagenzes 199.

Nach der Synthese des dimaskierten Triphosphats 199 galt es, dieses mit einem aktivierten
Nukleosid zu verknipfen. Wie bereits angemerkt, sind nur wenige Veroffentlichungen zur
effizienten Kupplung von Alkoholen mit Phosphaten bekannt.

Eine Option bildet die bereits im Zusammenhang mit der Synthese von d4TDP 15 diskutierte
Methode nach DAvISSON ET AL..P® Nach dieser sollte das elektrophile 5'-O-Tosyl-d4T 87
einen nukleophilen Angriff des Reagenzes 199 ermdglichen und unter Abspaltung von
Tosylat die Bildung des TriPPPro-d4TTP-Prodrugs 56e erlauben (Abb. 122). Allerdings
konnten mit P, P-Bis(4-nonanoyloxybenzyl)-triphosphat 199 als Nukleophil mittels HPLC nicht
einmal Spuren des Prodrugs 56e detektiert werden. Stattdessen lagen die Reaktanten nach
48 Stunden unverandert vor. Bei der Erwarmung auf 50 °C wurde lediglich der Bruch der
Phosphoranhydridbindung durch die Detektion des Phosphatdiesters 109e nachgewiesen.

i X
OXCSH17 0o C8H17
NH 0
\©\S”o \fk Rt, 48 h NH
0 9 9 oy oW o 9 o [ L
< 01P-0-P—0-P-0 OfP-0-P=0-P-0~ N 0
) OH 82x Bu4N® 87 > 8 8 k_ﬂ
199 56e

Abb. 122: Versuch der Darstellung von Prodrug 56e durch Kupplung des Triphosphatreagenzes 199
mit tosyliertem d4T 87.

Eine weitere Mdglichkeit der Verknlpfung eines Nukleosids mit einem Phosphatsalz wurde

in der Literatur von SAADY ET AL. beschrieben. Uber eine Mitsunobu-Reaktion konnte dabei

eine Vielzahl von maskierten Adenosin-5'-phosphaten dargestellt werden."*®! Eine Uber-
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tragung der Methode auf die Synthese von TriPPPro-Verbindungen konnte allerdings nicht
realisiert werden (Abb. 123). Nach einer Reaktionszeit von 24 Stunden war erneut keine
Produktbildung festzustellen.

X X
o)kch17 0 0" “CgHy7
N \kaH DIAD, PPhs, Rt, 24 h 0
HO N/go Pyridin NH
I | 9 © ki; 9 9 9 | /g
O1P-0-P—0-P—0 OfP-0-P-0H-0- N 0
) OH 8 2x BuyN 3 > 8 8 k_ﬂ

199

Abb. 123: Versuch der Kupplung des Triphosphatreagenzes 199 und d4T 3

unter Mitsunobu-Bedingungen.

Bedingt durch die grundsatzliche Hirde, Alkohole und Phosphate effizient zur Reaktion zu
bringen, wurde die Suche einer geeigneten VerknlUpfungsvariante entsprechend Weg D
(Abb. 116, S. 122) nicht weiter intensiviert. Stattdessen wurde die Aufmerksamkeit Weg C
gewidmet, der aufgrund der hohen Zahl an Kupplungsmdglichkeiten zwischen zwei
Phosphatderivaten eine aussichtsreiche Variante darstellte.

Entsprechend sollte zunéchst in Anlehnung an die Synthese des Triphosphatreagenzes 199
das P,P-Bis(4-nonanoyloxybenzyl)-pyrophosphat 198, das einen Baustein des Wegs C bildet
(Abb. 116, S. 122), zuganglich gemacht werden. Dafir wurde das H-Phosphonat 200 mit
NCS chloriert und mit einem Uberschuss an Phosphatsalz zur Reaktion gebracht (Abb. 124).
Die Verfolgung der einzelnen Syntheseschritte A-D (ber *'P-NMR-Spektroskopie legte
weitere Details Uber das Reaktionsverhalten der Reaktanten offen (Abb. 125). So konnte
unter anderem die ideale Aquivalentenzahl an Chlorierungsmittel zur Aktivierung des
Phosphonats 200 bestimmt werden. Wahrend bei einem Aquivalent NCS nur die Halfte des
Edukts 200 (A) in das Chlorphosphat 201 Gberfihrt wurde (B), wurde durch Zugabe von
einem weiteren Aquivalent des Aktivators der vollstindige Umsatz erzielt (C). Dement-
sprechend wurde der Aktivator in der Folge im einfachen Uberschuss eingesetzt. Die in
Abbildung 124 angegebenen Ausbeuten wurden durch Integration der Peakflachen der
jeweiligen ®'P-NMR-Spektren (Abb. 125) ermittelt.
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Abb. 124: Darstellung des Diphosphatreagenzes 198.
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Abb. 125: *'P-NMR-Reaktionsverfolgung zur Darstellung des Diphosphatreagenzes 198. Die
Zuordnung A-D erfolgt entsprechend den Reaktionsschritten in Abbildung 124.

Nach Zugabe des im Uberschuss eingesetzten Nukleophils wurde in hoher Selektivitat das
gewlnschte zweifach veresterte Pyrophosphat 198 erhalten. Als Nebenprodukt wurden sehr
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geringe Mengen von P’ P’ P° P°-Tetra(4-nonanoyloxybenzyl)-triphosphat 207 detektiert, wie
das dazugehdrige Triplett bei -25 ppm nahelegt (D). Es sei allerdings angemerkt, dass die
Spekiren A-C aus der Reaktionslésung entnommene Proben zeigen, wahrend Spektrum D
das bereits durch Extraktion aufgearbeitete Produkt darstellt. Aufgrund des Uberschissigen
Phosphatsalzes war eine Reinigung des Rohprodukts notwendig, bevor weitere Synthese-
schritte folgen konnten. Allerdings stellte sich die Reinigung als Kernproblem dieser
Syntheseroute heraus. Der Einsatz einer RP18-Saulenchromatographie, analog zu der zuvor
beschriebenen Synthese des zweifach veresterten Triphosphats 199, erwies sich als
ungeeignet, da quanti