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1 ZUSAMMENFASSUNG

Nucleosidanaloga stellen eine sehr wichtige Substanzklasse bei der Behandlung von Virus-
und Krebserkrankungen dar, allerdings hangt der Behandlungserfolg stark von der intra-
zellularen Metabolisierung zum Triphosphat ab. Aufgrund einer hohen Substratspezifitat der
beteiligten Enzyme erfolgen die bendtigten Phosphorylierungsschritte haufig langsam und
ineffektiv. Geeignete Prodrugstrategien, mit denen intrazellular bereits phosphorylierte
Nucleotide freigesetzt werden kénnen, sollen zu einer Umgehung der Aktivierungsschritte
fuhren und dadurch die Effizienz erhéhen. Mit der Entwicklung des TriPPPro-Konzepts von
GOLLNEST wurde erstmals eine Prodrugstrategie geschaffen, mit der direkt das Triphosphat in
der Zelle freigesetzt werden kann. Durch Acyloxybenzylmaskierungen an der y-Phosphat-
gruppe werden die negativen Ladungen des Triphosphats verdeckt, wodurch die Verbindung
eine ausreichende Lipophilie aufweist, um die Zellmembran passieren zu koénnen.
AnschlieBend wird intrazellular das Triphosphat durch enzymatische Abspaltungen der
Maskierungseinheiten freigesetzt. Mit TriPPPro-Verbindungen einiger Nucleosidanaloga
konnte die antivirale Aktivitat gesteigert werden. Der Beweis der Zellaufnahme und der
intrazellularen Freisetzung des Triphosphats gelang GOLLNEST durch die Verwendung eines
fluoreszenten Nucleosidanalogons. Es konnte allerdings ebenso eine schnelle Dephos-
phorylierung des Triphosphats beobachtet werden, weswegen von ZHAO second-generation
TriPPPro-Verbindungen entwickelt wurden. Hier liegt an der y-Phosphatgruppe eine spaltbare
Maskierungseinheit sowie ein nichtspaltbarer Alkylsubstituent vor. Durch diese Modifizierung
wird nach der Abspaltung der Maskierungseinheit die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung, jedoch
nicht das Triphosphat freigesetzt. Von ZHAO konnte dadurch eine hohere Stabilitat und
antivirale Aktivitat nachgewiesen werden.

In dieser Arbeit wurde die Anwendung des TriPPPro-Konzepts flir einen Einsatz in der
Krebsbehandlung erprobt. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde deswegen die Zellaufnahme der
second-generation TriPPPro-Verbindungen in Krebszellen sowie die anschlieRende intra-
zellulare Metabolisierung untersucht. Im zweiten Teil wurde das TriPPPro-Konzept bei anti-
tumoraktiven Nucleosidanaloga angewendet sowie deren Einfluss auf das Zellwachstum
betrachtet.

Fur die Zellaufnahmestudien wurde aufbauend auf den guten Ergebnissen von GOLLNEST,
REIMER, PERTENBREITER und WITT als fluoreszentes Nucleosidanalogon ein bicyclisches
Nucleosidanalogon verwendet. In dieser Arbeit gelang die erfolgreiche Darstellung von zehn
verschiedenen second-generation 2°-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen. Durch Varia-
tionen der Alkylkettenlangen sowohl in der Maskierungseinheit als auch im Alkylsubstituenten
wurden Verbindungen mit unterschiedlicher Lipophilie synthetisiert. Dadurch konnte die
optimale Lipophilie fur die Zellaufnahme ermittelt werden. Die Synthese der second-generation
2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen erfolgte tber die H-Phosphonatroute in guten bis
sehr guten Ausbeuten von 24-65%. In dieser Arbeit gelang auRerdem die Darstellung von zwei
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y-alkylierten BCNA-TriPPPro-Verbindungen in Ausbeuten von 25% bzw. 31%. Zudem konnte
durch Varianten der YOSHIKAWA-Reaktion das 2'-Desoxy-BCNA-Diphosphat und -triphosphat
in 30% bzw. 16% zuganglich gemacht werden. Durch Hydrolysestudien in PBS-, PLE- und im
CEM/0O-Medium wurde gezeigt, dass die second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindungen selektiv die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung freisetzen. Der Verlauf der
Hydrolyse entspricht folglich dem postulierten Mechanismus aus Abbildung 70. Es gelang
aulRerdem der Beweis der hohen Stabilitat der y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen sowie des
BCNA-Diphosphats und -triphosphats durch Hydrolysen in PBS und PLE. Dadurch kann deren
Einfluss auf die Ergebnisse der Hydrolyse und Zellaufnahmestudien der BCNA-TriPPPro-
Verbindungen ausgeschlossen werden. In CEM-SS-Zellaufnahmestudien konnte erstmals die
erfolgreiche Aufnahme der beiden untersuchten second-generation BCNA-TriPPPro-Verbin-
dungen sowie der y-alkylierten BCNA-TriPPPro-Verbindungen gezeigt werden. Aul3erdem
gelang der Beweis der erfolgreichen Aufnahme in Krebszellen von allen zehn second-
generation 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen. Dabei konnte die selektive Freisetzung
der y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen in Krebszellen erstmalig bestéatigt werden. Anhand
dieser Studien wurde gezeigt, dass die second-generation BCNA-TriPPPro-Verbindungen in
der Lage sind, die Zellmembran zu passieren, und, dass es auch in Krebszellen zur enzyma-
tischen Abspaltung der Acyloxybenzylmaskierungen und somit zur Freisetzung der
y-alkylierten TriPPPro-Verbindung kommt. AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass die
y-alkylierte TriPPPro-Verbindung intrazellular den Hauptmetaboliten darstellt.

Fur den zweiten Teil dieser Arbeit wurde das TriPPPro-Konzept auf bereits in der Krebs-
bek&dmpfung verwendete Zytostatika angewendet, um den Einfluss des TriPPPro-Konzepts
auf deren Wirkung zu untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit gelang die Synthese von zwei second-generation 5-FdU-TriPPPro-
Verbindungen in guten Ausbeuten von 37% sowie 46%. Mit Hilfe von PBS- und PLE-
Hydrolysestudien konnte auch hier die erfolgreiche und selektive Freisetzung der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindung nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden
symmetrische Prodrugs anderer antitumoraktiver Nucleosidanaloga dargestellt. Es gelang die
erstmalige Synthese dreier verschiedener Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen Uber die
H-Phosphonatroute in Ausbeuten von 21-35%. In durchgefiihrten PBS-, PLE- und CEM/0O-
Hydrolysestudien konnte die erfolgreiche Freisetzung des Gemcitabintriphosphats gezeigt
werden. Bei der CEM/0-Hydrolyse kam es jedoch durch Dephosphorylierungen des
Triphosphats zur Bildung des Diphosphats und des Monophosphats. Uber Varianten der
YOSHIKAWA-Reaktion gelang die erfolgreiche Darstellung des Gemcitabindiphosphats und -
triphosphats in 28% und 18%. Durch Hydrolysestudien konnte eine hohe Stabilitat des Di- und
Triphosphats bewiesen werden, wodurch gezeigt wurde, dass die Zersetzung dieser
Verbindungen keinen Einfluss auf die Ergebnisse der Hydrolyse oder den Proliferationsassays
der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen hat. In Zellproliferationsassays konnte bei den in
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dieser Arbeit synthetisierten 5-FdU- und Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen keine
Verbesserung der Wirkung im Vergleich zum Nucleosidanalogon beobachtet werden.

Bei Gemcitabin gilt die Aminofunktion in der Nucleobase als ein moglicher Angriffspunkt fur
die Inaktivierung des Nucleosidanalogons. Laut Literatur? lasst sich durch das Anbringen eines
Stearoylsubstituenten diese Position schutzen und die Aktivitdt von Gemcitabin steigern. In
der Zelle kommt es durch enzymatische Abspaltung der Schutzgruppe zur Freisetzung von
Gemcitabin. Es sollte deswegen eine TriPPPro-Verbindung dieses geschitzten Gemcitabin-
derivats C18Gem synthetisiert werden. Die Synthese von C18Gem gelang in einer Gesamt-
ausbeute von 71% Uuber drei Stufen. In einer YOSHIKAWA-Reaktion sollte anschlie3end das
Monophosphat dargestellt werden, diese Reaktion gelang jedoch nicht. Es wird vermutet, dass
der Alkylsubstituent diese Reaktion verhindert hat, indem er die 5'-Hydroxylgruppe ab-
geschirmt hat.

Als letztes Nucleosidanalogon sollte 5-Azacytidin fur die TriPPPro-Synthese verwendet
werden. Dafiir wurde zunachst 5-Azacytidin dargestellt, dies gelang in einer Gesamtausbeute
von 21% uber fiinf Stufen. Uber die YosHIKAWA-Methode wurde das Monophosphat in 18%
Ausbeute gebildet. AnschlielBend wurde das 5-Azacytidinmonophosphat mit einem C11-
Pyrophosphat zur TriPPPro-Verbindung gekoppelt. Es gelang der erfolgreiche Nachweis der
5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung via 2D-NMR und MS, allerdings kam es wéhrend der
Aufarbeitung zur Zersetzung der TriPPPro-Verbindung, wodurch eine Isolierung des Produkts
verhindert wurde.
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2 ABSTRACT

Nucleoside analogues play a very important role in the treatment of virus infections and cancer.
The success of the treatment strongly depends on the intracellular metabolism of the
nucleoside analogues into the corresponding triphosphate. Due to high substrate specificity of
the relevant enzymes the necessary phosphorylation steps often occur slowly and
insufficiently. Suitable prodrug strategies which release phosphorylated nucleotides intra-
cellularly can be used to avoid those activation steps and thereby increase efficiency. Through
the development of the TriPPPro concept by GOLLNEST, a suitable prodrug strategy was
created that is capable of releasing the active triphosphate directly into the cell. Acyloxybenzyl
moieties at the y-phosphate group can hide the negative charges of the triphosphate and
thereby create enough lipophilicity for the molecule to penetrate the cell membrane.
Intracellularly the triphosphate gets released by enzymatical cleavage of the acyloxybenzyl
moieties. The synthesis of TriPPPro compounds led to an increase of the antiviral activity of
several nucleoside analogues. Proving successful cellular uptake was done by GOLLNEST
through investigations with fluorescent nucleoside analogues. Such investigations also led to
the observation of rapid dephosphorylation of the triphosphate and the development of second
generation TriPPPro compounds by ZHAO. These second generation compounds include a
removable masking unit and a non-removable alkyl chain at the y-phosphate group. Because
of these modifications the y-alkylated TriPPPro compound is formed after the removal of the
masking unit, the triphosphate cannot be released from such a compound. ZHAO was able to
show higher stability and higher antiviral activity of these compounds.

In this thesis the application of the TriPPPro concept for cancer treatment was investigated. In
the first part, the cellular uptake of second generation TriPPPro compounds in cancer cells and
the following intracellular metabolism was analysed. In the second part, the TriPPPro concept
was applied to antitumor active nucleoside analogues and their influence on cell growth was
assessed.

Following the good results of GOLLNEST, REIMER, PERTENBREITER and WITT a bicyclic
nucleoside analogue was used as a fluorescent nucleoside analogue. In this thesis the second
generation 2'-deoxy BCNA TriPPPro compounds were synthesized via the H-phosphonate
route in good to excellent yields of 24-65%. Varying the length of the alkyl chain in the masking
unit as well as in the alkyl substituent led to the formation of compounds with different
lipophilicity. This enabled the optimal lipophilicity for cellular uptake to be determined. Also, the
synthesis of two different y-alkylated BCNA TriPPPro compounds with yields of 25% and 31%,
respectively, was accomplished during this thesis. Besides that, the synthesis of the BCNA
diphosphate and triphosphate was also done via variations of the YOSHIKAWA reaction with
30% and 16% vyields, respectively. With hydrolysis studies in PBS, PLE and CEM/0 medium it
was proven that the second generation 2’-deoxy BCNA TriPPPro compounds released the y-
alkylated TriPPPro compound selectively. The process of the hydrolyses matched the
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postulated mechanism in figure 70. It was also possible to prove the high stability of the y-
alkylated TriPPPro compounds, the BCNA diphosphate and triphosphate through hydrolyses
in PBS and PLE. Therefore, it can be excluded that these compounds interfere with the
hydrolyses or cellular uptake studies of the BCNA TriPPPro compounds. In uptake studies with
CEM SS cells the successful uptake of the two investigated BCNA TriPPPro compounds as
well as the y-alkylated TriPPPro compounds could be shown for the first time. Also, the
successful uptake of the ten synthesised 2’-deoxy BCNA TriPPPro compounds in cancer cells
was proven by uptake studies and the intracellular release of y-alkylated TriPPPro compounds
could be confirmed. With those studies it could be reassured that the second generation BCNA
TriPPPro compounds are able to penetrate the cell membrane and that the masking unit gets
cleaved enzymatically in cancer cells and thereby the y-alkylated TriPPPro compound gets
released. In addition, it has been shown that the y-alkylated TriPPPro compound is the main
metabolite released intracellularly.

In the second part of this work the TriPPPro concept was applied to cytostatic drugs that are
already used in the treatment of cancer to be able to investigate the influence of the TriPPPro
concept on those substances.

During this work the synthesis of two different second generation 5-FdU TriPPPro compounds
was accomplished with good yields of 37% and 46%, respectively. Through PBS and PLE
hydrolysis studies, the successful and selective release of the y-alkylated TriPPPro compound
has been proven. In the course of this work, symmetric TriPPPro compounds of other antitumor
active nucleoside analogues have been synthesised. The synthesis of three different
gemcitabine TriPPPro compounds via the H-phosphonate route was accomplished for the first
time, with yields ranging from 21% to 35%. The conducted PBS, PLE and CEM/O hydrolysis
studies demonstrated the successful release of the gemcitabine triphosphate. During the
CEM/O0 hydrolysis dephosphorylation of the triphosphate occurred and thereby the diphosphate
was generated. Again, Gemcitabine diphosphate and triphosphate have been synthesised
through variations of the YOSHIKAWA reaction with yields of 28% and 18%, respectively.
Hydrolysis studies again showed high stability of the gemcitabine diphosphate and
triphosphate. Therefore, interference with the hydrolysis or cell proliferation assays could be
eliminated. The performed cell proliferation assays showed no improvement of the synthesised
5-FdU and gemcitabine TriPPPro compounds in comparison to the parent nucleoside.

Within gemcitabine the amino function of the nucleobase is presumed to be a potential point
of attack for the inactivation process of the nucleoside analogue. According to the literature?,
the addition of a stearoyl substituent protects this position and increases the activity of
gemcitabine. Within the cell this protective group gets cleaved enzymatically and thereby
gemcitabine is released. Because of that, this protected gemcitabine derivative C18Gem
should be used for the synthesis of a TriPPPro compound. The synthesis of C18Gem was
accomplished with an overall yield of 71% over 3 steps. The C18Gem monophosphate should
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be synthesised via YOSHIKAWA reaction. Unfortunately, this reaction wasn’t successful. The
assumption is that the long alkyl chain prevents this reaction by hiding the 5’-hydroxyl group.

The last investigated nucleoside analogue for the TriPPPro synthesis was azacytidine.
Therefore, azacytidine has been synthesised over five steps with a total yield of 21%. Via
YOSHIKAWA reaction the azacytidine monophosphate was created with a yield of 18%. Next
this monophosphate was coupled with a C11 pyrophosphate to create the corresponding
TriPPPro compound. It has been proven via 2D NMR and MS that the azacytidine TriPPPro
compound was successfully synthesised but unfortunately the compound decomposed during
the purification process.
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3 EINLEITUNG

Krebs ist weltweit eine ernstzunehmende Gesundheitsgefahr, die mehr als 150 verschiedene
einzelne Krankheiten umschlie3t. Sie ist jahrlich fir den Tod von Millionen Menschen
verantwortlich.? In Deutschland werden jedes Jahr fast 500.000 neue Krebsdiagnosen gestellt.
Seit Uber 20 Jahren geht auRerdem mehr als ein Viertel aller jahrlichen Todesfalle hierzulande
auf eine Krebserkrankung zurtck (2019: 231.000 Krebstote von insgesamt 939.520
Verstorbenen).>* Die Zahl der weltweiten Krebsdiagnosen wird in den nachsten Jahren und
Jahrzehnten weiter steigen.® So geht das Deutsche Krebsforschungszentrum (DKFZ) davon
aus, dass sich innerhalb der nachsten 20 Jahre weltweit die Anzahl der Krebserkrankungen
verdoppeln und in Deutschland wahrend der nachsten zehn Jahre die Zahl der Neu-
erkrankungen von 500.000 auf 600.000 steigen wird.® Durch medizinischen Fortschritt konnten
die Uberlebensraten bei vielen Tumorformen deutlich verbessert werden. Inzwischen tiber-
leben 50% der Manner und 58% der Frauen die ersten funf Jahre nach einer Erkrankung. Nach
Daten des Zentrums fir Krebsregisterdaten (ZfKD) am Robert-Koch-Institut (RKI) hat sich die
Gesamtuberlebensrate (welche tUber Geschlecht, Alter und Entitat gemittelt wird) von 52.5%
in 2007/08 auf 55.5% in 2015/16 verbessert.>

2019 wurde in Deutschland die Initiative ,Nationale Dekade gegen Krebs“ des Bundes-
forschungsministeriums und des Bundesgesundheitsministeriums ins Leben gerufen. Dabei
sollen innerhalb von zehn Jahren die Forschungsinteressen des Deutschen Krebsforschungs-
zentrums (DKFZ) und anderen Vertretern aus translationaler Krebsforschung, Politik,
Forschungsforderung, Gesundheitswesen, Wirtschaft und Gesellschaft geblindelt und
gemeinsam Strategien entwickelt werden, um Krebs erfolgreich zu bekampfen.®

Mit Krebs wird in der Medizin eine bésartige Gewebeneubildung bezeichnet. Die Tumorzellen
vermehren sich dabei unkontrolliert und wachsen in Nachbargewebe ein, wodurch gesundes
Gewebe zerstort wird. Gelangen boésartige Tumorzellen in die Blut- oder Lymphbahnen, so
kommt es zur Bildung von Metastasen. In diesen bdsartigen Zellen funktionieren die Signale
nicht mehr, die in gesunden Zellen das Wachstum steuern, wodurch unkontrolliertes Zell-
wachstum mdglich wird. Alle Tumore und Krebsformen unterscheiden sich, keine gleicht der
anderen, allerdings fiihren alle unbehandelt zum Tod des Patienten.® Dadurch werden unter-
schiedliche und oftmals individuelle Therapien benétigt. Es wird zwischen genetischen und
epigenetischen Veranderungen der Erbinformation unterschieden. Bei genetischen
Anderungen wird die Reihenfolge der DNA-Bausteine alterniert. Dies kann durch den Verlust,
das Hinzufuigen oder Verschieben einzelner oder mehrerer Bausteine erfolgen. Dadurch wird
von den entsprechenden Genprodukten zu viel oder zu wenig hergestellt oder die erhaltenen
Eigenschaften sind verandert.® Bei epigenetischen Variationen liegen die Veranderungen an
der Verpackung der DNA vor. Dabei sorgen Molekile, die an die Erbinformation angehangt
sind, dafir, dass Gene nicht abgelesen werden kénnen. Auch dadurch kann Krebs entstehen.
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Epigenetische Veranderungen kdnnen umkehrbar sein, beispielsweise kann durch Lebens-
stilveranderungen manche krebsfordernde Veradnderung an der DNA wieder rickgéngig
gemacht werden.®

Welche Einflisse konnen die Erbinformation verdndern bzw. schadigen? Dazu gehoren
bekannte Gewohnheiten wie Rauchen.®’ Lungenkrebs ist mit 11.6% aller Krebsneuer-
krankungen die am haufigsten gestellte Diagnose und mit 18.4% aller durch Krebs
verursachter Todesfalle die am haufigsten todlich verlaufende Krebsvariante.? Andere Risiko-
faktoren sind Ubergewicht und damit einhergehende Stoffwechselveranderungen, Bewe-
gungsmangel, UV-Strahlung, Alkoholkonsum und schlechte Erndhrung mit wenig Obst,
Gemiuse und Ballaststoffen, daftir mit viel rotem und verarbeitetem Fleisch.®” Chronische
Infektionen sind ebenfalls fur einige Krebserkrankungen verantwortlich, etwa 4% der Krebs-
erkrankungen werden durch Infektionen hervorgerufen. Durch Impfungen oder urséchliche
Therapien kann dieses Risiko gesenkt werden. Beispiele fir diese Behandlungen sind: Imp-
fung gegen Hepatitis B und humane Papillomviren (HPV).” Krebs kann allerdings auch durch
eine spontane Mutation entstehen. Oftmals werden diese Fehler durch kbrpereigene Repara-
turmechanismen behoben, allerdings haufen sie sich mit steigendem Alter und dadurch koén-
nen nicht mehr alle beseitigt werden, weswegen mit dem Alter die Krebsgefahr zunimmt.>" Es
sind noch nicht alle Mechanismen der Krebsentstehung bekannt, allerdings soll dies durch
intensive Forschung behoben werden, da durch ein gro3eres Verstandnis der Entstehung
auch eine gezieltere Therapie moglich wird.®

Bei der Behandlung der Krebserkrankungen sind seit Jahrzehnten die Operation, Strahlen-
therapie und Chemotherapie die Standardmethoden. Daneben wurden zielgerichtete medi-
kamenttse Therapien, Immuntherapien und Virotherapien entwickelt und werden immer
haufiger eingesetzt.>® Obwohl es in den letzten Jahren einige Erfolge bei der Entwicklung
neuer Therapien gab, bleibt die Chemotherapie mit dem Einsatz von zytotoxischen Medi-
kamenten eine unentbehrliche Methode in der Krebsbehandlung.®1®! Es gibt eine groRe
Vielfalt verschiedener Chemotherapeutika. Sie kénnen grob in die Kategorien Alkylierungs-
reagenzien, Antimetabolite, Naturstoffe, Hormone und Hormonantagonisten unterteilt wer-
den.® Aufgrund der hohen Komplexitat der Krebserkrankungen erhalten die meisten Patienten
fur eine optimale Therapie Kombinationen aus unterschiedlichen Praparaten.® Ein grof3es
Hindernis der erfolgreichen Therapie stellt die Chemoresistenz dar, diese kann sowohl
intrinsisch als auch erworben sein.?12 Sje stellt den Hauptgrund fir die Bildung eines Rezidivs
dar, weswegen ein groRes Interesse an der Erforschung der Resistenzbildung besteht.®!!
Krebszellen sind zudem in der Lage, Chemotherapien auf vielfaltige Weise zu torpedieren.
Dazu gehdren eine verminderte Zellaufnahme oder ein erhdhtes Ausscheiden der Wirkstoffe,
Veranderung des Metabolismus oder die Aktivierung von DNA-Reparaturmechanismen.®13
Die haufig bei der Chemotherapie verwendeten Nucleosidanaloga sind Antimetabolite und
weisen strukturelle Ahnlichkeit mit den natirlichen Nucleosiden auf. Sie besitzen auRerdem
ein breites Wirkungsspektrum und Vertreter davon sind sowohl gegen solide Tumore als auch
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bdsartige Erkrankungen des Blutes wirksam. Deswegen finden sie vielfach Anwendung in der
Chemotherapie und gehoren zu den am haufigsten verwendeten Zytostatika.?*%* Obwonhl
chemotherapeutische Medikamente bei der Krebsbehandlung eine wichtige Rolle spielen, gibt
es immer noch einige Nachteile, die behoben werden miissen.?

Im pharmazeutischen Bereich werden durch die Verwendung von Prodrugs bestimmte
Probleme, die bei der Gabe des reinen Wirkstoffs bestehen, vermieden. Durch die Herstellung
von Prodrugs werden physikalische, chemische und pharmakologische Eigenschaften von
Medikamenten verbessert. Die Probleme umfassen dabei eine schlechte Wasserlgslichkeit,
geringe chemische Stabilitat, kurze Halbwertszeit sowie schnelle Metabolisierung.*®

Im Rahmen dieser Arbeit soll das im AK MEIER entwickelte TriPPPro-Konzept auf einen
Einsatz in der Krebsbehandlung untersucht werden. Dafir sollen zunachst fluoreszente
second-generation TriPPPro-Verbindungen synthetisiert und anschlieRend deren Zellauf-
nahme sowie Metabolisierung in Krebszellen untersucht werden. Auf3erdem sollen sym-
metrische TriPPPro-Verbindungen von bereits eingesetzten Zytostatika dargestellt werden.
Mit ihnen soll untersucht werden, ob eine verbesserte Wirkung im Vergleich zu den Nucleosid-
analoga erzielt werden kann.
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4 KENNTNISSTAND

4.1 Nucleosidanaloga

Nucleoside und Nucleotide sind nattrliche Verbindungen, die in vielen wichtigen zellularen
Ablaufen wie DNA- und RNA-Synthese, Zellsignalwegen, Enzymregulierung und Metabolis-
mus involviert sind. Nucleoside bestehen aus einer Purin- (Adenin oder Guanin) oder
Pyrimidinbase (Cytosin, Uracil oder Thymidin), die mit einer Pentose (B-D-Ribofuranose oder
B-D-Desoxyribofuranose) verknupft ist. Veresterungen der 5‘-Hydroxylgruppe fiihren zur
Bildung der 5‘-Nucleotide und damit der aktiven Formen des Nucleosids.'®1” Natirliche Des-
oxyribonucleotide werden im Koérper auf zwei verschiedenen Wegen hergestellt, der de novo-
Synthese und dem salvage-pathway. Bei der de novo-Synthese werden Ribonucleotide
ausgehend von kleinen Molekilen synthetisiert, in das Ribonucleotidmonophosphat Gberfuhrt
und zum Diphosphat phosphoryliert. Durch die Ribonucleotidreduktase erfolgt anschlieRend
in einer irreversiblen Reaktion die Reduktion zum 2‘-Desoxyribonucleotid, wodurch die 2‘-Des-
oxyribonucleotiddiphosphate erhalten werden. Beim salvage-pathway werden vorgeformte
Desoxyribonucleotide tber Nucleotidtransporter in die Zelle geschleust und durch zellulare
Kinasen in das Triphosphat Uberfuhrt. Diese intrazellularen Phosphorylierungsschritte sind
reversibel. Die Nucleotide kdnnen somit wieder in die Nucleoside gespalten werden.8

Bei Nucleosid- und Nucleotidanaloga handelt es sich um chemisch modifizierte Verbindungen,
die entwickelt wurden, um die physiologischen Verbindungen zu imitieren.'® Sie stellen eine
pharmakologisch diverse Klasse dar, welche cytotoxische, antivirale und immunsuppressive
Verbindungen beinhaltet. Nucleosidanaloga sind Antimetabolite, die mit der Synthese von
Nukleinsauren interferieren.'%2° Sie konnen den gleichen zellularen Metabolismus nutzen, um
in die DNA oder RNA eingebaut zu werden und so die Zellteilung oder die Virusreplikation
stdren. Dieser zellulare Ablauf erméglicht den therapeutischen Einsatz bei der Inhibierung des
Tumorwachstums oder der Virusreplikation.'® Nucleosidanaloga werden tber den salvage-
pathway in das entsprechende Triphosphat tberfiihrt.*® In Abbildung 1 sind der Metabolismus
sowie die mdglichen Wirkweisen und Deaktivierungen der Nucleosidanaloga in der Zelle
gezeigt.
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Abbildung 1: Intrazellulare Metabolisierung der Nucleosidanaloga.®

Da die Nucleosidanaloga, genauso wie die nattrlichen Nucleoside, hydrophile Verbindungen
sind, erfolgt die Zellaufnahme Uber einen Transporter. Sie stellt somit einen aktiven Prozess
dar.?! Im menschlichen Korper existieren drei konzentrationsabhangige Nucleosidtransporter
(CNTSs) und vier gleichgewichtsabhéngige Nucleosidtransporter (ENTSs), mit denen sie in die
Zelle aufgenommen werden kénnen. Bei Nucleosidanaloga handelt es sich um Prodrugs, sie
mussen somit in der Zelle in die aktive Form Uberfuhrt werden. Die intrazellulare Phos-
phorylierung zum Nucleosidmonophosphat erfolgt durch Nucleosidkinasen, wobei es sich
oftmals um den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Umwandlung in die aktiven
Triphosphate handelt. Die zweite Phosphorylierung erfolgt durch die Nucleosidmonophosphat-
kinase und die Umwandlung zum Triphosphatanalogon wird anschliel3end durch die Nucl-
eosiddiphosphatkinase katalysiert. Die Triphosphatanaloga konkurrieren mit ihren natirlichen
Gegenspielern um den Einbau in die DNA oder RNA. Sie sind aufRerdem in der Lage, durch
die Inhibierung essenzieller Enzyme, wie beispielsweise der DNA-Polymerase, die DNA-
Synthese zu hemmen. Die Ribonucleotidreduktase M1 (RRM1), ein wichtiges Enzym bei der
Nucleotidmetabolisierung, kann sowohl durch diphosphorylierte als auch triphosphorylierte
Nucleosidanaloga inhibiert werden. Dadurch wird die gebildete Menge von naturlichen
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Desoxyribonucleotiden geringer und somit der Einbau der Nucleotidanaloga in die DNA-Kette
wahrscheinlicher. Katabolische Enzyme, wie beispielsweise Desaminasen oder 5-Nucleotid-
asen, konnen die Menge an aktiven Metaboliten reduzieren. Sobald das aktive Triphosphat in
der Zelle vorliegt, wird der Abbruch der Kettenverlangerung oder die Apoptose eingeleitet.216-22

Im Folgenden sollen diese beiden Mechanismen detaillierter dargestellt werden.
Beendigung der Kettenverlangerung

Nucleotidanaloga stehen in Konkurrenz zu den natirlichen Nucleotiden um den Einbau in den
DNA- oder RNA-Strang durch virale oder humane Polymerasen. Dadurch hangt der Einbau
des Nucleotidanalogons von der Affinitéat der beteiligten Enzyme fir Nucleotide ab. Das Fehlen
der 3‘-Hydroxylgruppe in der Zuckereinheit verhindert das Ausbilden der 3‘-5-Phospho-
diesterbindung zwischen dem Nucleotidanalogon und dem folgenden Nucleotid, woraus ein
friher Abbruch der Kettenverlangerung der wachsenden viralen DNA- oder RNA-Kette
resultiert. Der Kettenabbruch wird ebenfalls bei antitumoraktiven Nucleotidanaloga, welche
eine 3‘-Hydroxylgruppe besitzen, beobachtet. Fir diesen Effekt wird das Erkennen des
Analogons als nicht-human als Grund angegeben.6:23

Einleiten der Apoptose

Der genaue Mechanismus, der dem Einleiten der Apoptose durch antitumoraktive Nucleosid-
analoga zugrunde liegt, wurde noch nicht vollstandig aufgeklart.** Sie greifen in der S-Phase
des Zellzykluses ein. Nucleosidanaloga werden oft zusammen mit Reagenzien eingesetzt, die
giftig fur die DNA sind, beispielsweise Alkylierungs- oder Platinverbindungen. Durch diese
Substanzen wird die Reparatur von DNA-Schaden verhindert oder kdnnen durch diese ebenso
verursacht werden. So wird beispielsweise Fludarabin zusammen mit Cyclophosphamid ftr
die Behandlung chronischer lymphatischer Leuk&mie und Gemcitabin mit Cisplatin bei der
Behandlung von Lungenkrebs eingesetzt.16:24

Die Familie der Nucleosidanaloga beinhaltet verschiedene Purin- und Pyrimidinanaloga. Zu
den Pyrimidinanaloga gehort Cytarabin (ara-C, 1), welches 1969 als erstes Nucleosidanalogon
durch die FDA zugelassen wurde und bei der Behandlung der akuten Leuk&mie eingesetzt
wird. Wohingegen Gemcitabin (2), ebenfalls ein Pyrimidinanalogon, auf solide Tumore wirkt.
Es wird bei der Therapie von Pankreas-, Lungen- und Brustkrebs angewendet.22%2225.26 Dje
Fluorpyrimidine Capecitabin (3) und Fluoruracil (4) sind aktiv gegen Brust- und Kolorektal
Karzinome.’® Zu den Purinanaloga gehéren beispielsweise Cladribin (2-CdA, 5) und
Fludarabin (6). Diese beiden Vertreter werden in der Behandlung von bosartigen Erkran-
kungen des Blutes verwendet.??22527 Die Pyrimidinanaloga 5-Azacytidin (7) und Decitabin (8)
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werden als Methylierungsreagenzien bei der Behandlung verschiedener Leukdmien ein-
gesetzt.? Ein signifikanter Anteil der heute verwendeten Chemotherapien involviert die
Verwendung von Nucleosidanaloga.?® In Abbildung 2 sind die genannten Nucleosidanaloga

dargestellt.
O
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Abbildung 2: Darstellung einiger cytotoxischer Nucleosidanaloga.?

4.2 Prodrug-Konzepte

Obwonhl bereits einige Nucleosidanaloga im klinischen Alltag Anwendung finden, werden
trotzdem neue Strategien benétigt, damit bekannte Hindernisse wie schlechte Bioverteilung,
Entwicklung von Resistenzen, Langzeittoxizitdt und die Notwendigkeit von patientenindivi-
duellen Dosen vermieden werden kénnen.6-2

4.2.1 Monophosphat-Prodrugs

Aufgrund der leichten Modifizierungen der Nucleosidanaloga, welche sowohl am Glykon als
auch der Nucleobase vorliegen kdnnen, erfolgt die Umsetzung durch die zellularen Enzyme
teilweise sehr langsam und ineffizient. Fur Stavudin (d4T), ein sehr wirksames Medikament
bei der Behandlung vom Humanen Immundefizienz-Virus (HIV), stellt der erste Phosphory-
lierungsschritt durch das salvage-pathway Enzym Thymidinkinase (TK) den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt dar.?®-* Daneben koénnen auch katabolische Prozesse der Grund fir
die Inaktivitat eines Nucleosidanalogons sein. Beispielsweise wird Didesoxyadenosin (ddA)
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durch Desaminierung zum inaktiven Didanosin (ddl). Erst durch mehrere enzymatisch
kontrollierte Reaktionen kdnnte ddA zurtckerhalten werden. Durch eine direkte Gabe des
Nucleosidmonophosphats lief3e sich sowohl der geschwindkeitsbestimmende Schritt als auch
die genannte Inaktivierung umgehen, dadurch sollte eine Erh6hung der Nucleotid-
konzentration und damit der Aktivitat erzielt werden kénnen. Da es sich bei Nucleotiden um
geladene Molekile handelt, kbnnen diese nur schlecht die Zellmembran oder die Blut-Hirn-
Schranke passieren. Deswegen wirde die Gabe des reinen Nucleosidmonophosphats als
Medikament nicht zu einer Verbesserung der therapeutischen Effizienz fuhren, da es nicht in
der Lage ist, die Zellmembran zu passieren und zudem anfallig fir Dephosphorylierungen ist.3*
Eine Herangehensweise, um die therapeutische Effizienz zu erh6hen, ist das Nucleotid in der
Zelle aus einem neutralen, membranpermeablen Prodrug freizusetzen. Durch das Anbringen
einer lipophilen Maske an die Phosphatgruppe sollte eine Verbindung entstehen, welche die
Zellmembran passieren kann und intrazellular das Nucleosidmonophosphat freisetzt. Durch
anschlieende Phosphorylierungen durch zellulare Kinasen sollte das aktive Triphosphat
gebildet werden und die gewtinschte biologische Wirkung erhalten werden konnen.3%3 In
Abbildung 3 ist das Prinzip des Pronucleotidkonzepts anschaulich dargestellit.
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Abbildung 3: Darstellung des Pronucleotidkonzepts.16
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Konventionelle Nucleosidanaloga sind Prodrugs, da sie nicht intrinsisch aktiv sind. Es sind
intrazellulare Aktivierungsschritte notwendig, damit das cytotoxische oder antivirale Reagenz
erhalten wird. Wahrend des Transports oder des Aktivierungsprozesses existieren einige
Resistenz- und Inaktivierungsmoglichkeiten, die der Metabolisierung in die aktive Form im
Wege stehen. Pronucleotide sind ebenfalls Prodrugs, es handelt sich um phosphorylierte
Nucleoside, die aufgrund von Maskierungen in der Lage sind, die Zellmembran eigenstandig
zu passieren und, aufgrund der bereits vorhandenen Phosphatgruppe, wichtige Aktivierungs-
schritte umgehen kdnnen. Da der erste Phosphorylierungsschritt oftmals den geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt darstellt, wurden Pronucleotide auf Monophosphatbasis entwickelt.
Pronucleotide werden nicht durch extra- oder intrazellulare Desaminasen angegriffen und
konnen somit diese Inaktivierungsschritte umgehen. Aufgrund lipophiler Modifizierungen sind
sie in der Lage, durch die Zellmembran zu diffundieren und intrazellular durch enzymatisch
oder chemisch induzierte Reaktionen das Nucleotid freizusetzen. Dadurch sind sie fur die
Bildung des Monophosphats unabhangig von zellularen Kinasen. Die chemische Vielfalt der
Pronucleotide resultiert aus dem verwendeten Nucleosid sowie den verwendeten
Maskierungseinheiten.'® Einige vorklinische Studien konnten den Erfolg der Pronucleotide im
Modell zeigen, das normalerweise resistent gegen die urspriinglichen Nucleoside ist.16-34

Ein passendes Pronucleotidkonzept muss folgende Anforderungen erfullen. Es muss fur das
Passieren der Zellmembran und Blut-Hirn-Schranke ausreichend lipophil sein. AufRerdem
muss das Nucleotid durch enzymatische oder chemische Hydrolyse freigesetzt werden.
Zudem darf die abgespaltene Maskierungseinheit nicht toxisch sein. Bei Monophosphat-
prodrugs missen zwei negative Ladungen ,verdeckt® werden, damit eine neutrale und
lipophile Verbindung gebildet werden kann. Dies fuhrte zur Entwicklung einiger Methoden, bei
denen ein Phosphotriester als membranpermeable Vorstufe eingesetzt wird.=°

4.2.1.1 Erste Monophosphatprodrugs

Prodrugtechnologien, die Nucleosidmonophosphate in der Zelle freisetzen kénnen, haben
eine hohe Effektivitat bei der Verbesserung therapeutischer Mdoglichkeiten gezeigt.®* Im
Folgenden sollen einige Monophosphatprodrugtechnologien vorgestellt werden.

Von FARQUHAR et al.®® wurde das Bis(POM)-Konzept entwickelt, dabei werden Bis(pivaloyl-
oxymethyl)phosphotriester 9 eingesetzt. In der Zelle kommt es durch eine Carboxyesterase
zur Abspaltung der Maskierungseinheit, wobei unter Freisetzung von Pivalinsdure und Form-
aldehyd das monomaskierte Intermediat freigesetzt wird. Eine Wiederholung dieses Ab-
spaltungsprozesses fuhrt zur Freisetzung des Monophosphats. Durch Verwendung dieses
Konzepts konnte die Zellaufnahme signifikant erhéht werden. In in vitro Untersuchungen von
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Bis(POM)-5FdU konnte eine deutlich verbesserte Aktivitdét beobachtet werden. Da das
monomaskierte Intermediat ein schlechteres Substrat fiir die Carboxyesterase ist, dauert die
Abspaltung der zweiten Maske deutlich l&anger. Hinzukommt, dass die Freisetzung eines
Aquivalents Monophosphat zur Bildung von je zwei Aquivalenten Formaldehyd und Pivalin-
saure fuhrt und beide Substanzen toxisch sind.0-%

Durch eine Modifizierung dieses Konzepts wurden von FRIDLAND et al.®"® und NAESENS et
al.* die Bis(POC)-Nucleotide 10 entwickelt. Dabei handelt es sich um Bis(isopropyloxycar-
bonyloxymethyl)nucleotide 10 mit einem Carbodiester in der Maskierungseinheit. Deren Ab-
spaltung erfolgt erneut Uber die Carboxyesterase, wobei Isopropanol, Kohlenstoffdioxid und
Formaldehyd als Nebenprodukte gebildet werden. Aus dem gebildeten monomaskierten Inter-
mediat wird wiederum die zweite Maske abgespalten und damit das Monophosphat frei-
gesetzt.3037-3% In Abbildung 4 sind Bis(POM)- 9 und Bis(POC)-Nucleotide 10 dargestellt.35-3°

0 ?
—II:I’— ~Nuel O—F{—O—Nucl
_/O \O uc| o—/ o
o o] O=<
0] o) o 0}
0 4{ X >\
O
O
Bis(POM)-Nucleotid Bis(POC)-Nucleotid
9 10

Abbildung 4: Darstellung der Bis(POM)- 9 und Bis(POC)-Nucleotide 10.

Von IMBACH und GOSSELIN wurden zwei weitere Methoden vorgestellt, bei denen durch
enzymatische Reaktionen das Monophosphat freigesetzt wird. Dabei handelt es sich um die
Bis(S-[2-hydroxyethylsulfidyl]-2-thioethyl)- (Bis(SDTE)-) 11 und Bis(S-acyl-2-thioethyl)- (Bis-
(SATE)-)nucleotide 12 (s. Abbildung 5).3040-43
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HO

Bis(SDTE)-Nucleotid Bis(-Bu-SATE)-Nucleotid
11 12

Abbildung 5: Darstellung der Bis(SDTE)- 11 und Bis(SATE)-Nucleotide 12.

Beim Bis(SDTE)-Konzept erfolgt im Anschluss an eine reduktive Spaltung der Disulfidbindung
in der Maskierungseinheit durch eine Reduktase die Bildung von Thioethanol und Episulfid.
Dabei wird das monomaskierte Intermediat gebildet. Nach erneutem Ablauf dieser
Freisetzungsreaktion wird das Nucleosidmonophosphat erhalten. Die Idee hinter dem Konzept
war, dass das weiche Thionucleophil eher das weiche und elektrophile a-Kohlenstoffatom und
nicht das harte Phosphoratom angreift.30:40-43

Die Spaltung beim Bis(SATE)-Konzept basiert ebenfalls auf einer enzymatischen Reaktion
durch die Carboxyesterase. Dabei wird eine Carbonséure, im gezeigten Beispiel eine Pivalin-
saure, und Episulfid bei der Bildung des monomaskierten Intermediats freigesetzt. Durch die
Verwendung des Bis(SATE)-Konzepts konnte die erfolgreiche Freisetzung des d4TMPs
gezeigt werden, 304043

Die in Abbildung 6 dargestellten Bis(AB)-Nucleotide 13 wurden unabhé&ngig voneinander von
FREEMAN et al.** und GLAZIER et al.****® entwickelt.°

O R = Me, Et, n-Bu, t-Bu
) Ph = 1,4-substituierter Aromat

Freeman: AB = RO(O)C-Ph-CH(CH,-C(O)OMe)-
Glazier: AB = RO(O)C-Ph-CH,-

Abbildung 6: Darstellung der Bis(AB)-Nucleotide 13.

Die Freisetzung des Nucleosidmonophosphats beruht bei diesem Konzept auf einer
enzymatischen Spaltung der Estereinheit in der 4-Position des Aromaten, wobei das mono-
maskierte Intermediat freigesetzt wird. Durch eine Wiederholung dieser Entschiitzung wird das
Monophosphat erhalten.3044-4¢
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4.2.1.2 Das cycloSal-Konzept

Im Arbeitskreis MEIER wurde das cycloSal-Konzept entwickelt, welches, im Gegensatz zu den
bisher vorgestellten Methoden, auf einer chemisch induzierten Abspaltung der Maskierungs-
einheit beruht.*® Es wurde bereits auf die anti-HIV-aktiven Nucleosidanaloga d4T, Dides-
oxythymidin (ddT) und ddA verwendet und bei allen Verbindungen konnte eine deutliche
Steigerung der antiviralen Aktivitat beobachtet werden (s. Abbildung 7).29-3133.47-49

cycloSal-d4TMP
14

Abbildung 7: Darstellung des cycloSal-d4T-Nucleotids 14.

Die Hydrolyse beruht auf einer schrittweisen und gekoppelten Spaltung der Phenyl- und
Benzylbindung des Phosphotriesters, dadurch gelingt die selektive Freisetzung des Mono-
phosphats und der Maskierungseinheit (s. Abbildung 8).2°:30:4849

5 N0 0
N A N X
X:_</\(\ -0 % N Aktivierung N % N
A < J —— oo < J
3 N7 N selektiv & X O NTN
0 chemisch Z > 0H 0
induziert 16

"spontane
C-0O-Bindungsspaltung"

X = NO,, Cl, H, CHs, OCHj

Abbildung 8: Selektive Freisetzung des ddAMPs (19) aus dem cycloSal-Nucleotid 15.

Aufgrund der unterschiedlichen Stabilitaten kann die Spaltung der Esterbindungen im
cycloSal-Nucleotid 15 selektiv erfolgen. Wird die Phenylesterbindung gespalten, so kann die
negative Ladung durch Delokalisierung im aromatischen Ring stabilisiert werden, wodurch
eine Stabilisierung des gebildeten 2-Hydroxybenzylphosphodiesters 16 erfolgt. Der alternative
Weg, die Spaltung der benzylischen Phosphoresterbindung, wobei 17 erhalten wird, wird nicht
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begunstigt, da der Phosphatrest in ortho-Position die Esterbindung stabilisiert. Nach Spaltung
des Phenylesters liegt in ortho-Position des Benzylsubstituenten nun kein Akzeptorsubstituent
(Phosphatgruppe) mehr vor, sondern ein Donorsubstituent (Hydroxylgruppe), wodurch der
verbliebene Teil der Maskierungseinheit durch eine Umpolung aktiviert wurde. Dadurch wird
eine spontane Spaltung des Diesters 16 eingeleitet, wobei das Nucleosidmonophosphat 19
und der substituierte Salicylalkohol 18 freigesetzt werden. Der Hauptunterschied zu den vorher
genannten Methoden ist, dass bei den cycloSal-Nucleotiden nur eine chemische Aktivierung
fur die Abspaltung der Maskierungseinheit benttigt wird und nicht, wie bei den zuerst
vorgestellten enzymatisch-katalysierten Konzepten, zwei,?%-31:48-50

In Hydrolysestudien konnte die erfolgreiche Freisetzung des Monophosphats und Salicyl-
alkohols Uber den vorgeschlagenen Mechanismus bestétigt werden. Die Freisetzung des
Nucleotids hangt dabei vom pH-Wert ab. Es konnte zudem ein Einfluss des Substituenten am
Salicylalkohol auf die Stabilitat der cycloSal-Nucleotide festgestellt werden. So fiihrten
akzeptorsubstituierte Aromaten zu einer Reduzierung und donorsubstituierte zu einer
Erhohung der hydrolytischen Stabilitat.2-3148-5° Durch Hydrolysen im biologischen Medium
konnte kein Einfluss eines Enzyms auf die Abspaltung der Maskierungseinheit festgestellt
werden, da die erhaltenen Halbwertszeiten sehr ahnlich zu denen aus der chemischen
Hydrolyse sind. Damit konnte eine rein chemisch induzierte Abspaltung bestatigt werden.°

In antiviralen Tests konnte gezeigt werden, dass das cycloSal-Konzept zu einer Erhéhung der
Aktivitat fihrt. Durch den Nachweis von antiviraler Aktivitat in TK-freien CEM-Zellen konnte die
erfolgreiche Zellaufnahme und Freisetzung des Monophosphats bestatigt werden.?%-314850 7y
den Vorteilen des cycloSal-Konzepts gehért eine einfache Synthese, gute Loslichkeit in
wassrigen Medien und ein 1:1-Verhaltnis von Nucleotid zu freigesetzter Maskierungseinheit.
Untersuchungen ergaben, dass die gebildeten Salicylalkohole nicht toxisch sind und auch
keine antivirale Aktivitat besitzen. Das cycloSal-Konzept ist das erste bekannte Verfahren, das
durch eine chemisch induzierte Reaktion erfolgreich Nucleotide freisetzen kann. Dadurch
hangt die intrazellulare Freisetzung des Nucleosidmonophosphats nicht von der Enzym-
konzentration ab.2°:30.50

Durch die Bildung der cycloSal-Nucleotide konnte die Lipophilie ausreichend erhéht werden,
wodurch das Passieren der Zellmembran und Blut-Hirn-Schranke sichergestellt wird. Gleich-
zeitig sind die Verbindungen immer noch gut in Wasser loslich.?9-31:48

Aufgrund der &hnlichen pH-Werte innerhalb sowie aufRerhalb der Zelle ist die Bildung eines
Konzentrationsgleichgewichts tber die Zellmembran méglich. AuRerdem kénnen die cycloSal-
Verbindungen der ersten Generation wieder aus der Zelle diffundieren, da sie in der Lage sind
die Zellmembran zu passieren.313347.50 Da fiir eine effektive antivirale Therapie eine hohe
Nucleotidkonzentration in der Zelle notwendig ist, muss intrazellular eine hohe Konzentration
des Pronucleotids gewéhrleistet werden konnen.** Aufgrund dieser Problematik wurde eine
zweite Generation der cycloSal-Verbindungen entwickelt, dabei liegt eine Estergruppe am
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Aromaten vor. Diese kann durch eine Carboxyesterase gespalten werden, wodurch eine
hydrophile Verbindung erhalten wird, die nicht mehr die Zellmembran passieren kann (lock-in-
Prinzip). Um eine Reduktion der chemischen Stabilitdt aufgrund des elektronenziehenden
Substituenten zu vermeiden, wurde eine Spacereinheit zwischen der Estergruppe und dem
Aromaten eingefugt, dafir wurde eine C2- oder C3-Einheit verwendet (s. Abbildung
9).31:3347.50 Diese Weiterentwicklung beruht auf der hoheren intrazellularen Esterase-
konzentration im Vergleich zum extrazellularen Bereich, wodurch gewahrleistet wird, dass die
Spaltung des Esters erst in der Zelle erfolgt.*

Zell-
membran

Extrazellularraum Intrazellularraum

— X-Prodrug X-Prodrug
(lipophil) (lipophil) |
© sehr Enzym
' langsam (schnell)
\
Y-Prodrug Y-Prodrug
(polar) (polar)
Nucleotid Nucleotid .
(z.B. d4TMP) (z.B. d4TMP)
OH
O
7O Enzym EH Nuol
- — - ~ - c
0" “o-Nudl o’y 0 !
O
X y
20 21

X = COOR oder OCOR
Y= COOH oder OH

Abbildung 9: Darstellung der second-generation cycloSal-Nucleotide.4"48

Unter physiologischen pH-Werten sollte die cycloSal-Verbindung an der Esterbindung
gespalten werden. Dies war jedoch nicht der Fall, es kam ausschliel3lich zur Freisetzung des
Monophosphats.*® Bei Studien in CEM/0-Zellextrakten konnte das Intermediat ebenfalls nicht
detektiert werden, eine enzymatisch-katalysierte Esterspaltung trat folglich nicht ein.*®5! Alle
second-generation cycloSal-Verbindungen wiesen antivirale Aktivitat gegentiber HIV-1 und
HIV-2 auf, sowohl in wildtyp CEM-Zellen als auch in modifizierten TK-freien Zellen. Die
geladene Verbindung (Intermediat) verlor dagegen aufgrund der schlechten Membran-
permeabilitat inre gesamte Aktivitat in den TK-freien Zellen.33474850 Es gelang der Beweis,
dass die second-generation cycloSal-Verbindungen intrazellular das Monophosphat frei-
setzen 3133474850 Dyrch die hohe Stabilitat des Intermediats flihrten die second-generation
cycloSal-Nucleotide zu einer verzdgerten Freisetzung des Monophosphats.3!
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Bei der dritten Generation der cycloSal-Verbindungen werden neue, lipophile elektronen-
schiebende oder schwach elektronenziehende Substituenten durch eine intrazellulare
Spaltung zu einem polaren Akzeptor umgewandelt. Als Substituent wurde das geminale
Dialkyldicarboxylat (Acylals) verwendet (s. Abbildung 10).%!

X =H, Me, t-Bu

Abbildung 10: Darstellung eines third-generation cycloSal-Nucleotids 22 sowie dessen Produkt 23
nach enzymatischer Hydrolyse.3!

Die starke elektronenziehende Eigenschaft der Formylgruppe im Produkt 23 sollte zu einer
signifikanten Reduzierung der Stabilitat der cycloSal-Verbindung fiihren. In Abbildung 11 ist
der Verlauf der Hydrolyse der third-generation cycloSal-Nucleotide 22 dargestellt.
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Abbildung 11: Enzymatisch-katalysierte Hydrolysenkaskade der 5-DialkyloxymethylcycloSal-d4TMPs
(22).32

Nach der erfolgten Zellaufnahme kommt es schnell zur Spaltung des Esters in der third-
generation cycloSal-Verbindung 22 und dadurch zur Freisetzung des Aldehyds 5-Formyl-
cycloSal-d4TMP (23). Anschliel3end werden durch chemische Hydrolyse das Monophosphat
25 und die Maskierungseinheit 26 freigesetzt.3!
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Bei Hydrolysestudien in PBS konnte die erfolgreiche Freisetzung des d4TMPs gezeigt werden.
Im Zellextrakt erfolgte die Abspaltung der Maske, wodurch es zur Freisetzung des Aldehyds
23 kam. Fur alle Verbindungen konnte antivirale Aktivitat in normalen und modifizierten CEM-
Zellen bewiesen werden.!

4.2.2 Diphosphat-Prodrugs
4.2.2.1 Erste Diphosphat-Prodrugs

Durch die Entwicklung der Monophosphatprodrugs konnte der erste Phosphorylierungsschritt
umgangen werden, dieser stellt oftmals den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der
Metabolisierung zum Triphosphat dar. Daher kann die Entwicklung als wichtiger Meilenstein
betrachtet werden. Allerdings existieren ebenso Nucleosidanaloga, bei denen die Phos-
phorylierung zum Diphosphat langsamer verlauft und es somit zu einer Ansammlung des
Monophosphats kommt, was zu schweren Nebenwirkungen fihren kann. Dazu gehort
beispielsweise 3'-Azido-3‘-desoxythymidin (AZT), das erste zugelassene Nucleosidanalogon
gegen HI\/ 35:52,53,54,55

Ein groRes Problem, welches einer erfolgreichen Entwicklung von Di- oder Triphosphat-
prodrugs im Wege steht, ist, dass die Phosphoranhydridbindung durch die negativen
Ladungen stabilisiert wird. Nur dadurch werden nucleophile Angriffe verhindert.355254-56
Deshalb gibt es bisher nur wenige Nucleosiddiphosphat (NDP) Prodrugsysteme. HOSTETLER
et al. gelang die erfolgreiche Synthese von Nucleosiddiphosphatdiglyceriden 27 als potentielle
Prodrugs (s. Abbildung 12). Bei durchgefiihrten Hydrolysen wurde jedoch nur das
Monophosphat freigesetzt.352545557 HyyNH-DINH et al. konnten das pB-Phosphat des
Diphosphats erfolgreich mit einer Fettsdure verknipfen, wobei Prodrug 28 gebildet wird (s.
Abbildung 12). Bei einer anschlieBend durchgefiihrten PBS-Hydrolyse gelang der
erfolgreiche Nachweis der Diphosphatfreisetzung. Hydrolysen im biologischen Medium fuhrten
jedoch zu einer Zersetzung des Prodrugs.3°2:545558
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Hostetler's Vorgehen Huynh-Dinh's Vorgehen
Ci3Ha7 o

CisHzr” TO
ddTDP-DMG Myr-d4TDP
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Abbildung 12: Darstellung der Diphosphatprodrugs 27 und 28 nach HOSTETLER und HUYNH-DINH.

Versuche das im AK MEIER entwickelte und bereits vorgestellte cycloSal-Konzept auf
Diphosphate anzuwenden waren nicht erfolgreich, da fiir die richtige Offnung des Prodrugs 29
ein Angriff auf die B-Phosphatgruppe notwendig ist und dies zur Spaltung der Phosphor-
anhydridbindung und damit zur Freisetzung des Monophosphats fuhrte (s. Abbildung 13).
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Abbildung 13: Darstellung der cycloSal-Technologie fiir die Freisetzung des Diphosphats.>®

Jeder Versuch eine Erhéhung des Diphosphatanteils zu erreichen, beispielsweise durch einen
Tausch des Methylsubstituenten an der cycloSal-Einheit zu einem Chloratom, resultierte in
einer geringeren chemischen Stabilitat. Auch das Anbringen einer Schutzgruppe an die a-
Phosphatgruppe fiihrte nicht zu der erhofften Verbesserung, sondern trug lediglich zu einer
Instabilisierung der Phosphoranhydridbindung bei.5456:59

Damit die erwartete geringe Stabilitdt der komplettmaskierten Pyrophosphateinheit vermieden
werden kann, musste eine Vorgehensweise entwickelt werden, bei der die Ladung an der a-
Phosphatgruppe erhalten bleibt. Durch die vorhandene negative Ladung wird ein nucleophiler
Angriff verhindert und auf3erdem stellt das geladene Monophosphat eine deutlich schlechtere
Abgangsgruppe dar, womit auch ein Angriff auf die -Phosphatgruppe nicht so leicht zu einer
Spaltung der Phosphoranhydridbindung fihrt. Aufgrund dieser beider Effekte wird die
Phosphoranhydridbindung stabilisiert.3%:52:56:59.60
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4.2.2.2 Das DiPPro-Konzept

Im AK MEIER gelang im Folgenden die Entwicklung des DiPPro-Konzepts (s. Abbildung 14).
Dabei werden als Schutzgruppen zwei 4-Acyloxybenzylgruppen an der B-Phosphatgruppe
verwendet. Gleichzeitig bleibt die negative Ladung an der a-Phosphatgruppe erhalten, damit
eine hydrolytische Spaltung der Phosphoranhydridbindung verhindert werden kann. Bei
diesem Prodrugkonzept erfolgt die Abspaltung der Acylesterfunktionen durch enzymatische
oder chemische Hydrolyse unter physiologischen Bedingungen.35254-56.59.60 Anders als bei der
cycloSal-Methode erfolgt nun die Abspaltung der lipophilen Maskierung nicht mehr durch einen
Angriff auf die Phosphoranhydridbindung sondern die Freisetzung des Diphosphats wird durch
einen enzymatisch induzierten Angriff auf die Maskierungseinheit begonnen,35:54-56.59
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Abbildung 14: Darstellung einer symmetrischen DiPPro-Verbindung 30.

Nach dem enzymatisch induzierten Angriff auf die Acylesterfunktion in der DiPPro-Verbindung
30 wird aus dem Akzeptorsubstituent ein Donorsubstituent in Form einer Hydroxylgruppe, wie
in der Ubergangsstufe 31 dargestellt. Dadurch kommt es zu einer Spaltung der C-O-Bindung
zwischen dem benzylischen Kohlenstoffatom und der Phosphatgruppe, wodurch via einer 1,6-
Eliminierung das monomaskierte Intermediat 32 gebildet wird. Durch Wiederholung dieses
Prozesses wird das Diphosphat 33 freigesetzt (s. Abbildung 15).3552:54-56.59.60
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Abbildung 15: Enzymatisch katalysierte Abspaltung der Acyloxybenzylmaskierungseinheiten aus der
DiPPro-Verbindung 30.

In Hydrolysen konnte die erfolgreiche Freisetzung der monomaskierten DiPPro-Verbindung
und des Diphosphats gezeigt werden. Durch die Enzymbeteiligung wird dieser Prozess
beschleunigt. Die Maskenabspaltung kann durch einen enzymatischen Angriff initiiert werden.
Durch eine Verlangerung der Alkylkette konnte eine héhere Lipophilie und damit auch eine
hohere Stabilitat erreicht werden.3%:°25456.5960 |n antiviralen Tests in modifizierten TK-freien
CEM-Zellen konnte die erfolgreiche Zellaufnahme und intrazellulare Freisetzung des
Diphosphats gezeigt werden. Ab einer CsHis-Alkylkette wiesen die untersuchten Prodrugs eine
hohe antivirale Aktivitdt auf. Bei diesen Verbindungen liegt somit ausreichend Lipophilie fiir
das Passieren der Zellmembran vor,355456.59

Durch die Entwicklung der second-generation DiPPro-Verbindungen 34 konnte eine hdhere
Stabilitéat erreicht und die Bildung von Nebenprodukten verhindert werden. Bei diesen
Prodrugs 34 wird sowohl ein kurzer als auch ein langer Alkylsubstituent in den Maskierungs-
einheiten verwendet (s. Abbildung 16).%5%
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Abbildung 16: Darstellung einer second-generation DiPPro-Verbindung 34.

In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass es bei einer kurzen Alkylkette schnell zur
Abspaltung der Maske kommt. Bei den neuartigen DiPPro-Verbindungen 34 sollte durch
Abspaltung der kurzeren Maskierungseinheit das Intermediat schneller freigesetzt werden,
wodurch die Bildung des Monophosphats verhindert werden sollte. Aus dem monomaskierten
Intermediat wird anschlieRend das Diphosphat freigesetzt. In Hydrolysestudien konnte gezeigt
werden, dass diese neuartigen Prodrugs 34 stabiler sind und das Diphosphat/Monophosphat-
Verhaltnis verbessert werden konnte.3>® Vor allem bei der Hydrolyse in biologischen Medien
konnte eine sehr selektive Freisetzung des Diphosphats beobachtet werden.>5:°6:5°

4.2.3 Triphosphat-Prodrugs
4.2.3.1 Urspringliches TriPPPro-Konzept

Nucleosidanaloga mussen in der Zelle durch Phosphorylierungsschritte in die aktive Form des
Nucleosidtriphosphats umgewandelt werden.%2-%4 Trotz des therapeutischen Erfolgs einiger
Monophosphatprodrugs, wie beispielsweise des HCV-Medikaments Sofosbuvir, oder der intra-
zellularen Freisetzung des Diphosphats, beispielsweise Uber die DiPPro-Strategie, sollte das
Ziel jedoch trotzdem die intrazellulare Freisetzung des Triphosphats sein, da die dadurch
erhaltenen Vorteile enorm sind. So lassen sich auf diese Weise samtliche intrazellularen
Phosphorylierungsschritte, welche aufgrund der Substratspezifitdt der beteiligten Enzyme
oftmals unzureichend erfolgen, umgehen, da aus dem Prodrug direkt das aktive Triphosphat
freigesetzt wird. Aul3erdem wirden einige Inaktivierungsschritte vermieden werden, da diese
haufig auf der Stufe des Nucleosids oder des Monophosphats stattfinden. So kann durch die
direkte Freisetzung des Triphosphats die Desaminierung der Adenosin- oder Cytidinanaloga
vermieden werden.%® Desweiteren lieBe sich durch die direkte Freisetzung des Triphosphats
dessen intrazellulare Konzentration erhohen. Es gibt jedoch einige strukturelle Heraus-
forderungen bei der Synthese der Triphosphatprodrugs zu beachten. So existieren vier
negative Ladungen, an denen Nebenreaktionen stattfinden kénnen. Zudem liegen zwei labile
Phosphoranhydridbindungen vor, wodurch das gesamte Molekll an Stabilitdt einbdf3t.
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AulRRerdem gilt die Synthese von Triphosphatprodrugs als schwierig und herausfordernd,
weswegen es bisher erst wenige erfolgreiche Berichte dartiber gibt.5*% Die verantwortlichen
Grinde konnten die geringe chemische Stabilitat,’® komplizierte Synthese, schlechte
Verfugbarkeit und die hohe Sensitivitat gegentber chemischen Dephosphorylierungen
sein.596167.68 \it der Entwicklung des TriPPPro-Konzeptes im AK MEIER wurde eine Strategie
vorgestellt, mit der in der Zelle das Triphosphat freigesetzt wird und samtliche intrazellulare
Phoshorylierungsschritte umgangen werden kdnnen (s. Abbildung 17).59.61-64.67.68
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Abbildung 17: Darstellung des Verlaufs des TriPPPro-Konzepts.

Die Idee des TriPPPro-Konzepts ist, die Ladungen der Phosphatgruppen durch Acyloxy-
benzylmaskierungen zu kaschieren und auf diese Weise das Uberwinden der Zellmembran zu
erreichen. Anschlielend erfolgt durch zellulare Esterasen oder Lipasen die Abspaltung der
Maskierungseinheiten und die Freisetzung des Triphosphats. Die negativen Ladungen des
Triphosphats verhindern eine Diffusion durch die Zellmembran, aufgrund dieses lock-in-Effekts
kann eine hohere Triphosphatkonzentration in der Zelle erreicht werden. Durch Variation der
Alkylkettenlange in der Maskierungseinheit wird die Erzeugung unterschiedlich lipophiler
Verbindungen ermdéglicht, wodurch die erfolgreiche Zellaufnahme sichergestellt werden
kann.®*®* GOLLNEST gelang die Synthese der TriPPPro-Verbindungen tber die Phosphor-
amiditroute mit Ausbeuten von 27-66%.%
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Studien mit DiPPro-Verbindungen haben gezeigt, dass das Schitzen aller Hydroxylgruppen
zu einer Destabilisierung der Phosphoranhydridbindung fuhrt, da Nucleophile nun aufgrund
der fehlenden Ladungen diese leichter angreifen kbnnen. Zwei Maskierungen an der end-
standigen Phosphatgruppe der TriPPPro-Verbindungen generieren bereits ausreichend Lipo-
philie fur das Passieren der Zellmembran, da die enthaltenen Alkylketten die verbliebenen
negativen Ladungen verdecken. AuRerdem kénnen aufgrund der Ladungen die Phosphor-
anhydridbindungen vor Angriffen geschutzt werden.%!

In durchgefiihrten Hydrolysestudien konnte die erfolgreiche Freisetzung des Triphosphats im
PBS-, PLE- und Zellextraktmedium gezeigt werden. Dabei wurde ein stufenweiser Ablauf der
Hydrolyse beobachtet, zun&chst kam es zur Bildung einer monomaskierten Verbindung, aus
der anschlielBend das Triphosphat freigesetzt wurde. Die erhaltene Stabilitat war aufgrund
einer zusatzlichen Phosphoranhydridbindung geringer als bei den DiPPro-Verbindungen. Es
wurde mit steigendem Alkylrest ebenso die vermehrte Bildung von Nebenprodukten beo-
bachtet, da es durch Mizellenbildung leichter zum Bruch der Phosphoranhydridbindungen und
damit zur Freisetzung von Di- oder Monophosphat gekommen ist. Durch Hydrolysen im PLE-
und Zellextraktmedium konnte eine beschleunigte Freisetzung des Triphosphats beobachtet
werden. Zellextrakthydrolysen zeigten auRerdem die Dephosphorylierung des Triphosphats
zum Diphosphat. Durch die Hydrolysen konnte die erfolgreiche und selektive Freisetzung des
Triphosphats gezeigt werden. Es konnte bei nahezu allen Hydrolysen ein Ansteigen der
Stabilitat mit langer werdendem Alkylrest beobachtet werden.616364

Die Untersuchung der antiviralen Aktivitdt zeigte eine verbesserte Wirkung der TriPPPro-
Verbindungen im Vergleich zum urspriinglichen Nucleosid, vor allem langere Alkylsubsti-
tuenten (ab CgHi7) zeigten eine bessere Wirkung. Der Grund liegt an der besseren Zell-
aufnahme der lipophileren Verbindungen.®*-%* Auch bei TK-freien Zellen konnte eine sehr hohe
Aktivitat der untersuchten TriPPPro-Verbindungen festgestellt werden. Bei diesen Zellen kann
aufgrund des fehlenden Enzyms keine Phosphorylierung des Nucleosids erfolgen. Damit
konnte die erfolgreiche Freisetzung des Triphosphats ebenfalls bewiesen werden.5!

AulRerdem konnte die erfolgreiche Zellaufnahme der TriPPPro-Verbindung und intrazellulére
Freisetzung des Triphosphats durch die Verwendung eines fluoreszenten Nucleosidanalogons
dargelegt werden. Durch die Verwendung eines bicyclischen Nucleosidanalogons (BCNA)
kann aufgrund dessen unnatirlichen Absorptionsmaxiums von 330 nm eine Uberlagerung der
Metabolite mit Zellbestandteilen vermieden werden.59626%-71 Zydem gelang die Synthese der
TriPPPro-Verbindungen mit unterschiedlichen Nucleosidanaloga. Dies spricht fir vielfaltige
Einsatzmdglichkeiten dieser Prodrugstrategie.®? Durch das TriPPPro-Konzept steht ein
nitzliches Werkzeug zur Verfigung, mit dem alle intrazellularen Aktivierungsschritte durch
zellulare Kinasen umgangen und direkt das Triphosphat freigesetzt werden kann. Durch das
Vermeiden der intrazelluldaren Aktivierungsschritte kdnnen neue Einsatzmoglichkeiten fur als
inaktiv geltende Nucleosidanaloga geschaffen werden.
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4.2.3.2 Weiterentwicklungen des TriPPPro-Konzepts

Durch das TriPPPro-Konzept kénnen Nucleosidtriphosphate in der Zelle erfolgreich freigesetzt
werden. Bei der Verwendung von zwei symmetrischen Maskierungseinheiten kommt es jedoch
ebenfalls zur Bildung von Nucleosidiphosphat und -monophosphat. Bei der Entwicklung des
DiPPro-Konzeptes konnte festgestellt werden, dass durch die Verwendung zweier
verschiedener Masken eine Nebenproduktbildung vermieden werden kann und selektiv das
Diphosphat erhalten wird.”? Aufbauend auf diesen Ergebnissen sollte nun ebenfalls bei den
TriPPPro-Verbindungen versucht werden, durch die Verwendung zweier verschiedener
Maskierungen ausschlieRlich das Triphosphat in der Zelle freizusetzen (s. Abbildung 18).5472

y-(AB,ab)-d4T-Tri PPPro
39

Abbildung 18: Darstellung einer d4T-TriPPPro-Verbindung 39 mit unterschiedlichen Resten an den
Acyloxybenzylmaskierungseinheiten.

Die Synthese der unsymmetrischen TriPPPro-Verbindungen 39 gelang uUber die H-Phos-
phonatroute in Ausbeuten von 28-64%. Durch Hydrolysestudien wurde jedoch festgestellt,
dass es zu keiner bevorzugten Abspaltung einer der beiden Maskierungseinheiten kommt.
Beide mdglichen Intermediate wurden zu &hnlichen Anteilen im erhaltenen Chromatogramm
nachgewiesen. Wurde in einer der beiden Maskierungseinheiten jedoch eine PEG-Einheit
eingefligt, so flhrte dies zu einer selektiven Abspaltung der anderen Maskierungseinheit.
Jedoch wiesen diese TriPPPro-Verbindungen deutlich weniger antivirale Aktivitat auf.”> Da vor
allem bei den Zellextrakthydrolysen wenig Triphosphat beobachtet werden konnte, kann davon
ausgegangen werden, dass dieses schnell durch die vorhandenen Enzyme zum Diphosphat
dephosphoryliert wird.®*72

Von JiA wurden nichtsymmetrische TriPPPro-Verbindungen mit einer Acyloxybenzyl- (AB) 40
und einer Alkoxycarbonyloxybenzylmaskierungseinheit (ACB) 41 erfolgreich dargestellt (s.
Abbildung 19).67:68



Kapitel 4: Kenntnisstand 30

0
M—RI/OR'
g

0]
2 8 9 ﬁNH
0-P-0-P-0-P-0 A

| |
ooooN

)\@M_

v-(AB,ACB)-d4T-Tri PPPro 40/
(ACB ACB)-d4T-Tri PPPro 41

Abbildung 19: Darstellung einer d4T-TriPPPro-Verbindung mit einer Acyloxybenzyl- (AB) 40 und einer
Alkoxycarbonyloxybenzylmaskierungseinheit (ACB) 41.

Die Synthese erfolgte ebenfalls Gber die H-Phosphonatroute mit Ausbeuten von bis zu 85%.
In Hydrolysestudien konnte gezeigt werden, dass es zunéachst zur Abspaltung der AB-Maske
kommt, wodurch selektiv die y-ACB-TriPPPro-Verbindung erhalten wird. Anschlielend erfolgt
aus dieser Verbindung die Freisetzung des Triphosphats. Vor allem bei der Zellextrakt-
hydrolyse gelang eine selektive Abspaltung der AB-Maskierungseinheit, dabei konnte ein
Verhéaltnis von 10:1 der entsprechenden Intermediate erhalten werden. Die Stabilitaten dieser
unsymmetrischen TriPPPro-Verbindungen waren hoher als die der Bis-AB-TriPPPro-
Verbindungen.’”® Es gelang die erfolgreiche Synthese verschiedener TriPPPro-
Verbindungen mit inaktiven oder nur wenig aktiven Nucleosidanaloga, welche dadurch in
aktive Triphosphate tberfuhrt werden konnten.%® In Tests konnte fiir alle erhalten Prodrugs
sowie fur die y-ACB-TriPPPro-Verbindung eine antivirale Aktivitat gegentiber HIV-1 und HIV-
2 in CEM-Zellen sowie gegeniuber HIV-2 in CEM/TK-Zellen nachgewiesen werden. Die
antivirale Wirkung der dargestellten Prodrugs war gleich oder sogar hdher als die von d4T.
Durch den Beweis der Wirkung in TK-defizienten CEM-Zellen konnte die erfolgreiche
Zellaufnahme sowie Freisetzung des Triphosphats aus den y-AB-ACB-TriPPPro-
Verbindungen gezeigt werden. Es gelang die erfolgreiche Darstellung eines
nichtsymmetrischen TriPPPro-Konzepts, durch das selektiv und enzymkatalysiert die
Freisetzung von d4TTP stattfindet.”:68

Beide bisher vorgestellten Weiterentwicklungen des TriPPPro-Konzepts fiihren erfolgreich zur
Freisetzung des Triphosphats. In Zellextrakthydrolysen konnte flr das Triphosphat nach-
gewiesen werden, dass es durch Dephosphorylierungen zigig abgebaut wird. Es sollen
deswegen Strategien entwickelt werden, die eine zusétzliche Stabilisierung des Triphosphats
beinhalten, wodurch eine schnelle Inaktivierung vermieden werden sollte.

Von NAck wurde eine Methode entwickelt, bei der an der y-Phosphatgruppe eine
Alkylketobenzyleinheit sowie eine Acyloxybenzylgruppe vorliegen (s. Abbildung 20).
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Abbildung 20: Darstellung einer d4T-TriPPPro-Verbindung 42 mit einer Alkylketobenzyleinheit und
einer Acyloxybenzylgruppe.

Es liegt nun nur noch eine spaltbare Maskierungseinheit vor. Die Wahl dieser beiden
Maskierungseinheiten verhindert eine Freisetzung des Triphosphats. Hydrolysestudien haben
gezeigt, dass es zur Abspaltung der AB-Maskierung kommt und dadurch selektiv die y-
Ketobenzyl-TriPPPro-Verbindung freigesetzt wird. Diese Verbindung ist, anders als das
Triphosphat, bei Zellextrakthydrolysen Gber mind. 24 Stunden stabil. Alle untersuchten
Verbindungen zeigten Aktivitdit gegen HIV-2 in CEM/TK-Zellen. Es kommt somit zur
Zellaufnahme und erfolgreichen Freisetzung der y-Ketobenzyl-TriPPPro-Verbindung. Es
konnte zudem gezeigt werden, dass die freigesetzte Verbindung ausschlielich ein Substrat
fur die HIV-RT darstellt, jedoch nicht fir humane DNA-Polymerasen.”

Von JiA wurden TriPPPro-Verbindungen entwickelt, bei denen sich an der y-Phosphatgruppe
direkt ein Alkylsubstituent befindet. Da die P-C-Bindung nicht hydrolysiert werden kann, soll
die Nebenproduktbildung verhindert werden und dadurch sehr stabile Triphosphatderivate
erhalten werden (s. Abbildung 21).7#
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y-AB-y-C-alkyl-d4T-Tri PPPro 43/
y-ACB-y-C-alkyl-d4T-Tri PPPro 44

Abbildung 21: Darstellung einer TriPPPro-Verbindung mit einem Alkylsubstituenten und einer Acyl-
oxybenzyl- (AB) 43/Alkoxycarbonyloxybenzylmaskierungseinheit (ACB) 44.
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Uber die H-Phosphonatroute gelang die Synthese verschiedener y-AB-y-C-alkyl-TriPPPro- 43,
v-ACB-y-C-alkyl-TriPPPro- 44 sowie der y-C-(alkyl)-TriPPPro-Verbindungen mit Ausbeuten
von bis zu 68%. Mit Hilfe von Hydrolysestudien konnte gezeigt werden, dass es zur
erfolgreichen Freisetzung der y-C-(alkyl)-TriPPPro-Verbindung kommt. Es wurde dabei kein
Triphosphat erhalten. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die y-C-(alkyl)-TriPPPro-
Verbindung sowohl im PBS- als auch im Zellextraktmedium stabil ist. Antivirale Tests zeigten
eine gleiche oder sogar deutlich bessere Aktivitat gegentber HIV-1 und HIV-2 im Vergleich zu
d4T. Durch die Aktivitat in CEM/TK™-Zellen konnte die erfolgreiche Zellaufnahme und
Freisetzung des Triphosphatderivats bewiesen werden. Die y-C-(alkyl)-TriPPPro-
Verbindungen sind ausschlie3lich Substrate der HIV-RT, nicht jedoch der humanen DNA-
Polymerasen.’

4.2.3.3 second-generation TriPPPro-Verbindungen

Durch Verwendung des TriPPPro-Konzepts wurde fir d4T eine Erhéhung der antiviralen
Aktivitat festgestellt. Bei Zellextrakthydrolysen wurde jedoch auch eine schnelle Dephos-
phorylierung zum Diphosphat beobachtet. Da d4T kein gutes Substrat fir die zellularen Kina-
sen darstellt, erfolgt die Rephosphorylierung des erhaltenen Diphosphats langsam und
ineffizient.'®75-77 Damit vermieden werden kann, dass ein Teil der aktiven Substanz verloren
geht, ist eine metabolische Stabilisierung des Triphosphats notwendig. Von ZHAO wurden
second-generation TriPPPro-Verbindungen 45 entwickelt, die an der y-Phosphatgruppe eine
spaltbare Maskierungseinheit und einen nicht-spaltbaren Alkylsubstituenten besitzen (s.
Abbildung 22).757¢
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Abbildung 22: Darstellung der second-generation TriPPPro-Verbindung 45 von Zhao.
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Durch die Wahl langer Alkylsubstituenten sind diese TriPPPro-Verbindungen 45 ebenfalls in
der Lage, die Zellmembran zu passieren. AnschlieRend erfolgt die intrazellulére enzymatische
Abspaltung der Maskierungseinheit und die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 46 wird
freigesetzt. Die Synthese gelang ZHAO Uber die H-Phosphonatroute in Ausbeuten von 30-63%.
Die durchgefihrten Hydrolysestudien im PBS-, PLE- und Zellextraktimedium zeigten die
erfolgreiche Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 46. Zusétzlich konnte gezeigt
werden, dass die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 46 hydrolysestabil ist und auch unter
Enzymbeteiligung nicht gespalten wird. Es lag auch nach mehreren Stunden Inkubationszeit
noch die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 46 im Zellextrakt vor. Bei der Hydrolyse der
klassischen TriPPPro-Verbindungen 38 ware das gebildete Triphosphat 37 nach diesem
Zeitraum bereits zum Di- und schlie3lich zum Monophosphat abgebaut worden. In antiviralen
Tests konnte gezeigt werden, dass die second-generation TriPPPro-Verbindungen 45 aktiv
gegen HIV-1 und HIV-2 sind. Auch in TK-freien CEM-Zellen sind diese Verbindungen aktiv
gegenuber HIV-2, wodurch die erfolgreiche Zellaufnahme und anschlielRende Freisetzung der
y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen 46 gezeigt werden konnte. Es konnte aufRerdem be-
wiesen werden, dass die intrazellular freigesetzten y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen selek-
tiv Substrate fur die HIV-RT, aber nicht fur humane DNA-Polymerasen darstellen. Durch die
Entwicklung der second-generation TriPPPro-Verbindungen 45 wurde ein Prodrugsystem fiir
Nucleosidtriphosphate geschaffen, das in der Lage ist, alle normalerweise notwendigen Phos-
phorylierungsschritte zu umgehen und welches Verbindungen freisetzt, die ausschlie3lich
Substrate fur virale RTs sind, nicht jedoch fur humane Enzyme und die zudem sehr stabil
gegeniiber Dephosphorylierungen sind.”>76

4.3 Bicyclische Nucleosidanaloga

4.3.1 BCNA-Was ist das genau?

Eine etablierte Methode fir die Untersuchung zelluldrer Prozesse ist die Verwendung von
isotopenmarkierten Nucleosiden. Damit konnten nitzliche Informationen zum Ablauf der
Zellaufnahme und Regulierung des Nucleosidgleichgewichts erhalten sowie Struktur-
Wirkungs-Beziehungen zwischen Transporter und Nucleosid ermittelt werden. Auf diese
Weise konnten wichtige strukturelle Eigenschaften, die fir eine effiziente Aufnahme notwendig
sind, erkannt werden.”®® Fur die Analyse der Proben muss die Messung jedoch unterbrochen
werden, eine fortlaufende Untersuchung ist bei der Verwendung von radioaktiven Substanzen
nicht maglich. Ein mehrstufiger Prozess ist notwendig, der mit den damit verbundenen
Nachteilen wie der Moglichkeit systemischer Fehler sowie einem hohen zeitlichen Aufwand
einhergeht.”® Hinzu kommt, dass bei der Arbeit mit radioaktiven Substanzen besondere
Sicherheitsvorkehrungen bei Herstellung, Handhabung, Lagerung und Entsorgung zu
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beachten sind, wodurch der Arbeitsaufwand zusatzlich erhoht wird.”® Zudem sind kommerziell
nur einfache Nucleoside in einer radioaktiv-markierten Variante erhéltlich, beispielsweise 3H-
Uridin und *H-Adenosin. Die meisten in der Krebs- oder Virustherapie eingesetzten Nucleosid-
analoga missen somit in einem aufwendigen Prozess synthetisiert werden.®

Eine Alternative ist die Verwendung von Fluorophoren. Sie stellt eine besonders einfache und
vielfaltige Mdglichkeit dar, um biologische Prozesse, wie die Zellaufnahme oder Meta-
bolisierung, zu untersuchen. Mit ihr lassen sich kleine Verbindungen mit hoher Sensitivitat in
komplexen Medien, wie Zellkulturmedien, leicht detektieren.®® Durch die Entwicklung
fluoreszenter Nucleosidanaloga konnen die Nachteile der radioaktiv-markierten Verbindungen
vermieden und zusatzlich die zellularen Bewegungen durch kontinuierliche und nicht invasive
Methoden verfolgt werden. Diese fortlaufenden Untersuchungsmdglichkeiten fuhren zur
Vermeidung experimenteller und systemischer Fehler bei den einzelnen Schritten und
verringern zusétzlich den Arbeitsaufwand.” Die fluoreszenten Nucleosidanaloga ermdglichen
eine Verfolgung der Zellaufnahme und Metabolisierung in Echtzeit.8! Hinzu kommt, dass bei
fluoreszenzbasierten Messungen keine besonderen Sicherheitsvorkehrungen bei Synthese
oder Lagerung der Verbindungen notwendig sind.”® Allerdings sind die natirlich
vorkommenden Nucleoside nicht fluoreszent und somit fiir diese Untersuchungen ungeeignet.
Es ist folglich die Synthese neuer und fluoreszenter Nucleosidanaloga notwendig.” Diese
mussen eine ahnliche Struktur wie natirliche Nucleoside aufweisen, damit sie in der Lage
sind, die gleichen Transporter und Enzyme zu nutzen.®!

Auch wenn Nucleoside durch die Purin- oder Pyrimidinbase intrinsisch fluoreszent sind, so
verhindern eine geringe Quantenausbeute, Uberschneidungen mit fluoreszenten Amino-
sauren in Proteinen oder kleinen Metaboliten wie Flavonen oder NADH, eine selektive in vivo
Detektion. Durch geringe Modifikationen der Nucleobase kdnnen die spektralen Eigenschaften
zunehmen, die Quantenausbeute erhéht und das Absorptionsspektrum verschoben werden.®
BERRY et al.®2 beschrieben in ihrer Arbeit das Anbringen einer Furano- oder Pyrroloeinheit an
Thymidin, wodurch die fluoreszenten Nucleosidanaloga 47 und 48 erhalten wurden (s.
Abbildung 23).%°
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Abbildung 23: Von BERRY et al.?? dargestellten fluoreszenten Nucleosidanaloga 47 und 48.
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Die Synthese der bicyclischen Nucleosidanaloga gelingt tber eine einfache Synthese-
methode, bestehend aus der Kupplung eines Alkins mit einem 5-lodnucleosid unter Palladium-
katalyse und anschlieBender Cyclisierung durch Kupferkatalyse.®88 Durch diese Modi-
fikationen konnte das Absorptionsspektrum zu 331-335 nm und das Emissionsspektrum zu
413-415 nm verschoben werden, wodurch eine Uberlagerung mit zellularen Bestandteilen
verhindert werden kann.#

VON ZHANG et al.®* wurde untersucht, ob die bicyclischen Nucleosidanaloga 49 Substrate der
Transporterproteine sind und damit in die Zelle aufgenommen werden kdnnen (s. Abbildung
24).®
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Abbildung 24: Darstellung der von ZHANG et al.8* verwendeten bicyclischen Nucleosidanaloga 49.

ZHANG et al.®* gelang der Beweis, dass die dargestellten Nucleosidanaloga 49 strukturelle
Ahnlichkeit zu den natirlich vorkommenden Pyrimidinnucleosiden haben und dadurch ein
ahnliches Aufnahmeverhalten Uber einige Nucleosidtransporter (hCNT1 und hCNT3) auf-
weisen. AuBBerdem konnten zum ersten Mal die entstandenen Metabolite der eingesetzten
Nucleosidanaloga nachgewiesen werden.®* CLAUDIO-MONTERO et al.®* konnte durch die
Verwendung von Uridinfuran die Verteilung und Funktion der Nucleosidtransporter (NT)
analysieren. Durch das intrazellulare Vorliegen des fluoreszenten Nucleosidanalogons konnte
die erfolgreiche Zellaufnahme gezeigt werden.?! Antivirale Untersuchungen zeigten keine
Aktivitat des BCNAs 49 gegen Herpes-simplex-Viren (HSV-1 und HSV-2), humane
Cytomegaloviren (HCMV) oder Varicella-Zoster-Viren (VZV).%

Durch das Anbringen einer langen Alkylkette in C6-Position der Nucleobase konnten antivirale
BCNAs 50 erhalten werden (s. Abbildung 25).85-88
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Abbildung 25: Darstellung der bicyclischen Nucleosidanaloga 50 mit antiviraler Aktivitat gegen VZV.

Untersuchungen ergaben, dass fir eine optimale antivirale Wirkung eine Alkylkette von acht
bis zehn Kohlenstoffatomen bendétigt wird. Die besten Verbindungen erreichten die 300-fache
Aktivitat im Vergleich zur Referenzsubstanz Acyclovir.8588 Bej allen BCNA-Verbindungen
wurde keine Zytotoxizitat festgestellt.85% Eine Besonderheit der BCNAs ist, dass sie
ausschlieB3lich antivirale Aktivitat gegen VZV zeigen. Sie sind inaktiv gegen die anderen
untersuchten Viren HSV-1, HSV-2, Vacciniavirus (VV) und HCMV.8-88 Die Spezifitat auf VZV
ist einzigartig bei Virostatika und kann mit der lipophilen Einheit und der damit verbundenen
Interaktion mit der Bindungstasche der Enzyme zusammenhangen.®° Studien haben
gezeigt, dass fur die antivirale Wirkung die Phosphorylierung an der 5‘-Position der BCNAs
durch die VZV-Thymidinkinase entscheidend ist.8¢88%! In modifizierten TK-freien VZV-Zellen
konnte keine antivirale Aktivitdt der BCNAs nachgewiesen werden. Diese Tatsache
verdeutlicht die Notwendigkeit der Phosphorylierung der BCNAs durch die VZV-TK fir deren
antivirale Wirkung. Durch das Fehlen der antiviralen Wirkung in anderen Viruszellen kann
davon ausgegangen werden, dass nur die VZV-TK in der Lage ist, die BCNAs zu
phosphorylieren. Untersuchungen ergaben zudem, dass die zellulare Thymidylat-Synthase
das BCNA-Monophosphat nicht erkennt und somit nicht in das Diphosphat Uberflihren
kann.®°2 BCNAs oder ihre phosphorylierten Formen sind auBerdem keine Substrate fiir
cytosolische oder mitochondriale TKs. Die humane erythrozytische Nucleosiddiphosphat-
kinase ist zudem nicht in der Lage das BCNA-Diphosphat in das BCNA-Triphosphat zu
tberfuihren.%t

Durch das Anbringen eines p-Alkylphenylsubstituenten an der C6-Position kann eine
Erhohung der antiviralen Wirkung erreicht werden (s. Abbildung 26).87:89.90.93
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Abbildung 26: Darstellung von CF1743 (51), eines sehr aktiven antiviralen bicyclischen Nucleosid-
analogons.

Die aktivste Verbindung der p-alkylphenylsubstituierten BCNAs stellt CF1743 (51) dar. Diese
Verbindung zeigt antivirale Wirkung gegen eine Reihe von VZV-Virusstammen bei
subnanomolarer Konzentration und ist gleichzeitig nicht cytotoxisch.®® Auch diese BCNAs
wirken ausschlieRlich gegen VZV.%2 Untersuchungen mit CF1743 (51) ergaben, dass es nach
intraventser oder peroraler Gabe nicht zur Abspaltung der Base durch die zellulare
Thymidinphosphorylase (TPase) kommt, sondern eine hohe Konzentration der eingesetzten
Verbindung im Plasma vorliegt.®> Weder die humane noch die bakterielle TPase erkennen die
BCNAs als Substrat, dadurch kénnen sie die Base nicht abspalten.®”:8892 Dies spricht fir eine
hohe Stabilitat der BCNAs in biologischen Systemen.®?

Die 2'-Desoxy-BCNAs stellen aufgrund der genannten Eigenschaften eine komplett neue
Klasse an Virostatika dar, mit einer bisher unerreichten antiviralen Wirkung (im picomolaren
Bereich) und einer sehr selektiven Wirkweise (ausschlieR3lich gegen VZV).88

MCGUIGAN et al.®® gelang der Beweis, dass die 3'-Hydroxylgruppe essenziell fir die antivirale
Wirkung gegen VZV ist und die 2°,3'-Didesoxy-BCNAs 52 inaktiv gegen VZV sind (s.
Abbildung 27). Diese Nucleosidanaloga besitzen eine sehr selektive und relativ hohe
antivirale Aktivitat gegen HCMV.%

R = CgH43, CgHy7, CgH1g, C1oH2y,
C11Ha3 CqaHas CyaHag

52

Abbildung 27: Darstellung der 2°,3‘-Didesoxy-BCNAs 52.
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Die Fluoreszenz der BCNAs durfte aul3erdem zu neuen Einsatzmdglichkeiten in
biochemischen Untersuchungen fiihren.8® Durch die Fluoreszenz und die hohe Stabilitat
eignen sich die BCNAs exzellent fur Untersuchungen in biologischen Medien. Aufgrund ihrer
hohen Stabilitat und da sie ausschlieBlich Substrate fur VZV-Enzyme sind, kann eine
Metabolisierung bei Zellanalysen ausgeschlossen werden. Aufgrund der fluoreszenten
Eigenschaften ist eine einfache Detektion mdglich, da aufgrund des zu 330 nm verschobenen
Absorptionsmaximums keine Uberlagerung mit Zellbestandteilen stattfindet.

4.3.2 Vorteile der fluoreszenzbasierten Messmethoden

Die Messung der Fluoreszenz stellt eine der informativsten und sensitivsten analytischen
Methoden dar und spielt somit eine enorm wichtige Rolle in der modernen Forschung.%+%6
Durch die Entwicklung von fluoreszenzbasierten Methoden konnten innere Mechanismen von
Biomolekilen, Zellen und anderen Organismen ohne grof3en messtechnischen Aufwand
untersucht werden. Aul3er einigen wenigen Aminosauren existieren keine fluoreszenten
Akteure, eine Uberlagerung mit biologischen Verbindungen kann dadurch vermieden und der
zu untersuchende Prozess ohne stdrende Einfliusse betrachtet werden. Das Fehlen von
intrinsisch fluoreszenten natirlichen Bausteinen bedingt allerdings die Notwendigkeit der
Synthese von fluoreszenten Analoga.®*®’

Fur eine optimale Untersuchung der biologischen Prozesse muss sichergestellt werden, dass
der entworfene fluoreszente Baustein strukturell der urspriinglichen Verbindung so nahe wie
mdglich ist. Er sollte mdglichst isomorph sein. Dies bringt deutliche Einschrdnkungen mit sich,
da Versuche ein fluoreszentes Molekil zu entwickeln oftmals durch das Einfligen eines
Aromaten oder durch Erweiterung bereits vorhandener n-Konjugationen erfolgen. Beide
Vorgehensweisen verandern die Gréfze und elektronische Struktur der Verbindung jedoch
teilweise erheblich, wodurch auch die Wechselwirkungen mit der Umgebung beeinflusst
werden. Bei Nucleosiden ist das Erzeugen von Fluoreszenz durch Erweiterung des
Heterozyklus der Nucleobase und somit durch eine Erweiterung des n-Systems einfach
mdoglich. Auch bei einigen aromatischen Aminosauren kann ohne grofe Verdnderungen
Fluoreszenz in das Molekil eingefuigt werden.%*

Obwohl frithere Studien®® annahmen, dass Nucleobasen und Nucleinsauren fluoreszent seien,
sind die Purin- und Pyrimidinbasen, die in den Nucleosiden vorkommen, in wassriger Losung
nicht fluoreszent. Genaue Messungen ergaben, dass die Nucleobasen nur extrem geringe
Quantenausbeuten verbunden mit einer sehr kurzen Verweildauer im Subpicosekunden-
bereich im angeregten Zustand aufweisen.®® Es ist allerdings naheliegend, dass die Natur fir
ihre sensiblen genetischen Codes stabile Bausteine gewdhlt hat, die schnell wieder den
angeregten Zustand verlassen.?® Aufgrund dieser Eigenschaften entbrannte eine intensive
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Suche nach fluoreszenten Analoga fiir die Untersuchung samtlicher DNA- und RNA-Prozesse.
Die in natirlichen Nucleosiden enthaltenen Purin- und Pyrimidinbasen stellen eine vielseitige
Grundlage fur synthetische Veranderungen dar. Durch geringe sterische oder elektronische
Veranderungen der aromatischen Heterozyklen kann eine grof3e Veré&nderung der photo-
physikalischen Eigenschaften erzielt werden.%

Fluoreszenz stellt die spontane Emission von Licht dar, die nur so lange auftritt, wie die
Anregung durch Lichtabsorption erfolgt. In Abbildung 28 ist zur anschaulichen Erklarung ein
vereinfachtes Jablonski-Diagramm abgebildet.®*

% Reimate
= Relaxation
S¢

hVA hVF|

Fluoreszenz

strahlungs-
freier
Zerfall

So

Abbildung 28: Darstellung eines vereinfachten Jablonski-Diagramms.%4

Die Anregung erfolgt durch einen optischen Impuls, wodurch der Fluorophor aus dem
Grundzustand (So) in einen angeregten Zustand (S;) versetzt wird. Diese Anregung geschieht
innerhalb von Femtosekunden. Durch Wechselwirkung mit den umliegenden Molekilen kann
der angeregte Fluorophor durch Schwingungsenergierelaxation Energie abgeben und gelangt
somit sehr schnell in angeregten Schwingungsgrundzustand. Durch die anschlieende
Abgabe eines Photons erfolgt die Ruckkehr des Fluorophors in den Grundzustand So. Die
dabei ausgestrahlte Fluoreszenz verlasst das Molekiil senkrecht zur anregenden Strahlung.
Aufgrund der strahlungslos abgegebenen Energie im angeregten Zustand ist die abgestrahlte
Energie geringer als die bei der Absorption aufgenommene Energie, weswegen das
Emissionsspektrum im Vergleich zum Absorptionsspektrum zu kleineren Wellenzahlen
verschoben ist.%497.101

Selektive Anregung verbunden mit der Empfindlichkeit einiger Chromophore gegentber
verschiedenen Umgebungseinflissen, wie pH-Wert, Polaritat, Viskositdt oder der
Anwesenheit von Quenchern, machen die molekulare Fluoreszenz zu einem extrem effektiven
Werkzeug fur die in vitro biophysikalische und biochemische Analyse und sogar fir in vivo
Zellimaging.%+-96.102
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) ZIELSETZUNG UND PROBLEMSTELLUNG DER ARBEIT

Mit der Entwicklung des TriPPPro-Konzepts im AK MEIER steht ein nltzliches Werkzeug flr
die Synthese von NTP-Prodrugs zur Verfigung. In der Zelle kommt es zu einer zlgigen
Abspaltung der Maskierungseinheiten, wodurch das Triphosphat erhalten wird. Durch
Anwendung dieser Prodrugstrategie wird eine Konzentrationserhéhung des aktiven Meta-
boliten in der Zelle erreicht.5%626471 GoOLLNEST konnte auRerdem zeigen, dass inaktive
Nucleosidanaloga durch das TriPPPro-Konzept in antiviral wirksame Substanzen Uberfihrt
werden koénnen. Der Beweis der Zellaufnahme gelang durch die Verwendung von
fluoreszenten Nucleosidanaloga.®?647t Allerdings wurde in Zellextrakthydrolysen von sym-
metrischen TriPPPro-Verbindungen neben der raschen Freisetzung des Triphosphats ebenso
dessen schnelle Dephosphorylierung beobachtet.®2-%47* Durch die Entwicklung der second-
generation TriPPPro-Verbindungen, bei denen ein nicht abspaltbarer Alkylrest und eine
spaltbare Maskierungseinheit an der y-Phosphatgruppe vorliegen, konnte eine hohere
Stabilitat und Wirksamkeit erzielt werden. In Hydrolysestudien konnte die erfolgreiche Ab-
spaltung der Maskierungseinheit sowie Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung
gezeigt werden. Da diese Verbindungen keinen spaltbaren Substituenten mehr aufweisen,
kann keine weitere Metabolisierung erfolgen. Eine Dephosphorylierung, wie sie bei den
Triphosphaten stattfand, wurde deswegen nicht beobachtet.”>’® Aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse soll nun im ersten Teil dieser Arbeit untersucht werden, ob die Zellaufnahme
gelingt und wie die Metabolisierung der second-generation TriPPPro-Verbindungen in Krebs-
zellen erfolgt. Dabei wird wie in vorherigen Studien auf bicyclische Nucleosidanaloga als
fluoreszierendes Strukturmerkmal zurlickgegriffen, mit dem eine einfache Verfolgung der
Metabolisierung der untersuchten Prodrugs in der Zelle méglich sein sollte. Bei den second-
generation BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 sollen durch Variationen der Alkylkettenlangen
unterschiedliche Lipophilien erreicht werden. Auf diese Weise kann ermittelt werden, welche
Kettenlangenkombination fur die Zellaufnahme optimal ist. AulRerdem sollen die y-alkylierten
TriPPPro-Verbindungen 54 synthetisiert werden, da auch diese Verbindungen hinsichtlich
ihrer Zellaufnahme analysiert werden sollen. Die darzustellenden Verbindungen sind in
Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Darzustellende second-generation BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 mit Acyloxy-
benzylmaske und Alkylrest an der y-Phosphatgruppe und y-alkylierte TriPPPro-
Verbindungen 54.

Die BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 sollen sich sowohl in der Kettenldnge der Acyloxy-
benzylmaskierung als auch des Alkylrestes unterscheiden. Als Alkylrest soll eine C1gHs7- sowie
eine Ci1H23-Kette verwendet werden, wodurch eine ausreichende Lipophilie fir das Passieren
der Zellmembran erreicht werden kann. Fir die Acyloxybenzylmaskierungen sollen unter-
schiedliche Kettenlangen zwischen vier und 13 Kohlenstoffatomen gewdahlt werden. Die
Stabilitat der second-generation BCNA-TriPPPro-Verbindungen soll anschlieBend durch
chemische und enzymatische Hydrolyse sowie durch Hydrolyse im Zellextrakt untersucht
werden. AuBerdem soll die Zellaufnahme und intrazellulare Metabolisierung der second-
generation BCNA-TriPPPro-Verbindungen in Tumor- und CEM-SS-Zellen betrachtet werden.

Die y-alkylierten BCNA-TriPPPro-Verbindungen 54 sollen nach erfolgter Synthese ebenfalls
hinsichtlich ihrer chemischen und enzymatischen Stabilitat untersucht werden. AnschlieRend
soll anhand von Zellaufnahmestudien in CEM-SS-Zellen festgestellt werden, ob der
Alkylsubstituent fir eine ausreichende Abschirmung der negativen Ladung sorgen kann und
somit eine Zellaufnahme mdoglich ist.

In den folgenden Abschnitten dieser Arbeit sollen bereits in der Krebstherapie eingesetzte
Cytostatika hinsichtlich ihrer Eignung fur das TriPPPro-Konzept untersucht werden. Dafir
sollen die Verbindungen in Abbildung 30 dargestellt werden.
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Abbildung 30: Darstellung der geplanten TriPPPro-Verbindungen von 5-FdU 55, Gemcitabin 56 und 5-

Azacytidin 57.

Es soll zunachst ermittelt werden, ob second-generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55

einen grof3eren Einfluss auf das Zellwachstum haben als das bisher verwendete Cytostatikum.

AuBerdem soll dargelegt werden, ob TriPPPro-Verbindungen von Gemcitabin und 5-Aza-

cytidin eine Verbesserung bei der Krebsbehandlung darstellen. Auch in diesem Teil der Arbeit

soll durch Kombination unterschiedlicher Kettenlangen festgestellt werden, welche Lipophilie

bendtigt wird, um optimale Ergebnisse bei den Proliferationsuntersuchungen zu erreichen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit sind die Synthese und die Hydrolysestudien der Di- und

Triphosphate des bicyclischen Nucleosidanalogons sowie von Gemcitabin.
Verbindungen sind in Abbildung 31 dargestellt.

Diese
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Abbildung 31: Darstellung der Di- und Triphosphate von Gemcitabin und des bicyclischen Nucleosid-
analogons.

Durch Analyse der Stabilitét der Di- und Triphosphate soll dargelegt werden kdnnen, ob diese
Verbindungen stabil sind oder ob deren Abbau zur Bildung von Nebenprodukten bei den
Hydrolysen oder Zelltests der entsprechenden TriPPPro-Verbindungen fihren.
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6 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

6.1 Synthese der fluoreszierenden second-generation TriPPPro-

Verbindungen

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden fluoreszierende second-generation TriPPPro-Verbin-
dungen synthetisiert. Diese Verbindungen sollten hinsichtlich ihrer Fahigkeit die Zellmembran
Zu passieren und des intrazellularen Metabolismus untersucht werden. FiUr diese Frage-
stellung eignen sich bicyclische Nucleosidanaloga besonders gut, da sie intrinsisch fluoreszent
sind und trotzdem eine strukturelle Ahnlichkeit zu natiirlichen Nucleosiden aufweisen. Fiir eine
bessere Vergleichbarkeit wurde ein 2‘-Desoxybicyclisches Nucleosidanalogon verwendet, da
in spateren Teilen dieser Arbeit das TriPPPro-Konzept auf Nucleosidanaloga angewendet
werden soll, die bereits als Cytostatikum verwendet werden und welche ebenfalls keine 2‘-OH-
Gruppe aufweisen. Dadurch kann eine ahnliche Lipophilie sowie ein &hnliches intrazellulares
Verhalten angenommen werden.

Die TriPPPro-Verbindungen lassen sich auf zwei verschiedenen Wegen erfolgreich darstellen
(s. Abbildung 32).59.61-6469
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Abbildung 32: Gegeniberstellung der beiden Synthesemdglichkeiten fir TriPPPro-Verbindungen.

Die erste Variante stellt die Phosphoramiditroute dar, sie baut auf dem Vorgehen der DiPPro-
Synthese auf. Bei dieser Methode wird ein vorher synthetisiertes (un)symmetrisches Phos-
phoramidit 62 mit einem Nucleosiddiphosphat 33 gekoppelt und anschliel3end oxidiert, wobei
die TriPPPro-Verbindung 63 erhalten wird.5961-646° Es wird dabei die Bindung zwischen der y-
und B-Phosphatgruppe (roter Pfeil) ausgebildet.’? Die zweite Variante beruht auf der H-
Phosphonatchemie. Bei diesem Vorgehen wird zun&chst ein doppeltmaskiertes Pyrophosphat
64 gebildet, anschlieRend wird es aktiviert und dann mit einem Nucleosidmonophosphat 36
zur Reaktion gebracht.5961-648% Hier erfolgt die TriPPPro-Synthese durch Bindungsbildung
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zwischen der B- und a-Phosphatgruppe im finalen Schritt (griiner Pfeil).5! Die Vorteile der H-
Phosphonatroute sind, dass zum einen die Synthese des Nucleosidmonophosphats einfacher
ist und zum anderen diese Route auch fiir oxidationsempfindliche Nucleoside und Masken
geeignet ist,59:61.62.69.71

Von REIMER®® wurde festgestellt, dass die Synthese von BCNA-Diphosphaten aufwendig ist
und mit einer geringen Ausbeute einhergeht, deswegen wurde die H-Phosphonatroute fir die
Synthese der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 gewahlt (s.
Abbildung 33).
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Abbildung 33: Retrosyntheseschema des finalen Schritts der TriPPPro-Synthese uber die H-Phos-
phonatroute.

Fur die Darstellung der BCNA-TriPPPro-Verbindung 53 ber die H-Phosphonatroute missen
im letzten Schritt das Monophosphat 66 und das H-Phosphonat 65 gekoppelt werden. Auf
deren jeweiligen Synthesen soll in den nachsten Abschnitten eingegangen werden.
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6.1.1 Synthese des bicyclischen 2‘-Desoxynucleosidanalogons

Als bicyclisches Nucleosidanalogon soll in dieser Arbeit Verbindung 67 verwendet werden (s.
Abbildung 34).

Abbildung 34: Darstellung der bicyclischen Nucleosidanaloga 6-Prop-dBCNA 67, 6-Prop-ddBCNA 68
und 6-H-ddBCNA 69.

REIMER®® hat festgestellt, dass bei der Synthese der fluoreszierenden Base von 6-Prop-
ddBCNA 68 die Sonogashira-Reaktion und die anschlielende 5-endo-dig-Reaktion in einer
one-pot-Reaktion durchflhrbar sind. Bei der Synthese von 6-H-ddBCNA 69 mussten diese
Reaktionen stufenweise durchgefiihrt werden. Diese Ergebnisse von REIMER wurden bei der
Wahl des BCNAs 67 in dieser Arbeit zugrunde gelegt.

Fur die Synthese des 2’-Desoxy-BCNA-Monophosphats 66 wurde eine Syntheseroute
verwendet, die von REIMER®® und PERTENBREITER’® optimiert worden war und auf einer Route
von McGUIGAN!® beruht (s. Abbildung 35).

Abbildung 35: Retrosyntheseschema der 2‘-Desoxy-BCNA-Monophosphatsynthese.
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Das 2°-Desoxy-BCNA-Monophosphat 66 sollte uber die Fm-Amiditroute ausgehend vom 2'-
Desoxy-3'-acetyl-BCNA 70 und anschliel3ender Entfernung der Schutzgruppen dargestellt
werden. Das 3‘-acetylgeschiitzte BCNA 70 sollte durch die Sonogashira-Reaktion mit
anschliel3ender Cyclisierung in einer one-pot-Synthese aus 3'-Acetyl-5-iod-2‘-desoxyuridin 71
gebildet werden. Das 3‘-acetylgeschitzte Nucleosidanalogon 71 musste zuvor durch
Verwendung einer orthogonalen Schutzgruppenstrategie aus 5-lod-2‘-desoxyuridin (73) via
dem 5°-TBS-geschitzten Nucleosidanalogon 72 synthetisiert werden.

Die Synthese des bicyclischen 2'-Desoxynucleosidanalogons 70 wurde ausgehend vom
kommerziell verfligbaren 5-lod-2*-desoxyuridin 73 durchgefiihrt (s. Abbildung 36).
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Abbildung 36: Synthese des acetylgeschutzten bicyclischen 2‘-Desoxynucleosidanalogons 70.

Es wurde eine orthogonale Schutzgruppenstrategie verwendet, damit es bei der Mono-
phosphatsynthese nicht zu Nebenreaktionen der 3'-Hydroxylgruppe kommt. Im ersten Schritt
wurde in einer one-pot-Reaktion die 5-Hydroxylgruppe durch Umsetzung mit tert-Butyldi-
methylsilylchlorid (TBSCI) geschutzt und anschlielend die 3‘-Hydroxylgruppe durch Zugabe
von Essigsaureanhydrid acetyliert. Das doppelt geschitzte Nucleosid 72 wurde nach séulen-
chromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 62% erhalten. Im nachsten Schritt
wurde die TBS-Schutzgruppe durch Reaktion mit Triethylamin-Trihydrofluorid als Fluoriddonor
abgespalten, dadurch konnte die fur die folgende Reaktion bendtigte freie 5°-OH-Gruppe
erhalten werden. Die Acetylschutzgruppe an der 3‘-Hydroxylgruppe wurde dabei nicht
beeinflusst. Durch die Zugabe von Kieselgel konnte Uberschissiges Triethylamin-Trihydro-
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fluorid abreagieren und die Reaktion wurde beendet. Nach der anschlieBenden saulen-
chromatographischen Reinigung wurde das 3'-acetylgeschitzte Nucleosid 71 in einer
Ausbeute von 82% isoliert.

Die Synthese des 3*‘-acetylgeschiitzten BCNAs 70 erfolgte durch eine Sonogashira-Kupplung
mit anschlieBender Cyclisierung in einer one-pot-Reaktion. Das iodierte Nucleosid 71 wurde
mit 1-Pentin, Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) als Katalysator, Kupfer(l)iodid als
Cokatalysator zur Aktivierung des Alkins und N,N-Diisopropylethylamin umgesetzt. Nach der
Cyclisierung mit Kupfer(l)iodid und Triethylamin wurde das 2'-Desoxy-3‘-acetylgeschiutzte
bicyclische Nucleosidanalogon 70 gebildet, welches nach zweifacher saulenchromato-
graphischer Reinigung in einer Ausbeute von 82% isoliert wurde.

Bei der Cyclisierung zum sauerstoffhaltigen Fiinfring handelt es sich nach BALDWIN um eine
5-endo-dig-Cyclisierung.'* Bei dieser Klassifizierung der Ringschlussreaktionen beschreibt
die vorangestellte Zahl die Ringgré3e. Durch endo oder exo wird gezeigt, ob der Ring endo-
oder exocyclisch in Bezug auf den kleinsten entstandenen Ring gebildet wurde. Zum Schluss
folgt tet, trig oder dig in Abhangigkeit von der Hybridisierung des an dem Ringschluss
beteiligten Kohlenstoffatoms.

Die anschlieBende Synthese des Monophosphats sollte durch eine Reaktion mit Bis(fluorenyl-
methyl)phosphoramidit (76) und anschlieRender Oxidation erfolgen. Die vorhandenen Fm-
Schutzgruppen kénnen anschlielend unter milden basischen Bedingungen abgespalten
werden, wodurch das BCNA nicht beschadigt werden sollte. Fir diese Monophosphatsynthese
musste zunachst das Reagenz Bis(fluorenylmethyl)phosphoramidit (76) dargestellt werden (s.
Abbildung 37).6%105
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Abbildung 37: Synthese des Bis(fluorenylmethyl)phosphoramidits (76).

Das Bis(fluorenylmethyl)phosphoramidit (76) wurde durch Umsetzung von 9-Fluorenyl-
methanol (74) mit Dichloro-N,N-diisopropylphosphoramidit (75) bei 0 °C und 20-stiindigem
Ruhren bei Raumtemperatur dargestellt. Darauf folgte die wéssrige Aufarbeitung. Auf eine
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saulenchromatographische Reinigung wurde bei dieser Reaktion verzichtet, da die Reinheit
des Produkts 76 nach der wassrigen Aufarbeitung ausreichend hoch war. Durch eine bei einer
ersten Durchfiihrung der Reaktion ausgefiihrten S&aulenchromatographie wurden erhebliche
Ausbeuteverluste (ca. 40%) beobachtet. Deswegen wurde in den folgenden Versuchen darauf
verzichtet. Das Bis(fluorenylmethyl)phosphoramidit (76) konnte mit wéassriger Aufarbeitung in
einer Ausbeute von 98% und einer ausreichenden Reinheit erhalten werden.

Die Kupplung des bicyclischen 2‘-Desoxy-3‘-acetylnucleosidanalogons 70 erfolgte mit einem
Uberschuss von Bis(fluorenylmethyl)phosphoramidit (76), damit eine vollstandige Umsetzung
zum geschutztem Monophosphat 66 gewahrleitest werden konnte (s. Abbildung 38).

yQ 1) (FMO),PNiPr, (1.5 Aquiv.) o o
NN DCI (1.2 Aquiv.), Rt, 1 h / /
Ho | ,& 2) -BuOOH (1.5 Aquiv.) 0 | SN MeOH/EtzN/H,0 0 | N
N0 0°C-Rt, 1h FmO—P-0 /go (1:1:1 viviv) HO—P-0 N/g
O —_—
CHzCl OFm | o Rt, 72 h, 60% @OG %Oj
(Uber 2 Stufen) HNEt
OAc OAc 3 o
70 77 66

Abbildung 38: Synthese des 2’-Desoxy-BCNA-Monophosphats 66.

Zur Aktivierung wurde 4,5-Dicyanoimidazol (DCI, ¢ = 0.25 M in Acetonitril) verwendet, welches
Uber einen Zeitraum von 30 Minuten zugegeben wurde. In Vorarbeiten von WEINSCHENK!®
konnte gezeigt werden, dass eine portionsweise Zugabe von DCI zu einem vollstéandigen
Umsatz fihrt. Die Reaktionsldsung wurde eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt,
anschlieRend erfolgte die Oxidation des Phosphits durch die Zugabe von 1.50 Aquivalenten
tert-Butylhydroperoxid. Das BisFm-geschiitzte Nucleosidmonophosphat 77 wurde nach auto-
matisierter NP-Saulenchromatographie leicht verunreinigt erhalten. Es wurde eine auto-
matisierte NP-Saulenchromatographie durchgefiihrt, damit ein genauer und stetiger Gradient
durchfihrbar ist und somit eine bessere Reinigung erzielt wird. Da die Verunreinigungen
gering waren und bei der nachfolgenden Entschiitzung nicht stérten, wurde auf eine weitere
Reinigung verzichtet, um Ausbeuteverluste zu vermeiden. Fir die Abspaltung aller Schutz-
gruppen wurde das geschitzte Monophosphat 77 zundchst eine Stunde in einer
Methanol/Triethylamin-Mischung (1:1 v:v) gerthrt. Es folgte die Zugabe des gleichen
Volumens Wasser und nach weiteren 72 Stunden Rihren bei Raumtemperatur waren beide
Fm-Schutzgruppen sowie die Acetylschutzgruppe abgespalten worden. Die Entfernung der
ersten Fm-Schutzgruppe erfolgt in der Regel schnell, da keine Abstol3ung der Base aufgrund
von elektronischen Wechselwirkungen erfolgen kann. Die Abspaltung der zweiten Fm-Gruppe
erfolgt deutlich langsamer, da hier bereits eine negative Ladung vorliegt und die Base aufgrund
elektrostatischer Abstol3ung nicht mehr ungehindert ein Proton abstrahieren kann. Durch die
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Zugabe des Wassers kann auch die Acetylschutzgruppe in diesem Reaktionsschritt mit-
abgespalten werden. Das 2‘-Desoxy-BCNA-Monophosphat 66 wurde Uber beide Stufen in
einer Ausbeute von 60% erhalten. Die Gesamtausbeute der gezeigten 2‘-Desoxy-BCNA-
Monophosphatsynthese lag tiber 5 Stufen bei 57%.

Die basische Abspaltung der Fm-Schutzgruppen ist in Abbildung 39 dargestellt.
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Abbildung 39: Mechanismus der basischen Abspaltung der Fm-Schutzgruppen.

Die Abspaltung der Fm-Schutzgruppen verlauft Gber einen Elg-Mechanismus.'®” Zunachst
abstrahiert die verwendete Base das acidifizierte H-Atom der Fm-Gruppe. Aus dem dabei
entstandenen Anion 79 werden durch Elektronenpaarumlagerungen das ungeschiitzte
Phosphat 81 und Dibenzofulven 80 freigesetzt. Die Abspaltung der zweiten Fm-Schutzgruppe
erfolgt analog, dauert aufgrund der vorhandenen negativen Ladung an der Phosphatgruppe
allerdings deutlich l&anger. Durch das zugesetzte Wasser kann die Acetylschutzgruppe unter
basischen Bedingungen hydrolysiert werden.
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6.1.2 Synthese der unsymmetrischen H-Phosphonate

In diesem Kapitel soll die Synthese der H-Phosphonate 65 vorgestellt werden. Das
Retrosyntheseschema ist in Abbildung 40 gezeigt.

OH

O
o}
R2 L1 9 )J\ 1
~0-F=H o-F-H ¢ R
o
| e— 0 + R2-OH + | e— + R >l
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T O @ . o
HO
84

65 82
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85 86

Abbildung 40: Retrosyntheseschema der H-Phosphonatsynthese.

Die Synthese der unsymmetrischen H-Phosphonate 65 erfolgte ausgehend von Diphenyl-
phosphit (DPP, 82). Im basischen Milieu sollten die beiden Phenylsubstituenten abgespalten
und durch 4-(Hydroxymethyl)phenylalkanoat 84 und dem langkettigen Alkohol 83 substituiert
werden. Die 4-(Hydroxymethyl)phenylalkanoate 84 wurden vorher in einer Veresterung des 4-
Hydroxybenzylalkohols (85) mit dem entsprechenden Saurechlorid 86 zuganglich gemacht.

Die fur die Synthese der 4-(Hydroxymethyl)phenylalkanoate 84 eingesetzten Saurechloride
konnten alle bis auf das hochpreisige Undecanoylchlorid (87e) kommerziell erworben werden.
Das Cio-Séaurechlorid 86e konnte durch eine einfache und schnelle Reaktion hergestellt
werden, wodurch die Kosten deutlich reduziert werden konnten (s. Abbildung 41).

Oxalylchlorid (1.2 Aquiv.)
DMF (kat.)
0°C-40°C,3h o

CioHar™ “OH CH,Cl, C10H21)]\CI

87e 86e

Abbildung 41: Synthese des Undecanoylchlorids (86e).

Undecanoylchlorid (86e) wurde ausgehend von der Undecansaure (87e) dargestellt. Die
Saure 87e wurde bei 0 °C in Dichlormethan mit Oxalylchlorid und einer katalytischen Menge
DMF versetzt und anschlielend drei Stunden zum Sieden erhitzt. Das erhaltene Saurechlorid
86e wurde ohne weitere Reinigungsschritte verwendet.

Die Synthese der 4-(Hydroxymethyl)phenylalkanoate 84 erfolgte anhand einer Syntheseroute,
die von JESSEN und ScHuLz* etabliert und von GOLLNEST’* und WEISING®® modifiziert wurde
(s. Abbildung 42).
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Abbildung 42: Synthese der 4-(Hydroxymethyl)phenylalkanoate 84.

Bei dieser Syntheseroute erfolgte zunachst die Veresterung von 4-Hydroxybenzylalkohol (85)
mit den entsprechenden Saurechloriden 86. Die beiden Reaktionspartner wurden in THF
geldst, mit Triethylamin und 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) versetzt und zwei Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Base Triethylamin wurde mit 1.2 Aquivalenten eingesetzt,
dadurch wurde eine vollstandige Deprotonierung der phenolischen Hydroxylgruppe des 4-
Hydroxybenzylalkohols (85) ermdglicht. Der Benzolring ist durch das vorhandene n-System in
der Lage das Phenolatanion durch mesomere Effekte zu stabilisieren, wohingegen eine
Stabilisierung des Benzylanions nicht moglich ist. Durch die Mesomeriestabilisierung der
Zwischenstufe besitzt die phenolische Hydroxylgruppe eine hdhere Aciditat, wodurch diese
Position fur den nucleophilen Angriff aktiviert wird und die Deprotonierung zuerst an dieser
Position stattfindet. Durch einen leichten Uberschuss der Base Triethylamin wird die
vollstandige Deprotonierung der phenolischen Hydroxylgruppe gewahrleistet und gleichzeitig
das gebildete Hydrochlorid als Triethylammoniumchlorid abgefangen. Durch Studien von
WEISING!® konnte gezeigt werden, dass durch den Zusatz des Katalysators DMAP die
Ausbeute erhoht wird. Die erhaltenen Ausbeuten sind in Tabelle 1 dargestellt. Die Synthese
von Verbindung 84g wurde ohne den Katalysator DMAP durchgefiihrt. Dadurch wurde bei
dieser Reaktion nur eine Ausbeute von 32% erhalten. Da dabei trotzdem ausreichend
Substanz hergestellt werden konnte, wurde auf eine Wiederholung verzichtet.

Tabelle 1: Verwendete Alkylkettenlangen der 4-(Hydroxymethyl)phenylalkanoate 84.

Verbindung 84a 84b 84c 84d 84e 84f 84g

R CsHo CeHiz  CsHiz CoHio CioH2a: CuiiHzz  CaizHar
Ausbeute [%0] 68 53 58 45 65 58 32

Der Katalysator DMAP (88) kann durch einen Additions-Eliminierungs-Mechanismus die
Carbonylfunktion des Saurechlorids 86 fiir die folgende Reaktion mit dem Alkoholat durch
Bildung des mesomeriestabilisierten N-Acylpyridiniumsalzes 89 aktivieren. Der Mechanismus
der Aktivierung von DMAP ist in Abbildung 43 gezeigt.
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Abbildung 43: Schematische Darstellung des katalytischen Zyklus der Veresterung des Alkohols 85
mit DMAP (88) als Katalysator.19°

Der Katalysator DMAP (88) greift das Carbonylkohlenstoffatom des Saurechlorids 86
nucleophil an, dadurch kommt es zur Bildung des N-Acylpyridiniumsalzes 89, wodurch die
Elektrophilie des Carbonylkohlenstoffatoms deutlich erhéht und der Angriff des Alkoholats 85
begilnstigt werden. Im nadchsten Schritt kommt es durch den Angriff des Alkohols 85 zur
Bildung der tetraedrischen Zwischenstufe 90, aus der im nachsten Schritt durch Elektronen-
paarverschiebungen das Produkt 84 freigesetzt und der Katalysator 88 regeneriert wird.

Bei der Synthese der Maskierungseinheiten 84 wurde, wie in vorherigen Arbeiten,’%110
beobachtet, dass es zu einer doppelten Veresterung sowie zu einer Veresterung der
benzylischen Hydroxylgruppe kommt. Diese Nebenprodukte wurden nach Abtrennung nicht
genauer analysiert. Aufgrund der deutlich unterschiedlichen R«-Werte war eine chromato-
graphische Trennung der entstandenen Nebenprodukte und des Produkts leicht moglich. Die
Synthesen der 4-(Hydroxymethyl)phenylalkanoate 84 gelangen mit Ausbeuten von 32-68%.

Die unsymmetrischen H-Phosphonate 65 wurden auf einer von QIANG XlAO et al.*'!
entwickelten und von GOLLNEST’, ZHAO® und KuLLIK!? modifizierten Route dargestellt (s.
Abbildung 44).
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Abbildung 44: Synthese der H-Phosphonate 65 mit einem langkettigen Alkylrest und einer Acyloxy-
benzylmaske an der y-Phosphatgruppe.

Bei -10 °C wurde Diphenylphosphonat (DPP, 82) in Pyridin gelést und langsam mit einem 4-
(Hydroxymethyl)phenylalkanoat 84, welches in Pyridin gel6st vorlag, versetzt. Die langsame
Zugabe bei tiefer Temperatur sollte eine Zweifachsubstitution verhindern. AnschlieRend wurde
der langkettige Alkohol (R? = CiiH3 oder CigHsz) zugegeben und fur eine vollstandige
Umsetzung zwei Stunden zum Sieden erhitzt. Bei der chromatographischen Reinigung wurde
dem Loésungsmittel 0.5 Vol.% Essigsaure zugesetzt, dadurch sollte die Zersetzung des
Produkts verhindert werden. Trotz aller VorsichtsmalRnahmen konnte die Zweifachsubsitution
des 4-(Hydroxymethyl)phenylalkanoats nicht zuverlassig verhindert werden, allerdings war die
saulenchromatographische Trennung des Nebenprodukts und des Produkts ohne grof3en
Aufwand mdglich. Die unsymmetrischen H-Phosphonate 65 konnten in mittleren bis sehr guten
Ausbeuten von 49-94% erhalten werden. Die erhaltenen Ausbeuten der H-Phosphonat-
synthesen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Darstellung der erreichten Ausbeuten der H-Phosphonatsynthesen.

Verbindung 65az 65bz 65cz 65dz 65ez 65fz 659z 65ay 65cy 65gy

R1 C4Ho CeHiz  CgHi7 CoH19 CioH2: CiiH2z CasHzz CaHog CgHiz  CuasHer
R2 CigH3s7 CisHs7 CisHszz CisHiaz  CisHizz  CisHizz  CisHsz  CiiH2z  CiiHzz  CiiHes

Ausbeute [%] 94 70 76 88 80 85 84 70 64 49
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6.1.3 Synthese der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-

Verbindungen

Damit die Kopplung zu den second-generation 2°-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53
erfolgen kann, mussen die beiden erfolgreich dargestellten Verbindungen, das 2‘-Desoxy-
BCNA-Monophosphat 66 und ein H-Phosphonat 65 miteinander zur Reaktion gebracht
werden. In Abbildung 45 ist das Retrosyntheseschema dieses Schrittes gezeigt.

53 91 66

Abbildung 45: Retrosyntheseschema der letzten beiden Syntheseschritte der TriPPPro-Synthese.

Die Darstellung der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 erfolgte,
indem das Monophosphat 66 mit einem Pyrophosphat 91 zur Reaktion gebracht wurde. Das
Pyrophosphat 91 wurde zuvor aus dem entsprechenden H-Phosphonat 65 generiert. Die
durchgefuhrten Reaktionsschritte des finalen Kopplungsschrittes sollen im Folgenden genauer
betrachtet werden.

Die Synthese der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 wurde mit
einer von GOLLNEST"! etablierten Syntheseroute durchgefiihrt. Dafir musste zunachst das H-
Phosphonat 65 in das entsprechende Pyrophosphat 91 Gberflhrt werden (s. Abbildung 46).
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Abbildung 46: Umsetzung der H-Phosphonate 65 zu den Pyrophosphaten 91.

Das H-Phosphonat 65 wurde zunéchst eine Stunde mit N-Chlorsuccinimid in Acetonitril bei
50 °C geruhrt, danach erfolgte die Zugabe von Tetra-n-butylammoniumphosphat (c = 0.40 M
in Acetonitril) sowie wiederum eine Stunde Rihren bei 50 °C. Im ersten Reaktionsschritt wurde
durch eine oxidative Chlorierung mit NCS das Intermediat 92 gebildet. Diese Aktivierung
ermdglichte im nachsten Schritt den nucleophilen Angriff des Tetra-n-butylammonium-
phosphats, dabei wurden die Pyrophosphate 91 gebildet. Uberschiissige Edukte bzw.
Nebenprodukte, wie das Phosphatsalz, NCS oder Succinimid wurden im Anschluss durch
wassrige Aufarbeitung entfernt. Bei der Aufarbeitung war es aufgrund der Hydrolyse-
empfindlichkeit der Pyrophosphate 91 notwendig, dass es zu einer zligigen Phasentrennung
durch Zentrifugation kommt. Durch die Beschleunigung der Aufarbeitung aufgrund der
Verwendung der Zentrifuge sollten Ausbeuteverluste vermieden werden. Aufgrund der
Instabilitat der Pyrophosphate 91 wurden sie ohne weitere Analysen und ohne lange Lagerung
weiter umgesetzt. Die Synthesen der Pyrophosphate 91 gelangen in mittleren bis sehr guten
Ausbeuten von 43%-97% (s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Darstellung der erreichten Ausbeuten der Pyrophosphatsynthesen 91.

Verbindung 9laz 91bz 91cz 91dz 91lez 91fz 91gz 9lay 9lcy 91gy

R CsHg CeHiz  CsHiz  CoHig CioH2: CiiHzz CisHzz  CaHo CgHiz  CuisH2z
R2 CisHs7 CisHs7  CisHs7z  CisHsz  CisHsz  CisHsz  CisHs7  CiiHzz  CiiHzz  CiiHos

Ausbeute [%] 87 97 95 91 87 51 57 57 43 43
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Die bengtigte Aktivierung der H-Phosphonate 65 soll nun detaillierter betrachtet werden. Der
Mechanismus der oxidativen Chlorierung der H-Phosphonate 65 ist in Abbildung 47 dar-

gestellt.
q oy
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0 — 1 +  CIN —_— 9 + on
R
R R
A : Ty
0o 0”0
65 93 94 95 96

R ‘O’P‘CI
R /@) i\’:l

Abbildung 47: Mechanismus der oxidativen Chlorierung der H-Phosphonate 65 mit NCS (94).

H-Phosphonate 65 liegen im tautomeren Gleichgewicht mit den Phosphiten 93 vor. Das
Gleichgewicht liegt dabei auf der Seite des stabileren H-Phosphonats 65, allerdings kénnen
Solvatisierungseffekte das Gleichgewicht auf die Seite der Phosphite 93 verschieben. Durch
das freie Elektronenpaar der Phosphite 93 erfolgt ein nucleophiler Angriff auf das positiv
polarisierte Chloratom des NCS (94), wobei ein Phosphoniumion 95 und das deprotonierte
Succinimid (96) gebildet werden. Durch eine anschlieBende Deprotonierung des
Phosphoniumions 95 werden das Phosphorchloridat 92 und N-Succinimid (97) erhalten.”*113

Die verwendete Syntheseroute fur die Darstellung der second-generation 2-Desoxy-BCNA-
TriPPPro-Verbindungen soll nun néher betrachtet werden (s. Abbildung 48).
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Abbildung 48: Kupplungsschritt der Pyrophosphate 91 mit dem BCNA-Monophosphat 66 zu den
second-generation 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53.

Die frisch hergestellten Pyrophosphate 91 wurden durch Reaktion mit Trifluoressigséure-
anhydrid und 1-Methylimidazol aktiviert. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von 2‘-Desoxy-
BCNA-Monophosphat als Triethylammoniumsalz (66). Die Reaktionsverfolgung mittels RP-
HPLC ergab, dass nach 3-5.5 Stunden, je nach Kettenlange des Pyrophosphats 91, das Mono-
phosphat als Unterschusskomponente komplett umgesetzt war. Daraufhin wurde das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach einer Reinigungssequenz bestehend
aus automatisierter RP-Chromatographie, Dowex-Kationenaustauschersaule und erneuter
RP-Chromatographie wurden die second-generation 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbin-
dungen 53 in Ausbeuten von 21-65% erhalten (s. Tabelle 4).
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Tabelle 4: Erreichte Ausbeuten der Synthesen der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindungen 53.

BCNA- BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA
THPPPIO -01 -02 -03 -04 -05 -06 -07 -08 -09 -10

Verbindung  53az 53bz 53cz 53dz 53ez 53fz 539z 53ay 53cy 539y

R CsHo CsHa13 CsgHi17 CoHi9  CioH21  CuiH2z  CasHoz C4Ho CgHiz  CuisH2rz
R? CigHs7  CigHs7  CigHs7  CisHsz  CisHszz  CisHszz  CisHsz  CiiHzz  CiiHzz  CiiHas
Ausbeute 42 24 41 22 21 25 44 30 23 65

(%]

Die bendgtigte Aktivierung der Pyrophosphate 91 soll ebenfalls detaillierter betrachtet werden.
Der Ablauf ist in Abbildung 49 dargestellt.
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Abbildung 49: Aktivierung der Pyrophosphate 91.

Das Pyrophosphat 91 wird es durch Reaktion mit Trifluoressigséureanhydrid in das gemischte
Anhydrid 98 tiberfiihrt. Uberschiissiges TFAA wird danach durch verminderten Druck entfernt.
Im nachsten Reaktionsschritt wird das gemischte Anhydrid 98 durch Reaktion mit 1-
Methylimidazol in das Imidazolidat 99 Uberfiihrt. Dieser Reaktionsschritt fihrt zu einer
Erh6hung der Elektrophilie des Phosphorzentrums. Der nucleophile Angriff des Nucleosid-
monophosphats 66 wird dadurch begtinstigt. Im finalen Schritt kommt es durch Zugabe des
Nucleosidmonophosphats zur Kopplung der second-generation 2°-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindung 53.

Zum Nachweis der erfolgreichen Darstellung der TriPPPro-Verbindungen eignet sich die
Betrachtung des *'P-NMR-Spektrums. Anhand des charakteristischen Verschiebungs- und
Aufspaltungsmusters der TriPPPro-Verbindungen kann daran zweifelsfrei deren erfolgreiche
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Synthese gezeigt werden. An dieser Stelle soll stellvertretend fir alle second-generation 2°-
Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen das 3!P-NMR-Spektrums von BCNA-10 (53gy)
betrachtet und damit dessen erfolgreiche Synthese nachgewiesen werden (s. Abbildung 50).
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Abbildung 50: 31P-Spektrum der BCNA-TriPPPro-Verbindung BCNA-10 (53gy).

In dem gezeigten 3P-Spektrum von BCNA-10 (53gy) ist die charakteristische Aufspaltung der
Phosphatgruppen gut zu erkennen. Die a-Phosphatgruppe liefert bei -11.71 ppm und die vy-
Phosphatgruppe bei -13.00 ppm je ein Dublett, das Signal der B-Phosphatgruppe weist
bei -23.79 ppm eine pseudo-Triplettstruktur auf. Dadurch kann die erfolgreiche Synthese der
TriPPPro-Verbindung BCNA-10 (53gy) nachgewiesen werden.
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6.1.4 Vergleich der Lipophilie der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-
TriPPPro-Verbindungen

Die dargestellten second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 besitzen
aufgrund der unterschiedlichen Kettenlangen der Maskierungseinheiten und des Alkyl-
substituenten unterschiedliche Lipophilien. Da die Lipophilie ein entscheidender Faktor fir die
Zellaufnahme ist, soll nun verglichen werden, wie grof3 der Unterschied bei den 2‘-Desoxy-
BCNA-TriPPPro-Verbindungen ist. GOLLNEST’? und WiTT!* haben festgestellt, dass zu lange
Alkylketten in der Maskierungseinheit zu einer schlechteren Zellaufnahme fuhren, da die
Verbindungen in der Zellmembran bleiben. Es muss allerdings ebenfalls ausreichend
Lipophilie vorliegen, damit die Verbindungen die Zellmembran passieren kdnnen. Bei
GOLLNEST'! war dies ab einer Kettenlange von CgHi; der Fall. Die Lipophilie der zu unter-
suchenden 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 muss folglich in einem bestimmten
Rahmen liegen. Der Vergleich erfolgt mittels HPLC-Analyse, da bereits wéahrend der
Reaktionsverfolgungen eine Kkettenldngenabhéngige Retentionszeit beobachtet werden
konnte. Damit eine bessere Abschatzung méglich ist, ob die Lipophilien der second-generation
2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen in einem fir die Zellaufnahme geeigneten Bereich
liegen, werden sie mit einer symmetrisch maskierten 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindung
mit CioHz1-Maskierungseinheit 100 von JuLIAN WITT! verglichen (s. Abbildung 51). Diese
Verbindung hat bereits eine sehr gute Eignung fiir die Aufnahme in Krebszellen gezeigt. Eine
ahnliche Lipophilie der second-generation 2°-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen sollte
also ebenfalls zu einer guten Aufnahme in die gleichen Zellen fihren.

100

Abbildung 51: Von JuLIAN WITT dargestellte, symmetrische 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindung
100, die beim Lipophilievergleich als Referenz verwendet wird.

In Abbildung 52 ist der Vergleich der Lipophilien der 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbin-
dungen mit CigHs7-Alkylrest (BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz)) dargestellt. Es wird nur der
Bereich zwischen 15 und 25 Minuten abgebildet, da in diesem Zeitabschnitt die
Retentionszeiten der untersuchten Verbindungen liegen. Durch die Fokussierung auf diesen
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Bereich kdnnen die einzelnen Peaks basisliniengetrennt dargestellt werden. AuRRerhalb des
betrachteten Abschnittes waren keine weiteren Peaks vorhanden.

Lipophilievergleich C,gH,.-Alkylsubstituent
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Abbildung 52: Vergleich der Lipophilien der second-generation 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbin-
dungen mit CigHs7-Alkylrest (BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53g2)).

Die unterschiedlichen Peakhthen sind dadurch entstanden, dass 1 mg/mL-Stammlésungen
verwendet wurden und deswegen die verschiedenen Stoffmengen zu unterschiedlichen
Peakflachen fihrten. Es ist eindeutig zu erkennen, dass die Retentionszeit der second-
generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (539z) in
Abhangigkeit der steigenden Kettenldnge der Maskierungseinheit zunimmt. Von den hier
dargestellten BCNA-TriPPPro-Verbindungen besitzt BCNA-02 (53bz) eine sehr &hnliche
Retentionszeit wie die Referenzverbindung 100, folglich sollte diese Verbindung am besten in

die Zelle aufgenommen werden (im Vergleich mit den anderen TriPPPro-Verbindungen mit
CisHs7-Alkylsubstituent).

In Tabelle 5 sind die erhaltenen Retentionszeiten dargestellt. Sowohl in Abbildung 52 als
auch in Tabelle 5 ist eindeutig zu erkennen, dass die Retentionszeiten zum Teil sehr ahnliche
Werte aufweisen. Fir eine bessere Ubersicht der hergestellten Verbindungen werden die
verwendeten Alkylreste ebenfalls angegeben.
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Tabelle 5: Erhaltene Retentionszeiten der BCNA-TriPPPro-Verbindungen mit CisHz7-Akylsubstituent.

TriPPPro- BCNA- BCNA- BCNA- BCNA- BCNA- BCNA- BCNA- Ref.
Verbindung 01 02 03 04 05 06 07
Verbindung 53az 53bz 53cz 53dz 53ez 53fz 539z 100
Maske CaHo CesHas CsHaz CoHao CioH21 Ci1Ha2s CisHz7 CioH21
Alkylrest CisHaz CigHaz CigHaz CigHaz CigHaz CigHaz CigHaz =
Retentionszeit 18.393 18.984 19.975 20.416 20.843 21.258 22.178 19.171

[min]

Auch die 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen mit CiiH2i-Alkylsubstituent (BCNA-
08 (53ay) - BCNA-10 (53gy)) wurden hinsichtlich ihrer Lipophilie mit der Referenzsubstanz
100 von JULIAN WITT verglichen (s. Abbildung 53). Von dem erhaltenen Chromatogramm wird
aus den oben genannten Grinden nur der wichtige Teil (12-22 Minuten) gezeigt, damit eine
genauere Darstellung der Peaks mdglich ist. Aufgrund des kirzeren Alkylsubstituenten sind
die Retentionszeiten geringer und der betrachtete Zeitabschnitt ist nach vorne verschoben.

Lipophilievergleich C;;H,;-Alkylsubstituent
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Abbildung 53: Darstellung der erhaltenen Retentionszeiten der second-generation 2'-Desoxy-BCNA-
(BCNA-08 (53ay) - BCNA-10

TriPPPro-Verbindungen mit CiiH2:-Alkylsubstituent

(53gy)).
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Der Vergleich der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen BCNA-
08 (53ay) - BCNA-10 (53gy) mit der Referenzsubstanz 100 zeigt, dass BCNA-10 (53gy) eine
sehr ahnliche Retentionszeit besitzt. Die beiden anderen Verbindungen eluieren deutlich
friher, sie sind folglich weniger lipophil als die Referenzverbindung. Fir BCNA-10 (53gy) kann
somit eine fur die Zellaufnahme optimal geeignete Lipophilie angenommen werden.

In Tabelle 6 ist eine Ubersicht der erhaltenen Retentionszeiten der second-generation 2'-
Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen mit C11Hz3-Alkylsubstituent (BCNA-08 (53ay) - BCNA-
10 (53gy)) abgebildet. Fir eine bessere Ubersicht der hergestellten Verbindungen werden die
verwendeten Alkylreste ebenfalls angegeben.

Tabelle 6: Erhaltene Retentionszeiten der BCNA-TriPPPro-Verbindungen mit Ci1Hzs-Akylsubstituent.

TriPPPro- BCNA-08 BCNA-09 BCNA-10 Referenz
Verbindung
Verbindung 53ay 53cy 53gy 100
Maske CaHo CsHa7 CisHz7 CioH21
Alkylrest Ci11H2s Ci1Ha2s Ci11H2s
Retentionszeit [min] 15.428 17.023 19.023 19.223

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse des Lipophilievergleichs kann angenommen werden,
dass mit BCNA-02 (53bz) und BCNA-10 (53gy) die beste Zellaufnahme méglich sein sollte.
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6.1.5 Synthese der y-alkylierten BCNA-TriPPPro-Verbindungen

Bei den Zellaufnahmestudien in CEM-SS-Zellen sollte untersucht werden, ob y-alkylierte 2'-
Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 54 ebenfalls die Zellmembran passieren kénnen.
Dafir sollten zwei verschiedene y-alkylierte 2°-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 54, eine
mit CigHs7- 54z und eine mit Ci1H23-Alkylrest 54y, dargestellt werden. Die Synthese dieser
Verbindungen beruht auf der bewahrten und in dieser Arbeit bereits verwendeten H-
Phosphonatroute nach GOLLNEST™?, die von ZHAO® flr die Synthese y-alkylierter TriPPPro-
Verbindungen modifiziert wurde (s. Abbildung 54).
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Abbildung 54: Retrosyntheseschema der Synthese der y-alkylierten 2°-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindungen 54.

Die y-alkylierten 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 54 sollten ebenfalls Gber die H-
Phosphonatroute dargestellt werden, da damit bisher gute Ergebnisse erzielt werden konnten.
Im finalen Schritt sollte das Monophosphat 66 mit den Pyrophosphaten 101, welche den
Alkylrest und eine biospaltbare Gruppe enthalten, gekoppelt werden. Nach der erfolgreichen
Kopplung sollte die Schutzgruppe abgespalten werden, dabei wurde die y-alkylierte 2-Desoxy-
BCNA-TriPPPro-Verbindung 54 erhalten. Die Pyrophosphate 101 sollten zuvor aus den H-
Phosphonaten 102 synthetisiert werden.

Fir die Synthese der y-alkylierten 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 54 wurde eine
Route von ZHAO™ verwendet. Bei der spaltbaren Gruppe handelt es sich um 9-Fluorenyl-
methanol. Das Syntheseschema dieser Route ist in Abbildung 55 gezeigt.
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Abbildung 55: Synthese der y-alkylierten 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 54 via Fm-Schutz-
gruppenstrategie nach ZHAO?,

Die bendétigten H-Phosphonate 103 sollten lber die gleiche Route dargestellt werden wie die
H-Phosphonate in Kapitel 6.1.2, da dieser Syntheseweg bereits erfolgreich verwendet werden
konnte. Fir die Synthese der H-Phosphonate 103 wurde zu einer auf -10 °C gekuhlten Lésung
aus DPP (82) und Pyridin nacheinander der Alkohol 83 und 9-Fluorenylmethanol (74)
gegeben. Durch die stufenweise Zugabe bei niedrigen Temperaturen sollte eine Mehrfach-
substitution eines der Reaktionspartner verhindert werden. Die Reaktionsldsung wurde fiir die
vollstandige Umsetzung anschlie3end drei Stunden bei 40 °C gerthrt. Beide H-Phosphonate
103 konnten in guten Ausbeuten von 85% bzw. 83% erhalten werden. Anschlie3end erfolgte
die Umsetzung der H-Phosphonate 103 zu den entsprechenden Pyrophosphaten 104. Durch
oxidative Aktivierung mit NCS und anschlieBender Reaktion mit Tetra-n-butylammonium-
phosphat wurden die H-Phosphonate 103 in die Pyrophosphate 104 (berflihrt. Diese
Reaktionen konnten in guten Ausbeuten von 81% und 84% durchgeflhrt werden. Die
Pyrophosphate 104 wurden sofort fir die TriPPPro-Synthese verwendet. Nach der Aktivierung
durch TFAA und Reaktion mit 1-Methylimidazol zur Erh6hung der Elektrophilie, wurde das
Monophosphat 66 zu der Reaktionsmischung gegeben und bei Raumtemperatur in Acetonitril
gerihrt. Durch eine Reaktionsverfolgung per RP-HPLC konnte festgestellt werden, dass bei
der Synthese der y-alkylierten 2°-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindung 54y nach fiinf Stunden
das Monophosphat verbraucht war. Bei dem Chromatogramm der y-alkylierten 2‘-Desoxy-
BCNA-TriPPPro-Verbindung 54z konnte kein Umsatz des Monophosphates 66 festgestellt
werden. Damit Fehler bei der Synthese oder bereits zersetzte Edukte ausgeschlossen werden
konnten, wurde diese Reaktion wiederholt, doch auch bei der Wiederholung kam es nicht zur
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Bildung der TriPPPro-Verbindung 54z. Das Pyrophosphat mit der Fm-Schutzgruppe und dem
CigHs7-Alkylrest ist offensichtlich sterisch zu anspruchsvoll, um eine erfolgreiche Darstellung
der TriPPPro-Verbindung 54z zu ermdglichen.

Durch die Verwendung der Fm-Schutzgruppe war es nicht moglich beide y-alkylierten 2'-
Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 54 darzustellen. Es sollte nun durch einen Tausch der
Schutzgruppe eine Syntheseroute gefunden werden, mit der beide Verbindungen verlasslich
synthetisiert werden konnten. Daflr wurde 3-Hydroxypropionitril als Schutzgruppe gewahlt (s.
Abbildung 56). Diese Schutzgruppe wurde ebenfalls bereits von ZHAO™® erfolgreich flr die
Synthese y-alkylierter TriPPPro-Verbindungen verwendet.
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Abbildung 56: Synthese der y-alkylierten 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 54 via 3-Hydroxy-
propionitrilschutzgruppenstrategie.

Die Synthese der H-Phosphonate 106 wurde mit der in Kapitel 6.1.2 beschriebenen Methode
betrieben. DPP (82) wurde in Pyridin geldst und bei -10 °C stufenweise mit 3-Hydroxy-
propionitril (105) und dem Alkohol 83 versetzt. Eine vollstindige Umsetzung wurde durch 3-
stuindiges Erhitzen auf 40 °C erreicht. Das H-Phosphonat 106z konnte in einer guten Ausbeute
von 79% erhalten werden. Das H-Phosphonat 106y wurde von VANESSA MEYEN und MATTHIAS
WINKLER zur Verfigung gestellt, weswegen auf eine eigene Synthese in dieser Arbeit
verzichtet werden konnte. AnschlieRend wurden beide H-Phosphonate 106 durch Reaktion mit
NCS und Tetra-n-butylammoniumphosphat in die entsprechenden Pyrophosphate 107
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Uberfuhrt. Die Pyrophosphate 107 konnten in Ausbeuten von 74% bzw. 75% erhalten werden.
Die Umsetzung zur y-alkylierten 2°-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindung 54 erfolgte tber die
bereits in Kapitel 6.1.3 vorgestellte Reaktionssequenz durch Umsetzung mit TFAA, 1-Methyl-
imidazol und anschlieRender Zugabe des BCNA-Monophosphats 66. Mittels RP-HPLC konnte
der Endpunkt der Reaktion nach vier bzw. funf Stunden festgestellt werden. Das Losungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und anschlie3end erfolgte eine erste automatisierte
RP-Chromatographie zur Abtrennung von nicht umgesetzten Edukten oder entstandenen
Nebenprodukten. Im nachsten Schritt sollte die Schutzgruppe entfernt werden. Dafur musste
die Vorschrift von ZHAO angepasst werden, da damit eine Zersetzung der TriPPPro-
Verbindung beobachtet wurde. Eine Ubersicht der durchgefiinrten Entschitzungen ist in
Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Entschutzungsversuche zur Herstellung der y-alkylierten BCNA-TriPPPro-Verbindungen 54.

Lésungsmittel Base Menge der Base Reaktionszeit Ergebnis
Acetonitril Tetra-n-butyl- 10 Vol.% 24 h Kein Umsatz
ammoniumhydroxid dann 40 Vol.% 5d Zersetzung

(10% in H20)

Acetonitril Triethylamin 10 Vol.% 24 h Kein Umsatz
DBU 10 Vol.% 24 h Kein Umsatz
Acetonitril Triethylamin 10 Aquiv. 2-3d Entfernung der
Schutzgruppe

Die Entschitzungen wurden zunachst an Aliquoten der hergestellten geschitzten BCNA-
TriPPPro-Verbindung 54 getestet, damit bei Fehlversuchen nicht das komplette Produkt
verloren geht. Alle Reaktionen wurden via RP-HPLC verfolgt, damit sollte der Endpunkt der
Entschitzung ermittelt werden. Im ersten Entschitzungsversuch wurde analog zu der
Methode nach ZHAO'® vorgegangen. Ein Aliquot von 50 mg wurde in Acetonitril gelést und mit
10 Vol.% Tetra-n-butylammoniumhydroxid (10% in Wasser) versetzt. Nach 24 Stunden konnte
noch kein Umsatz beobachtet werden, deswegen wurde die Konzentration der Base auf
40 Vol.% erhoht. Dadurch konnte nach funf Tagen die vollstandige Zersetzung und nicht die
Bildung des Produktes beobachtet werden. Im nachsten Versuch wurde eine schwéachere
Base verwendet, um damit die Zersetzung des Produktes zu verhindern. Zu der 2°-Desoxy-
BCNA-TriPPPro-Verbindung in Acetonitrii wurden 10 Vol.% Triethylamin zugegeben und
24 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Nach dieser Zeit konnte kein Umsatz beobachtet
werden, deswegen sollte der Basenanteil in der Reaktionsmischung erhdht werden. Bei
Triethylamin handelt es sich um eine nucleophile Base, eine zu hohe Konzentration konnte
also erneut zur Zersetzung fuhren. Um dies zu verhindern, sollte eine nicht nucleophile Base
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verwendet werden, deswegen wurde als zweite Basenkomponente DBU gewahlt. Bei DBU
handelt es sich aufgrund der Gr6Re um eine nicht nucleophile Base. Die Gefahr der
Produktzersetzung sollte folglich vermieden werden. Es erfolgte die Zugabe von 10 Vol.% DBU
zur Reaktionslosung. Nach weiteren 24 Stunden Ruhren bei Raumtemperatur konnte durch
RP-HPLC-Reaktionsverfolgung keine Abspaltung der Schutzgruppe beobachtet werden.
Diese Methode wurde daraufhin verworfen. Beim zweiten Versuch war die eingesetzte Basen-
menge zu gering, deswegen sollte fir den nachsten Versuch das Produkt mit zehn
Aquivalenten Triethylamin versetzt werden. Es wurde ein weiteres Aliquot der geschutzten 2'-
Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindung in Acetonitril gelést und anschliel3end mit Triethylamin
(10 Aquiv.) versetzt. Mittels RP-HPLC konnte bei diesem Versuch festgestellt werden, dass es
zur Spaltung der Schutzgruppe kommt. Nach zwei bzw. drei Tagen war die Schutzgruppe
abgespalten und die y-alkylierten 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 54 wurden
freigesetzt. Es folgte der lonentausch auf Ammoniumionen mit einer Kationenaustauscher-
séule und eine erneute automatisierte Saulenchromatographie. Die beiden y-alkylierten 2°-
Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 54 konnten in Ausbeuten von 25% bzw. 31% erhalten
werden.

6.1.6 Tri- und Diphosphat des bicyclischen Nucleosidanalogons

In diesem Kapitel soll auf die Synthesen von Tri- und Diphosphat des 2‘-Desoxy-BCNAs
eingegangen werden. Beide Verbindungen sollen in Stabilitatsuntersuchungen analysiert
werden, damit eine verlassliche Aussage Uber den Einfluss von Tri- und Diphosphat auf die
Produktbildung bei der Hydrolyse und dem intrazellularen Abbau der second-generation 2*-
Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 getroffen werden kann.

6.1.6.1 Synthese des BCNA-Triphosphats

Fur die Synthese von Nucleosidtriphosphaten existiert noch keine Methode, die fir alle
Nucleoside und deren Analoga gleich zufriedenstellende Resultate liefert. Aufgrund einiger
Faktoren sind die Synthese, Isolierung, Charakterisierung und Lagerung der Triphosphate
nicht einfach. So sind bei der Herstellung Kombinationen aus lonenpaarverbindungen mit
lipophilen Reagenzien notwendig, beispielsweise bei der Reaktion des Pyrophosphats mit dem
geschitzten Nucleosid. Die Wahl eines geeigneten Lésungsmittels wird dadurch erschwert.
Auch die Reinigung stellt einige Anforderungen, da sowohl lipophile als auch hydrophile
Verbindungen abgetrennt werden missen. Hinzu kommt, dass die Nucleosidtriphosphate nicht
sonderlich robust sind und es sowohl im sauren als auch im basischen Medium zu deren
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Hydrolyse kommen kann. Die Stabilitdt der Triphosphate lasst sich durch die Wahl des
Gegenions beeinflussen, so tragen Trialkylammoniumionen zu einer héheren Stabilitat bei.'*®

Eine gebrauchliche und weit verbreitete Methode der Triphosphatsynthese ist die Reaktion
des Pyrophosphats mit einem aktivierten Nucleosidmonophosphat (s. Abbildung 57).°
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Abbildung 57: Retrosynthetische Darstellung der Triphosphatsynthese.115

Das eingesetzte Pyrophosphat 109 kann oft kommerziell erworben werden, das aktivierte
Nucleosidmonophosphat 110 muss dagegen synthetisch dargestellt werden.!*® Als aktiviertes
Monophosphat 110 eignet sich ein Phosphordichloridat, welches bei der Umsetzung des
ungeschiitzten Nucleosids mit Phosphorylchlorid nach der Methode von YOSHIKAWA
entsteht, 115116

Die YOSHIKAWA-REAKTION ist eine weit verbreitete Methode um selektiv 5'-Nucleosid-
monophosphate darzustellen.!’>'?1 Bei Verwendung dieser Syntheseroute kann eine
aufwendige Schutzgruppenstrategie umgangen werden.!!’ Bei der Methode nach YOSHIKAWA
handelt es sich um eine direkte Phosphorylierung von ungeschitzten Nucleosiden mit
Phosphorylchlorid zum entsprechenden 5‘-Nucleosidmonophosphat. YOSHIKAWAS Studien
ergaben, dass die Zugabe einer definierten Menge Wasser zum Phosphorylierungsreagenz
Phosphorylchlorid die Ausbeute des 5‘-Monophosphats erhoht. Durch die Bildung von HCI
werden die Hydroxylgruppen in 2‘- und 3‘-Position protoniert, wodurch Nebenreaktionen
verhindert werden.*>*2! Wird ein Trialkylphosphat als Lésungsmittel verwendet, so kann die
Reaktionszeit deutlich verkirzt werden. Die Griunde dafir sind zum einen die bessere
Loslichkeit der Reaktionspartner sowie die Bildung des aktiven Reagenzes 113 durch
Interaktionen des Losungsmittels 112 mit Phosphorylchlorid 111 (s. Abbildung 58).11512

Abbildung 58: Bildung der aktiven Spezies 113 aus POCIz (111) und Trimethylphosphat (TMP, 112).115



Kapitel 6: Ergebnisse und Diskussion 71

Durch spéatere Arbeiten konnte herausgefunden werden, dass die Zugabe von Wasser und
das dadurch saure Reaktionsmedium bei saurelabilen Nucleosiden zur Spaltung der N-
glykosidischen-Bindung fiihren kann.!'® Durch die Zugabe von Protonenschwamm und
Arbeiten im wasserfreien Medium koénnen auch sdureempfindliche Nucleoside durch
Anwendung der YOSHIKAWA-REAKTION selektiv zum 5°-Monophosphat umgesetzt werden. Bei
Protonenschwamm (1,8-Bis(dimethylamino)naphthalen) handelt es sich um eine grol3e,
sperrige Base mit geringer Nucleophilie, weswegen die Deprotonierung in der 5‘-Position
erfolgt.117118120 Das gebildete Phosphordichloridat wird anschlieRend zum Monophosphat
hydrolysiert.*?> Zwei Faktoren sind bei der Methode nach YosHIKAWA allerdings unerlasslich,
zum Einen muss die Reaktionstemperatur niedrig gehalten werden und zum Anderen die
Verwendung von Trimethylphosphat (TMP, 112) als Losungsmittel.**

In Abbildung 59 ist der Mechanismus der Phosphorylierungsreaktion zum BCNA-5'-Mono-

phosphat 66 gezeigt.
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Abbildung 59: Vorgeschlagener Mechanismus der Phosphorylierung von Nucleosiden zum 5‘-Mono-
phosphat in TMP (hier am Beispiel der BCNA-Monophosphatsynthese gezeigt).123-125

Durch die Verwendung von Trimethylphosphat (112) als Losungsmittel wird die Phos-
phorylierung in die 5-Position dirigiert. TMP (112) kann durch sein LEwiIS-basisches Sauer-
stoffatom Wasserstoffbrickenbindungen mit den Protonen der Hydroxylgruppe in 5‘-Position
des BCNAs 67 ausbilden, dadurch wird dessen nucleophile Reaktivitat erhdht. Gleichzeitig
wird durch eine stabilisierend wirkende Interaktion des Stickstoffatoms der Nucleobase und
dem Phosphoratom von TMP eine raumliche N&he zur 5-OH-Gruppe des BCNAs 67
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hergestellt, dadurch erfolgt eine selektive Aktivierung an dieser Position. Im néchsten Schritt
wurde durch einen Angriff auf das elektrophile Phosphorylchlorid ein reaktives Phosphor-
dichloratintermediat 114 gebildet, diese Zwischenstufe wird durch Zugabe von wassrigem
TEAB-Puffer zum Monophosphat 66 hydrolysiert.123-125

LubwiG et al. fanden heraus, dass sich das Phosphordichloridat durch Zugabe eines
Tributylammoniumpyrophosphatsalzes in das Nucleosidtriphosphat uberfihren lasst (s.
Abbildung 60).115116

NH,
</N NN (i) POCl3 (MeO)sPO, 0°C, 1.5h
HO _
NT N (i) (HNBus),H,P,0; NBu3 25 °C, 1 min
OH OH
115
NH; NH,
N N
080 ¢ )N ELNHACO: #2010 (IP? 0 E 0 ;C'j o. ¢ B
@—\FI’/\P/ NN - O S N N/)
O._. O © 6 © O
R
©0 0 OH OH OH OH
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Abbildung 60: Darstellung der Triphosphatsynthese nach LubwiG et al.115116

LubwiG et al. verwendeten die Methode nach YoOsSHIKAWA flr die Synthese des
Phosphordichloridats, fugten allerdings kein Wasser beim ersten Schritt der Reaktion hinzu.
AnschlieRend dberflihrten sie das Phosphordichloridat durch eine Umsetzung mit einem
Pyrophosphatsalz in das Nucleosidtriphosphat 117. Durch Zugabe einer Aminbase zum
zweiten Reaktionsschritt konnte die Ausbeute erhéht werden. Durch anschlieRende Hydrolyse
konnte aus dem intermediar gebildeten Trimetaphosphat 116 das Nucleosidtriphosphat 117
erhalten werden.'>1® Durch die nicht perfekte Phosphorylierung im ersten Schritt kann es zu
Verunreinigungen durch Mehrfachphosphorylierungen kommen.1®

Fir die Synthese des 2‘-Desoxy-BCNA-Triphosphats 60 sollte ebenfalls die YOSHIKAWA-
MEeTHODE flr die Reaktion des Phosphordichloridats verwendet werden und anschlieBend
sollte nach LubwiG et al. durch eine Umsetzung mit einem Pyrophosphatsalz das BCNA-
Triphosphat 60 zugénglich gemacht werden (s. Abbildung 61).11511611% Diese Reaktionsfolge
konnte von GANTER bereits erfolgreich fir die Synthese einiger Triphosphate verwendet
werden. 1?6
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Abbildung 61: Retrosyntheseschema der BCNA-Triphosphatsynthese.

Die Synthese des 2‘-Desoxy-BCNA-Triphosphats 60 sollte ausgehend vom BCNA 67 Uber
eine YOSHIKAWA-REAKTION mit anschlieRender Umsetzung mit einem Pyrophosphat erfolgen,
dadurch sollte das Triphosphat 60 zuganglich gemacht werden. Das 2‘-Desoxy-BCNA 67 sollte
durch eine Sonogashira-Kupplung mit anschlie@endem Ringschluss ausgehend vom 5-
loddesoxyuridin (73) erhalten werden.

Da fir diese Syntheseroute eine Schutzgruppe an der 3'-Hydroxylgruppe nicht zwingend
erforderlich war, sollte darauf verzichtet werden, da dadurch der synthetische Aufwand
reduziert werden konnte. Der erste Schritt dieser Syntheseroute war die Darstellung des
BCNAs 67 (s. Abbildung 62).

1) 1-Pentin (3.0 Aquiv.)
Pd(PPhs), (0.1 Aquiv.)

Cul (0.2 Aquiv.)
DIPEA (1.7 Aquiv.)
o Rt, 24 h
| 2) Cul (0.2 Aquiv.) o
| NH NEt; (30 Aquiv.) /
HO N/&O 80 °C, 24 h. N
o DMF, 45% HO PN
N (0]
(e}
OH
OH
73 67

Abbildung 62: Synthese des ungeschiitzten BCNAs 67.

Ausgehend vom 5-lod-2‘-desoxyuridin (73) wurde in einer one-pot-Reaktion, bestehend aus
der SONOGASHIRA-KUPPLUNG und dem Ringschluss, das BCNA 67 dargestellt. Fur die
SONOGASHIRA-KUPPLUNG wurde 5-lod-2°-desoxyuridin (73) in DMF mit 1-Pentin, Tetrakis-
(triphenylphosphin)palladium(0) als Katalysator, Kupfer(l)iodid als Cokatalysator und N,N-
Diisopropylethylamin 24 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Fur die Cyclisierung wurde
Kuper(l)iodid und Triethylamin zugegeben und die Reaktionsmischung 24 Stunden auf 80 °C
erhitzt. Das 2'-Desoxy-BCNA 67 konnte nach mehrfacher séulenchromatographischer
Reinigung in einer Ausbeute von 45% erhalten werden.
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Das 2°-Desoxy-BCNA 67 sollte nun in einer YOSHIKAWA-REAKTION mit anschlieender
Umsetzung mit einem Pyrophosphat in das 2’-Desoxy-BCNA-Triphosphat 60 tiberfihrt werden
(s. Abbildung 63).115116.119

1) Protonenschwamm (2.0 Aquiv.),
POCI; (1.2 Aquiv.), -15 °C, 15 min

7 0 2) Tributylammoniumpyrophsphat (2.50 Aquiv.), / o
| XN Tributylamin (6.00 Aquiv.), -15 °C, 40 min; o o o | SN
3) TEAB Puffer (1 M), rt, 45 min; oo o0 n
HO N’go 4) Sephadex- + RP-Chromatographie HO l.D o I';’ o l.3 o N/&O
0o Trimethylphosphat, 16% O@ O@ O@ O
@ ® ®
OH HNEt; HNEt; HNEt; OH
67 60

Abbildung 63: Synthese des 2‘-Desoxy-BCNA-Triphosphats 60.

Fiur die Darstellung des 2‘-Desoxy-BCNA-Triphosphats 60 wurde zundchst das BCNA 67
zusammen mit Protonenschwamm im Vakuum getrocknet. Durch die Trocknung sollten Reste
von Luftfeuchtigkeit entfernt werden, da es sonst zur Zersetzung von Phosphorylchlorid
kommen konnte. Anschlieend wurden die beiden Substanzen in Trimethylphosphat gelost
und bei -15 °C mit Phosphorylchlorid versetzt. Durch die tiefe Temperatur sollte verhindert
werden, dass es zu Mehrfachsubstitutionen kommt. Bei diesem Reaktionsschritt wurde das
Phosphordichloridat gebildet. Durch Zugabe von Tributylammoniumpyrophosphat und
Tributylamin wurde das Phosphordichloridat in das Triphosphat tberfihrt. Der Endpunkt der
Reaktion wurde durch RP-HPLC-Kontrolle bestimmt, indem der Peak des Monophosphats
beobachtet wurde. Zur Beendigung der Reaktion wurde TEAB-Puffer zugegeben und bei
Raumtemperatur gerihrt, dadurch kam es ebenfalls zum Austausch der Gegenionen zu
Triethylammoniumionen. Erst nach mehrfachen Sephadex- und automatisierten RP-
Chromatographien konnte das 2‘-Desoxy-BCNA-Triphosphat 60 in einer Ausbeute von 16%
erhalten werden. Die geringe Ausbeute war der aufwendigen Reinigung des Produkts 60
geschuldet.
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6.1.6.2 Synthese des BCNA-Diphosphats

Fir die Synthese des 2‘-Desoxy-BCNA-Diphosphats 58 sollte zunachst eine Syntheseroute
von REIMER®® erprobt werden. Das 2’-Desoxy-BCNA-Diphosphat 58 sollte dabei analog zu der
Monophosphatsynthese Uber die Fm-Amidit-Route dargestellt werden (s. Abbildung 64).

/ e} 7 O ) 0}
. . |\N |\N |\N
HO-P-0-P-0 N’go ———— HO-P-O NNy —=——— HO N/&O
. Og ®oe o 5 % O \%ﬁﬂ
HNEt; HNEt;  OH HNEts  oac OAc
58 118 70

Abbildung 64: Retrosyntheseschema der BCNA-Diphosphatsynthese nach REIMER.®°

In dieser Syntheseroute von REIMER®® sollte das Diphosphat 58 in einer Reaktion des 3‘-acetyl-
geschitzten Monophosphats 118 mit Bis(fluorenylmethyl)phosphoramidit (76) und anschlie-
Render Entfernung der Schutzgruppen (auch der 3‘-Acetylschutzgruppe) erhalten werden. Das
3'-acetylgeschitzte Monophosphat 118 sollte zuvor ebenfalls Uber eine Reaktion des 3‘-acetyl-
geschitzten 2-Desoxy-BCNAs 70 mit Bis(fluorenylmethyl)phosphoramidit (76) mit anschlie-
Bender Entfernung der Fm-Schutzgruppen dargestellt werden.

Fur diese Reaktionsroute musste zunachst das 3‘-acetylgeschiitzte Monophosphat 118
zuganglich gemacht werden (s. Abbildung 65). Die 3'-Hydroxylgruppe musste geschitzt sein,
da es sonst an dieser Position zu ungewollten Nebenreaktionen kommen konnte.

73 73
MeOH/NEt; (1:1 viv)
i | N Rt,5h i | N
FmO—P-0 A HO-P-0 P
| N 6] 81% | N (6]
OFm 0 O@ 0
C)
OAc HNEt; OAc
77 118

Abbildung 65: Synthese des 3‘-acetylgeschiitzten Monophosphats 118.

Das Fm-geschutzte Monophosphat 77 konnte Uber die in Kapitel 6.1.1 dargestellte Route
erhalten werden. Aus dem Fm-geschitzten Monophosphat 77 sollten nur die beiden Fm-
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Schutzgruppen entfernt werden, die 3‘-Acetylschutzgruppe musste allerdings erhalten bleiben.
Diese Reaktion erfolgte ebenfalls nach einer Vorschrift von REIMER.®® Das Fm-geschutzte
Monophosphat 77 wurde in einer 1:1-Mischung aus Methanol und Triethylamin gel6st und
funf Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und nach
automatisierter Saulenchromatographie konnte das 3‘-acetylgeschiitzte Monophosphat 118 in
einer Ausbeute von 81% erhalten werden.

Anschlieend wurde ausgehend vom 3‘-acetylgeschitzten Monophosphat 118 die Synthese
des Diphosphats 58 Uber die Fm-Amiditroute versucht (s. Abbildung 66). Bei dieser
Syntheseroute sollte zunachst nur eine Fm-Gruppe aus dem geschutzten Diphosphat 119
abgespalten werden, da laut REIMER®® dadurch die Abtrennung von nicht-umgesetztem
Monophosphat 66 einfacher funktioniert. Erst danach sollte die zweite Fm-Schutzgruppe
entfernt werden.

1) DCI (1.2 Aquiv.),
Rt, 30 min,
CH,Cl,/DMF (1:1)
JQ EmO 2) t-BuOOH (1.5 Aquiv.), JQ
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e | /g FmG 3) NEt3 (5 Vol.%), CH3CN, oo | /g
HO—-P-0 N0 )— Rt 10 min FmO-P-0-P-0 N0
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HNEt;  dac HNEt; HNEt;  ac
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1) NEt3 (5 Vol.%), CH3CN/H,0 (1:1),
Rt, 24 h O
2) RP-Chromatographie /

HNEt; HNEt;  OH
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Abbildung 66: Versuchte BCNA-Diphosphatsynthese nach REIMER®®,

Das 3‘-acetylgeschutzte Monophosphat 118 und Bis(fluorenylmethyl)phosphoramidit (76)
wurden in abs. Dichlormethan suspendiert, durch die Zugabe einiger Tropfen DMF l6ste sich
der verbliebene Niederschlag vollstandig auf. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von DCI
(c = 0.25 M in Acetonitril) Gber 30 Minuten. Fir die Oxidation wurde nach weiteren 30 Minuten
tert-Butylhydroperoxid (c = 5.50 M in n-Decan) zugegeben und erneut 30 Minuten bei Raum-
temperatur gerihrt. Die flichtigen Bestandteile wurden unter vermindertem Druck entfernt und
der erhaltene Rickstand fur die Entschitzung in Acetonitril geldst, mit 5 Vol.% Triethylamin
versetzt und zehn Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. Dadurch wurde nur eine Fm-
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Schutzgruppe des Diphosphats entfernt. Das erhaltene Diphosphat mit einer Fm-Schutz-
gruppe 119 wurde anschlieBend in einer automatisierten Saulenchromatographie von Mono-
phosphatresten gereinigt. Das einfach-Fm-geschutzte Diphosphat 119 sollte im néchsten
Schritt durch Umsetzung mit 5 Vol.% Triethylamin in einer Acetonitril/Wasser-Mischung (1:1
v:v) von der verbleibenden Fm-Schutzgruppe und der Acetylschutzgruppe befreit werden.
Auch nach mehrfachen automatisierten S&ulenchromatographien konnte das 2'-Desoxy-
BCNA-Diphosphat 58 durch Verwendung dieser Route nicht rein dargestellt werden.

Da die Methode nach REIMER nicht geeignet war, um das 2‘-Desoxy-BCNA-Diphosphat 58
darzustellen, sollte als Alternative eine Variante der YOSHIKAWA-/LUDWIG-REAKTION fur die
Diphosphatsynthese verwendet werden. Bei dieser Reaktion wird bevorzugt die 5-Hydroxyl-
gruppe phosphoryliert. Das Retrosyntheseschema ist in Abbildung 67 gezeigt.
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Abbildung 67: Retrosyntheseschema der erfolgreichen BCNA-Diphosphatsynthese.

In dieser Syntheseroute sollte das 2‘-Desoxy-BCNA-Diphosphat 58 durch eine Phos-
phorylierungsreaktion am 2'-Desoxy-BCNA 67 mit einem Phosphatsalz dargestellt werden.

Fur die Darstellung des Phosphordichloridats 114 ausgehend vom 2‘-Desoxy-BCNA 67 konnte
die YOSHIKAWA-METHODE verwendet werden, anschlieRend wurde das so gebildete Phosphor-
dichloridat 114 durch eine Reaktion mit einem Phosphat in das Diphosphat 58 uberfthrt (s.
Abbildung 68).122
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Abbildung 68: Erfolgreiche Synthese des BCNA-Diphosphats 58.
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Zuerst wurden BCNA 67 und Protonenschwamm im Vakuum vorgetrocknet. Dadurch sollte
verhindert werden, dass es durch Reste von Wasser zu Nebenreaktionen mit Phosphoryl-
chlorid kommen konnte. Das BCNA 67 sollte durch Umsetzung mit Protonenschwamm und
Phosphorylchlorid in Trimethylphosphat bei -15 °C in das entsprechende Phosphordichloridat
Uberfihrt werden. Durch Umsetzung mit Tetrabutylammoniumphosphat und Tributylamin
konnte anschlielend das BCNA-Diphosphat 58 erhalten werden. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von TEAB-Puffer beendet. Die Reinigung erfolgte durch mehrfache automatisierte
Sephadex- und RP-Chromatographien. Das 2'-Desoxy-BCNA-Diphosphat 58 konnte durch
Verwendung dieser Methode mit einer Ausbeute von 30% dargestellt werden. Bei dieser
Synthese kam es ebenfalls zur Bildung von 2‘-Desoxy-BCNA-Triphosphat 60. Das Triphosphat
60 konnte in einer Ausbeute von 25% isoliert werden. Die beobachtete Bildung des
Triphosphats 60 wurde bereits in der Literatur'?? beschrieben (s. Abbildung 69).
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Abbildung 69: Bildung des Triphosphats 60 bei der Umsetzung des Phosphordichloridats 114 mit
einem Phosphatsalz.tt5

Das Triphosphat 60 konnte bei dieser Reaktion gebildet werden, weil das Phosphordichloridat
114 mit zwei Aquivalenten des Phosphatsalzes reagieren und dadurch das pseudo-
Triphosphat 120 gebildet werden kann. Aus dem pseudo-Triphosphat 120 kann durch
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Dehydratisierung das Trimetaphosphat 121 gebildet werden, welches durch Hydrolyse das
Nucleosidtriphosphat 60 freigibt.'*

6.1.7 Hydrolysestudien der second-generation 2°-Desoxy-BCNA-
TriPPPro-Verbindungen

Damit die BCNAs als Fluoreszenzsonden fir Zellaufnahmestudien geeignet sind, ist neben
einer ahnlichen Lipophilie und Stabilitdt der Prodrugs auch ein entsprechendes Hydrolyse-
verhalten Voraussetzung. Es wurden bereits von PERTENBREITER,’® GOLLNEST,”* REIMER®® und
WITTH* die Hydrolysen einiger BCNA-Prodrugs in PBS-Puffer, PLE-Medium und CEM/0-
Zellextrakt untersucht. Dabei wurde jeweils die erfolgreiche Freisetzung des gewilnschten
Nucleotids beobachtet. Die Vorteile der BCNAs sind das unnatirliche Absorptionsmaximum
bei 330 nm sowie ihre Fluoreszenz. Dadurch wird eine von den Zellbestandteilen unabhéngige
Detektion der Hydrolyseprodukte ermdglicht. Aufgrund der unterschiedlichen Absorptions-
maxima wird eine Uberlagerung verhindert und eine eindeutige Zuordnung der Signale zu den
Abbauprodukten ermoglicht. GOLLNEST'! hat bei Verwendung der d4T-Prodrugs bei Zell-
extrakthydrolysen eine Uberlagerung der Mono- und Diphosphatsignale mit den Signalen von
Zellbestandteilen beobachtet, wodurch eine exakte Zuordnung und Quantifizierung erschwert
wurde. Dieses Problem soll durch die Verwendung von BCNAs umgangen werden.

Fir die Simulation von in vivo-Bedingungen wurden verschiedene Hydrolyseansétze gewahlt.
So sollte zum einen die chemische Stabilitat bei einem physiologischen pH-Wert von 7.3 in
Phosphatpuffer (PBS, phosphat buffered saline) untersucht werden. Auf3erdem sollte durch
Hydrolyse mit dem isolierten Enzym Schweineleberesterase (PLE, pig liver esterase)
analysiert werden, welchen Einfluss die Enzymaktivitat auf die Stabilitat des Prodrugs ausubt.
Die Hydrolyse in CEM/0-Medium soll abschlieRend noch einmal mdglichst realitdtsnah zeigen,
welchen Einfluss enzymatische Aktivitat besitzt. Auf diese Weise sollte eine realistische
Simulierung der intrazellularen Metabolisierung der Prodrugs moglich sein. Fur die Verfolgung
der Hydrolysen wurde RP-HPL-Chromatographie (Methode A oder B) verwendet. Durch
vorherige Arbeiten®® 71114 konnte herausgefunden werden, dass mit diesen Methoden die beste
Detektion aller Hydrolyseprodukte moglich ist. Durch Verwendung des Tetra-n-butyl-
ammoniumphosphatpuffers wird die Basislinientrennung und damit die ldentifikation aller
Hydrolyseprodukte mdglich.

Die Hydrolyse der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 sollte, wie
bei den symmetrisch maskierten TriPPPro-Verbindungen in vorherigen Studien bestatigt
wurde,®*"1114 durch einen nucleophilen Angriff initiiert werden. Dies konnte von ZHAO™"®

bereits erfolgreich bei second-generation TriPPPro-Verbindungen gezeigt werden. Der
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erwartete Verlauf der Hydrolysen der second-generation 2°-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindungen 53 ist in Abbildung 70 gezeigt.
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53az: R' = C4Hg, R? = CygH3;

53bz: R' = CgHq3, R2 = CygHay

53cz: R1 = CgHy7, R? = CygH37
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Abbildung 70: Darstellung der hydrolytischen Spaltung der second-generation 2'-Desoxy-BCNA-
TriPPPro-Verbindungen 53.

Auch bei den second-generation TriPPPro-Verbindungen 53 existieren mehrere Angriffs-
mdoglichkeiten des Nucleophils. So kommt es durch einen Angriff auf die Acylesterfunktion der
Maskierungseinheit und anschlieRender 1,6-Eliminierung zur Abspaltung der Maske und der
Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54 (roter Weg). Dieser Angriffspunkt und
die Abspaltung der Maske war in bisherigen Studien immer der bevorzugte Angriffspunkt und
damit war die Freisetzung des monomaskierten Intermediats der hauptséachliche Verlauf der
Hydrolyse.®®-"+114 Bei den neuartigen TriPPPro-Verbindungen 53 kommt es durch diesen
Angriffspunkt zur Bildung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54. Da diese Verbindung
keinen weiteren spaltbaren Substituenten aufweist, endet die Hydrolyse an dieser Stelle und
die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54 sollte das Hauptprodukt der Hydrolyse darstellen. Bei
bisher durchgefiihrten Hydrolysestudien mit second-generation TriPPPro-Verbindungen von
ZHAO™™7® kam es ausschlieRlich zur Bildung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung. Die
Bildung des Triphosphats konnte aufgrund des nichtspaltbaren Alkylsubstituenten nicht
beobachtet werden. Alternative Angriffspunkte stellen die Phosphoranhydridbindungen dar.
Erfolgt der nucleophile Angriff auf die Bindung zwischen y- und B-Phosphat (griiner Pfeil) so
wird das Diphosphat 58 erhalten. Dieser Angriffspunkt wurde in bisherigen Studien bei
langeren Alkylketten der Maskierungseinheiten aufgrund von Mizellenbildung und einem damit
erleichterten Zugang verstérkt beobachtet. Alternativ kann der Angriff auch an der Bindung
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zwischen B- und a-Phosphatgruppe erfolgen (orangener Pfeil), dabei kommt es zur Bildung
des Nucleosidmonophosphats 66. ZHAO konnte bei seinen Hydrolysestudien die Bildung einer
sehr geringen Menge Diphosphat sowie die Abspaltung der Nucleobase beobachten. Es kam
somit zur Spaltung der Bindung zwischen y- und -Phosphatgruppe sowie zur Abspaltung aller
Phosphatgruppen, allerdings nur in einem sehr geringen Ausmal3.

6.1.7.1 PBS-Hydrolyse

Die Hydrolyse in PBS-Medium liefert Informationen tber die chemische Stabilitat der Prodrugs
bei physiologischem pH-Wert (pH = 7.3). Es werden wichtige Informationen fiir den extra-
zellularen Bereich gesammelt, in dem die chemische Stabilitat eine wichtige Rolle spielt. Diese
Hydrolyse wurde fir alle synthetisierten second-generation 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindungen 53 durchgefiihrt. Daflr wurde von jedem Prodrug eine Stammlésung mit einer
Konzentration von 25 mM in DMSO angefertigt. AnschlieBend wurde diese mit PBS-Puffer,
Wasser und DMSO versetzt und bei 37 °C inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten wurde ein
Aliquot entnommen und mittels RP-HPLC (Methode A) vermessen. Die gewahlten
Zeitabstande waren grof3, da durch vorher durchgefilhrte Hydrolysen eine hohe Stabilitat
erwartet werden konnte.

Die Berechnung der Halbwertszeit erfolgte, indem die Integrale der entsprechenden Peaks
gegen die Inkubationsdauer aufgetragen wurden. Es wurde eine Reaktion pseudo erster
Ordnung angenommen, da die Konzentration der Hydrolyselésung gering war. Mithilfe
entsprechender Kalkulationsprogramme konnte eine Ausgleichsgerade erstellt werden mit der
die Geschwindigkeitskonstante k bestimmt wurde. Mithilfe der Geschwindigkeitskonstanten k
wurde die Halbwertszeit der TriPPPro-Verbindungen berechnet. In Tabelle 8 sind die so
ermittelten Halbwertszeiten der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen
53 in PBS-Puffer aufgelistet.

Tabelle 8: Ubersicht der Halbwertszeiten der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbin-
dungen 53 in PBS-Medium.

TriPPPro- BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA
Verbindung -01 -02 -03 -04 -05 -06 -07 -08 -09 -10

Verbindung 53az 53bz 53cz 53dz 53ez 53fz 539z 53ay 53cy 53gy

R? C4Ho CeHis CgHa7 CoH19 CioH2:  CiiHzz  CazH2z CsHg CgH17 Ci3H27

R? CisHa7 CasHa37 CasHas7 CasHas7 CasHa37 CasHa37 CasHzs7 C11H23 C11H23 Ci11H23

PBS ti [h] 115 136 160 81 102 65 160 172 119 114
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In Abbildung 71 sind fur eine anschauliche Darstellung der nachfolgend beschriebenen
Tendenzen die Halbwertszeiten der BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 graphisch abgebildet.
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Abbildung 71: Graphische Darstellung der Halbwertszeiten der second-generation 2'-Desoxy-BCNA-
TriPPPro-Verbindungen in PBS-Medium.
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Von ScHuLzZ,*% GOLLNEST,” WiTT!* und ZHAO™® wurde beobachtet, dass eine Zunahme der
Alkylkettenlange in der Maskierungseinheit eine Erhéhung der Stabilitat und damit der Halb-
wertszeit bewirkt. Gleichzeitig kam es bei den symmetrischen TriPPPro-Verbindungen mit
steigender Kettenléange zu einer vermehrten Spaltung der Phosphoranhydridbindungen und
damit zur Bildung des Mono- bzw. Diphosphats.

Ein Vergleich der Halbwertszeiten der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindungen mit C1gHs7-Alkylrest BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz) zeigt eine Zunahme bei
steigender Kettenldnge der Maskierungseinheit nur bis zu BCNA-03 (53cz, CsHi7-Alkylrest).
Mit weiter steigender Kettenlange, wie in BCNA-04 (53dz, CyH19) und BCNA-05 (53ez, CioH21),
kommt es zwar erneut zu einem Anstieg der Stabilitét, allerdings auf einem geringeren Niveau
als zuvor. Die hohere Stabilitat von BCNA-03 (53cz, CgHi7-Alkylrest) im Vergleich zu BCNA-
04 (53dz, CoHie-Alkylrest) entspricht den Ergebnissen der Hydrolysestudien von GOLLNEST.”*
Auch GOLLNEST'? hat fir sein Prodrug mit CsHi7-Maskierungseinheiten eine hohere Stabilitat
erhalten als fur die Verbindung mit CgHio-Alkylrest. Uberraschenderweise weist BCNA-06
(53fz, Ci1H23-Alkylrest) die geringste Stabilitat von allen TriPPPro-Verbindungen auf. Eine
weitere Erhéhung der Alkylkette bis zum CisHz7-Alkylrest (BCNA-07 (53gz)) fuhrt erneut zu
einer Erhéhung der Stabilitat, wodurch BCNA-07 (53gz) eine ahnliche Halbwertszeit wie
BCNA-03 (53cz) besitzt. Bei diesen beiden Verbindungen handelt es sich somit um die
stabilsten Vertreter der langkettigen BCNA-TriPPPro-Verbindungen. Anders als bei ZHAO™®
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konnte hier mit steigender Kettenlange in der Maskierungseinheit keine Erhdhung der Stabilitat
der second-generation TriPPPro-Verbindungen beobachtet werden. Bei allen BCNA-
TriPPPro-Verbindungen mit CigHs7-Alkylrest (BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz)) kommt es
von Beginn an zur Spaltung der Phosphoranhydridbindung zwischen y- und 3-Phosphatgruppe
und damit zur Bildung des Diphosphats. Allerdings erfolgt die Freisetzung der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindung 54 schneller, es handelt sich dabei um das Hauptprodukt der Hydrolyse.
Durch die Hydrolysestudien von ZHAO wurde dieses Ergebnis erwartet. Bei den Verbindungen
BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz) kommt es im spateren Verlauf zur Abnahme der
Konzentration der y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen 54z. Uberraschenderweise war der
Anteil an Diphosphat 58 bei den second-generation BCNA-TriPPPro-Verbindungen hoher als
bei ZHAOS Ergebnissen. Die Nebenproduktbildung stellt vermutlich den Grund fur die geringere
Stabilitat der 2°-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 im Vergleich zu ZHAOS
Ergebnissen dar.

Ein Vergleich der BCNA-TriPPPro-Verbindungen mit CiiH»s-Alkylrest BCNA-08 (53ay) -
BCNA-10 (53gy) zeigt eine Abnahme der Stabilitat bei zunehmender Alkylkettenlange der
Maskierungseinheit. Gleichzeitig ist zu beobachten, dass fir diese Verbindungen ein besseres
Verhéltnis von Diphosphat 58 zu y-alkylierter TriPPPro-Verbindung 54y besteht (Verhaltnis
1:2). AuBerdem ist bei diesen Verbindungen nur eine geringere Abnahme des Peaks der y-
alkylierten TriPPPro-Verbindung 54y zu beobachten, es bleibt au3er bei BCNA-09 53cy immer
das Hauptprodukt der Hydrolyse.

Bei allen PBS-Hydrolysen der BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 ist zu erkennen, dass die y-
alkylierte TriPPPro-Verbindung 54 das Hauptprodukt der Hydrolyse darstellt. Es kommt
allerdings parallel ebenfalls zur Bildung des Diphosphats 58. Da die Zunahme des
Diphosphatpeaks aufhort, wenn das Prodrug 53 verbraucht ist, kann davon ausgegangen
werden, dass das Diphosphat 58 aus der TriPPPro-Verbindung 53 und nicht aus dem
Hydrolyseprodukt 54 gebildet wird. Es wurde bereits von GOLLNEST’* und ZHAO™® beobachtet,
dass das Diphosphat aus dem Prodrug gebildet wird, da auch bei deren Studien der
Diphosphatpeak nur so lange anstieg wie Prodrug vorhanden war. Bei bisherigen
Untersuchungen’ wurde als Grund fiir die Spaltung zum Diphosphat die Mizellenbildung
angegeben, dabei sind die langen Alkylketten der Maskierungseinheiten im Inneren und die
polareren Phosphatgruppen an den Auf3enseiten der Mizellen angeordnet. Da es durch diese
Anordnung fur die Nucleophile einfacher ist die Phosphoranhydridbindungen zu spalten,
kommt es vermehrt zur Bildung von Nebenprodukten. Das Vorhandensein eines langen
Alkylrests in den TriPPPro-Verbindungen stutzt die Theorie der Mizellenbildung. Der Anteil an
Diphosphat 58 wird mit steigender Kettenlange der Maskierungseinheit in den in dieser Arbeit
synthetisierten TriPPPro-Verbindungen 53 groR3er, dies liegt an der héheren Lipophilie und der
damit einhergehenden begunstigten Mizellenbildung. Am Ende der Hydrolyse kommt es
ebenfalls zum Abbau der y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen 54. Durch den gleichzeitigen,
sprunghaften Anstieg an Monophosphat 66, liegt die Vermutung nahe, dass die y-alkylierte
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TriPPPro-Verbindung 54 zum Monophosphat 66 hydrolysiert wird. Aufgrund des
Vorhandenseins der negativen Ladung an der y-Phosphatgruppe ist ein nucleophiler Angriff
an der Bindung zwischen y- und B-Phosphat, aufgrund von elektronischer Abstof3ung des
Nucleophils, nicht moglich. Somit ist die Spaltung zum Monophosphat 66 deutlich realistischer,
da hier die Spaltung zwischen B- und a-Phosphatgruppe erfolgt und nicht durch das
Vorhandensein einer negativen Ladung verhindert wird. Auf3erdem haben Studien von
GOLLNEST,”* REIMER®® und ZHAO® ergeben, dass es bei der Hydrolyse von monomaskierten
DiPPro- und TriPPPro-Verbindungen aufgrund der zusatzlichen negativen Ladung an der
endstandigen Phosphatgruppe nicht zu deren Abspaltung kam.

Es soll anhand zweier Beispiele der Hydrolyseverlauf der BCNA-TriPPPro-Verbindungen
genauer diskutiert werden. Zunachst wird exemplarisch fur die Verbindungen mit CigHs7-
Alkylrest der Hydrolyseverlauf von BCNA-02 (53bz) betrachtet (s. Abbildung 72). Die
Verbindung besitzt eine CsH13-AB-Maskierungseinheit.

PBS BCNA-02 (53bz)

TriPPPro 53bz
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Abbildung 72: PBS-Hydrolyse von BCNA-02 (53bz).

Die Konzentration des Prodrugs BCNA-02 (53bz) bleibt in den ersten 24 Stunden relativ
konstant und nur wenig y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54z wird gebildet. Die Konzentration
des Diphosphats 58 nimmt ebenfalls von Beginn an zu. Nach 96 Stunden liegt eine deutliche
Abnahme der Prodrugkonzentration und gleichzeitige Zunahme der y-alkylierten TriPPPro-
Verbindung 54z vor. Die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54z stellt das Hauptprodukt der
Hydrolyse dar. Es wurde jedoch ebenfalls eine grol3e Menge Diphosphat 58 freigesetzt. Nach
knapp 500 Stunden ist das Prodrug 53bz bereits fast vollstandig verbraucht worden, wodurch
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es zum letzten Mal zu einer Zunahme der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54z gekommen
ist. Der Diphosphatpeak ist nach dieser Zeit fast verschwunden und die Monophos-
phatkonzentration angestiegen. Dadurch liegt die Vermutung nahe, dass es zur Hydrolyse zum
Monophosphat 66 gekommen ist. Nach fast 1000 Stunden Inkubationszeit ist das Prodrug
53bz vollstandig abgebaut und auch die Konzentration der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung
54z hat abgenommen. Die enorme Zunahme der Monophosphatkonzentration stutzt die
Vermutung, dass es in der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54z zum Bruch der Phosphor-
anhydridbindung zwischen B- und a-Phosphatgruppe kommt. Ab 96 Stunden ist auf3erdem die
Entstehung des Nucleosids 67 zu beobachten. Es kam folglich ebenso zur Abspaltung aller
Phosphatgruppen. In dem Chromatogramm der Nullprobe ist bereits eine geringe Zersetzung
des Prodrugs 53bz zu erkennen, da die Konzentration der Nebenprodukte allerdings sehr
gering ist, konnte sie vernachlassigt werden.

Fur die TriPPPro-Verbindungen mit einem Ci1H23-Alkylrest soll BCNA-10 (53gy) betrachtet
werden, dessen PBS-Hydrolyseverlauf in Abbildung 73 dargestellt ist. Die Verbindung besitzt
eine Ci3H27-AB-Maskierungseinheit.
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Abbildung 73: PBS-Hydrolyse von BCNA-10 (53gy).

Die Prodrugkonzentration bleibt in den ersten zehn Stunden relativ konstant. Nach 24 Stunden
ist ein sprunghafter Anstieg der Konzentration der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54y zu
erkennen. Auch hier wird von Beginn an auch das Diphosphat 58 gebildet, allerdings in einem
geringeren Anteil als bei dem zuvor betrachteten BCNA-02 (53bz). Diese Beobachtung stiitzt
die Theorie der Mizellenbildung als Grund fir den Bruch der Phosphoranhydridbindung. Durch
den kurzeren Alkylrest in BCNA-10 (53gy) sollte die Bildung der Mizellen und somit die
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Freisetzung des Diphosphats 58 langsamer erfolgen, dies fuhrt zu der beobachteten
geringeren Menge. Nach 500 Stunden ist das Prodrug 53gy fast vollstandig verbraucht und
die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54y stellt das Hauptprodukt der Hydrolyse von BCNA-10
(53gy) dar. Es ist keine Abnahme der Konzentration des Hydrolyseprodukts 54y zu beo-
bachten, die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54y mit kiirzerem Alkylrest ist somit stabiler. Ein
nucleophiler Angriff auf die Phosphoranhydridbindung und die damit verbundene Bildung des
Monophosphats 66 spielt bei dieser Hydrolyse keine Rolle. Da nur ein Kkleiner
Monophosphatpeak erhalten wird, kann davon ausgegangen werden, dass dieser auf der
Hydrolyse des Diphosphats 58 beruht.

In Abbildung 74 ist die PBS-Hydrolyse von BCNA-10 (53gy) graphisch dargestellt, dadurch
soll der Verlauf der Hydrolyseprodukte anschaulicher abgebildet werden.
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Abbildung 74: Graphische Darstellung der gebildeten Hydrolyseprodukte von BCNA-10 (53gy).

In der graphischen Darstellung ist gut zu erkennen, dass nach 500 Stunden das Prodrug 53gy
fast vollstandig verbraucht wurde und die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54y das Haupt-
produkt der Hydrolyse darstellt. Mithilfe dieser Abbildung lasst sich au3erdem gut zeigen, dass
die Diphosphatkonzentration im Vergleich zur y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54y nur halb
so hoch ist. Da diese beiden Konzentrationen fast parallel zunehmen, kann davon
ausgegangen werden, dass sie aus einer Verbindung, dem Prodrug 53gy, stammen. Die
leichte, konstante Zunahme des Monophosphats 66 geht wahrscheinlich auf die zeitgleich
stattfindende Hydrolyse des Diphosphats 58 zurtick.



Kapitel 6: Ergebnisse und Diskussion 87

6.1.7.2 PLE-Hydrolyse

Die PLE-Hydrolyse soll zeigen, wie stabil die synthetisierten second-generation 2‘-Desoxy-
BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 in Anwesenheit eines Enzyms sind. In diesem Versuchs-
aufbau wird untersucht, ob das verwendete Enzym Schweineleberesterase (PLE, pig liver
esterase) in der Lage ist, die Abspaltung der Maskierungseinheiten zu initiieren und damit die
Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54 zu beschleunigen.

Fur die Ermittlung der Halbwertszeit im PLE-Medium wurde von den untersuchten second-
generation 2-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 eine 6 mM-Stammldsung in DMSO
vorbereitet, welche anschlieBend in einer Mischung aus PBS-Puffer und DMSO mit PLE
(gelostin PBS-Puffer, c = 1 U/mL) versetzt wurde. Es wurden an vorher definierten Zeitpunkten
Aliguote enthommen, diese wurden mittels RP-HPLC (Methode A) vermessen. Die zeitlichen
Abstande waren deutlich geringer als bei der PBS-Hydrolyse, da hier geringere Halbwerts-
zeiten erwartet wurden. Die Hydrolyse wurde nach 24 Stunden beendet, da nach diesem
Zeitraum keine Enzymaktivitat mehr vorhanden ist. Die PLE-Hydrolyse wurde von einzelnen
BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 durchgefiihrt, damit eine allgemeine Tendenz ermittelt
werden kann. In Tabelle 9 sind die Halbwertszeiten im PLE-Medium aufgefiihrt.

Tabelle 9: Ubersicht der Halbwertszeiten der BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 im PBS- und PLE-
Medium.

TriPPPro- BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA BCNA
Verbindung -01 -02 -03 -04 -05 -06 -07 -08 -09 -10

Verbindung 53az 53bz 53cz 53dz 53ez 53fz 539z 53ay 53cy 53gy

R! CaHo CeH13 CsHi7 CoHis  CioHz1  CiiHzs  CisHzr CaHo CsHiz  CasHor
R? CigHs7z  CaisHsz  CisHszz  CisHsz  CasHsz  CisHsz  CasHsz  CiiHas CaiHzz CaaHas
PBS ti2 [h] 115 136 160 81.1 102 65.3 160 172 119 114
PLE ti2 [h] 3.9 3.7 14.4 - - 31 204 1.2 2.2 15.8
min min

In Abbildung 75 sind die Halbwertszeiten graphisch dargestellt, damit die nachfolgend
beschriebenen Tendenzen anschaulich abgebildet werden kénnen.
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3 Halbwertszeiten der BCNA-TriPPPros in PLE
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Abbildung 75: Graphische Darstellung der PLE-Halbwertszeiten ausgewahlter second-generation 2°-
Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen.

Bei der PLE-Hydrolyse kann bei den second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindungen mit CigHa7-Alkylrest BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz) ein genereller Anstieg
der Stabilitat bis zu BCNA-06 (53fz, Ci11H23) beobachtet werden. Bei BCNA-01 (53az, CsHo)
und BCNA-02 (53bz, CsHs3) ist die Halbwertszeit mit 3.9 bzw. 3.7 Stunden anndhernd gleich.
Die beiden Kettenldngen haben somit einen &hnlichen Einfluss auf das Enzym und spielen
noch keine entscheidende Rolle bei der Abspaltung der Maskierungseinheiten. Bei diesen
beiden Messungen handelte es sich um Einfachbestimmungen der Halbwertszeit, dies kdnnte
ebenfalls einen Einfluss auf den exakten Wert haben. BCNA-03 (53cz) mit einer CgHar-
Alkylkette ist mit 14.4 Stunden bereits deutlich stabiler. Die Verlangerung der Alkylkette fuhrt
hier zu einer Vervierfachung der Halbwertszeit. Die hdochste Stabilitat weist BCNA-06 (53fz)
mit einer Halbwertszeit von 31 Stunden auf. Bei der CiiHzs-Maskierungseinheit findet die
enzymatische Abspaltung folglich am langsamsten statt. Eine weitere Verlangerung der
Kettenlange bis zur CisH.7-Maskierungseinheit (BCNA-07 (53gz)) verursacht erneut eine
geringere Stabilitat. Die Halbwertszeit der TriPPPro-Verbindungen mit Ci1Hzs-Alkylrest BCNA-
08 (53ay) -BCNA-10 (53gy) steigt mit langer werdender Alkylkette in der Maskierungseinheit
an. Die Stabilitdt von BCNA-08 (53ay) und BCNA-09 (53cy) ist deutlich geringer und so wurde
bereits nach 1.2 bzw. 2.2 Minuten die Hélfte des Prodrugs zur y-alkylierten TriPPPro-
Verbindung umgesetzt. Aufgrund der deutlichen Differenz dieser beiden Werte wurden sie
durch eine zweite Messung verifiziert. BCNA-10 (53gy) weist mit 15.8 Stunden im Vergleich
dazu eine deutlich héhere Stabilitat auf. Bei den PLE-Hydrolysen der second-generation
TriPPPro-Verbindungen von ZHAO™"® konnte gezeigt werden, dass eine langere Alkylkette in
der Maskierungseinheit zu einer hoheren Stabilitat fuhrt. Diese Ergebnisse stimmen mit den
erhaltenen Stabilitaten fur BCNA-08 (53ay) bis BCNA-10 (53gy) Uberein.
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Bei allen durchgefiihrten Hydrolysen im PLE-Medium war die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung
54 das Hauptprodukt der Hydrolyse. Die bei der PBS-Hydrolyse aufgrund des Bruchs der
Phosphoranhydridbindung beobachtete Bildung des Diphosphats 58 kommt bei der PLE-
Hydrolyse kaum vor. Durch das Enzym wird die Abspaltung der Maskierungseinheit so stark
beschleunigt, dass der Angriff eines Nucleophils auf die Phosphoranhydridbindung kaum eine
Rolle spielt und somit nur sehr wenig Diphosphat 58 gebildet wird. Die Bildung der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindung 54 als Hauptprodukt der Hydrolyse sowie die geringe Freisetzung des
Diphosphats 58 als Nebenprodukt stimmen mit den Ergebnissen von ZHAO™>"® liberein.

Im Folgenden sollen erneut einzelne Hydrolysen im PLE-Medium naher betrachtet werden. In
Abbildung 76 ist der Verlauf von BCNA-02 (53bz) dargestellt. Diese Verbindung weist einen
CisHs7-Alkylrest und eine CeHi3-AB-Maskierungseinheit auf.
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Abbildung 76: Darstellung der PLE-Hydrolyse von BCNA-02 (53bz).

Bei der Hydrolyse von BCNA-02 (53bz) in PLE kommt es bereits nach 30 Minuten zu einem
deutlichen Anstieg der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54z. Im weiteren Verlauf ist die
Abnahme des Prodrugpeaks und die gleichzeitige Zunahme der y-alkylierten TriPPPro-
Verbindung 54z zu beobachten. Innerhalb der betrachteten 24 Stunden wird fast das gesamte
Prodrug verbraucht. Dabei wird fast ausschliel3lich die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54z
gebildet. Die verwendete Substanz lag bereits zu Beginn zu einem geringen Teil hydrolysiert
vor, dies kann durch das Vorhandensein der Hydrolyseprodukte in der Nullprobe festgestellt
werden. Da die geringe Zersetzung keinen Einfluss auf den Hydrolyseverlauf hat, wurde die
Probe trotzdem verwendet. Es ist festzustellen, dass nur sehr wenig Diphosphat 58 und Mono-
phosphat 66 gebildet werden. Somit spielt die Spaltung der Phosphoranhydridbindungen, wie
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bereits erwéhnt, aufgrund der schnellen, enzymkatalysierten Maskenabspaltung nur eine
vernachlassigbare Rolle. Die Enzymbeteiligung fuhrt bei BCNA-02 (53bz) zu einer schnellen
und selektiven Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54z.

Als néachstes wird der Hydrolyseverlauf von BCNA-06 (53fz) im PLE-Medium n&her betrachtet,
dieser ist in Abbildung 77 dargestellt. Die Verbindung besitzt einen CigHs7-Alkylrest und eine
Ci1H23-AB-Maskierungseinheit.
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Abbildung 77: PLE-Hydrolyse von BCNA-06 (53fz).

Die Konzentration von BCNA-06 (53fz) bleibt die ersten zehn Stunden relativ konstant. Bereits
nach zwei Stunden kommt es zur Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54z
sowie einer geringen Menge Diphosphat 58. Im weiteren Verlauf nimmt die y-alkylierte
TriPPPro-Verbindung 54z weiter zu und stellt nach 24 Stunden das Hauptprodukt dar, obwohl,
entsprechend der hohen Halbwertszeit, nur ein geringer Teil des Prodrugs 53fz umgesetzt
wurde. Es kommt allerdings auch zur Bildung einer beachtlichen Menge Diphosphat 58. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen der PBS-Hydrolyse, wenn die Halbwertszeit der TriPPPro-
Verbindung groRer ist, spielt der Bruch der Phosphoranhydridbindung eine wichtigere Rolle
und es wird mehr Diphosphat 58 gebildet. BCNA-06 (53fz) ist mit einer Halbwertszeit von
31 Stunden deutlich stabiler als BCNA-02 (53bz, Halbwertszeit von 3.7 Stunden), da der
langere Alkylrest eine schnelle enzymatische Abspaltung verhindert.

Mit BCNA-10 (53gy) soll auch eine Verbindung mit kirzerem Alkylsubstituent (CiiH.3)
analysiert werden. In Abbildung 78 ist der PLE-Hydrolyseverlauf von BCNA-10 (53gy)
dargestellt. Diese Verbindung besitzt eine Maskierungseinheit mit einem CizHz7-Alkylrest.
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Abbildung 78: Darstellung des PLE-Hydrolyseverlaufs von BCNA-10 (53gy).

Die Konzentration des Prodrugs (53gy) bleibt bei der PLE-Hydrolyse in den ersten
zehn Stunden relativ konstant, parallel dazu kommt es nur zu einer geringen Zunahme der y-
alkylierten TriPPPro-Verbindung 54y. Aufgrund der hohen Halbwertszeit ist am Ende der
Inkubationszeit noch Edukt vorhanden. Die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54y stellt das
Hauptprodukt der Hydrolyse dar. Auch hier wird das Diphosphat 58 freigesetzt, allerdings,
aufgrund der geringeren Halbwertszeit, in einer geringeren Menge als bei BCNA-06 (53fz) und
erst nach zehn Stunden Inkubationsdauer. Der Monophosphatpeak ist bereits am Anfang der
Hydrolyse zu erkennen und geht auf eine geringe Lagerstabilitat der TriPPPro-Verbindung
53gy zurtick. Wahrend der Inkubationszeit kommt es dagegen kaum zur Bildung des
Monophosphats. Bei der Hydrolyse kommt es ebenfalls zur Bildung des Nucleosids 67 durch
Abspaltung aller Phosphatgruppen.

AbschlieRend soll die graphische Darstellung der PLE-Hydrolyse von BCNA-10 (53gy) in
Abbildung 79 den Verlauf der Hydrolyse und aller entstehender Produkte genauer zeigen.
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Abbildung 79: Graphische Darstellung des PLE-Hydrolyseverlaufs von BCNA-10 (53gy).

Auch in dieser Darstellung lasst sich erkennen, dass die Prodrugkonzentration in den ersten
zehn Stunden wenig und nach 24 Stunden deutlich abnimmt. Das bereits zu Beginn, aufgrund
von Zersetzungsprozessen vorhandene, Monophosphat 66 bleibt im Verlauf der Hydrolyse
konstant. Die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54y steigt zundchst, aufgrund des langsamen
Abbaus des Prodrugs 53gy, nur wenig an. Erst nach 24 Stunden kommt es zu einer deutlichen
Erhéhung. Es kommt kaum zur Bildung des Diphosphats 58, dies ist an dem nur sehr geringen
Anstieg zu erkennen. Aufgrund des geringen Prodrugabbaus bleibt die TriPPPro-Verbindung
53gy immer der Hauptbestandteil der Hydrolyselésung. Danach weist die y-alkylierte
TriPPPro-Verbindung 54y die zweitgroRte Konzentration auf. Es ist hier deutlich zu erkennen,
dass die enzymatische Hydrolyse selektiv die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54y freisetzt.

6.1.7.3 Hydrolyse im CEM/0-Zellextrakt

Fur eine moglichst realitatsnahe Umgebung der Stabilitdtsuntersuchungen kann die Hydrolyse
im Zellextrakt durchgefiihrt werden. Damit wird die gro3te Aussagekraft Uber die erwartete
Stabilitat der TriPPPro-Verbindungen 53 bei Zellaufnahmestudien gewonnen und gleichzeitig
ermittelt, ob es bei der Zellextrakthydrolyse ebenfalls zur Freisetzung der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindung 54 gemaR Abbildung 70 kommt. Es wurde mit BCNA-06 (53fz) eine
second-generation TriPPPro-Verbindung mit CiiH2s-AB-Maskierungseinheit und CigHsz-
Alkylrest gewahlt. Da in dieser Arbeit noch eine Gemcitabin-TriPPPro-Verbindung im CEM/O-
Zellextrakt hydrolysiert werden soll, wurde fur eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse
die gleiche AB-Maskierungseinheit (C11H23) gewabhilt.
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Die verwendeten CEM/0-Zellextrakte stammen von J. BALZARINI und D. ScHoLs, Katholieke
Universiteit Leuven (Belgien). Fur die Hydrolyse wurde vom verwendeten Prodrug eine
12.5 mM Stammldsung in DMSO erstellt. AnschlieRend wurde sie mit Zellextrakt und Wasser
vermischt und bei 37 °C inkubiert. Es wurden an vorher definierten Zeitpunkten Aliquote
entnommen. Da auch hier Enzyme die Hydrolyse steuern, wurden erneut kurze zeitliche
Abstadnde gewahlt, da eine ahnliche Halbwertszeit erwartet wurde. Die entnommenen Proben
wurden zur Féllung der Proteine mit Methanol versetzt, zehn Minuten auf Eis gelagert und
zehn Minuten zentrifugiert (14.000 rpm, 0 °C). Der erhaltene Uberstand wurde entnommen,
Uber einem Spritzenfilter filtriert und mittels RP-HPLC analysiert. In Abbildung 80 ist der
Hydrolyseverlauf von BCNA-06 (53fz) in CEM/0-Zellextrakt dargestellt.
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Abbildung 80: Darstellung des Hydrolyseverlaufs von BCNA-06 (53fz) in CEM/0-Zellmedium.

Die Hydrolyse von BCNA-06 (53fz) zeigt von Beginn an eine kontinuierliche Zunahme der vy-
alkylierten TriPPPro-Verbindung 54z. Wahrend des gesamten Hydrolyseverlaufs ist zu
erkennen, dass die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54z das Hauptprodukt der Hydrolyse
darstellt. Der vermutete Verlauf aus Abbildung 70 findet folglich statt. Die berechnete
Halbwertszeit von BCNA-06 (53fz) im Zellextrakt liegt mit 19 Stunden deutlich unter der
Halbwertszeit im PLE-Medium (31 Stunden). Der vorhandene Zellextrakt und die darin
vorliegenden Enzyme flihren zu einer Reduktion der Stabilitdt der betrachteten Verbindung,
allerdings reicht sie immer noch fur die Verwendung bei Zellaufnahmestudien aus. Die
Spaltung der Phosphoranhydridbindung spielt im Zellextrakt erst nach vier Stunden eine Rolle,
erst dann kommt es zur Diphosphatbildung. Gegen Ende der Hydrolyse kommt es zu einer
deutlichen Erhdéhung der Diphosphatkonzentration, die aber weit unter der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindung 54z bleibt. Es kommt aul3erdem zur Freisetzung einer geringen Menge
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Monophosphat 66. Eine Spaltung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54z oder die
Hydrolyse des Diphosphats 58, wie sie bei der PBS-Hydrolyse beobachtet werden kann, findet
hier also nur in einem vernachlassigbaren Ausmalf statt. Es kommt auf3erdem zur Bildung des
Nucleosids 67. Dies deutet auf das Vorhandensein von Phosphatasen hin, die in der Lage
sind, die Phosphatgruppe des Monophosphats abzuspalten. Die Bildung des Nucleosids
wurde von REIMER®® bei der CEM/0-Zellextrakthydrolyse ebenfalls beobachtet. Die verwendete
TriPPPro-Verbindung weist aufgrund schlechter Lagerstabilitat bereits zu Beginn erhebliche
Zersetzung auf, dies wurde bei der Berechnung der Halbwertszeit berticksichtigt.

Bei einem Vergleich der durchgefiihrten Hydrolysen von BCNA-06 (53fz, PBS, PLE und
CEM/0) ist zu erkennen, dass durch die Enzymbeteiligung die Halbwertszeit sinkt. Diese
geringere Stabilitat fuhrt zu einer schnelleren und selektiveren Freisetzung der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindung 54z. Gleichzeitig ist deswegen der Diphosphatanteil kleiner. Eine
niedrigere Halbwertszeit fuhrt folglich dazu, dass der Einfluss der chemischen Stabilitat
abnimmit.

6.1.7.4 Hydrolyse von BCNA-Triphosphat und -Diphosphat

Damit bei den durchgefiihrten Hydrolysen und den Zellaufnahmestudien ausgeschlossen
werden kann, dass der Abbau des Di- 58 oder Triphosphats 60 zur Bildung von Neben-
produkten fuhrt, wurden auch von diesen Verbindungen PBS- und PLE-Hydrolysen durch-
gefuhrt. Bei den PBS-Hydrolysen der beiden Verbindungen konnte eine sehr hohe Stabilitat
festgestellt werden. So lagen die Halbwertszeiten bei 1386 Stunden flir das Diphosphat 58
und bei 2310 Stunden fir das Triphosphat 60. Bei der Diphosphathydrolyse konnte erst nach
knapp 400 Stunden die Bildung einer geringen Menge Monophosphat 66 beobachtet werden.
Bei der Triphosphathydrolyse konnte zwar eine geringe Abnahme des Triphosphatpeaks
beobachtet werden, diese flhrte jedoch lediglich zur Bildung einer nicht quantifizierbaren
Produktmenge.

Bei der PLE-Hydrolyse wurde ebenfalls das bereits in Kapitel 6.1.7.2 vorgestellte Verfahren
verwendet. Die errechneten Stabilitaten sind wiederum sehr hoch. So liegt die Halbwertszeit
des Diphosphats 58 bei 63 Stunden und die des Triphosphats 60 bei 173 Stunden. Beide
weisen folglich eine sehr hohe Stabilitat im PLE-Medium auf. Ein Vergleich der Halbwerts-
zeiten von Diphosphat 58 und Triphosphat 60 in PBS- und PLE-Medium zeigt deutlich, dass
PLE die Hydrolyse dieser beiden Verbindungen 58 und 60 deutlich beschleunigt. Aufgrund der
hohen Stabilitditen kann ausgeschlossen werden, dass diese beiden Substanzen 58 und 60
zur Bildung von Nebenprodukten bei den Hydrolysen oder Zellaufnahmestudien der second-
generation 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 beitragen.
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6.1.7.5 Hydrolyse der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung BCNA-12

In allen durchgefiihrten Hydrolysen kam es erwartungsgemal zur Bildung der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindung 54. Der Ablauf der Hydrolyse entspricht demnach dem postulierten
Mechanismus aus Abbildung 70. Es soll nun anhand einer der beiden synthetisierten y-alkyl-
ierten TriPPPro-Verbindungen 54 deren Stabilitdt untersucht werden. Mit den Ergebnissen
kann anschliel3end abgeschatzt werden, aus welchen Verbindungen die erhaltenen Abbau-
produkte bei den Hydrolysen der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindungen 53 entstanden sind. In Abbildung 81 ist die Verbindung BCNA-12 (54y)
dargestellt, dabei handelt es sich um die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung mit einem Ci1Has-
Alkylrest. Diese Verbindung wurde fir Stabilitatsuntersuchungen im PBS- und PLE-Medium
verwendet.

Il
C11H23\O/I?—O—IT’—O—I?—O NS0
0. O, O o
® @ @ e® \%j
NH, NH, NH,
BCNA-12
(54y)

Abbildung 81: Darstellung von BCNA-12 (54y), dabei handelt es sich um die y-alkylierte TriPPPro-
Verbindung, deren Stabilitdt ebenfalls untersucht wurde.

Der Ablauf der PBS-Hydrolyse entspricht der in Kapitel 6.1.7.1 beschriebenen Durchfiihrung.
Die Halbwertszeit von BCNA-12 (54y) in PBS-Puffer betragt 3465 Stunden. Eine Hydrolyse
der Verbindung findet somit nur extrem langsam statt. Dies deckt sich mit der Betrachtung der
Chromatogramme, dabei war nahezu keine Abnahme des Peaks zu erkennen. Die bei der
PBS-Hydrolyse der second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 er-
haltenen Hydrolyseprodukte stammen somit ausschlief3lich aus dem untersuchten Prodrug.
Die y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen 54 haben dabei keinen Einfluss. Bereits bei der
Hydrolyse einer y-alkylierten TriPPPro-Verbindung von ZHAO® wurde eine sehr hohe Stabilitat
beobachtet, dabei kam es nur zur Bildung einer geringen Menge Diphosphat.

Die Durchfiihrung der Hydrolyse im PLE-Medium wurde etwas abgeandert im Vergleich zu
dem bisher verwendeten Protokoll. Aufgrund der sehr hohen Halbwertszeit im PBS-Medium
kann auch bei der PLE-Hydrolyse mit einer sehr hohen Stabilitdt gerechnet werden. Die bisher
verwendeten sehr kurzen Hydrolysezeitrdume insbesondere zu Beginn sind damit unndétig, da
sie kaum eine Verdnderung anzeigen durften. Es wurde deswegen nur zu Beginn der
Hydrolyse und nach 24 Stunden je eine Probe entnommen und anschlie3end mittels HPLC
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(Methode A) vermessen. Eine weitere entnommene Probe nach 48 Stunden diente zum einen
zum Sichern der Ergebnisse und aul3erdem, um festzustellen, ob das Enzym nach 48 Stunden
in der Hydrolyseldsung noch aktiv ist. Dabei konnte ermittelt werden, dass das Enzym nach
24 Stunden keine Aktivitat mehr aufweist, da nur in diesem Zeitraum eine Abnahme der y-
alkylierten TriPPPro-Verbindung 54y stattfand. Deswegen wurden die Werte nach 48 Stunden
nicht fur die Berechnung der Halbwertszeit verwendet. Fir die Absicherung der erhaltenen
Ergebnisse wurde von allen Messungen eine Dreifachbestimmung durchgefihrt. Die auf diese
Weise errechnete Halbwertszeit von BCNA-12 (54y) im PLE-Medium liegt bei 898 Stunden.
Da diese Halbwertszeit weit oberhalb der betrachteten Zeitrdume der PLE-Hydrolyse liegt und
fur diese lange Zeitspanne keine gleichbleibende Enzymaktivitdt angenommen werden kann,
wird ein Einfluss der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54 ausgeschlossen. Somit gehen alle
erhaltenen Hydrolyseprodukte auf die Hydrolyse der urspriinglichen second-generation 2'-
Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 zurliick. Die hohe Stabilitat der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindungen 54 stimmt mit den Ergebnissen von GOLLNEST™, REIMER®® und ZHAO™®
Uberein. Bei diesen Untersuchungen wurde festgestellt, dass die Phosphoranhydridbindungen
mit nur einem Substituenten stabil sind, da die zusatzliche negative Ladung einen nucleophilen
Angriff verhindert. Dies spiegelt sich in der hohen Stabilitat dieser Verbindung wider.

6.1.7.6 Fazit der Hydrolysen

Die Hydrolysen der second-generation 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 flihrten
bei allen Verbindungen zur erfolgreichen Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung
als Hauptprodukt. Der Ablauf der Hydrolyse folgt also bei allen Verbindungen dem in
Abbildung 70 postulierten Mechanismus. Bei der PBS-Hydrolyse kam es vor allem bei den
Verbindungen mit einem langeren Alkylrest (BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz)) durch die
Spaltung der Phosphoranhydridbindung zur Bildung des Diphosphats. Eine Steigerung der
Stabilitat mit zunehmender Kettenlange der Maskierungseinheit konnte nur teilweise
beobachtet werden. Bei den TriPPPro-Verbindungen BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz)
konnte kein Einfluss der Kettenldange in der Maskierungseinheit auf die Stabilitat festgestellt
werden. Die kurzkettigen Prodrugs BCNA-08 (53ay) - BCNA-10 (53gy) wiesen mit steigender
Kettenlange eine geringere Stabilitéat auf.

Die Hydrolyse im PLE-Medium fuhrt zu einer schnelleren Freisetzung der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindung. Es ist sowohl bei den Prodrugs mit C1gHs7- als auch mit C11H23-Alkylrest
ein Anstieg der StabilitAit mit steigender Alkylkettenldnge in der Maskierungseinheit zu
beobachten. Bei den Prodrugs BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz) erfolgt der Anstieg der
Halbwertszeit nur bis zu BCNA-06 (53fz), BCNA-07 (53gz) weist im Vergleich dazu eine
geringere Stabilitat auf. Die Stabilitdt der kurzkettigen TriPPPro-Verbindungen steigt mit
steigender Alkylkettenldnge stark an. Die Halbwertszeit von BCNA-08 (53ay) und BCNA-09
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(53cy) liegt bei wenigen Minuten, wohingegen die Halbwertszeit von BCNA-10 (53gy) bei Uber
15 Stunden liegt. Bei der PLE-Hydrolyse spielt die Spaltung der Phosphoranhydridbindungen
eine geringere Rolle als bei der PBS-Hydrolyse, da es enzymbedingt zu einer schnelleren
Abspaltung der Maskierungseinheit kommit.

Die Hydrolyse von BCNA-06 (53fz) im CEM/0-Zellextrakt zeigt eine schnellere und selektivere
Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung. Damit geht eine geringere Halbwertszeit
einher. Der Anteil an gebildetem Diphosphat ist geringer im Vergleich zu den Hydrolysen in
PBS- und PLE-Medium. Es konnte dadurch eindeutig gezeigt werden, dass eine Abnahme der
Halbwertszeit und der damit verbundenen schnelleren enzymatischen Spaltung der
Maskierungseinheit zu einem geringeren Einfluss der Diphosphatbildung flhrt.

Die Hydrolysen vom Diphosphat, Triphosphat und von der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung
BCNA-12 (54y) lieferten sehr hohe Halbwertszeiten. Deswegen kann ausgeschlossen werden,
dass es wahrend der Hydrolyse der TriPPPro-Verbindungen BCNA-01 (53az) - BCNA-10
(53gy) zu deren Zersetzung kommt. Es kann also angenommen werden, dass die erhaltenen
Produkte alle aus der untersuchten TriPPPro-Verbindung stammen. Aufl3erdem kann davon
ausgegangen werden, dass diese Verbindungen auch bei den durchgefuhrten Zellaufnahme-
studien stabil sind.

6.1.8 Zellaufnahmestudien der second-generation 2°-Desoxy-BCNA-
TriPPPro-Verbindungen

Aufgrund des unnatirlichen Absorptionsmaximums der BCNAs bei 330 nm eignen sie sich
hervorragend fiir Zellaufnahmestudien, da es zu keiner Uberlagerung mit Zellbestandteilen
kommen kann und die erhaltenen Peaks eindeutig zugeordnet werden kdnnen. Auf3erdem
kann aufgrund der Fluoreszenz der bicyclischen Nucleosidanaloga die Analyse mittels FLD-
Detektors erfolgen. Da es kaum fluoreszente zellulare Bestandteile gibt, kann damit ebenfalls
eine Peaklberlagerung vermieden werden.®®-"* Durch Verwendung der BCNA-TriPPPro-
Verbindung 122 konnte GOLLNEST’! erstmalig beweisen, dass diese Prodrugs in die Zelle
gelangen und es intrazellular durch die Abspaltung der AB-Maskierungseinheiten zur
Freisetzung des Triphosphats kam (s. Abbildung 82).
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Abbildung 82: Darstellung der BCNA-TriPPPro-Verbindung 122, die von GOLLNEST fir den Nachweis
der Zellaufnahme und des intrazellularen Metabolismus verwendet wurde.

Es soll nun in verschiedenen Zellaufnahmestudien untersucht werden, ob die second-
generation 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen die Zellmembran passieren kénnen und
intrazellular die Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung erfolgt.

6.1.8.1 Zellaufnahme in CEM-SS-Zellen

GOLLNEST’* konnte durch Verwendung der BCNA-TriPPPro-Verbindung 122 in CEM-SS-
Zellen die erfolgreiche Aufnahme sowie Freisetzung des Triphosphats zeigen. Es kam
allerdings zu einer schnellen extrazellularen Zersetzung des Prodrugs, so lag nach einer
Stunde bereits ein Gemisch aller Phosphorverbindungen vor. Nach drei Stunden war das
Diphosphat extrazellular das Hauptprodukt. Aufgrund der schnellen extrazellularen
Zersetzung konnte nur ein Teil der eingesetzten Substanzmenge aufgenommen werden.
Intrazellular konnte bereits nach einer Stunde die erfolgreiche Freisetzung des Triphosphats
beobachtet werden, allerdings wurde dieses bis zur zweiten Messung nach drei Stunden
vollstandig zum Diphosphat dephosphoryliert. Es lag nun intrazellular ein Gemisch aus
Diphosphat, Monophosphat und Nucleosid vor. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde von
REIMER®® das verwendete Protokoll der Zellaufnahmestudien angepasst. Zum einen wurde die
Konzentration von 100 pM auf 10 uM reduziert, damit die verwendete Konzentration im
Bereich von antiviralen Tests liegt. Da der CCso-Wert der zu untersuchenden cycloSal-
Verbindung nur knapp Uber der vorher verwendeten Konzentration lag, konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass dies ebenfalls zu Beeintrachtigungen bei der Testdurchflihrung
fuhrte. AuBerdem wurde die Reaktionszeit von einer und drei Stunden auf 15 und 60 Minuten
reduziert, damit es nur zur Metabolisierung des Prodrugs kommt, nicht aber von dessen
Produkten.

REIMER®® konnte durch die so durchgefiihrten Zellaufnahmestudien zeigen, dass es zur
Aufnahme der DiPPro-Verbindungen und zur Freisetzung des Diphosphats kommt. Bereits
nach 15 Minuten war das symmetrisch-maskierte Prodrug sowie das Intermediat vollstandig
zum Diphosphat umgesetzt worden. Bei der zweiten Messung nach 60 Minuten konnte der
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Abbau des Diphosphats durch einen Anstieg des Monophosphatpeaks beobachtet werden.
Bei Verwendung einer nicht-symmetrisch-maskierten DiPPro-Verbindung konnte REIMER
ebenfalls die intrazellulare Freisetzung zeigen, es konnte aul3erdem ein verbessertes
Verhéltnis von Diphosphat zu Monophosphat beobachtet werden. Sowohl bei dem
symmetrisch als auch bei dem nicht-symmetrisch maskierten Prodrug konnte extrazellular
kaum DiPPro-Verbindung nachgewiesen werden. REIMER gelang auf3erdem auch der
Nachweis der erfolgreichen Zellaufnahme einer monomaskierten DiPPro-Verbindung. Hier
war allerdings die Konzentration des Prodrugs im extrazellularen Raum grof3er als bei den
zweifach-maskierten. Bei dieser Verbindung ist nur ein Substituent an der y-Phosphatgruppe
vorhanden, dadurch ist die Lipophilie geringer und die negativen Ladungen der
Phosphatgruppen werden schlechter maskiert, wodurch es zu einer langsameren
Zellaufnahme kommt. Dies filhrt zu einer langsameren Freisetzung des Diphosphats und
dadurch zu einem besseren Diphosphat/Monophosphat-Verhaltnis.

Bei der Zellaufnahme einer nicht-symmetrischen TriPPPro-Verbindung von REIMER®® kam es
extrazellular kaum zur Zersetzung des Prodrugs, dieses war auch nach 60 Minuten die
vorherrschende Verbindung. Intrazelluléar konnte bereits nach 15 Minuten die erfolgreiche
Freisetzung des Triphosphats festgestellt werden, aufRerdem konnte die Bildung des
Diphosphats und des Monophosphats beobachtet werden. Bei der zweiten Messung nach
60 Minuten wurde detektiert, dass nun das Monophosphat der Hauptmetabolit ist. Vorher
durchgefiihrte Untersuchungen haben gezeigt, dass das Diphosphat eine hohe Stabilitat
aufweist, die nun erhaltene hohe Konzentration des Monophosphats kann somit nicht nur
durch den Abbau des Diphosphats entstanden sein. Dies deutet auf das Vorhandensein von
Pyrophosphatasen hin, die das Triphosphat direkt zum Monophosphat abbauen. Die Zellauf-
nahmestudien einer monomaskierten TriPPPro-Verbindung zeigten eine hohe Stabilitdt des
Prodrugs im extrazellularen Raum. Intrazellular konnte die erfolgreiche Freisetzung des
Triphosphats gezeigt werden, allerdings wurden auch hier das Diphosphat und das
Monophosphat gebildet. Eine Erhdhung des Triphosphatanteils, wie dies zuvor bei der
monomaskierten DiPPro-Verbindung gezeigt werden konnte, wurde nicht beobachtet.

Die Zellaufnahmestudien in CEM-SS-Zellen sollten mit zwei second-generation 2‘-Desoxy-
BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 sowie den beiden y-alkylierten 2°-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindungen 54 durchgeflhrt werden. In Kapitel 6.1.4 wurde die Lipophilie der second-
generation 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 mit der 2°-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindung 100 von WITT, die vielversprechende Ergebnisse bei Zellaufnahmestudien lieferte,
verglichen. Von den second-generation BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 sollte nun je ein
Vertreter mit einem CigHs7- und Ci1Hzs-Alkylrest hinsichtlich inrer Aufnahme in CEM-SS-Zellen
untersucht werden. Es wurde jeweils die Verbindung gewabhlt, deren Lipophilie am meisten der
von WITTS Verbindung 100 entsprach, da von diesen die beste Zellaufnahme erwartet wurde
(s. Lipophilievergleich in Kapitel 6.1.4). Zusatzlich wurden die beiden y-alkylierten 2‘-Desoxy-
BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 hinsichtlich ihrer Zellaufnahme untersucht. Es sollte
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ermittelt werden, ob der Alkylsubstituent fir eine ausreichende Lipophilie und Abschirmung
der negativen Ladungen sorgt, damit die Verbindungen in die Zelle gelangen kdnnen. In
Abbildung 83 sind die vier 2-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen BCNA-02 (53bz),
BCNA-10 (53gy), BCNA-11 (54z) und BCNA-12 (54y) dargestellt, die in diesen Zellauf-
nahmestudien untersucht wurden.
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Abbildung 83: Ubersicht der bei den CEM-SS-Zellaufnahmestudien verwendeten 2‘-Desoxy-BCNA-
TriPPPro-Verbindungen BCNA-02 (53bz), BCNA-10 (53gy), BCNA-11 (54z) und
BCNA-12 (54y).

Die Zellaufnahmestudien in CEM-SS-Zellen wurden von DR. ILONA HAUBER am Leibniz-Institut
fur Virologie in Hamburg durchgefiihrt. Die CEM-SS-Zellen wurden im Zellkulturmedium
(RPMI-1640 Medium, pH 7.5, 10% fttales Kalberserum, 1% Penicillin/Streptomycin, 200 mM
L-Glutamin) expandiert bis 10° Zellen vorlagen. AnschlieBend wurden die Zellen in 20 mL
Zellkulturmedium aufgenommen und 60 Minuten bzw. drei Stunden mit dem Prodrug
(Konzentration 10 pM) bei 37 °C inkubiert. Aufgrund der hoheren Stabilitat der second-
generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 wurden die Inkubationszeiten im
Vergleich zu REIMERs Experimenten verlangert, damit intrazellular eine Freisetzung der vy-
alkylierten 2-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindung 54 beobachtet werden kann. Die Zellen
wurden zweimal intensiv mit PBS gewaschen, zentrifugiert und eingefroren. Bis zur Analyse
der erhaltenen Zellpellets wurden die Proben bei -80 °C gelagert. Die erhaltene Waschlésung
wurde Uber einen Spritzenfilter filtriert und durch RP-HPLC (Methode A) analysiert. Die
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Zellpellets wurden mit 170 pL eines kalten Methanol/Wasser-Gemisches (2:1 v:v) suspendiert,
anschliel3end 10 Minuten im Ultraschallbad und 10 Minuten im Eisbad gelagert, zum Schluss
wurde 10 Minuten bei 14 000 rpm und 0 °C zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde
abgenommen, Uber einen Spritzenfilter filtriert und ebenfalls mittels HPL-Chromatographie
(Methode A) analysiert. Das Injektionsvolumen betrug jeweils 100 pL.

Im Folgenden sollen die erhaltenen Ergebnisse dargestellt werden. Bei den Verbindungen
BCNA-02 (53bz) und BCNA-10 (53gy) wurde die Probe mit 60 Minuten Inkubationszeit
zweimal durchgefihrt. Die Aufarbeitung der erhaltenen Waschlosungen zeigte, dass darin kein
Prodrug oder dessen Abbauprodukte gefunden werden konnte, deshalb sind diese
Chromatogramme hier nicht abgebildet. Alle untersuchten Verbindungen sind somit in der
Lage die Zellmembran im betrachteten Zeitraum zu passieren.

In Abbildung 84 sind die erhaltenen Ergebnisse von BCNA-02 (53bz) gezeigt. BCNA-02
(53bz) wurde als Vertreter der 2-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen mit dem CigHs7-
Alkylrest bei diesen Zellaufnahmestudien untersucht.

CEM SS Zellen - BCNA 02 (53bz)

Monophosphat 66

Nucleosid 67 ‘4 P
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Abbildung 84: Zellaufnahmestudien von BCNA-02 (53bz) in CEM SS-Zellen.

Da in den erhaltenen Chromatogrammen das Monophosphat 66 und das Nucleosid 67
nachgewiesen werden konnten, muss BCNA-02 (53bz) in der Lage sein, die Zellmembran zu
passieren. Intrazellular kommt es schnell zum Abbau der 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindung 53bz. Bereits nach 60 Minuten ist nur noch das Monophosphat 66 und das
Nucleosid 67 zu beobachten. Da auch nach drei Stunden sowohl das Monophosphat 66 als
auch das Nucleosid 67 im gleichen Verhdltnis wie vorher vorliegen, kann angenommen
werden, dass beide Verbindungen aus einer bereits vollstandig abgebauten Substanz
stammen. Der Monophosphatpeak bleibt Uber den betrachteten Zeitraum konstant, dies
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spricht fur eine hohe Stabilitat des Monophosphats 66 und dafur, dass das Nucleosid 67 aus
einer anderen Verbindung gebildet werden muss. Die Ergebnisse stimmen mit den Studien
von REIMER®® Uberein. Auch REIMER konnte aufgrund des Vorhandenseins von
Pyrophosphatasen das Monophosphat bei ihren Zellaufnahmestudien detektieren. Diese
Enzyme katalysieren die Hydrolyse des Triphosphats bzw. bei den hier untersuchten
Verbindungen der y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen 54z zum Monophosphat 66.

In Abbildung 85 sind die Ergebnisse der Zellaufnahmestudien von BCNA-10 dargestellt.
BCNA-10 (53gy) wurde stellvertretend fur die 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen mit
einem Ci1H3-Alkylsubstituent untersucht.

y-alkylierte CEM SS Zellen - BCNA 10 (53gy)
TriPPPro-Verbindung 54y
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Abbildung 85: Ergebnisse der Zellaufnahmestudien von BCNA-10 (53gy) in CEM-SS-Zellen.

Die abgebildeten Chromatogramme zeigen, dass die Zellaufnahme von BCNA-10 (53gy)
erfolgreich war und es intrazellular zur zigigen Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-
Verbindung 54y kommt. Nach 60 Minuten ist das untersuchte Prodrug 53gy bereits vollstandig
metabolisiert worden, es werden nur noch die Abbauprodukte (y-alkylierte TriPPPro-
Verbindung, Monophosphat und Nucleosid) erhalten. Die Metabolisierung von BCNA-10
(53gy) liefert nach 60 Minuten die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54y und das
Monophosphat 66. Die Konzentration des Monophosphats 66 ist zu diesem Zeitpunkt hdher.
In einer der beiden Messungen wurde auferdem zu diesem Zeitpunkt die Bildung des
Nucleosids 67 beobachtet. Nach drei Stunden ist die Konzentration der y-alkylierten TriPPPro-
Verbindung 54y grol3er, dies kann an einer verzogerten Zellaufnahme und dadurch
verlangsamten Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54y liegen. Auch hier
fuhren die vorhandenen Pyrophosphatasen zur Bildung des Monophosphats 66.
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Bei der Untersuchung der Zellaufnahme der y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen BCNA-11
(54z) und BCNA-12 (54y) wurde nur eine Inkubationszeit von 60 Minuten verwendet. Bei
diesen Verbindungen sollte vordergriindig untersucht werden, ob die Lipophilie der
Verbindungen fur die Zellaufnahme ausreichend ist. Bei der Auswertung von BCNA-11 (54z)
konnte weder im intrazellularen noch im extrazellularen Bereich das Prodrug 54z oder dessen
Abbauprodukte beobachtet werden, deswegen wurde auf eine Abbildung verzichtet. Die
Auswertung von BCNA-12 (54y) ist in Abbildung 86 dargestellt. Auch fir diese Verbindung
wurde kein Signal im extrazellularen Medium beobachtet.

CEM SS Zellen - BCNA 12 (54y)
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Nucleosid 67 /\\\
"k"""\*” Y ral
60 min
- T - T T+ T T T © 1
5 10 15 20 25 30

Retentionszeit [min]

Abbildung 86: Ergebnisse der Zellaufnahmestudien mit BCNA-12 in CEM-SS-Zellen.

Aufgrund des Vorhandenseins von dem Monophosphat 66 und dem Nucleosid 67 im
Chromatogramm konnte die Zellaufnahme von BCNA-12 (54y) bestéatigt werden. Gleichzeitig
kann festgestellt werden, dass die Stabilitdt der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54y
intrazellular gering ist, da bereits nach 60 Minuten nur ihre Abbauprodukte detektiert werden
konnten. Es wird sowohl die Bildung des Monophosphats 66 als auch des Nucleosids 67
beobachtet, wobei die Konzentration des Nucleosids 67 tUberwiegt. Die geringe Konzentration
der intrazellularen Metabolisierungsprodukte von BCNA-12 (54y) und die fehlenden Signale
fur BCNA-11 (54z) lassen darauf schlieRen, dass die Substanzen in der Zellmembran stecken
bleiben und langsamer aufgenommen werden als BCNA-02 (53bz) und BCNA-10 (53gy).

Mithilfe dieser Zellaufnahmestudien konnte die erfolgreiche Aufnahme der Verbindungen in
die Zelle beobachtet werden. Intrazellular war die Hydrolyse der Prodrugs allerdings vor allem
bei BCNA-02 (53bz) und BCNA-12 (54y) weit fortgeschritten, nur bei BCNA-10 (53gy) konnte
die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung als Hauptkomponente in der Zelle beobachtet werden,
weswegen die Zellaufnahmestudien mit verkirzten Inkubationszeiten wiederholt wurden.
Diese Wiederholung wurde von PROF. DR. THOMAS DOBNER und TINA MEYER am Leibniz-
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Institut for Virologie in Hamburg durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte zusammen mit
MICHELLE VOIGTS, die die Auswertung tber massenspektrometrische Methoden durchfihrte.
Die aufgenommenen Substanzmengen sollten mithilfe einer Kalibriergeraden quantifiziert
werden. Die Durchfiihrung der Zellaufnahmestudien entsprach dem oben beschriebenen
Vorgehen, lediglich die Inkubationszeiten wurden auf 30 bzw. 60 Minuten verkdrzt.

Im Folgenden werden nur die Ergebnisse von BCNA-02 (53bz) diskutiert. Von den anderen
untersuchten TriPPPro-Verbindungen konnten bei der Auswertung keine Signale detektiert
werden. In Abbildung 87 sind die erhaltenen Chromatogramme von BCNA-02 (53bz)
dargestellt. Bei der Analyse der Waschlésung konnte keine Substanz detektiert werden,
weswegen sich im Folgenden erneut auf den intrazellularen Raum beschrankt wird.

CEM SS-Zellen BCNA-02 (53bz)

TriPPPro 53bz

# neg. Kontrolle
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Abbildung 87: Ergebnisse der zweiten Zellaufnahmestudien von BCNA-02 (53bz) in CEM-SS-Zellen.

Bei der erneuten Durchfiihrung der Zellaufnahmestudien konnte sowohl nach 30 als auch nach
60 Minuten das Prodrug 53bz in der Zelle detektiert werden. Die Abbauprodukte konnten zu
keinem Zeitpunkt gefunden werden, dies kann an einer zu geringen Konzentration der
gebildeten Produkte liegen. Diese Ergebnisse Uberraschen, da im ersten Durchgang bereits
nach 60 Minuten der Abbau des Prodrugs 53bz beobachtet werden konnte und nur noch das
Monophosphat 66 und das Nucleosid 67 vorhanden waren.

Im Folgenden soll auf die Berechnung der Konzentration von BCNA-02 (53bz) eingegangen
werden. In Abbildung 88 und Tabelle 10 ist die verwendete Kalibriergerade dargestellt. Diese
wurde durch Vermessen vorher festgelegter Konzentrationen mittels HPL-Chromatographie
(Methode A) und anschlieRendem Auftragen der Konzentration gegen die erhaltene Peak-
flache erstellt. Mithilfe dieser Kalibriergeraden soll durch die erhaltenen Peakflachen aus den
Chromatogrammen die Konzentration des Prodrugs in der Zelle berechnet werden. In
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Tabelle 10 ist aul3erdem die Genauigkeit des erhaltenen Messwerts sowie der sog. Standard
Query Status, der eine Auskunft Uber die Qualitat der Messwerte angibt, abgebildet. In
Tabelle 11 sind die erhaltenen Messwerte der Zellaufnahmestudien aufgefiihrt. Der auf-
genommene Anteil von BCNA-02 (53bz) liegt nach 30 Minuten bei 7.7% und nach 60 Minuten
bei 5.7%. Die Abnahme des Anteils wurde erwartet, da die Verbindung im intrazellularen
Bereich abgebaut wird. Die Menge an aufgenommener Substanz ist relativ gering,
moglicherweise hangt noch ein Teil des Prodrugs in der Zellmembran fest und benétigt mehr
Zeit, um freigesetzt zu werden.
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Abbildung 88: Kalibrationskurve fur die Bestimmung der Konzentration von BCNA-02 (53bz) in den
CEM-SS-Zellen.

Tabelle 10: Verwendete Messwerte fir die Erstellung der Kalibrationskurve von BCNA-02 (53bz).

Konzentration Peakflache Berechnete Genauigkeit Standard query
[Mg/mL] des Analyten  Konzentration [%] status
[ug/mL]
0.1 9,25E-05 0.05 53 False
0.25 4,26E-04 0.22 14 True
0.5 9,56E-04 0.48 3 True
1.0 0,00173 0.88 12 True
2.5 0,00466 2.36 6 True
5.0 0,00874 443 11 True

10 0,01994 10.10 1 True
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Tabelle 11: Erhaltene Messwerte von BCNA-02 (53bz).

Inkubationszeit Peakflache des Berechnete Menge des Analyten
[min] Analyten Konzentration in der Zelle [%]*
[ng/mL]
30 0,00141 0,805 7.7
60 0,000992022 0,596011 5.7

*100% beziehen sich auf 10 pM inkubierte Verbindung

6.1.8.2 Fazit der Zellaufnahmestudien in CEM-SS-Zellen

Es ist gelungen bei den Zellaufnahmestudien in CEM-SS-Zellen die erfolgreiche Aufnahme
von BCNA-02 (53bz), BCNA-10 (53gy) und BCNA-12 (54y) zu zeigen. Der Abbau der
Verbindungen unterscheidet sich jedoch. So wird BCNA-02 (53bz) in der ersten Durchfiihrung
der Zelltests komplett zum Monophosphat 66 und Nucleosid 67 abgebaut und in der zweiten
Durchfiihrung nur das Prodrug 53bz detektiert. Es wurde bei BCNA-02 (53bz) keine y-alkylierte
TriPPPro-Verbindung 54z nachgewiesen. Der unterschiedliche Abbau kann moglicherweise
durch die langere Lagerung der ersten Zelltests bei -80 °C begriindet werden. BCNA-10
(53gy) dagegen wird zur y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54y hydrolysiert. Bei dieser
Verbindung 54y handelt es sich um das Hauptprodukt, obwohl auch hier das Monophosphat
66 und das Nucleosid 67 detektiert werden konnten. Diese Zellaufnahmestudien haben
aullerdem gezeigt, dass die Lipophilie der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung BCNA-12 (54y)
ausreicht, um in die Zelle zu gelangen. Auch wenn BCNA-12 (54y) intrazellular nicht selbst
nachgewiesen werden konnte, so kann durch die Detektion der Abbauprodukte eine
Zellaufnahme indirekt gezeigt werden.

6.1.8.3 Zellaufnahme in Krebszellen

Ein Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Zellaufnahme der second-generation 2‘-
Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 in Krebszellen und des anschlieBenden intra-
zellularen Metabolismus. Die Zellaufnahmestudien wurden von PROF. DR. UDO SCHUMACHER
und SIMON REMUS am Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf durchgefihrt. Fir die
Zellaufnahmestudien wurden mehrere verschiedene Krebszelllinien verwendet, damit eine
fundierte Aussage Uber die Zellaufnahme und Metabolisierung der second-generation 2‘-
Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 getroffen werden kann. Bei den verwendeten
Tumorarten handelt es sich um das Pankreaskarzinom (BxPC3, Paca-5061), kleinzelliges
Lungenkarzinom (H69AR-1), Kolonkarzinom (HCT116, HAT 29, SW 620), Neuroblastom
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(HOS SKNSH), maligne Melanom (Mewo, MV 3), Ovarialkarzinom (Ovcar 3, SKOV-3),
Prostatakarzinom (PC 3), Mundh6hlenkarzinom (UTSCC-2) und die akute myeloische
Leukéamie (Molm 13). Die verwendeten Zellen wurden im Zellkulturmedium in T175-
Zellkulturflaschen expandiert, mit PBS-Puffer gewaschen und anschlielend in 10 mL
Zellkulturmedium aufgenommen. Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37 °C fur 60 Minuten
mit einer Konzentration von 10 uM. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und
2 mL davon fir die spatere Aufarbeitung entnommen und eingefroren. Die Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen, trypsiniert und funf Minuten zentrifugiert (1 500 rpm). Der
erhaltene Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 5 mL PBS-Puffer suspendiert.
Es folgte die Bestimmung der Zellzahl mithilfe der Neubauerkammer. Die Suspension wurde
erneut funf Minuten bei 1 500 rpm zentrifugiert und der Uberstand entfernt. AnschlieRend
wurde das Zellpellet wieder in PBS-Puffer suspendiert, zwei Minuten zentrifugiert und vom
Uberstand befreit. Das so erhaltene Zellpellet wurde eingefroren und bis zur Aufarbeitung bei
-80 °C gelagert.

Vor der Analyse des Uberstands und des Zellpellets mittels HPL-Chromatographie, erfolgte
die Aufarbeitung. Der Uberstand wurde tber einen Spritzenfilter gereinigt und dann direkt
vermessen (Injektionsvolumen 100 pL, HPLC-Methode A). Das Zellpellet wurde in 170 pL
einer eiskalten Methanol-Wasser-Losung (2:1 v:v) suspendiert, zehn Minuten im Ultra-
schallbad und zehn Minuten im Eisbad gelagert, zum Schluss wurde zehn Minuten zentrifugiert
(14 000 rpm, 0 °C). Der Uberstand wurde abgenommen, tiber einen Spritzenfilter gereinigt und
anschliel3end mittels HPLC analysiert (Injektionsvolumen 100 uL, HPLC-Methode A).

Die Zellaufnahmestudien in Krebszellen haben gezeigt, dass alle second-generation 2'-
Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 in die Zelle aufgenommen werden und intrazellular
die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54 als Hauptmetabolit vorliegt. Die Zellaufnahme ist wie
erwartet in Abhangigkeit der Lipophilie unterschiedlich gut und hangt zusatzlich noch von der
betrachteten Zelllinie ab. Diese beiden Griinde fiihren zu unterschiedlichen Konzentrationen
der Metabolite. Es kann bereits im Extrazellularraum die Zersetzung des Prodrugs 53
beobachtet werden, so werden hier neben dem Prodrug 53 auch die y-alkylierte TriPPPro-
Verbindung 54, das Diphosphat 58 und Monophosphat 66 detektiert. Aufgrund der Zersetzung
des Prodrugs 53 kann nicht die gesamte eingesetzte Substanz in die Zelle aufgenommen
werden, da die geladenen Verbindungen nicht in der Lage sind die Zellmembran zu passieren.
Intrazellular findet der erwartete Metabolismus des Prodrugs zur y-alkylierten TriPPPro-
Verbindung 54 statt. Nur bei wenigen Zelllinien kommt es mit der Bildung von Monophosphat
66 bzw. von Nucleosid 67 zur Nebenproduktbildung, allerdings ist deren Anteil gering. Die
unterschiedliche Lipophilie fuhrt zu einer verschieden guten Zellaufnahme, dadurch
unterscheiden sich die Konzentrationen der Verbindungen in der Zelle zum Teil erheblich.

Im Folgenden soll auf drei Zelllinien nédher eingegangen werden. Mithilfe dieser Zelllinien sollen
die Ergebnisse exemplarisch anhand der erhaltenen Chromatogramme diskutiert werden.
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Zunédchst soll auf die Pankreaskarzinomzelllinie BxPC3 eingegangen werden. Die
Chromatogramme des Uberstands sind in Abbildung 89 dargestellt.
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Abbildung 89: Chromatogramme der Uberstande der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC3.

In den Chromatogrammen der Uberstande ist zu erkennen, dass bei den meisten noch
Prodrug vorhanden ist. Der gewahlte Zeitrahmen war bei dieser Zelllinie folglich zu kurz, damit
es zur vollstéandigen Zellaufnahme der TriPPPro-Verbindungen kommen kann. Von den
BCNA-TriPPPro-Verbindungen mit langer Alkylkette (BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz)) liegt
von den Vertretern mit einer AB-Maskierungseinheit ab Ci1H2s-Alkylrest (BCNA-06 (53fz)) kein
Prodrug mehr vor. Eine langere Alkylkette scheint bei dieser Zelllinie zu einer besseren
Aufnahme zu fihren. Die detektierte Menge von BCNA-03 (53cz) und BCNA-04 (53dz) ist am
groflten, hier scheint die Zellaufnahme am langsamsten zu erfolgen. AulRerdem liegt von
BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz) extrazellular keine y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54z
vor. Diese Verbindungen werden im extrazellularen Raum nur an den Phosphoranhydrid-
bindungen gespalten, eine Abspaltung der AB-Maskierungseinheit wird nicht beobachtet. Die
BCNA-TriPPPro-Verbindungen mit kirzerer Alkylkette (BCNA-08 (53ay) - BCNA-10 (53gy))
werden ebenfalls bereits im Extrazellularen hydrolysiert. Hier kommt es bereits dort zur
Abspaltung der Maskierungseinheit und der damit verbundenen Freisetzung der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindung 54y. Bei allen untersuchten TriPPPro-Verbindungen 53 konnte die
Zersetzung in das Di- 58 und Monophosphat 66 sowie das Nucleosid 67 durch den Bruch der
Phosphoranhydridbindungen beobachtet werden. Durch die Metabolisierung der TriPPPro-
Verbindungen 53 konnte nicht die gesamte eingesetzte Substanzmenge aufgenommen
werden, da vor allem die geladenen Molekile nicht durch die Zellmembran diffundieren
koénnen.
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Als nachstes soll nun das Verhalten der 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 in der
BxPC3-Zelllinie betrachtet werden. Die erhaltenen Chromatogramme der Zellaufnahme sind
in Abbildung 90 dargestellt.
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Abbildung 90: Chromatogramme der Zellaufnahmestudien mit BXPC3-Zellen.

Intrazellular ist die Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54 bei fast allen
Verbindungen 53 zu beobachten. Das Vorliegen des eingesetzten Prodrugs kann nur bei
BCNA-01 (53az), BCNA-02 (53bz) und BCNA-09 (53cy) beobachtet werden, alle anderen
wurden bereits vollstandig abgebaut. Bei dieser Zelllinie ist gut zu erkennen, dass die
Verbindungen 53 unterschiedlich gut in die Zelle aufgenommen werden. Mit steigender
Lipophilie wird die Zellaufnahme der langkettigen TriPPPro-Verbindungen 53az - 53gz
schlechter, wodurch die Menge an detektierter y-alkylierter TriPPPro-Verbindung 54z sinkt.
GOLLNEST’ konnte bereits beobachten, dass eine zu hohe Lipophilie zu einer schlechteren
Zellaufnahme fuhrt. Seine Hypothese war, dass die langkettigen Verbindungen in der
Zellmembran stecken bleiben und deswegen weder in der Zelle noch im Uberstand detektiert
werden kénnen. Genau diese Beobachtung kann bei der betrachteten Zelllinie fir BCNA-06
(53fz) und BCNA-07 (53gz) gemacht werden. Das Chromatogramm der Zelle zeigt keine
Verbindungen und auch auf3erhalb der Zelle kann nur wenig Monophosphat 66 und Nucleosid
67 detektiert werden. Es liegt also die Vermutung nahe, dass diese Verbindungen ebenfalls in
der Zellmembran verblieben sind. Méglicherweise fihrt eine Verlangerung der Inkubationszeit
zu einer hoheren Zellaufnahme bei diesen beiden Verbindungen. Bei den TriPPPro-
Verbindungen 53ay - 53gy mit kiirzerem Alkylsubstituenten fuhrt die Erh6hung der Lipophilie
dagegen zu einer besseren Zellaufnahme. Aufgrund des Lipophilievergleichs (s. Kapitel 6.1.4)
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wurde fur BCNA-02 (53bz) und BCNA-10 (53gy) die beste Zellaufnahmefahigkeit
vorausgesagt, fur diese Zelllinie ist dies auch der Fall.

Als zweite dargestellte Zelllinie wurde H69AR-1 gewahlt, dabei handelt es sich um ein
kleinzelliges Lungenkarzinom. In Abbildung 91 sind zun&chst die erhaltenen Chromato-
gramme der Uberstande abgebildet.
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Abbildung 91: Chromatogramme der Uberstande der kleinzelligen Lungenkarzinomzelllinie H69AR.

Bei den hier dargestellten Chromatogrammen ist gut zu erkennen, dass in fast allen Uber-
standen noch die TriPPPro-Verbindung 53 vorhanden ist. Auch hier war der gewdahlte Zeit-
rahmen nicht ausreichend, sodass die gesamte Substanz aufgenommen werden konnte. Es
kommt ebenfalls bereits im extrazellularen Raum zur Hydrolyse, so kann neben dem
Prodrugpeak auch ein Signal fur die y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54 sowie fur das Mono-
phosphat 66 beobachtet werden. Bei den TriPPPro-Verbindungen mit langem Alkylrest 53az
— 53gz kann bis zu BCNA-05 (53ez) eine leichte Zunahme des TriPPPro-Peaks beobachtet
werden, danach nimmt sie ab und fiir BCNA-07 (53gz) kann keine Verbindung detektiert
werden. Die Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen 54z und die Bildung des
Monophosphats 66 nehmen bei BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz) mit steigender Lipophilie
des Prodrugs ab. Bei den TriPPPro-Verbindungen mit kurzem Alkylrest (BCNA-08 (53ay) -
BCNA-10 (53gy)) wurde deutlich mehr y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54y freigesetzt und
auch der Peak des Monophosphats 66 ist deutlich gré3er als bei BCNA-01 (53az) - BCNA-07
(53gz). Ein Einfluss der Lipophilie auf den Peak der TriPPPro-Verbindungen 53 Iasst sich hier
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nicht beobachten. Bei den Abbauprodukten Iasst sich dagegen mit steigender Lipophilie eine
Abnahme der Signalintensitat feststellen.

Als nachstes soll nun auf das Verhalten der zu untersuchenden 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-
Verbindungen 53 in den H69AR-1 Zellen eingegangen werden. Die erhaltenen Chromato-
gramme sind in Abbildung 92 dargestellt.
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Abbildung 92: Chromatogramme der Zellaufnahmestudien mit H69AR-1 Zellen.

In den HG69AR-1-Zellen ist gut zu erkennen, dass es intrazellular zur Freisetzung der
y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen 54 gekommen ist. Dabei handelt es sich um den haupt-
séchlich erhaltenen Metaboliten. Bei BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz) kann bei dieser
Zelllinie kein Einfluss der Lipophilie auf die Aufnahme oder intrazellulare Freisetzung
beobachtet werden. Bei den kurzkettigen Verbindungen BCNA-08 (53ay) - BCNA-10 (53gy)
steigt mit zunehmender Kettenl&nge die Konzentration der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung
54y an. Bei BCNA-10 (53gy) handelt es sich um die Verbindung, die am besten in die Zelle
aufgenommen wurde. Es kommt bei allen Prodrugs 53 zur Bildung von Monophosphat 66 und
von Nucleosid 67, allerdings sind die Konzentrationen dieser Verbindungen gering.
Interessanterweise kommt es bei BCNA-07 (53gz) zur Bildung des Diphosphats 58 und
Triphosphats 60. Es sind folglich in den Zellen Enzyme vorhanden, die in der Lage sind den
Alkylrest abzuspalten.

Als letzte betrachtete Zelllinie soll mit Molm 13 eine Zelllinie der akuten myeloischen Leukéamie
genauer analysiert werden. Die Chromatogramme der Uberstande sind in Abbildung 93
dargestellt.
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Abbildung 93: Darstellung der Chromatogramme der Uberstande der Leukamiezelllinie Molm 13.

In den Chromatogrammen der Zelliberstande von Molm 13 ist zu erkennen, dass noch relativ
viel TriPPPro-Verbindung 53 in den jeweiligen Uberstanden vorhanden ist. Der Anteil des
Prodrugs 53 steigt zunéchst bis BCNA-03 (53cz) und sinkt anschlieRend stark ab, bis bei
BCNA-07 (53gz) kein Prodrug mehr vorhanden ist. Bei den kurzkettigen Verbindungen BCNA-
08 (53ay) - BCNA-10 (53gy) ist eine leichte Zunahme des TriPPPro-Anteils im Uberstand mit
steigender Alkyllange in der Maskierungseinheit zu erkennen. Es ist bei allen Verbindungen
53 eine Zersetzung des Prodrugs zu beobachten, so wird bereits extrazelluléar die y-alkylierte
TriPPPro-Verbindung 54 gebildet. Es ist sowohl bei den langkettigen als auch bei den
kurzkettigen Verbindungen untereinander eine Abhangigkeit der Intermediatbildung von der
ansteigenden Kettenlange zu beobachten. So lasst die hoher werdende Lipophilie den Anteil
der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54 in den Chromatogrammen sinken. Es kommt
auRRerdem zur Bildung von Tri- 60, Di- 58 und Monophosphat 66, bei all diesen Verbindungen
lasst sich die gleiche Tendenz wie bei dem Intermediat 54 beobachten. Steigt die Lipophilie
der TriPPPro-Verbindung 53, so sinkt der Anteil der gebildeten Nebenprodukte, es erfolgt
scheinbar eine bessere Zellaufnahme mit steigender Lipophilie. Die Bildung des Triphosphats
60 liegt wahrscheinlich an Enzymen, die sich an der Zellmembran befinden und in der Lage
sind, den Alkylrest abzuspalten.

Als Nachstes sollen die Chromatogramme der Molm 13 Zellen betrachtet werden, diese sind
in Abbildung 94 dargestellt.
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Abbildung 94: Darstellung der Zellaufnahme in Molm 13 Zellen.

Obwohl es beim Uberstand der Molm 13 Zellen zur Hydrolyse der TriPPPro-Verbindungen 53
in die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54, Monophosphat 66, Diphosphat 58 und sogar das
Triphosphat 60 gekommen war, wurden intrazellular nur die urspringlichen TriPPPro-
Verbindungen 53 als auch die y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen 54 detektiert. Es kommt
bei dieser Zelllinie intrazellular zugig zur selektiven Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-
Verbindung 54. Da die y-alkylierten TriPPPro-Verbindungen 54 bei BCNA-01 (53az) - BCNA-
07 (53gz) eine CigHs7-Alkylkette und bei BCNA-08 (53ay) - BCNA-10 (53gy) eine CiiHas-
Alkylkette aufweist, kommt es zu unterschiedlichen Retentionszeiten des Hauptmetaboliten. In
den dargestellten Chromatogrammen lasst sich gut erkennen, dass von den langkettigen
TriPPPro-Verbindungen 53az — 53gz BCNA-01 (53az) am besten in die Zellen gelangen kann.
Anders als nach dem Lipophilievergleich angenommen, vermag hier nicht BCNA-02 (53bz) die
Zellmembran am besten zu penetrieren. Von den kurzkettigen Verbindungen 53ay — 53gy
kann BCNA-10 (53gy) die Zellmembran am besten passieren, dies deckt sich mit den
erwarteten Ergebnissen aufgrund des Lipophilievergleichs. Bei BCNA-10 (53gy) handelt es
sich um die am meisten detektierte Verbindung, ihre Lipophile ist somit am besten fiir die
Aufnahme in Zellen geeignet. Die Zelllinie Molm 13 wurde diskutiert, da sie ein oft
beobachtetes Ergebnis sehr anschaulich darstellt. Bei vielen der untersuchten Zelllinien
konnte bereits extrazellular eine Zersetzung des Prodrugs 53 in verschiedene Produkte
beobachtet werden, intrazellular wurde dagegen nahezu ausschlieRBlich die y-alkylierte
TriPPPro-Verbindung 54 erhalten.

Um einen Uberblick zu erhalten, welche second-generation BCNA-TriPPPro-Verbindung 53
am besten in die Zelle gelangen kann, wurde die Summe der Peakflachen von den jeweils
erhaltenen Metaboliten der Prodrugs in den untersuchten Zelllinien addiert und graphisch in
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Abbildung 95 dargestellt. Die Darstellung erfolgt pro 1000 Zellen, da die Zellzahlen stark
variierten und deswegen fir die Darstellung bericksichtigt werden mussten.

Menge der aufgenommenen TriPPPro-Verbindungen

Peakflache aller Zelllinien

BCNA-01 BCNA-02 BCNA-03 BCNA-04 BCNA-05 BCNA-06 BCNA-07 BCNA-08 BCNA-09 BCNA-10
(53az) (53bz) (53cz) (53dz) (53ez) (53fz) (5392) (53ay) (53cy) (53gy)

Abbildung 95: Darstellung, welche Verbindung 53 am besten die Zellmembran passieren kann.

Die drei zuvor dargestellten Zelllinien spiegeln den generellen Trend der Zellaufnahme-
fahigkeit der Verbindungen gut wider. Von den langkettigen TriPPPro-Verbindungen BCNA-
01 (53az) - BCNA-07 (53gz) wurde durch den Vergleich der Lipophilien (Kapitel 6.1.4)
erwartet, dass BCNA-02 (53bz), aufgrund einer der Referenzsubstanz 100 &hnlichen
Lipophilie, mit die beste Zellaufnahme zeigt. Dies war allerdings nicht der Fall, so sind BCNA-
01 (53az) und BCNA-03 (53cz) in der Lage, besser in die Zelle zu gelangen. Betrachtet man
alle langkettigen TriPPPro-Verbindungen 53az — 539z, so lasst sich zwar die Aussage treffen,
dass eine kurze Alkylkette (CiHq-CsHi7) in der AB-Maskierungseinheit zu einer besseren
Zellaufnahme flhrt, eine eindeutige Tendenz lasst sich allerdings nicht ausmachen. Die
Zellaufnahme der Verbindungen mit langerer AB-Maskierungseinheit ist etwas schlechter. Bei
den kurzkettigen Vertretern (BCNA-08 (53ay) - BCNA-10 (53gy)) lasst sich durch eine
Verlangerung der Alkylkette in der AB-Maskierungseinheit eine verbesserte Zellaufnahme
erreichen. Hier steigt die Fahigkeit die Zellmembran zu passieren mit steigender Lipophilie
deutlich an. Von allen untersuchten Verbindungen ist BCNA-10 (53gy) diejenige, die am
besten in die Zellen gelangen kann. Dies deckt sich mit der Erwartung aus dem
Lipophilievergleich (Kapitel 6.1.4), da BCNA-10 (53gy) eine sehr &hnliche Lipophilie zur
untersuchten Referenzverbindung 100 aufweist.

Nach erfolgter Zellaufnahme soll die abspaltbare AB-Maskierungseinheit der TriPPPro-
Verbindung 53 abgetrennt und dadurch die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 54 freigesetzt
werden. In Abbildung 96 ist der prozentuale Anteil jeder Verbindung gezeigt, die wahrend des
Metabolismus der second-generation BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 gebildet werden
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kann. Es wurden samtliche Peakflachen des jeweils betrachteten Metabolits in jeder Zelllinie
aufsummiert (pro 1000 Zellen) und dann anteilig in dem Graphen abgebildet.

Welcher Metabolit liegt in der Zelle vor?

Nucleosid 67
17%

Monophosphat 66
16%

y-alkyliertes
TriPPPro 54
60%

Triphosphat 60
1%

Abbildung 96: Darstellung der in der Zelle vorhandenen Metaboliten in den Zellaufnahmestudien.

Wie in den vorherigen Abschnitten bereits beschrieben wurde, liegt nur ein geringer Anteil der
TriPPPro-Verbindungen 53 in der Zelle vor (5%), die Abspaltung der bioreversiblen Mas-
kierungseinheit erfolgt intrazellular also sehr schnell. Als Hauptbestandteil liegt die y-alkylierte
TriPPPro-Verbindung 54 vor (60%). Dies wurde bereits bei der Betrachtung der einzelnen
Zelllinien deutlich, in den Chromatogrammen konnte fast immer der Peak der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindungen 54 beobachtet werden. Es war auRerdem zu erkennen, dass diese
Verbindung 54 haufig als einziger Metabolit in der Zelle vorliegt. Das erwartete Ergebnis, die
Freisetzung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54, hat bei den Zellaufnahmestudien
stattgefunden. Dies wird hier in diesem Graphen noch einmal deutlich dargestellt. Der Anteil
der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54 liegt bei 60% und ist somit die mit Abstand am
meisten vorliegende Verbindung. Es Uberrascht, dass es ebenfalls zur Bildung des Triphos-
phats 60 kommt. Dies geschieht lediglich zu 1% und nur in der H69AR-1-Zelllinie, allerdings
wurde nicht erwartet, dass der Alkylrest in der Zelle abgespalten wird. Es sind somit Enzyme
vorhanden, die in der Lage sind einen Alkylrest abzuspalten. Auch die Bildung des
Diphosphats 58 geschieht nur in der H69AR-1-Zelllinie (Anteil 1%). Die hauptséachlich
vorliegenden Nebenprodukte sind das Nucleosid 67 (17%) und das Monophosphat 66 (16%).
In der Zelle kommt es also folglich eher zur kompletten Abspaltung aller Phosphatgruppen
oder zum Bruch der a-/B-Phosphoranhydridbindung.
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6.1.8.4 Fazit der Zellaufnahmestudien in Krebszellen

Bei den Zellaufnahmestudien in die Krebszellen konnte erstmalig sowohl die Zellaufnahme der
second-generation 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 als auch die erfolgreiche
Freisetzung der y-alkylierten 2'-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen 54 in den Zellen ge-
zeigt werden. Wie erwartet, gab es Unterschiede bei der Membrangéngigkeit der
Verbindungen in Abhangigkeit von der Lipophilie. Von den Verbindungen mit langem Alkylrest
(BCNA-01 (53az) - BCNA-07 (53gz)) wurden vor allem die Vertreter mit kurzer Alkylkette in
der Maskierungseinheit gut in die Zelle aufgenommen (BCNA-01 (53az) - BCNA-03 (53cz)),
eine weitere Verlangerung der Alkylkette und damit Erhéhung der Lipophilie fihrte zu einer
schlechteren Zellaufnahme (BCNA-04 (53dz) - BCNA-07 (53gz)). Bei den TriPPPro-
Verbindungen mit kurzem Alkylsubstituenten (BCNA-08 (53ay) - BCNA-10 (53gy)) war ein
eindeutiger Trend zu erkennen, eine Erhoéhung der Lipophilie fihrte zu einer besseren
Aufnahme in die Zelle. Bei BCNA-10 (53gy) handelt es sich um die Verbindung, die am besten
in die Zellen gelangte. Das gute Ergebnis von BCNA-10 (53gy) wurde durch einen vorher
durchgefuhrten Lipophilievergleich mit einer Referenzsubstanz erwartet, die bereits gute
Ergebnisse bei Zellaufnahmestudien zeigte. Dies konnte durch diese Zellaufnahmestudien
bestétigt werden.

6.2 Synthese der second-generation 5-Fluor-2‘-desoxyuridin-
TriPPPro-Verbindungen

6.2.1 5-Fluor-2‘-desoxyuridin: Pharmakologische Eigenschaften,

Metabolismus und klinische Anwendung

5-Fluor-2*-desoxyuridin (5-FdU, 123) ist ein Analogon von Desoxyuridin (124). Es wird als
Antimetabolit in der Behandlung verschiedener Tumore eingesetzt und zahlt zu der Klasse der
Fluorpyrimidine. 1970 wurde es von der FDA fiir die Behandlung von metastasierten Kolon-
karzinomen zugelassen und gehort neben 5-Fluoruracil (5-FU, 4) zu den am haufigsten
eingesetzten Medikamenten bei deren Therapie (s. Abbildung 97).25127-130 Daneben wird es
fur die Behandlung von Brust und Eierstockkrebs eingesetzt.*® Der Austausch des Wasser-
stoffatoms durch ein Fluoratom in 5-Position des Pyrimidinrings fihrt zu signifikanten
Reaktivitdtsveranderungen der Nucleobase. Auch wenn die sterischen Anforderungen &hnlich
sind, fuhrt das elektronenziehende Fluoratom zu einer Reduzierung des pKa-Werts, wodurch
die Fluor-Kohlenstoff-Bindung gestéarkt und eine Spaltung erschwert wird.3
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Abbildung 97: Darstellung von 5-Fluor-2°-desoxyuridin (5-FdU, 123), 2'-Desoxyuridin (124) und 5-
Fluoruracil (5-FU, 4).2:5127-130

Bei 5-FdU (123) handelt es sich um ein hydrophiles Nucleosidanalogon, eine passive Diffusion
durch die Zellmembran ist folglich nicht moglich. Die Aufnahme in die Zelle muss uber einen
Transporter erfolgen, wobei es sich um den Pyrimidinnucleosidtransporter handelt.> Nach
erfolgter Zellaufnahme wird 5-FdU (123) durch die Thymidinkinase in das Monophosphat tber-
fuhrt. Das 5-Fluor-2‘-desoxyuridinmonophosphat (5-FAUMP) hemmt die Thymidylat-
Synthase.?®128130.132 Dieses Enzym katalysiert die Methylierung von 2‘-Desoxyuridinmono-
phosphat (dAUMP) zu Thymidinmonophosphat (TMP). Als Methylierungsdonor fungiert 5,10-
Methylentetrahydrofolat. Bei dieser Reaktion handelt es sich um die einzige de novo-Quelle
von Thymidin, welches notwendig fiir die DNA-Replikation ist.2*31*3 5-FdUMP bindet an die
aktive Stelle des Enzyms, wodurch ein stabiler, ternarer Komplex mit dem Enzym und 5,10-
Methylentetrahydrofolat gebildet wird. Dabei wird die Bindungstasche des Enzyms blockiert
und die Umsetzung von dUMP zu TMP inhibiert.*** Durch eine geringere Darstellung von TMP
reduziert sich ebenfalls die Konzentration von Thymidintriphosphat. Zusétzlich fiihren intra-
zellulare Feedbackmechanismen dazu, dass es zu nichtausgeglichenen Desoxynucleotid-
konzentrationen kommt. Dadurch kommt es aufgrund von falschlicherweise stattfindendem
Einbau von Desoxynucleotidtriphosphaten zu Schaden bei der DNA-Replikation und dadurch
letztendlich zum Zelltod.128130.131.133 AyRerdem wird 5-FdU (123) durch zellulare Kinasen in das
5-FdU-Triphosphat (5-FAUTP) Uberfihrt. Wird 5-FAUTP in die neugebildete DNA eingebaut,
kommt es zum Abbruch der DNA-Synthese und somit zur Apoptose.1?¢132 Ein groRer Teil des
eingesetzten 5-FdUs (123) wird im Darm zu 5-FU (4) metabolisiert. Dies fuihrt dazu, dass die
Versorgung der Tumorzellen mit intaktem 5-FdU (123) in einer ausreichenden Menge fir die
cytostatische Wirkung schwierig ist.>1?8134135 Dje orale Einnahme von 5-FdU (123) fihrt
aufgrund einer schlechten Bioverfiuigbarkeit und einer geringen Stabilitat zu einer niedrigen
Konzentration des Wirkstoffs am Zielort. Fir 5-FdU (123) eignet sich die Gabe lber eine
Infusion in die Leberarterie, dadurch wird eine hohe Wirkstoffkonzentration am Wirkort erreicht
und gleichzeitig die Substanzmenge im restlichen Kérper gesenkt.>129134 Bisher durchgefiihrte
Studien haben gezeigt, dass 5-FdU (123) bei der Inhibierung der Tumorzellproliferation in in
vitro Untersuchungen 10-100-fach effektiver ist als 5-FU (4).5'% 5-FU (4) kann in 5-Fluoruridin
umgewandelt werden, dadurch wird ein Einbau in die RNA ermdglicht.>128134 5-FdU (123) kann
dagegen nur in die DNA eingebaut werden, wodurch Nebenwirkungen minimiert werden.**
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Trotz aller dieser Vorteile, sind die Nebenwirkungen von 5-FdU (123) noch immer hoch und
nicht tolerabel. Es wurden bereits Prodrugstrategien entwickelt, mit denen eine Steigerung der
physikochemischen Eigenschaften, eine bessere Bioverfugbarkeit sowie Minimierung der
Nebenwirkungen erreicht werden konnten.®*®* Mit der Synthese der 5-Fluor-2‘-desoxyuridin-
TriPPPro-Verbindungen soll versucht werden, das 5-FdU-Triphosphat so zu modifizieren, dass
eine Diffusion durch die Zellmembran mdglich wird und durch die intrazellulare Abspaltung der
Maskierungseinheiten direkt die aktive Spezies in der Zelle vorliegt. Es sollen zwei second-
generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen dargestellt werden, die verwendeten Kettenlangen
entsprechen fir eine bessere Vergleichbarkeit den Kettenlangen aus Kapitel 6.1.8.1. Die
beiden second-generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen sollen anschlieRend in Zell-
proliferationsassays auf inre Fahigkeit, das Zellwachstum zu beeinflussen, untersucht werden.

6.2.2 Synthese des 5-Fluorodesoxyuridinmonophosphats

Das 5-FAUMP 125 sollte tber die Fm-Amiditroute erhalten werden, da mit diesem Vorgehen
bei der Synthese des 2‘-Desoxy-BCNA-Monophosphats 66 gute Ergebnisse erzielt werden
konnten (s. Abbildung 98). Auch bei diesem Nucleosidanalogon war es wichtig die 3'-
Hydroxylgruppe zu schiitzen, damit Nebenreaktionen verhindert werden konnten.

o) o) o)
F F F
0 \fLNH \fJ\NH \E\NH
HO-P-0O N,&O HO N/&O HO NS0
O@ 0 > %Oyl [ e— 0
HNEts  on OAc OH
125 126 123

Abbildung 98: Retrosyntheseschema der 5-FdU-Monophosphatsynthese.

Das 5-FdUMP 125 sollte durch Umsetzung des 3‘-acetylgeschitzten 5-FdUs 126 mit
Bis(fluorenylmethyl)phosphoramidit (76) und anschlieBender Entfernung der Schutzgruppen
erhalten werden. Das 3‘-acetylgeschitzte 5-FdU 126 sollte durch Verwendung einer
orthogonalen Schutzgruppenstrategie ausgehend von 5-FdU (123) dargestellt werden konnen.

Die Synthese des 5-FAUMPs 125 begann beim 5-FdU (123). Bei dieser Verbindung sollten
durch Verwendung einer orthogonalen Schutzgruppenstrategie beide OH-Gruppen
unterschiedlich geschuitzt werden. Damit sollte anschlieRend durch schrittweise durchgefiihrte
Abspaltungen der Schutzgruppen die Syntheseroute regioselektiv ablaufen. Die orthogonale
Schutzgruppenstrategie beinhaltete, wie bei der BCNA-Monophosphatsynthese, eine TBS-
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Schutzgruppe fur die 5-Hydroxylgruppe und eine Acetylschutzgruppe fir die 3‘-Hydroxyl-
gruppe (s. Abbildung 99).

0 1) TBSCI (1.2 Aquiv.) 0 o)
F\E}\ Rt, 24 h E E
NH 2) Ac,0, (3.0 Aquiv.) NH  NEt;-3HF (6.0 Aquiv.) NH
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Abbildung 99: Erfolgreiche Synthese des 5-FAdUMPs 125.

Fur das Anbringen der Schutzgruppen wurde 5-FdU (123) in Pyridin gel6st, mit TBSCI versetzt
und 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Dabei wurde die reaktivere, priméare 5-Hydroxyl-
gruppe mit einer TBS-Schutzgruppe versehen. Fir das Anbringen der Acetylschutzgruppe an
die 3’-Hydroxylgruppe wurde Essigsaureanhydrid zur Reaktionslésung gegeben und erneut
24 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Das doppelt geschiitzte 5-FdU 127 wurde nach
wassriger und séaulenchromatographischer Aufarbeitung in einer Ausbeute von 45% erhalten.
Fur die anschlieBende Entfernung der TBS-Schutzgruppe wurde das doppelt geschiitzte 5-
FdU 127 in Dichlormethan gel6st und mit Triethylamin-Trihydrofluorid versetzt. Nach 20-
stiindigem Ruhren bei Raumtemperatur wurde Kieselgel zur Beendigung der Reaktion zuge-
geben, damit Uberschiissiges Triethylamin-Trihydrofluorid abreagieren kann. Es folgte die
saulenchromatographische Reinigung und das 3‘-acetylgeschitze 5-FdU 126 wurde in einer
Ausbeute von 74% erhalten. Fir die Synthese des Monophosphats 125 wurde das 3‘-acetyl-
geschitze 5-FdU 126 in Dichlormethan gel6st und mit Bis(fluorenylmethyl)phosphoramidit (76)
versetzt. Als Aktivator diente DCI (c = 0.25 M in Dichlormethan). Die Zugabe erfolgte tber 30
Minuten, anschlieRend wurde eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt. Fir die Oxidation
wurde anschlielend tert-Butylhydroperoxid (c =5.50 M in n-Decan) verwendet. Es wurde
erneut eine Stunde bei Raumtemperatur gertihrt und anschlie3end die flichtigen Bestandteile
unter vermindertem Druck entfernt. Das geschiitzte Monophosphat 128 wurde durch eine
automatisierte NP-Chromatographie vorgereinigt. Die automatisierte Saulenchromatographie
wurde verwendet, damit ein genauer und stetiger Gradient aus Dichlormethan und Methanol



Kapitel 6: Ergebnisse und Diskussion 120

angewendet werden konnte. Das Fm-geschiitzte Monophosphat 128 konnte nicht vollstéandig
rein erhalten werden, weswegen bei diesem Schritt keine Ausbeutebestimmung erfolgte. Im
nachsten Schritt war diese leichte Verunreinigung unerheblich, weshalb auf eine vollstandige
Reinigung verzichtet wurde. Fir die Entfernung der Schutzgruppen wurde das geschitzte
Monophosphat 128 zunéchst eine Stunde in einer Methanol/Triethylamin-Mischung (1:1 v:v)
gerihrt. Es kam zur Abspaltung der ersten Fm-Schutzgruppe, da diese Gruppe leicht ab-
trennbar ist. Die Entfernung der zweiten Fm-Schutzgruppe erfolgte deutlich langsamer,
weswegen die Reaktionslésung uber Nacht weitergerihrt wurde. Damit es im gleichen
Reaktionsschritt auch zur Abspaltung der Acetylschutzgruppe kommen konnte, wurde der
gleiche Volumenanteil Wasser zugegeben. Nach automatisierter RP-Saulenchromatographie
konnte das 5-FAUMP 125 in einer guten Ausbeute von 84% Uber die beiden letzten Stufen
erhalten werden. Die Gesamtausbeute der 5-FAUMP-Synthese lag tiber 4 Stufen bei 51%.

6.2.3 Synthese der second-generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen

Die Synthese der beiden second-generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 sollte analog
zu den 2‘-Desoxy-BCNA-TriPPPro-Verbindungen Uber die H-Phosphonatroute erfolgen (s.
Abbildung 100).

o o o F\KJ\NH RZ‘O’F."O_'?CSOH 0 F\fj\NH
R%5-P-0-P-0-P-0 N,&o 0 0% , Ho-P-0 N,&O
0 Og5 Og o — R NBuy 0 °° Lo
R' IC\IDH ﬁH )\ HNEts
)\ 4 4 OH o~ o OH
o~ © 55 91 125

65

Abbildung 100: Retrosyntheseschema der 5-FdU-TriPPPro-Synthese.
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Die beiden second-generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 sollten durch Kupplung des
Pyrophosphats 91 mit dem 5-FAUMP 125 erhalten werden. Das Pyrophosphat 91 sollte analog
zu Kapitel 6.1.3 aus einem H-Phosphonat 65 zuganglich gemacht werden konnen.

Die beiden Pyrophosphate 91 sollten aus den H-Phosphonaten 65 dargestellt werden. Das H-
Phosphonat 65 sollte durch Aktivierung mit NCS und anschlieRender Reaktion mit Tetra-n-
butylammoniumphosphat in das Pyrophosphat 91 dberfiihrt werden. Fur die Synthese der
second-generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 gelang die Darstellung der Pyrophos-
phate 91 in einer Ausbeute von 77% bzw. 85%. AnschlieRend wurden die frisch dargestellten
Pyrophosphate 91 mit dem 5-FAUMP 125 gekoppelt (s. Abbildung 101).
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NEt, (8 Aquiv.), 0 °C, 10 min

2 (|)| (|)| 2) 1-Methylimidazol (3 Aquiv.)
RZH-P-O-P-OH F A .
Sy | o | NH NEt; (5 Aquiv.), 0 °C, 10 min
o]

® N/KO 3) 5-FdUMP (0.5 Aquiv.), Rt, 3-5.5 h
R /@) NBuy, ® 0© o 4) RP-Chromatographie
)\ HNEt; 5) Dowex-NH,*
o~ © 6) RP-Chromatographie
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91bz: R' = C6H12, R4 = C18H37 7% 125 CH3CN, DMF
91gy R1 = C13H27, R2 = C11H23 85%

0
0 9.9 FﬁNH
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1 ®©° 00 \%j
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5-FdU-01 (55bz): R! = CgH 4, R? = C4gH37 46%
5-FdU-02 (55gy): R' = C43Hy7, R2 = C41Ha3 37%

Abbildung 101: Synthese der 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55.

Fur die Kupplung zu den 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 wurden die Pyrophosphate 91 wie
in Kapitel 6.1.3 weiter umgesetzt. Die Pyrophosphate 91 wurden in Acetonitril geldst und bei
0 °C mit TFAA in das stabilere gemischte Anhydrid Uberfiihrt. Nach 10-minitigem Rihren bei
0 °C wurden die fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt. Fir die weitere Reaktion wurde
DMF als Lésungsmittel verwendet, da sich das 5-FAUMP 125 nicht ausreichend in Acetonitril
Ioste. Der erhaltene Rickstand wurde in DMF geldst und mit 1-Methylimidazol versetzt,
dadurch wurde das Imidazolidat erzeugt. Die damit einhergehende Elektrophilieerh6hung des
Phosphoratoms erleichterte den Angriff des 5-FAUMPs 125. Nach 15-minltigem Rihren bei
Raumtemperatur wurde 5-FdUMP 125 geldst in DMF zugegeben. Der Reaktionsverlauf wurde
mittels RP-HPLC (Methode B) verfolgt und als kein Monophosphatpeak mehr zu erkennen
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war, wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Es erfolgte eine
Vorreinigung mittels automatisierter RP-Chromatographie, ein Austausch der Gegenionen zu
Ammoniumionen Uber die Kationenaustauschersaule und eine anschlielende automatisierte
RP-Chromatographie. Die beiden second-generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55
konnten in guten Ausbeuten von 46% und 37% erhalten werden.

6.2.4 Hydrolyse der 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen

Die beiden dargestellten second-generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 sollten
ebenfalls hinsichtlich ihrer Stabilitdt im chemischen und enzymatischen Milieu untersucht
werden. Da auch hier ein Alkylsubstituent und eine Acyloxybenzylmaskierungseinheit an der
v-Phosphatgruppe vorhanden sind, entspricht der erwartete Hydrolyseverlauf dem Verlauf der
BCNA-TriPPPro-Hydrolyse und ist in Abbildung 102 gezeigt.

0
Nu F
> | NH
R2 9 1l 1l N/&O
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Abbildung 102: Hydrolyseverlauf der second-generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55.

Die second-generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 besitzen nur einen abspaltbaren
Substituenten an der y-Phosphatgruppe, es kann also kein Triphosphat gebildet werden. Die
Hydrolyse sollte nach der Bildung der y-alkylierten 5-FdU-TriPPPro-Verbindung 129 enden.
Diese Verbindungen 129 werden durch den Angriff eines Nucleophils auf die AB-Maskierungs-
einheit im Prodrug 55 sowie deren Abspaltung durch anschlieRende Elektronenpaar-
verschiebungen freigesetzt. Der vorgeschlagene Ablauf der Hydrolyse konnte in dieser Arbeit
bereits bei der Hydrolyse der second-generation BCNA-TriPPPro-Verbindungen 55 gezeigt
werden. Auch hier sind, durch einen Angriff des Nucleophils auf die Phosphoranhydrid-
bindungen, die Entstehung des 5-FAUDPs bzw. 5-FAUMPs 125 als Nebenprodukte mdglich.



Kapitel 6: Ergebnisse und Diskussion 123

Die Bildung der entsprechenden Nebenprodukte wurde bei der Hydrolyse der BCNA-
TriPPPro-Verbindungen 53 beobachtet.

6.2.4.1 PBS-Hydrolyse

Fur die Bestimmung der chemischen Stabilitat sollte die Hydrolyse in PBS-Puffer durchgefihrt
werden. Das Vorgehen entspricht dem beschriebenen Ablauf aus Kapitel 6.1.7.1. In Tabelle
12 sind die errechneten Halbwertszeiten der beiden 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55
aufgefihrt.

Tabelle 12: Ubersicht der Halbwertszeiten der 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen in PBS.

TriPPPro- 5-FdU-01 5-FdU-02
Verbindung
Verbindung 55bz 55qgy
Ri1 CeH1s CasHar
R2 CigHarz CiiH2s3
PBS ti2 [h] 135 207

Die Halbwertszeit der Verbindung 5-FdU-01 (55bz, 135 Stunden) entspricht der Zeit der
entsprechenden BCNA-TriPPPro-Verbindung (BCNA-02 (53bz): 136 Stunden). Dies ist etwas
Uberraschend, da der Wechsel des Nucleosids bei dieser Kettenlangenkombination keinen
Einfluss auf die Stabilitdt zu nehmen scheint. Die Halbwertszeit von 5-FdU-02 (55gy) ist mit
207 Stunden dagegen fast doppelt so hoch wie bei der entsprechenden BCNA-TriPPPro-
Verbindung (BCNA-10 (53gy): 115 Stunden). Im Vergleich zu den BCNA-TriPPPro-
Verbindungen 53 wird hier die Stabilitaét durch den Wechsel hin zu einer langeren AB-

Maskierungseinheit und einem kiirzeren Alkylsubstituenten erhéht.

Im Folgenden soll der Verlauf der PBS-Hydrolyse von 5-FdU-02 (55gy) genauer betrachtet
werden. In Abbildung 103 sind die erhaltenen Chromatogramme gezeigt.
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Abbildung 103: Darstellung des PBS-Hydrolyseverlaufs von 5-FdU-02 (55gy).

Bei der Hydrolyse von 5-FdU-02 (55gy) in PBS ist zu erkennen, dass die Konzentration der
TriPPPro-Verbindung zu Beginn nur langsam abnimmt. Der kleinere Peak nach acht Stunden
Inkubationszeit ist vermutlich durch experimentelle Ungenauigkeiten entstanden. Es lasst sich
bereits nach acht Stunden die Bildung der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 129y beo-
bachten. Ab 24 Stunden Inkubationszeit kommt es zu einer kontinuierlichen Abnahme der
Prodrugkonzentration und nach 1030 Stunden ist sie vollstandig verbraucht. Gleichzeitig steigt
die Konzentration der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 129y an, dabei handelt es sich zu
jedem Zeitpunkt der Hydrolyse um das Hautprodukt. Zeitgleich zur Bildung der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindung 129y ist die Freisetzung des 5-FdUDPs zu erkennen. Diese resultiert
aus dem Bruch der Phosphoranhydridbindung zwischen - und y-Phosphatgruppe und ist der
Bildung von Mizellen geschuldet. Es kann auch hier davon ausgegangen werden, dass das
Diphosphat aus dem Prodrug 55gy gebildet wird, da dessen Konzentration wahrend der
gesamten Hydrolyse nur ansteigt, solange noch Prodrug 55gy vorhanden ist. Aul3erdem
waéchst der Peak der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 129y stetig, somit kann dessen
Spaltung in einer so groRen Menge ausgeschlossen werden. Die Spaltung der y-alkylierten
TriPPPro-Verbindung 129y zum Diphosphat ist ohnehin unwahrscheinlich. Nach der
Abspaltung der AB-Maskierungseinheit ist eine zusétzliche negative Ladung an der y-
Phosphatgruppe vorhanden, wodurch ein Angriff auf die B-/y-Phosphoranhydridbindung
verhindert werden sollte. Nach fast 200 Stunden ist die Bildung einer geringen Menge
Monophosphat 125 zu beobachten. Die erst spate Bildung legt die Vermutung nahe, dass es
aus der Hydrolyse des Diphosphats stammt. Da es sich nur um eine geringe Menge
Monophosphat 125 handelt, wurde auf eine genaue Analyse des Ursprungs verzichtet.
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Auch bei der Hydrolyse der second-generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 war der
Anteil an erhaltenem Diphosphat hoch. Bei der Hydrolyse der BCNA-TriPPPro-Verbindungen
53 konnte festgestellt werden, dass der Anteil des Diphosphats bei den Vertretern mit
langerem Alkylsubstituenten grof3er war. Der Grund liegt in der Beglnstigung der
Mizellenbildung durch die l&angere Alkylkette, dadurch ist die B-/y-Phosphoranhydridbindung
exponierter und kann leichter angegriffen werden. Diese Beobachtung konnte auch bei der
Hydrolyse der 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 gemacht werden. Die Verbindung 5-FdU-01
(55bz) besitzt einen CigHa7-Alkylrest und bei der Hydrolyse ist der Anteil an Diphosphat (40-
65% bei den einzelnen Messungen) deutlich héher als bei der Hydrolyse von 5-FdU-02 mit
einem Cii1H23-Alkylsubstituenten (55gy, Anteil Diphosphat 40-45%). Es konnte folglich bei
beiden Hydrolysen der second-generation TriPPPro-Verbindungen Mizellenbildung beo-
bachtet werden, deren Ausmafd von der Lange des Alkylrestes abhéngt. Die Bildung des
Diphosphats wird durch den Alkylrest beeinflusst und durch die Wahl eines kiirzeren Restes
kann der Anteil an gebildetem Diphosphat reduziert werden.

6.2.4.2 PLE-Hydrolyse

Fur die Ermittlung der enzymatischen Stabilitéat und des Verlaufs der Hydrolyse in Anwesenheit
eines Enzyms wurde anschlieRend die Hydrolyse mit Schweineleberesterase (PLE) durch-
gefuhrt. Das in Kapitel 6.1.7.2 vorgestellte Verfahren fur die Durchfiihrung der PLE-Hydrolyse
wurde etwas abgeandert, da bereits bei den second-generation BCNA-TriPPPro-
Verbindungen 53 hohe Stabilitdten beobachtet werden konnten. Die urspringlich verwendeten
Messpunkte nach wenigen Sekunden oder Minuten diirften somit nur geringe Veranderungen
zeigen und besitzen deswegen keine grof3e Aussagekraft. Zur Vermeidung unnétiger Messzeit
wurde ein groRerer zeitlicher Abstand zwischen der Probenentnahme gewahlt. Damit durch
die geringere Anzahl der Proben trotzdem eine verlassliche Aussage Uber die Stabilitat der
erhaltenen Werte getroffen werden kann, wurde eine Dreifachbestimmung durchgefihrt.

In Tabelle 13 sind die errechneten Halbwertszeiten der second-generation 5-FdU-TriPPPro-
Verbindungen 55 dargestellt. Die angegebene Halbwertszeit stellt den Mittelwert der drei
einzeln berechneten Halbwertszeiten dar.
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Tabelle 13: Halbwertszeiten der PLE-Hydrolyse der 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55.

TriPPPro- 5-FdU-01 5-FdU-02

Verbindung

Verbindung 55bz 55gy
Ri1 CeH13 CasHar
R2 CisHsrz Ci1H2s

PBS t2 [h] 135 207

PLE ti2 [h] 3.2 7.2

Die hohen Halbwertszeiten der beiden 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 zeigen, dass
Messungen nach wenigen Sekunden oder Minuten unnétig sind. Bei den second-generation
5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 ist zu erkennen, dass die Stabilitdt durch die Wahl einer
langeren Alkylkette in der Maskierungseinheit gré3er wird. Dies konnte bereits bei der PBS-
Hydrolyse dieser Verbindungen beobachtet werden und stimmt mit den Ergebnisse von
PERTENBREITER?, GOLLNEST’!, REIMER®®, WITT!* und ZHAO® Uiberein. Die Halbwertszeit von
5-FdU-01 (55bz) liegt mit 3.2 Stunden bei ungefahr der Halfte von 5-FdU-02 (55gy,
Halbwertszeit: 7.2 Stunden). Auch bei den BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 wurde eine
Steigerung der enzymatischen Stabilitat bei einer langeren Maskierungseinheit beobachtet,
wenn nur diese beiden Kettenlangenkombinationen betrachtet werden (BCNA-02 (53bz):
3.7 h, BCNA-10 (53gy): 15.8 h).

Im Folgenden soll die PLE-Hydrolyse von 5-FdU-02 (55gy) naher betrachtet werden. In
Abbildung 104 ist der Verlauf der Hydrolyse dargestellt. Es sind fiir jeden Entnahmezeitpunkt
die drei erhaltenen Chromatogramme dargestellit.



Kapitel 6: Ergebnisse und Diskussion 127

PLE 5-FdU-02 (55gy)

y-alkyliertes TriPPPro 129z TriPPPro 55gy
. . «
Nucleo\3|d 123 A t,,=7.2h
\
\ = 0h (1)
\ £ '(11)313

\\ /bl 4r2/48hh
\ £0h(2)
i [ﬁ b)

5 10 15 20 25 30
Retentionszeit [min]

Abbildung 104: Verlauf der PLE-Hydrolysen von 5-FdU-02 (55gy).

Die Konzentration des Prodrugs 55gy nimmt bei der ersten Durchfihrung langsamer ab als in
den beiden folgenden Versuchen. So ist bei der ersten Bestimmung der Halbwertszeit auch
nach 24 Stunden noch Prodrug 55gy vorhanden, bei den beiden anderen ist es dagegen nach
acht Stunden vollstéandig verbraucht. Diese Unterschiede sind etwas uberraschend, da die
gleiche Durchfiihrung und Enzymlésung verwendet wurde. Es lasst sich allerdings bei allen
drei Hydrolysen feststellen, dass hauptséchlich die y-alkylierte TriPPPro-Verbindung 129y
gebildet wird. Es findet folglich eine Hydrolyse Gber den vermuteten Verlauf in Abbildung 102
statt. Anders als bei den BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 kann die Bildung des Diphosphats
bei der Hydrolyse in PLE nicht beobachtet werden. Das Enzym spaltet die Maskierungseinheit
also schneller ab als es zu einer chemischen Spaltung der Phosphoranhydridbindung kommen
kann. Es wird bei jeder Hydrolyse aufl3erdem die Bildung des Nucleosids 123 beobachtet, es
kommt somit zur Abspaltung samtlicher Phosphatgruppen.

6.2.4.3 Fazit der Hydrolysen der 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen

Die Stabilitat der second-generation 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 ist sowohl im PBS- als
auch im PLE-Medium sehr hoch. Es konnte bei den Hydrolysestudien die erfolgreiche
Freisetzung der y-alkylierten 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 129 im PBS- und PLE-Medium
gezeigt werden. Bei der PBS-Hydrolyse wurde eine umgekehrte Stabilitatstendenz im
Vergleich zu den BCNA-TriPPPro-Verbindungen BCNA-02 (53bz) und BCNA-10 (53gy)
beobachtet, so ist die 5-FdU-TriPPPro-Verbindung mit kiirzerem Alkylrest 55gy stabiler als die
Verbindung mit langerem Substituenten 55bz. Bei der PBS-Hydrolyse kam es zur Bildung des
Diphosphats als Nebenprodukt, als Grund kann hier die Bildung von Mizellen genannt werden
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und den dadurch erleichterten Angriff des Nucleophils auf die Phosphoranhydridbindungen.
Ahnlich wie bereits bei den BCNA-TriPPPro-Verbindungen 53 wurde auch hier beobachtet,
dass ein langerer Alkylsubstituent die Mizellenbildung beglnstigt und dadurch der
Diphosphatanteil hoher ist. Bei der enzymatischen Hydrolyse der 5-FdU-TriPPPro-
Verbindungen 55 war die Verbindung 5-FdU-02 (55gy) mit kiirzerem Alkylrest stabiler. Da hier
die Maskierungseinheit eine langere Alkylkette hat, deckt sich diese Beobachtung mit den
Ergebnissen von GOLLNEST.” GOLLNEST stellte in seinen Hydrolyseuntersuchungen fest, dass
das Enzym AB-Maskierungseinheiten mit kiirzerer Alkylkette schneller abspalten kann. Bei der
Hydrolyse in PLE-Medium waren die y-alkylierten 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 129 das
Hauptprodukt.

6.3 Synthese der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen

Das Cytostatikum Gemcitabin (2) soll ebenfalls fir die Synthese verschiedener TriPPPro-
Verbindungen verwendet werden. Bei diesem Nucleosidanalogon 2 sollen symmetrische
TriPPPro-Verbindungen dargestellt werden, damit untersucht werden kann, ob die TriPPPro-
Strategie die Aktivitat und Effizienz von Gemcitabin (2) in Tumorzellen erh6hen kann.

6.3.1 Gemcitabin: pharmakologische Eigenschaften, Metabolismus und

klinische Anwendung

Gemcitabin (2°,2'-Difluordesoxycytidin, 2) ist ein Analogon von Desoxycytidin (130) und weist
auRerdem strukturelle Ahnlichkeiten mit Cytarabin (ara-C, 1) auf (s. Abbildung 105).9136-143
Es handelt sich um einen Antimetaboliten, der erfolgreich fir die Behandlung von soliden
Tumoren eingesetzt wird.®*3® Gemcitabin (2) besitzt an der 2‘-Position des Furanoserings zwei
Fluoratome.37:140-143 Das Einbringen von Fluor in ein Nucleosid fuihrt nur zu einer geringen
Veranderung der raumlichen Anordnung, aber gleichzeitig zu einer entscheidenden Anderung
im biochemischen Verhalten. Die van-der-Waals-Radien von Wasserstoff (1.20 A) und Fluor
(1.35 A) sind so &hnlich, dass dieser Austausch zu einer Pseudosubstrataktivitat fiihrt.
Dadurch kann das neugebildete Nucleosid von den gleichen Enzymen umgesetzt werden.#*
1996 wurde Gemcitabin (2) von der FDA fir die Behandlung von fortgeschrittenen oder
metastasierenden Pankreaskarzinomen zugelassen.*¢-%8 AuRerdem konnte gezeigt werden,
dass Gemcitabin (2) ebenfalls gegen eine Reihe weiterer solider Tumore wirkt, dazu gehdren
Kolorektal-, Lungen-, Kopf- und Nacken-, Eierstock-, Brust-, und Nierenkarzinome.®3¢-
138,141,142 Gemcitabin (2) kann ebenfalls bei der Behandlung von bosartigen Erkrankungen des
Blutes eingesetzt werden, wie der akuten Leukamie.®
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Deoxycytidin (130) Gemcitabin (2) Cytarabin (1)

Abbildung 105: Darstellung von Desoxycytidin (130), Gemcitabin (2) und Cytarabin (1).143

Anders als Cytarabin (1), welches gute Ergebnisse bei der Behandlung von akuter Leukamie
bei Erwachsenen liefert, wirkt Gemcitabin (2) bei einer Vielzahl solider Tumore.'®"13° Die
Behandlung von soliden Tumoren ist oft schwierig, da die eingesetzten Medikamente nur
unzureichend in die Zellen aufgenommen werden, wodurch keine ausreichende intrazellulare
Konzentration des Wirkstoffs erreicht wird. Die Wirkung von Gemcitabin (2) auf diese Art von
Tumoren wird wahrscheinlich von den vielfaltigen, intrazellularen Wirkmechanismen
verursacht (s. Abbildung 106).136:139
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Abbildung 106: Darstellung der Wirkweise und Deaktivierung von Gemcitabin (2).136

Die Zellaufnahme von Gemcitabin (2) erfolgt Giber einen Nucleosidtransporter (nNTs).%136.137.139
Bei Gemcitabin (2) handelt es sich um ein Prodrug, das in der Zelle in seine aktiven Formen,
das Gemcitabindiphosphat 59 und -triphosphat 61, tiberfuihrt werden muss. Im ersten Schritt
wird Gemcitabin (2) durch die Desoxycytidinkinase in das Gemcitabinmonophosphat 132 tiber-
fuhrt.%136-143 Die Bildung des Gemcitabinmonophosphats 132 stellt den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt dar.*® AnschlieBend erfolgt die Phosphorylierungsreaktion zum
Diphosphat 59, diese wird durch die UMP-CMP-Kinase katalysiert. Das Gemcitabintriphosphat
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61 wird anschliel3end durch eine weitere Phosphorylierungsreaktion mithilfe von Nucleosid-
diphosphatkinasen gebildet.%136-139.141-143

Gemcitabin (2) weist verschiedene intrazellulare Wirkweisen auf, die zusammengenommen
zu einem selbstverstarkenden Effekt fiihren. Die Wirkung beruht auf verschiedenen Einflissen
auf die DNA-Synthese. Das Gemcitabintriphosphat 61 konkurriert mit dem Desoxycytidin-
triphosphat (dCTP) um den Einbau in den DNA-Strang. Gleichzeitig kann das Gemcitabin-
triphosphat 61 die DNA-Polymerase hemmen. Das Gemcitabindiphosphat 59 ist auRerdem ein
starker Inhibitor der Ribonucleotidreduktase (RR). Dies resultiert in einer Konzentrations-
abnahme der Desoxyribonucleotide, welche fir die DNA-Synthese notwendig sind und wo-
durch die Wirkung des Gemcitabintriphosphats 61 verstarkt wird, da sich die
Wahrscheinlichkeit des Einbaus in den DNA-Strang erhoht. Nach erfolgtem Einbau des
Gemcitabintriphosphats 61 und eines weiteren Desoxyribonucleotids kommt es anschlielRend
zum Kettenabbruch. Die nicht-endsténdige Position von Gemcitabin (2) verhindert ein weiteres
Wachsen des DNA-Strangs und gleichzeitig kann das Gemcitabintriphosphat 61 nicht von
DNA-Reparaturenzymen entdeckt und entfernt werden. Dieser Prozess ist als ,masked chain
termination” bekannt.%136-138.140-143 Ay ch wenn Gemcitabin (2) mehrere zellulare Ziele aufweist,
so beruht seine antiproliferative Wirkung hauptsachlich auf der Inhibierung der DNA-Synthese
und der daraus resultierenden Apoptose.*’

Die Verteilung von Gemcitabin (2) im Korper erfolgt nach intravendser Gabe schnell, allerdings
kommt es ebenfalls zu einer ztigigen Inaktivierung.*® Daflr existieren mehrere Angriffsorte,
so kann Gemcitabin (2) durch die Desoxycytidindesaminase und das Gemcitabinmono-
phosphat durch die Desoxycytidylatdesaminase hydrolysiert werden. Aufderdem kann die 5°-
Nucleosidkinase die Phosphorylierung riickgangig machen, wodurch aus dem Monophosphat
132 wieder Gemcitabin (2) erhalten wird.%136.137.141,143

Das Einsatzgebiet von Gemcitabin (2) in soliden Tumoren stellt ein wichtiges Behandlungsfeld
dar. Allerdings sind die genannten Inaktivierungsschritte hinderlich bei der erfolgreichen
Therapie. Deswegen soll durch die Verwendung des TriPPPro-Konzeptes eine intrazellulare
Freisetzung des Gemcitabintriphosphats 61 erreicht werden. Dadurch soll die Konzentration
der aktiven Spezies in der Zelle erhéht und gleichzeitig die Angriffspunkte der Inaktivierungen
minimiert werden. Ein Teil dieser Arbeit war folglich die Synthese von symmetrischen
Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen. Diese Verbindungen sollen anschlielend in
Proliferationsuntersuchungen hinsichtlich ihres Einflusses auf das Tumorwachstum untersucht

werden.
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6.3.2 Synthese des Gemcitabinmonophosphats

Die Synthese des Gemcitabinmonophosphats 132 wurde auf drei verschiedene Arten
betrieben. Zuerst wurde wiederum die Fm-Amiditroute gewdhlt, da diese Route bisher gute
Resultate geliefert hat (s. Abbildung 107).

NH, NHAc NH,
. (2 L L
HO-P-0 N0 HO N0 HO N0
% of ] of e— oF
H%Eta OHF AcO F OHF

132 134 2

Abbildung 107: Retrosyntheseschema der Gemcitabinmonophosphatsynthese tber die Fm-Amidit-
route.

Bei dieser Syntheseroute besteht der letzte Schritt aus der Kopplung des 3'-acetylgeschitzten
Gemcitabins 134 und Bis(fluorenylmethyl)phosphoramidit (76) sowie der Entfernung der
Schutzgruppen. Durch Verwendung einer orthogonalen Schutzgruppenstrategie kann die 3'-
Hydroxylgruppe von Gemcitabin (2) selektiv mit einer Acetylschutzgruppe versehen und damit
geschitzt werden, dadurch kénnen beim Kopplungsschritt Nebenreaktionen verhindert
werden. Das 3'-acetylgeschitzte Gemcitabin 134 wurde ausgehend von Gemcitabin (2)
dargestellt, indem zunachst an der 5‘-Hydroxylgruppe eine TBS-Schutzgruppe, dann eine
Acetylgruppe an der 3'-Hydroxylgruppe eingefihrt wurden und anschlieRend im nachsten
Schritt die TBS-Gruppe selektiv entfernt wurde.

Die Synthese des Gemcitabinmonophosphats 132 Uber die Fm-Amiditroute ist in Abbildung
108 dargestellt.
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NH2 ) rBscI (1.2 Aquiv) NHAc NHAc
| NN Rt, 24 h | XN . | N
2) Ac,0, (7.0 Aquiv.) NEts-3HF (6 Aquiv.)
HO N’go Rt, 24 h TBSO N’go Rt, 20 h HO N/&O
o Pyridin, 90% of CH,Cl,, 98% ok
OHF AcO F AcO F
2 135 134
. NHAc NH,
1) (FMO),PNiPr, (1.5 Aquiv.)
DCI (1.2 Aquiv.), Rt, 1 h 0 | SN 1) MeOH/EtsN/H,0 (1:1:1) 0 | =N
2) +BuOOH (1.5 Aquiv.) FmO-b-0 N Rt, 72 h HO-B-0 N/&O
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CH,Cl, 24% (iiber 2 Stufen) ®
AcO F HNEts  onF
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Abbildung 108: Synthese des Gemcitabinmonophosphats 132 Gber die Fm-Amiditroute.

Fir das Anbringen der beiden Schutzgruppen wurde Gemcitabin (2) in Pyridin geldst und mit
TBSCI 24 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Da die 5'-Hydroxylgruppe reaktiver ist und
nur ein geringer Uberschuss von TBSCI verwendet wurde, wurde sichergestellt, dass die TBS-
Schutzgruppe nur in der 5‘-Position eingefuhrt wurde. AnschlieBend wurde Essigsaure-
anhydrid zugegeben und erneut 24 Stunden geruhrt. Nach wéssriger Aufarbeitung und saulen-
chromatographischer Reinigung wurde das doppelt geschitzte Gemcitabin 135 in 90%
Ausbeute erhalten. Fir das Entfernen der TBS-Schutzgruppe wurde das doppelt geschitzte
Gemcitabin 135 in Dichlormethan gel6st und mit Triethylamin-Trihydrofluorid als Fluoriddonor
versetzt. Nach 20-stiindigem Rihren bei Raumtemperatur wurde Kieselgel zum Beenden der
Reaktion zugegeben, dadurch konnte Uberschiissiges Fluoridreagenz abreagieren. Nach
saulenchromatographischer Reinigung wurde das 3‘-acetylgeschiitze Gemcitabin 134 in einer
Ausbeute von 98% erhalten. Das 3‘-acetylgeschiitzte Gemcitabin 134 wurde anschlieRend in
Dichlormethan mit Bis(fluorenylmethyl)phosphoramidit (76) versetzt. Als Aktivator wurde DCI
(c =0.25 M in Dichlormethan) zugegeben und nach einer Stunde Rihren bei Raumtemperatur
wurde tert-Butylhydroperoxid (c =5.50 M in n-Decan) fur die Oxidation zugefuigt. Es wurde
eine weitere Stunde bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieBend das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung erfolgte durch automatisierte NP-Chromato-
graphie, da dadurch ein genauer und stetiger Gradient angewendet werden konnte. Trotzdem
konnte das Fm-geschiitzte Monophosphat 136 nicht rein dargestellt werden, da sowohl
Produkt als auch Verunreinigungen sich Uber viele Fraktionen gezogen haben und eine
vollstandige Abtrennung der Verunreinigungen zu hohen Ausbeuteverlusten gefiihrt hatte. Es
wurde an dieser Stelle darauf verzichtet, das Fm-geschitzte Monophosphat 136 vollstandig
zu reinigen, da die Abspaltung der Schutzgruppen trotzdem mdoglich ist. Zur Entfernung der
Schutzgruppen wurde das geschitzte Monophosphat 136 zundchst eine Stunde bei
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Raumtemperatur in einer Methanol/Triethylamin-Mischung (1:1 v:v) geruhrt, anschliel3end
wurde das gleiche Volumen Wasser zugegeben und es schloss sich Rihren fur 72 Stunden
an. Gemcitabinmonophosphat 132 konnte nach anschlielender automatisierter RP-
Chromatographie lediglich in einer Ausbeute von 24% Uber die beiden letzten Stufen erhalten
werden. Die geringe Ausbeute lasst sich dadurch erklaren, dass das Produkt bei der letzten
Saulenchromatographie tber viele Fraktionen verschmiert war. Dadurch kam es durch Uber-
lagerungen mit Verunreinigungen zur Bildung von Mischfraktionen, die nicht weiter gereinigt
werden konnten. Uber die Fm-Amiditroute konnte das Gemcitabinmonophosphat 132 in einer
Gesamtausbeute von 53% erhalten werden.

Da die Ausbeute im letzten Schritt der Fm-Amiditroute gering war, wurde versucht auch auf
anderem Wege das Monophosphat 132 darzustellen. Es sollte versucht werden, das Mono-
phosphat 132 in einer Phosphorylierungsreaktion direkt aus Gemcitabin (2) zu synthetisieren
und damit die aufwendige Schutzgruppenstrategie zu umgehen (s. Abbildung 109).

NH, NH,
SN SN
? | |
I /& /&
HO-P-0 N X0 HO N X0
Oe O-F | e— O-F
®
HNEts  OHF OHF
132 2

Abbildung 109: Retrosyntheseschema der direkten Phosphorylierungsreaktion fiir die Synthese des
Gemcitabinmonophosphats 132.

Eine bewahrte Methode fiir die Herstellung von Monophosphaten in einer direkten Phos-
phorylierungsreaktion ist die Methode nach Sowa und OucHI.1?® Bei dieser Syntheseroute wird
in einem ersten Schritt Phosphorylchlorid, Pyridin und Wasser (Stoffmengenverhéltnis 2:2:1)
bei 0 °C in Acetonitril geldst, dabei wird das Phosphorylierungsreagenz in situ gebildet (s.
Abbildung 110).
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POCI; + H,0 + CsHsN ——  POCI,(OH) + CsHsNH* CI U]
POCI(OH) + POCI3 + CsHsN ——>  P,05Cl, + CsHsNH* CI (I
CsHsNH* CI CsHsN*H +CI"
CsHsN*H +CI CsHsN + H*

PP e ]| B ‘opi-%@ o
Cl/él\o/él\CI 5T CI7LO7 LN Vs

Abbildung 110: in situ-Generierung des Phosphorylierungsreagenzes Trichlorpyrophosphopyridinium-
chlorid (l11).1%5

Phosphorylchlorid wurde durch Wasser zur Dichlorphosphorsaure (1) hydrolysiert. Diese
Hydrolyse erfolgte nur partiell, da mit einem Unterschuss Wasser gearbeitet wird. Anschlie-
Rend wurde die Dichlorphosphorséaure durch eine Reaktion mit Phosphorylchlorid in das Tetra-
chlorpyrophosphat (Il) Gberfuhrt. Fur den letzten Schritt der Bildung des aktiven Phosphory-
lierungsreagenzes wurde zunachst Pyridin aus Pyridiniumchlorid durch Abspaltung von HCI
regeneriert, anschlieBend erfolgte eine Reaktion des Tetrachlorpyrophosphats mit Pyridin zum
Trichlorpyrophosphopyridiniumchlorid (I1ll). Nach Bildung des Phosphorylierungsreagenzes
erfolgte die Zugabe des Nucleosids fur die Synthese des Nucleosidmonophosphats.

Die dargestellte Synthesemethode von Nucleosidmonophosphaten nach SowA und OucHI*?®
sollte fur die Synthese des Gemcitabinmonophosphats 132 verwendet werden (s. Abbildung
111).

1) POCI, (2.2 Aquiv.)
H,0 (1.4 Aquiv.)
Pyridin (2.4 Aquiv.)

NH . NH,
0 °C, 10 min
NN 2) Gemcitabin (1.0 Aquiv.) o SN
| /g 0°C,4h 1l
HO N0 3) Eis, Rt, 1 h HO-P-0 NS0
F o F
(0] (0]
CH4CN o °
OHF HNEt; OH F
2 132

Abbildung 111: Versuchte Synthese des Gemcitabinmonophosphats 132 via Sowa und Ouchi.

Fir diese Phosphorylierungsreaktion wurde Phosphorylchlorid in Acetonitril gelést und bei
0 °C tropfenweise mit Wasser und Pyridin versetzt. Es wurde zehn Minuten bei 0 °C geruhrt,
dabei bildete sich, wie im vorherigen Absatz beschrieben, das Phosphorylierungsreagenz. Es
folgte die Zugabe von Gemcitabin (2) und 4-stiindiges Ruhren bei 0 °C. Fir die Hydrolyse des
Produkts wurde die Reaktionsldsung auf Eiswasser gegossen und wiederum eine Stunde
geruhrt. Die anschlieBende Zugabe von festem Ammoniumhydrogencarbonat diente der
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Neutralisierung der Reaktionslésung. Anschlie@end wurde das Lésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Nach automatisierter RP-Saulenchromatographie konnte nur
das Edukt Gemcitabin (2) zurtickerhalten werden.

Eine andere Moglichkeit und im Arbeitskreis mittlerweile als Reaktion fiir die direkte Synthese
des Monophosphats aus dem Nucleosid etabliert ist die YOSHIKAWA-REAKTION (s. Abbildung
112). In Kapitel 6.1.6.1 wurde der Mechanismus der Reaktion bereits erlautert.

NH, NH,
~N P ~N
| /& 1) Protonenschwamm (2.0 Aquiv.), 0 | /&
HO N"No  POCk (1.2Aquiv), -15°C,1h  HO-P-0 NS0
oF 2) TEAB-Puffer, Rt, 1 h @Oe oF
Trimethylphosphat, 22%
OHF HNEts  on F
2 132

Abbildung 112: Synthese des Gemcitabinmonophosphats 132 via YOSHIKAWA-REAKTION.

Die Edukte Gemcitabin (2) und Protonenschwamm wurden zunéchst im Vakuum getrocknet,
damit die Reaktion unter moglichst trockenen Bedingungen stattfinden konnte. AnschlieRend
wurden sie mit Trimethylphosphat versetzt und auf -10 °C gekuhlt. Es folgte die tropfenweise
Zugabe von Phosphorylchlorid bei -10 °C. Dann wurde eine Stunde bei dieser Temperatur
gerihrt. Dabei kam es zur Bildung des Phosphordichloridats (s. Kapitel 6.1.6.1). Die
Reaktionsverfolgung erfolgte mittels RP-HPLC. Der Endpunkt der Reaktion war erreicht, als
die Zunahme der Nebenproduktesignale schneller erfolgte als die Abnahme des Eduktpeaks.
AnschlieRend wurde TEAB-Puffer zugegeben, wodurch das gebildete Phosphordichloridat
zum Monophosphat 132 hydrolysiert wurde. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass es
sich bei den Gegenionen um Triethylammoniumionen handelt. Das Lésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und Gemcitabinmonophosphat 132 durch automatisierte RP-
Chromatographie mit einem Gradienten aus TEAB-Puffer (0.05 M) und Acetonitril gereinigt.
Gemcitabinmonophosphat 132 wurde in einer Ausbeute von 24% erhalten. Die geringe
Ausbeute kann auch hier durch die problematische Reinigung mittels Sdulenchromatographie
begriindet werden. Es war ein Verschmieren des Produkts zu beobachten, dadurch kam es
ebenfalls zu einer Uberlagerung mit Verunreinigungen, die nur unter groBem Ausbeuteverlust
abgetrennt werden konnten. AufRerdem wurde durch die HPLC-Reaktionsverfolgung fest-
gestellt, dass sich bereits Nebenprodukte gebildet hatten, obwohl das Edukt noch nicht
vollstandig verbraucht war, dadurch ging ebenfalls Produkt verloren.
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6.3.3 Synthese der symmetrischen H-Phosphonate

Fur die Darstellung der symmetrischen Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56 mussten
zunachst die symmetrischen H-Phosphonate 137 synthetisiert werden (s. Abbildung 113).

o]

>\\R1
0 0
oA i
9
o- ||:\ H | e—
(0]
R1 /@) HO
o)\o
137 84

Abbildung 113: Retrosynthetische Darstellung der symmetrischen H-Phosphonate 137.

Die Darstellung der symmetrischen H-Phosphonate 137 sollte ausgehend von DPP (82)
erfolgen. In DPP (82) sollten durch Substitutionen mit den 4-(Hydroxymethyl)phenylalkanoaten
84 die Phenylsubstituenten ausgetauscht und dadurch das symmetrische H-Phosphonat 137
erhalten werden.

Die Synthese der symmetrischen H-Phosphonate 137 erfolgte &hnlich wie die Synthese der
unsymmetrischen H-Phosphonate 65 durch eine Umesterung mit DPP (82) im basischen
Milieu (s. Abbildung 114).

O

)L~R1
o] o]
oA
P (o)
DPP (1.0 Aquiv.), i
40°C,3h 0-P-H
- o]
HO Pyridin »
o)\o
84 137¢: R" = CgHq7 33%
(2.0 Aquiv.) 137e: R" = CyoHy( 70%

137f: R' = C4yHy3 57%

Abbildung 114: Synthese der symmetrischen H-Phosphonate 137.

Zunachst wurde DPP (82) in Pyridin geldst und anschlieRend mit 2.0 Aquivalenten 4-(Hydroxy-
methyl)phenylalkanoat 84 versetzt. Die Reaktionslésung wurde drei Stunden bei 40 °C



Kapitel 6: Ergebnisse und Diskussion 138

gerihrt. Danach wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Um sicher-
zustellen, dass kein Pyridin mehr vorhanden war, wurde zweimal mit Toluol und einmal mit
Dichlormethan coevaporiert. Die vollstandige Entfernung von Pyridin war sehr wichtig, da das
H-Phosphonat anschlielend aus Methanol umkristallisiert wurde und dies nur erfolgreich war,
wenn kein Pyridin mehr vorhanden war. Die symmetrischen H-Phosphonate 137 konnten in
mittleren bis guten Ausbeuten von 33-70% erhalten werden.

6.3.4 Synthese der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen

Die Darstellung der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56 sollte ebenfalls Uber die H-Phos-
phonatroute erfolgen (s. Abbildung 115).
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Abbildung 115: Retrosyntheseschema der Gemcitabin-TriPPPro-Synthese.

Fur die Synthese der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56 musste im letzten Reaktions-
schritt das Pyrophosphat 138 mit dem Gemcitabinmonophosphat 132 gekoppelt werden. Daflr
mussten die symmetrischen H-Phosphonate 137 zunachst in die entsprechenden Pyro-
phosphate 138 uberfuhrt werden.
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Die Synthese der Pyrophosphate 138 ausgehend von den H-Phosphonaten 137 ist in
Abbildung 116 dargestellt.

3 X
. :
o R ) 0" "R
1) NCS (2.0 Aquiv.),
50°C, 1h
2) Tetra- n-butylammonium-
(|)| phosphate (2.5 Aquiv.), 0 .
o-P-H 50°C, 1h 0-P-O-P-OH
o) CH43CN 0 Og
4 ®
j\ R1 NBU4
0”0 o)\o
137c: R' = CgHq7 138¢c: R' = CgH47 82%
137e: R' = C4gHy4 138e: R" = CygHy 87%
137f: R = CyqHys 138f: R' = CyyHy3 87%

Abbildung 116: Synthese der symmetrischen Pyrophosphate 138.

Die symmetrischen H-Phosphonate 137 wurden in Acetonitril gelést und mit 1-Methylimidazol
eine Stunde bei 50 °C gerihrt, dadurch erfolgte die Aktivierung mit NCS. AnschlieRend wurde
Tetra-n-butylammoniumphosphat (c = 0.40 M in Acetonitril) zur Reaktion gegeben und eine
weitere Stunde bei 50 °C geruhrt. Wahrend diesem Reaktionsschritt kam es durch den nucleo-
philen Angriff von Tetra-n-butylammoniumphosphat zur Bildung des Pyrophosphats 138. Die
Reinigung des Pyrophosphats 138 erfolgte durch Extraktionen mit Ammoniumacetat und
Wasser. Fir eine schnellere Phasentrennung, die eine Hydrolyse der empfindlichen Pyro-
phosphate 138 verhindern sollte, wurden die Losungen zentrifugiert. Die Pyrophosphate 138
wurden in Ausbeuten von 82-87% erhalten und aufgrund ihrer Instabilitdt ohne weitere Analyse
direkt fur die Folgereaktion eingesetzt.

Die frisch dargestellten Pyrophosphate 138 wurden im Reaktionsschritt mit Gemcitabin-
monophosphat 132 zu den TriPPPro-Verbindungen 56 weiter umgesetzt (s. Abbildung 117).
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Abbildung 117: Synthese der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56.

Das entsprechende symmetrische Pyrophosphat 138 wurde analog zu den second-generation
Pyrophosphaten in Kapitel 6.1.3 durch eine Reaktion mit TFAA bei 0 °C in Acetonitril zum
gemischten Anhydrid umgesetzt. Nicht verbrauchtes TFAA wurde anschlielend unter
vermindertem Druck und durch Coevaporieren mit Acetonitril entfernt. Anschlieend wurde
der Rickstand in DMF gelést und mit 1-Methylimidazol versetzt. Ein Wechsel des
Lésungsmittels war notwendig, da sich das Gemcitabinmonophosphat 132 nicht ausreichend
in Acetonitril I6ste. Durch die Reaktion mit 1-Methylimidazol wurde das Imidazolidat gebildet.
Durch die Elektrophilieerhhung des Phosphoratoms wurde der Angriff des Gemcitabin-
monophosphats 132 beginstigt. Die Reaktion wurde fiinf Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt und anschlieBend das Losungsmittel entfernt. Der Endpunkt wurde durch eine
Reaktionsverfolgung via RP-HPLC (Methode B) bestimmt. Es erfolgte eine Vorreinigung
mittels automatisierter RP-Chromatographie, dann wurden die Gegenionen mit einer Dowex-
Kationenaustauscherséaule zu Ammoniumionen gewechselt. Zur vollstandigen Reinigung der
TriPPPro-Verbindungen 56 waren anschlieBend noch jeweils zwei weitere RP-
Chromatographien notwendig. Die Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56 konnten in
Ausbeuten von 21-35% dargestellt werden.
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6.3.5 Synthese des Gemcitabintriphosphats

Die Darstellung des Gemcitabintriphosphats 61 sollte durch eine direkte Phosphorylierungs-
reaktion erfolgen (s. Abbildung 118).
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Abbildung 118: Retrosyntheseschema der Triphosphatsynthese.

Bei der Synthese des BCNA-Triphosphats 60 in Kapitel 6.1.6.1 nach der Methode von LUDWIG
und ECKSTEIN!614% konnte das Triphosphat 60 lediglich in einer Ausbeute von 16% und nach
aufwendiger sdulenchromatographischer Reinigung erhalten werden. Deswegen wurde nach
alternativen Synthesewegen gesucht. Von MOHAMADY et al.**¢ wurde eine Methode entwickelt,
bei der ausgehend vom geschitzten Nucleosid das 5'-Triphosphat durch eine Reaktion mit
Trimetaphosphat 139 dargestellt wird (s. Abbildung 119).

1. Mts-Cl, DABCO
Pyridin, Rt, 1 min

@O 2. Nucleosid, 5 min o (IDI 9 O
o B0 HO 3. Phthalimid, Rt, 24 h 0—-P-0-B-0-P-0
o g 4 B 4.H,0/MeOH/NEt;, 24 h S &8 B
0.0 ° e B % o
0" Q R' R! 70 -80% R! R
139 B=A, G"° CcA° U 108

R'=0OAc
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Abbildung 119: Synthese des Nucleosidtriphosphats 108 durch eine Reaktion des Trimetaphosphats
139 mit einem geschitzten Nucleosid 140.146

Das Trimetaphosphat 139 wird mit Mesitylensulfonylchlorid (Mts-Cl) und 1,4-Diaza-
bicyclo[2.2.2]octan (DABCO) in Pyridin zur Reaktion gebracht und anschlielend wird das
geschitzte Nucleosid 140 zugegeben. Durch Zugabe eines Puffers wird das Produkt 108
freigesetzt.146

Es sollte zunachst versucht werden, Gemcitabintriphosphat 61 durch Reaktion mit Trimeta-
phosphat 139 tber die Methode von MOHAMADY et al.'*® darzustellen (s. Abbildung 120). Das
bendtigte Trimetaphosphatreagenz musste fur die Reaktion frisch hergestellt werden. Da es
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in Lésung nicht lange stabil war, wurde es tber Molsieb und unter Schlenckbedingungen bei -
20 °C gelagert. Das in dieser Arbeit verwendete Trimetaphosphat 139 wurde von JULIAN WITT
zur Verfligung gestellt.

1) Trimetaphosphat (4.0 Aquiv.),

NHAC DABCO (4.5 Aquiv.), NH,
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PN Rt, 5 min ) ? 9 9 L
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F Rt, 24 h; F
O- O@ O@ O@
® ® ®
AcO F HNEt; HNEt; HNEt; OHF
134 61

Abbildung 120: Versuchte Synthese des Gemcitabintriphosphats 61 tiber die Trimetaphosphatroute.

Trimetaphosphat (139, ¢ = 0.5 M in Pyridin) wurde mit DABCO und Mesitylensulfonylchlorid
versetzt. Nach kurzer Durchmischung wurde das 3'-acetylgeschitzte Gemcitabin 120 hinzu-
gefligt und vier Minuten bei Raumtemperatur gertihrt. Es erfolgte die Zugabe von Phthalimid,
anschlieRend wurde die Reaktionsmischung 24 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Fir die
Beendigung wurde Triethylammoniumacetatpuffer zugegeben und dann mit Chloroform
gewaschen. Die wassrige Phase wurde abgetrennt und durch Gefriertrocknung vom Wasser
befreit. Der erhaltene Rickstand wurde in einer Wasser/Methanol/Triethylamin-Mischung
(10:22:3 v:v:v) geldst und 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Nach der Entfernung des
Lésungsmittels erfolgten mehrere automatisierte RP-Saulenchromatographien. Das Produkt
61 konnte dabei nur in sehr geringen Mengen erhalten werden. Es wurde hauptséachlich das
Edukt 134 wiedergewonnen.

Als néchstes sollte nun die YOSHIKAWA-REAKTION (s. Kapitel 6.1.6.1) versucht werden (s.
Abbildung 121).115116119 Damit konnte bereits erfolgreich das BCNA-Triphosphat 60
dargestellt werden, wenn auch in einer geringen Ausbeute.

1) Protonenschwamm (2.0 Aquiv.),
POCI; (1.2 Aquiv.), -15 °C, 15 min

NH, 2) Tributylammoniumpyrophosphat (2.5 Aquiv.), NH;
N Tributylamin (6.0 Aquiv.), -15 °C, 40 min; XN
| ,& 3) TEAB Puffer (1 M), Rt, 45 min; 6 o 0 | ,&
HO N~ 0 4) Sephadex- + RP-Chromatographie HO-P-0-P-0-P-0 N0
%O-’; Trimethylphosphat, 18% o@ O@ O@ oFf
® ® ®
OHF HNEt; HNEt; HNEt; OH F
2 61

Abbildung 121: Synthese des Gemcitabintriphosphats 61 via YOSHIKAWA-REAKTION.
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Fur die Reaktion wurden zun&chst Gemcitabin (2) und Protonenschwamm im Vakuum
getrocknet, dadurch sollte restliche Feuchtigkeit entfernt und Nebenreaktionen mit Phosphoryl-
chlorid verhindert werden. AnschlieRend wurden die beiden Substanzen in Trimethylphosphat
gelost und bei -15°C tropfenweise mit Phosphorylchlorid versetzt. Durch die niedrige
Temperatur und die langsame Zugabe sollte eine Mehrfachreaktion mit Phosphorylchlorid
vermieden werden. Es wurde 15 Minuten bei -15 °C geruhrt. Bei diesem Reaktionsschritt
wurde das Phosphordichloridat gebildet, welches im nachsten Schritt durch Zugabe von
Tributylammoniumpyrophosphat und Tributylamin zum Triphosphat 61 reagiert. Die Reaktion
wurde mittels RP-HPLC verfolgt. Der Endpunkt der Reaktion war nach 40 Minuten bei -15 °C
erreicht, ab diesem Zeitpunkt nahm die Bildung der Nebenprodukte starker zu als die Bildung
des Produkts 61. Zur Hydrolyse wurde TEAB-Puffer (1M) zugegeben und 45 Minuten bei
Raumtemperatur gertuihrt. In diesem Reaktionsschritt erfolgte ebenfalls der Austausch der
Gegenionen zu Triethylammoniumionen. Es waren mehrere Reinigungsschritte Uber auto-
matisierte Sephadex- und RP-Chromatographien notwendig, damit das Gemcitabintriphosphat
61 rein erhalten werden konnte. Die Ausbeute der Reaktion betrug lediglich 18%. Der Grund
dafir liegt in den vielen notwendigen Chromatographieschritten, die durchgefiihrt werden
mussten, um das Produkt sauber zu erhalten.

6.3.6 Synthese des Gemcitabindiphosphats

Die Synthese des Gemcitabindiphosphats 59 soll Giber eine Variante der YOSHIKAWA-REAKTION
erfolgen.’?? Diese Reaktion konnte bereits mehrfach erfolgreich eingesetzt werden,
beispielsweise bei der erfolgreichen Synthese des BCNA-Diphosphats 58 (s. Abbildung 122).

1) Protonenschwamm (2.0 Aquiv.),
POCI; (1.2 Aquiv.), -15 °C, 15 min

NHz 2) Tetrabutylammoniumphosphat (2.50 Aquiv.), NH
N Tributylamin (6.00 Aquiv.), -15 °C, 40 min; N
| Y 3) TEAB Puffer (1 M), Rt, 45 min; o 0 | IS
HO N~ 0 4) Sephadex- + RP-Chromatographie HO-P-0O-P-0 N~ o
of Trimethylphosphat, 28% o o of
. : @ ®
OH F Nebenprodukt: 5% Triphosphat HNEt, HNEt; OH F
2 59

Abbildung 122: Synthese des Gemcitabindiphosphats 59 via YOSHIKAWA-REAKTION.

Vor Reaktionsbeginn wurden Gemcitabin (2) und Protonenschwamm im Vakuum getrocknet.
Die beiden Edukte wurden anschlieend in Trimethylphosphat gelost, bei -15°C mit
Phosphorylchlorid versetzt und 15 Minuten bei dieser Temperatur geruhrt, dabei bildete sich
das Phosphordichloridat. Durch Zugabe von Tetra-n-butylammoniumphosphat (c = 0.40 M in
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Acetonitril) und Tributylamin im nachsten Reaktionsschritt wurde das Phosphordichloridat zum
Diphosphat 59 umgesetzt. Die Reaktion wurde mittels RP-HPLC verfolgt. Als Endpunkt der
Reaktion wurde der Zeitpunkt festgelegt, ab dem sich Nebenprodukte bildeten. Bei der
YOSHIKAWA-REAKTION ist es einfacher das Edukt abzutrennen als die Nebenprodukte,
deswegen wird die Reaktion beendet, wenn sich Nebenprodukte bilden und nicht wenn das
Edukt vollstandig umgesetzt wurde. Nach dem Reaktionsende wurde TEAB-Puffer zugegeben
und 45 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. In diesem Reaktionsschritt wurde das Produkt
hydrolysiert und die Gegenionen zu Triethylammoniumionen getauscht. Die anschlie3ende
Reinigung des Produkts erfolgte Uber mehrfache automatisierte Sephadex- und RP-
Chromatographien. Das Gemcitabindiphosphat 59 konnte durch Verwendung der YOSHIKAWA-
REAKTION in einer Ausbeute von 28% erhalten werden. Bei dieser Reaktion wurde ebenfalls
das Gemcitabintriphosphat 61 als Nebenprodukt erhalten, die Ausbeute lag bei 5%. Der Grund
fur die Bildung des Triphosphats 61 wurde in Kapitel 6.1.6.2 beschrieben.

6.3.7 Hydrolyse der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen

Die dargestellten Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56 sollten ebenfalls auf ihnre chemische
und enzymatische Stabilitat sowie den Einfluss eines CEM/0-Zellmediums untersucht werden.
Da diese TriPPPro-Verbindungen 56 zwei spaltbare AB-Maskierungseinheiten besitzen, unter-
scheidet sich der erwartete Hydrolyseverlauf von den bisher in dieser Arbeit untersuchten
second-generation TriPPPro-Verbindungen 53 und 55 (s. Abbildung 123).
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Abbildung 123: Erwarteter Hydrolyseverlauf der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56.

Bisherige Studien von GOLLNEST’?, REIMER®® und WITT!!* haben gezeigt, dass die Hydrolyse
der symmetrischen TriPPPro-Verbindungen hauptséachlich zu dem Angriff des Nucleophils auf
die Acyloxyfunktion der AB-Maskierungseinheit fihrt (roter Weg). AnschlieBend wird die
Maskierungseinheit durch Elektronenpaarverschiebungen abgespalten, wobei das mono-
maskierte Intermediat 141 erhalten wird. Da auch hier eine Maskierungseinheit vorhanden ist,
kann diese ebenfalls von einem Nucleophil angegriffen und abgespalten werden. Durch die
Entfernung der zweiten Maskierungseinheit wird dann das Triphosphat 61 freigesetzt. Jedoch
kann das Nucleophil auch bei den symmetrischen TriPPPro-Verbindungen 56 die Phosphor-
anhydridbindungen des Prodrugs 56 angreifen, wodurch das Diphosphat 59 (griner Weg)
bzw. das Monophosphat 132 (orangener Weg) gebildet werden kdnnen.
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6.3.7.1 PBS-Hydrolyse

Fur die Bestimmung der chemischen Stabilitdt wurde die Hydrolyse in PBS-Puffer
durchgefuhrt. Das genaue Vorgehen entspricht dem in Kapitel 6.1.7.1 vorgestellten Ablauf. In
Tabelle 14 sind die errechneten Halbwertszeiten fir die Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen
56 dargestellt. Bei den symmetrischen TriPPPro-Verbindungen 56 kénnen zwei Halbwerts-
zeiten berechnet werden. Die erste Halbwertszeit berticksichtigt die Abspaltung der ersten AB-
Maskierungseinheit und die zweite Halbwertszeit die Abspaltung der zweiten AB-Maske.

Tabelle 14: Ubersicht der ermittelten Halbwertszeiten der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56.

TriPPPro- Gem-01 Gem-02 Gem-03
Verbindung
Verbindung 56¢ 56e 56f
Ri1 CgHa7 CioH21 Ci1H23
PBS tu2(1) [h] 19 20 17
PBS t12(2) [h] 115 99 87

Die Stabilitat der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56 ist etwas geringer als die von
GOLLNEST’* und WIiTT!4 ermittelten Werte fuir symmetrische BCNA- 53 oder 5-FdU-TriPPPro-
Verbindungen 55 (Halbwertszeiten BCNA: 26 — 45 Stunden, 5-FdU: 37 Stunden). Dies deckt
sich mit der Beobachtung von GOLLNEST,’! dass eine Aminofunktion in der Baseneinheit die
Halbwertszeit verkirzt.

Die Stabilitat der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen Gem-01 (56¢, CgHi7-Maske) und Gem-
02 (56e, CioH21-Maske) liegt in einem ahnlichen Bereich. Bei Gem-03 (56f, C11H23-Maske) liegt
die geringste Stabilitdt von allen untersuchten Prodrugs vor. Bereits bei der PBS-Hydrolyse
der BCNA-TriPPPro-Verbindungen wies das Prodrug mit einer CiiHzs-Maskierung die
geringste Stabilitat auf. Bei den drei untersuchten Prodrugs 56 wurde zunachst das
monomaskierte Intermediat 141 und anschlieRend das Triphosphat 61 freigesetzt. Der
stufenweise Ablauf der Hydrolyse von der TriPPPro-Verbindung 56 zum Triphosphat 61 kann
in den Chromatogrammen beobachtet werden. So sinkt zun&chst die Konzentration des
Prodrugs 56 und der Peak der monomaskierten Verbindung 141 wachst. Ist die eingesetzte
TriPPPro-Verbindung 56 fast vollstdndig abgebaut worden, nimmt auch der Peak der
monomaskierten TriPPPro-Verbindung 141 ab, da ab diesem Zeitpunkt dessen Hydrolyse im
Vergleich zu dessen Bildung Uberwiegt. Gleichzeitig steigt der Triphosphatpeak.
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Bei Gem-03 (56f) kommt es offensichtlich zur Bildung von Mizellen, dies wiirde die Verkiirzung
der Halbwertszeit erklaren und wurde bereits bei den Hydrolysen der BCNA- 53 und 5-FdU-
TriPPPro-Verbindungen 55 mit langerer Alkylkette beobachtet. Die vorhandenen Nucleophile
konnen durch die Mizellenbildung leichter an den Phosphoranhydridbindungen angreifen,
wodurch das Prodrug schneller abgebaut und die Halbwertszeit verkiirzt wird. Ein weiteres
Indiz fur die Mizellenbildung ist, dass die Diphosphatmenge mit steigender Kettenldnge
ansteigt. So liegt der Anteil an Diphosphat 59 im Vergleich zur monomaskierten TriPPPro-
Verbindung 141 bei Gem-01 (56c¢) bei 10-13%, bei Gem-02 (56€) bei 10-16% und bei Gem-
03 (56f) bei 14-22%. Der Diphosphatanteil der symmetrischen Prodrugs 56 ist kleiner als bei
den second-generation TriPPPro-Verbindungen 53 und 55, da auch die Halbwertszeiten
geringer sind und es somit schneller zur Abspaltung der Maskierungseinheit kommt. Bereits
der Vergleich der einzelnen Hydrolysen (PBS, PLE, CEM/0) bei BCNA-06 (53fz) hat gezeigt,
dass eine Verkurzung der Halbwertszeit zu einem geringeren Einfluss der Spaltung der
Phosphoranhydridbindung und dadurch zu weniger Diphosphatbildung fuhrt.

Fur den Abbau des Intermediats 141 zum Triphosphat 61 kann die zweite Halbwertszeit
bestimmt werden. Dafir wird die Hydrolyse des Intermediats 141 nach vollstdndigem
Verbrauch des Prodrugs 56 betrachtet. Die zweiten Halbwertszeiten der Gemcitabin-TriPPPro-
Verbindungen 56 sind mit 87-115 Stunden um den Faktor 5-6 groR3er als die entsprechenden
ersten Halbwertszeiten. Nach Abspaltung der ersten AB-Maskierungseinheit liegt an der y-
Phosphatgruppe eine zuséatzliche negative Ladung vor, dadurch wird der Angriff auf die zweite
Maskierungseinheit erschwert und dieser findet langsamer statt. Bei den zweiten Halb-
wertszeiten der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56 ist ein eindeutiger Trend zu erkennen,
je langer der Alkylrest ist, desto schneller wird die Verbindung hydrolysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Hydrolyse der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56 zur
Bildung der monomaskierten TriPPPro-Verbindung 141 fuhrt und aus dieser Verbindung
selektiv das Triphosphat 61 freigesetzt wird. Der Verlauf der Hydrolyse folgte somit dem
postulierten Ablauf aus Abbildung 123. Die erhaltenen Ergebnisse stimmen mit den Studien
von GOLLNEST’Y, REIMER®® und WITT* (berein, die bereits symmetrische TriPPPro-
Verbindungen von anderen Nucleosiden untersucht haben.

Fir eine genauere Betrachtung des Verlaufs soll nun die Hydrolyse von Gem-03 (56f)
analysiert werden. In Abbildung 124 sind die erhaltenen Chromatogramme dargestellt.
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Abbildung 124: Darstellung des Hydrolyseverlaufs von Gem-03 (56f) in PBS-Medium.

Die Konzentration des Prodrugs 56f nimmt von Beginn an kontinuierlich ab. Bei den bisher
untersuchten second-generation BCNA- 53 und 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 kam es
aufgrund der hoheren Stabilitat in PBS erst hach mehreren Stunden zu einer Abnahme der
Prodrugkonzentration. Zu Beginn der Hydrolyse von Gem-03 (56f) wird ausschliel3lich die
monomaskierte TriPPPro-Verbindung 141f gebildet. Nach vier Stunden ist auRerdem ein
kleiner Diphosphatpeak 59 zu erkennen. Dessen Konzentration steigt zunachst nur langsam
an, es kommt also nur bei einem kleinen Teil des Prodrugs 56f zum Bruch der Phosphor-
anhydridbindung. Die monomaskierte TriPPPro-Verbindung 141f stellt im ersten Teil das
Hauptprodukt der Hydrolyse dar. Da diese Verbindung noch eine abspaltbare Maskierungs-
einheit aufweist, kommt es nach 24 Stunden zur Freisetzung des Triphosphats 61. Das
Prodrug 56f wird im weiteren Verlauf vollstéandig abgebaut und ist nach 97 Stunden verbraucht.
Die Konzentration der monomaskierten TriPPPro-Verbindung 141f steigt wahrenddessen
weiter an und hat bei 48 Stunden den hochsten Wert. Anschliel3end Uberwiegt der Abbau der
Verbindung zum Triphosphat 61 und die Konzentration sinkt. Der Anteil des Triphosphats 61
steigt bis zum vollstandigen Verbrauch der monomaskierten TriPPPro-Verbindung 141f an.
Nach 530 Stunden Inkubationszeit ist das Intermediat 141f aufgebraucht und das Triphosphat
61 ist nun das Hauptprodukt der Hydrolyse. Es kommt ebenfalls zur Bildung einer geringen
Menge Monophosphat 132 und einer beachtlichen Menge Nucleosid 2. Das Monophosphat
132 wird wahrscheinlich durch die Hydrolyse des Diphosphats 59 gebildet, dafir wirde die
geringe Konzentration sprechen. Der Ursprung des Nucleosids 2 konnte nicht ermittelt werden,
es ist allerdings zu erkennen, dass es gleichzeitig mit dem Abbau der monomaskierten
Verbindung 141f gebildet wird, ein Zusammenhang wirde folglich nahe liegen.
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Fir eine genaue Analyse des Verlaufs der PBS-Hydrolyse von Gem-03 (56f) ist in
Abbildung 125 der Verlauf der Konzentration der einzelnen Verbindungen dargestelit.

PBS-Hydrolyse von Gem-03 (56f)
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Abbildung 125: Graphische Darstellung der PBS-Hydrolyse von Gem-03 (56f).

Fur die Hydrolyse von Gem-03 (56f) in PBS geht aus dieser Darstellung hervor, dass das
Prodrug 56f bereits zu Beginn rasch und innerhalb von knapp 100 Stunden vollstandig abge-
baut wird. Gleichzeitig steigt die Konzentration der monomaskierten TriPPPro-Verbindung
141f in den ersten 47 Stunden stark an. Anschliel3end Uberwiegt der Abbau zum Triphosphat
61 und der Anteil der monomaskierten Verbindung 141f sinkt. Die Triphosphatkonzentration
nimmt ab 47 Stunden konstant zu und stellt nun das Hauptprodukt der Hydrolyse dar. Das
Diphosphat 59 wird zunachst aus dem Prodrug 56f gebildet, dies lasst sich an dem starken
Konzentrationsanstieg zu Beginn der Hydrolyse beobachten. Die langsame Konzentrations-
zunahme des Diphosphats 59 im spateren Verlauf der Hydrolyse deutet auf eine hohe Stabilitéat
des Triphosphats 61 in PBS-Puffer hin, wodurch nur wenig Diphosphat 59 freigesetzt wird. Fir
eine bessere Ubersichtlichkeit wurde auf die Darstellung des Monophosphats 132 und
Nucleosids 2 verzichtet. In dieser Abbildung ist anhand der vorhandenen Konzentra-
tionsmaxima gut zu erkennen, dass das Prodrug 56f zundchst zum Intermediat 141f und
dieses anschlieBend zum Triphosphat 61 umgesetzt wird. Der Verlauf der Hydrolyse folgte
somit dem in Abbildung 123 dargestellten Mechanismus.
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6.3.7.2 PLE-Hydrolyse

Durch die Hydrolyse von Gem-03 (56f) im PLE-Medium soll der Einfluss des Enzyms auf die
Stabilitat der symmetrischen TriPPPro-Verbindung untersucht werden (s. Tabelle 15). Es
sollte analysiert werden, ob das Enzym eine schnellere Abspaltung der Maskierungseinheiten
und damit eine schnellere Freisetzung des Triphosphats bewirkt.

Tabelle 15: Halbwertszeiten der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56 bei der PBS- und PLE-

Hydrolyse.
TriPPPro- Gem-01 Gem-02 Gem-03
Verbindung

Verbindung 56¢ 56e 56f
R1 CgHa7 CioH21 C11H23

PBS tu2(1) [h] 19 20 17

PBS t12(2) [h] 115 99 87

PLE t12(1) [h] - - 6.4

In Tabelle 15 sind die errechneten Halbwertszeiten der PBS-Hydrolyse und die Halbwertszeit
von Gem-03 (56f) im PLE-Medium dargestellt. Das Prodrug wird durch das Enzym fast dreimal
so schnell abgebaut. Eine Bestimmung der zweiten Halbwertszeit war bei der PLE-Hydrolyse
von Gem-03 (56f) nicht méglich, da die Konzentration der monomaskierten TriPPPro-
Verbindung bis zum Ende noch angestiegen ist. Die Hydrolyse von Gem-03 (56f) in PLE soll
nun genauer betrachtet werden (s. Abbildung 126).
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Abbildung 126: PLE-Hydrolyse von Gem-03 (56f).

Der bereits in der Nullprobe vorhandene Anteil an Intermediat 141f stammt aus einer
Zersetzung der TriPPPro-Verbindung 56f wahrend der Lagerung und konnte aufgrund der
geringen Konzentration vernachlassigt werden. Wahrend des gesamten Hydrolyseverlaufs ist
eine eindeutige Abnahme der Prodrugkonzentration und gleichzeitige Freisetzung der mono-
maskierten TriPPPro-Verbindung 141f zu beobachten. Nach finf Stunden ist aul3erdem
bereits ein Triphosphatpeak zu erkennen. Durch den Einfluss des Enzyms wird der Abbau des
Intermediats 141f zum Triphosphat 61 ebenfalls beschleunigt. Der Anteil der Prodrug-
konzentration sinkt konstant, innerhalb der betrachteten 24 Stunden wird es allerdings nicht
vollstandig abgebaut. Die Konzentration des Intermediats 141f steigt noch bis zu zehn
Stunden Inkubationszeit an, anschlieend tberwiegt dessen Abbau und der Anteil sinkt. Die
Konzentration des Triphosphats 61 steigt an und bildet nach 24 Stunden das Hauptprodukt.
Der Verlauf der Hydrolyse folgt dem Mechanismus aus Abbildung 123, er ist allerdings im
Vergleich zum PBS-Medium beschleunigt. Es ist auch hier ein kleiner Anteil von Di- 59 und
Monophosphat 132 zu erkennen, dessen Ursprung konnte nicht eindeutig geklart werden, da
beide erst spater gebildet wurden und somit aus mehreren Verbindungen entstehen kdnnten.
Auch bei dieser Hydrolyse kommt es zur Bildung des Nucleosids 2. Eine Freisetzung aus der
monomaskierten Verbindung 141f wie bei der PBS-Hydrolyse kdnnte auch hier der Ursprung
dieser Verbindung 2 sein.
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6.3.7.3 Hydrolyse in CEM/0-Zellextrakten

Fur eine realistische Darstellung des Verhaltens von Gem-03 (56f) im biologischen Umfeld
wurde die Verbindung in CEM/0-Zellextrakten inkubiert. Das Vorgehen entspricht dabei den in
Kapitel 6.1.7.3 beschriebenen Verfahren. In Abbildung 127 ist der Verlauf der CEM/0-Zell-
extrakthydrolyse dargestellt.
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Abbildung 127: Hydrolyseverlaufs von Gem-03 (56f) im CEM/0-Zellextrakten.

Die verwendete Substanz war aufgrund einer langeren Lagerung bereits zu einem Teil in das
Intermediat 141f gespalten worden. Die Konzentration von Gem-03 (56f) sinkt bei der
Zellextrakthydrolyse schneller als in den vorhergehenden Hydrolysen. Die berechnete Halb-
wertszeit liegt bei 5.8 Stunden. Gleichzeitig steigt auch die Konzentration des Intermediats
141f schneller an. Das Prodrug 56f wird bei der Hydrolyse hauptsachlich in das Intermediat
141f Gberflhrt. Nach sechs Stunden beginnt dessen Konzentration allerdings zu sinken, da ab
diesem Zeitpunkt die Verbindung schneller zum Triphosphat 61 abgebaut als sie nachgebildet
wird. Die Konzentration des Triphosphats 61 steigt wahrend der gesamten Hydrolyse langsam
an. Die Signale von Diphosphat 59 und von Monophosphat 132 werden von Zellbestandteilen
Uberlagert, wodurch eine genaue Bestimmung der Konzentration verhindert wird. Es ist
allerdings gut zu erkennen, dass deren Konzentrationen schneller ansteigen als die des
Triphosphats 61. Vermutlich stellt auch das Monophosphat 132 am Ende das Hauptprodukt
der Hydrolyse dar.
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6.3.7.4 Hydrolyse des Gemcitabindiphosphats und -triphosphats

Die Hydrolysen in PBS und PLE sollten ebenfalls von Gemcitabindiphosphat 59
und -triphosphat 61 durchgefihrt werden. Dadurch sollte die Stabilitat dieser Verbindungen
bei den Hydrolysen der TriPPPro-Verbindungen und Zellproliferationstests ermittelt werden
konnen.

Es wurde festgestellt, dass die Stabilitat dieser Verbindungen in PBS-Puffer sehr hoch ist. Die
Halbwertszeit des Diphosphats 59 liegt bei 2310 Stunden. Es konnte wahrend der Hydrolyse
erst nach tUber 200 Stunden eine Abnahme der Verbindungskonzentration beobachtet werden,
gleichzeitig wurde nur ein sehr kleiner Teil Monophosphat 132 gebildet. Die Stabilitat des
Triphosphats 61 ist mit einer Halbwertszeit von 3466 Stunden ebenfalls sehr hoch. Die
Konzentration des Triphosphats 61 nahm Uber die gesamte Hydrolyse nur geringflgig ab, es
wurde folglich nur wenig Diphosphat 59 gebildet. Im Anschluss wurden PLE-Hydrolysen
durchgefuhrt, damit der Einfluss des Enzyms auf die Stabilitdt der Verbindungen analysiert
werden konnte. Fur das Diphosphat 59 wurde dabei eine Halbwertszeit von 231 Stunden
berechnet. Es wurde nur eine sehr geringe Abnahme des Diphosphatanteils beobachtet und
aufgrund einer zu geringen Konzentration kein Produkt detektiert. Die PLE-Hydrolyse des
Gemcitabintriphosphats 61 lieferte ebenfalls eine sehr hohe Halbwertszeit von 139 Stunden.
Obwonhl der Triphosphatanteil 61 nur leicht zuriickging, konnte die Bildung des Gemcitabin-
diphosphats 59 beobachtet werden. Ein Vergleich der Halbwertszeiten in PBS- und PLE-
Medium zeigt einen groRen Einfluss von PLE auf die Stabilitdt der Verbindungen 59 und 61,
die Hydrolyse findet unter Enzymbeteiligung deutlich schneller statt.

Die hohe Stabilitat von Gemcitabindiphosphat 59 und -triphosphat 61 legt nahe, dass sie
wahrend der bereits durchgefiihrten Hydrolysen der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56
sowie bei den Proliferationsuntersuchungen stabil sind und die Ergebnisse nicht beeinflussen.

6.3.7.5 Fazit der Hydrolysen der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen

Bei allen untersuchten Verbindungen wurde die Gemcitabin-TriPPPro-Verbindung 56 zur
monomaskierten TriPPPro-Verbindung 141 und anschlie@Bend zum Triphosphat 61
hydrolysiert. Der Verlauf folgte somit dem in Abbildung 123 postulierten Mechanismus. Bei
der PBS-Hydrolyse war kein Einfluss der Kettenlange auf die Stabilitdt zu beobachten. Es
konnte allerdings mit steigender Kettenlange vermehrt Mizellenbildung und die Freisetzung
des Diphosphats 59 beobachtet werden. Durch die Hydrolyse im PLE-Medium konnte die
Freisetzung des Triphosphats 61 beschleunigt werden. Dabei spielte die Spaltung zum
Diphosphat 59 keine Rolle. Uberraschend waren die Ergebnisse der Gemcitabin-TriPPPro-
Verbindung 56 im CEM/0-Zellextrakt. Hier wurde ebenfalls der Abbau des Prodrugs 56 zum
Intermediat 141 und anschlieBend zum Triphosphat 61 beobachtet, allerdings war der
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erhaltene Diphosphatanteil 59 hoher. Dessen Konzentration konnte aufgrund einer Signal-
Uberlagerung mit Zellbestandteilen nicht eindeutig bestimmt werden. Die Hydrolysen von
Diphosphat 59 und von Triphosphat 61 ergaben sowohl fiir das PBS- als auch fur das PLE-
Medium sehr hohe Stabilitdéten und es wurde nur beim Triphosphat 61 ein geringer Abbau
beobachtet. Der Abbau vom Diphosphat 59 oder vom Triphosphat 61 sollte also weder bei den
Hydrolysen der TriPPPro-Verbindungen 56 noch bei den Zelltests eine Rolle spielen.

6.4 Zellproliferationstests der Gemcitabin- und 5-FdU-TriPPPro-

Verbindungen

Die Proliferationsstudien der Gem- und 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen wurden von PROF. DR.
UDO SCHUMACHER und SIMON REMUS am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE)
durchgefiuhrt. Auf diese Weise sollte die Wirksamkeit und eine eventuelle Verbesserung der in
dieser Arbeit dargestellten TriPPPro-Verbindungen im Vergleich zu Gemcitabin (2) untersucht
werden. Es wurde die XTT-Methode verwendet.

Durch das Vorliegen von Zellschadigungen ist die betroffene Zelle nicht mehr in der Lage den
fur ihre Funktionen und ihr Wachstum bendétigten Energiehaushalt aufrechtzuerhalten. Die
metabolische Aktivitat einer Zelle kann somit genutzt werden, um ihre Vitalitat oder zyto-
toxische Effekte nachzuweisen. Auf diesem Prinzip beruht die XTT-Methode. Durch die
Oxidation von NAD(P)H* + H* zu NAD(P)* wird das farblose Salz XTT (142) hauptsachlich
durch mitochondriale Dehydrogenasen unversehrter Zellen zum orangenen wasserloslichen
Formazan (143, s. Abbildung 128) reduziert. Durch Messung der Absorption des gebildeten
Farbstoffes 143 kann die Anzahl lebender Zellen ermittelt werden. Als Vergleichssubstanz
dienen die Zellen, die nur mit Medium und nicht mit Testsubstanz behandelt wurden, deren
Substratumsetzung kann somit als maximal betrachtet werden (100%-Referenz).14’

NO,
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o NO, NAD(PH+H"  NAD(P)" /o SOy
[
NO,
XTT Formazan
(142) (143)

Abbildung 128: Reduktion von XTT (142) zu Formazan (143) durch Oxidation von NAD(P)H + H* zu
NAD(P)* als Grundlage der XTT-Methode.
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Fur die Analyse der Wirksamkeit der Gem- 56 und 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 wurden
folgende Zelllinien verwendet: BxPC3, Paca-5061 (Pankreaskarzinom), HT29 (Kolon-
karzinom) und Ovcar 3, SKOV-3 (Ovarialkarzinom). Es wurde das XTT-basierte Assaykit der
Firma Bohringer verwendet und von allen Experimenten eine Zwolffachbestimmung durch-
gefuhrt. Die Zellen wurden in Trypsin/EDTA kultiviert und in ein 96-well plate Gberfihrt. Durch
Vorversuche konnte die optimale Zellzahl ermittelt werden, diese liegt fir HT29 bei 4 - 10%/mL
und bei 10 - 10*mL fir die restlichen Zelllinien. Durch Vorversuche konnte beobachtet werden,
dass FBS mit den zu untersuchenden Verbindungen reagiert, weswegen FBS-freie Medien
(RPMI, McCoy’s oder TUM) verwendet wurden. Die im Medium geldste Testverbindung wurde
zwei Stunden inkubiert, dann mit FBS versetzt und anschlieBend 72 Stunden inkubiert. Es
folgte die Zugabe der XTT-Lésung und nach sechs Stunden wurde die erhaltene Absorption
bei 450 nm vermessen. Die Kontrollexperimente wurden auf die gleiche Weise behandelt,
allerdings wurde hier anstatt der Testverbindung das verwendete Medium eingesetzt. Die
Kontrollexperimente wurden als 100%iges Zelliberleben betrachtet und die erhaltenen
Absorptionswerte der untersuchten Zellen als prozentuales Uberleben.

Die in dieser Arbeit hergestellten Gem- 56 und 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 zeigen kaum
cytotoxische Wirkung im Vergleich zum Gemcitabin (2). Lediglich fur die Zelllinie BxPC3
konnte fur die Gem-TriPPPro-Verbindungen 56 ein ICso-Wert ermittelt werden. Die anderen
untersuchten Zelllinien waren nicht ausreichend sensitiv, damit mehr als 50% der Zellen durch
den Einsatz der Gem-TriPPPro-Verbindungen 56 absterben konnten. Auch bei BXxPC3 war
Gemcitabin (2) die wirksamste Verbindung. Ihr ICso-Wert war um den Faktor 3-6-mal geringer
als bei den untersuchten TriPPPro-Verbindungen 56 (s. Tabelle 16).

Tabelle 16: Ubersicht der ICso-Werte der Gem-TriPPPro-Verbindungen 56 in BxPC3.

Verbindung ICso [umol]
Gemcitabin (2) 0,07
Gem-01 (56c¢) 0.2-0.3
Gem-02 (56€) 0.3-0.4
Gem-03 (56f) 0.2-0.3

Die beiden 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 zeigten keinen groRen Effekt auf das Zell-
wachstum der betrachteten Zelllinien, lediglich bei der Kolonkarzinomzelllinie HT29 konnte fir
die Verbindungen ein ICso-Wert errechnet werden. Hier entsprach der 1Cso-Wert von 5-FdU-01
(55bz) in etwa dem Wert von Gemcitabin (2, s. Tabelle 17). Fur hohe Konzentrationen konnten
fur 5-FdU-01 (55bz) sogar grol3ere zytotoxische Effekte beobachtet werden als bei Gemcitabin

).
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Tabelle 17: Ubersicht der ICso-Werte 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen 55 in HT29.

Verbindung ICs0 [umol]
Gemcitabin (2) 3-4
5-FdU-01 (55bz) 3-4
5-FdU-02 (55gy) 8-9

Insgesamt betrachtet konnte fiir die in dieser Arbeit synthetisierten TriPPPro-Verbindungen 55
und 56 keine Verbesserung der Aktivitéat im Vergleich zu Gemcitabin (2) beobachtet werden.
Die betrachteten Verbindungen 55 und 56 sind zytotoxisch. Ihre Wirksamkeit ist teilweise
sogar mit der von Gemcitabin (2) vergleichbar, weswegen die Verbindungen in Zweitlinien-
therapien Anwendung finden kénnten.

In den durchgefiihrten Zellexperimenten, kann die geringe Aktivitdt von Gemcitabin (2) und
der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56 darin begriindet sein, dass Gemcitabin (2) nicht in
der Lage ist die Zellmembran zu passieren, der Transporter nur wenig vorliegt und aul3erdem
alle untersuchten Verbindungen schnell metabolisiert werden.°

6.5 Versuchte Synthese einer C18Gem-TriPPPro-Verbindungen

6.5.1 Prodrugkonzept von Gemcitabin: C18Gem

Die durchgefuhrten Proliferationsassays zeigten eine geringe Aktivitat des Gemcitabins (2)
und der synthetisierten Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen 56. Auch im klinischen Einsatz
fuhrt die geringe Aktivitat zu Schwierigkeiten. Trotzdem handelt es sich bei Gemcitabin (2) um
die Goldstandardtherapie bei Pankreaskarzinomen, mit ihr gelang eine Verbesserung der
Lebensqualitat und der Uberlebenswahrscheinlichkeit.»*> Aufgrund der schlechten Effizienz
werden verbesserte Therapien bendtigt, damit bestehende Probleme tberwunden und eine
bessere Behandlung ermdglicht werden kénnen. Ein groRes Hindernis fir einen effizienten
Einsatz in der Tumorbehandlung ist die schnelle Inaktivierung. Gemcitabin (2) wird Uber das
Enzym Cytidindesaminase in den inaktiven Metaboliten 2‘,2‘-Difluordesoxyuridin (131)
hydrolysiert. Die geringe Stabilitat fihrt zu einer niedrigen Halbwertszeit von Gemcitabin (2)
im menschlichen Koérper, diese liegt bei 8-17 Minuten. Dadurch muss eine hohe Dosis
verabreicht werden, um eine ausreichende Wirkstoffkonzentration am Wirkort zu er-
zielen.»15148 Ein weiterer Grund fur die geringe Effizienz von Gemcitabin (2) liegt in seiner
Hydrophilie. Bei Pankreaskarzinomen sind die Zellen oft von einer sehr dichten und komplexen
Membran umgeben. Gemcitabin (2) ist als Nucleosidanalogon fur den Transport in die Zelle
auf Nucleosidtransporter angewiesen. Konkret handelt es sich dabei um hENT1. Dieser
Membrantransporter ist in Pankreaskarzinomzellen in 65% der Falle unterreprasentiert,
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wodurch das Nucleosidanalogon 2 nicht in der Lage ist die Zellmembran zu passieren. Der
Wirkstoff kommt folglich schlecht am Wirkort an, eine effektive Therapie wird dadurch
verhindert.1*> Nur wenn die Zellmembran zuverlassig Uberwunden werden kann, wird die
Medikamentenverfiigbarkeit und somit die Effizienz der Chemotherapie erhoht.r Es wurden
bereits einige Studien durchgefuhrt, um die genannten Probleme der Behandlung mit
Gemcitabin (2) zu beheben. Durch die Verwendung eines Prodrugs konnten die geringe
Stabilitat, schnelle Metabolisierung, geringe Halbwertszeit, schlechte L6slichkeit in wassrigen
Medien sowie die geringe Membranpermeabilitat verbessert werden. In der Zelle soll
Gemcitabin (2) freigesetzt werden, welches anschlieRend durch intrazellulare Prozesse in die
aktive Form, das Gemcitabintriphosphat 61 tuberfuhrt wird.®

FORCINITI et al. und INKOOM et al. konnten zeigen, dass durch das Anbringen eines
Stearoylsubstituenten an die 4-Aminofunktion die Aktivitat von Gemcitabin (2) erhoht werden
kann.}*® Das dabei gebildete Prodrug C18Gem (144) ist in Abbildung 129 gezeigt.

HN™ "Cy7H35

OHF

C18Gem
(144)

Abbildung 129: Darstellung von C18Gem (144).115

CHEN et al.® konnten beweisen, dass C18Gem (144) das Wachstum des Pankreastumors im
PDX Mausversuch erheblich reduzieren kann. C18Gem (144) zeigt eine bessere Bio-
verfligbarkeit und es wird weniger VEGF-Rezeptor exprimiert, hinzukommt, dass die
histologischen Daten keine morphologischen Veranderungen in Leber und Niere zeigen.! Die
einzigartigen Eigenschaften von C18Gem (144), die fir die hohe Antitumoraktivitat
verantwortlich sind, entstehen aufgrund von Modifikationen der polaren Natur des
urspriinglichen Gemcitabins (2). Aufgrund dieser strukturellen Veranderungen ist C18Gem
(144) in der Lage die Zellmembran durch passive Diffusion zu Uberwinden. In der Zelle kann
der Stearoylrest durch Fettsdureamidhydrolasen (FAAH) abgespalten und Gemcitabin (2)
freigesetzt werden.!1® Gemcitabin (2) benétigt dafir den Transporter hENT1, welcher bei
Pankreaskrebszellen unterreprasentiert ist, wodurch nur wenig Wirkstoff in die Zelle gelangt.
Es wird folglich eine geringe Wirkung erzielt. Wird die Notwendigkeit dieses Transporters
umgangen, so kann die Konzentration des Wirkstoffs erhéht werden. Dieser Faktor begunstigt
eine hohere Wirkung von C18Gem (144) im Vergleich zu Gemcitabin (2).! Die Grinde fur die
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gute Antitumoraktivitat von C18Gem (144) liegen zum einen darin, dass das Molekul tber
keine freie Aminogruppe verfugt. Die Cytidindesaminase hat somit keinen Angriffspunkt und
kann das Molekul nicht inaktivieren. AufRerdem wird der VEGF-Rezeptor inhibiert. Dieser
Rezeptor ist fir die Proliferation, das Uberleben, Migration und Differenzierung der
Pankreaskrebszellen verantwortlich.*

Da die Ergebnisse aus den Proliferationsuntersuchungen nicht zufriedenstellend waren, soll
versucht werden, C18Gem (144) darzustellen und anschlieRend eine C18Gem-TriPPPro-
Verbindung zu synthetisieren. Durch die Kombination dieser beiden Prodrugkonzepte soll ein
geschitztes Gemcitabintriphosphat erzeugt werden, welches weder an den Phosphor-
anhydridbindungen noch an der Aminogruppe angegriffen werden kann. Intrazellular sollen
anschlieend sowohl die Acyloxybenzylmaskierungseinheiten als auch der Stearoylrest
enzymatisch abgespalten werden. Dadurch sollte direkt das Gemcitabintriphosphat 61
erhalten werden konnen. Ist die Darstellung der C18Gem-TriPPPro-Verbindung 146
erfolgreich, so ist es moglich, Gemcitabin (2) vor Desaminierung zu schiitzen und gleichzeitig
direkt die aktive Form 61 in der Zelle freizusetzen. Die Inaktivierung der intrazellularen
Phosphorylierungsschritte von Gemcitabin (2) kdnnten somit ebenfalls umgangen werden. Die
geplante Synthese von C18Gem (144) und der C18Gem-TriPPPro-Verbindung 146 ist in
Abbildung 130 dargestellt.
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Abbildung 130: Darstellung der geplanten Syntheseroute der C18Gem-TriPPPro-Verbindung 146.
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Ausgehend von Gemcitabin (2) sollten zunachst die beiden Hydroxylgruppen in 3‘- und 5'-
Position geschutzt werden, anschlieRend sollte der Stearoylsubstituent an der 4-Amino-
funktion eingefiihrt und die beiden Schutzgruppen wieder entfernt werden. Dadurch sollte sich
das C18Gem (144) darstellen lassen. Ausgehend vom C18Gem (144) sollte das
Monophosphat 145 durch eine direkte Phosphorylierungsreaktion erhalten werden.
AbschlieRend sollte das Monophosphat 145 dber die H-Phosphonatroute zur TriPPPro-
Verbindung 146 umgesetzt werden. In Analogie zu den symmetrischen Gemcitabin-TriPPPro-
Verbindungen 56 sollte auch hier die symmetrische C18Gem-TriPPPro-Verbindung 146
synthetisiert werden.

6.5.2 Versuchte Synthese des C18Gem-Monophosphats

Laut Literatur! kann die Synthese des C18Gem (144) durch Anbringen von TBS-Schutz-
gruppen in 3‘- und 5'-Position und anschlieBendes Einfilhren des Stearoylrests ausgehend
von Gemcitabin (2) erfolgen (s. Abbildung 131).
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Abbildung 131: Retrosyntheseschema der C18Gem -Synthese.

Das C18Gem-Monophosphat 145 sollte in einer Phosphorylierungsreaktion ausgehend von
C18Gem (144) synthetisiert werden. C18Gem (144) sollte vorher durch Entfernung der TBS-
Schutzgruppen aus dem geschitzten C18Gem 147 freigesetzt werden. Das geschitzte
C18Gem 147 sollte durch die schrittweise Einflhrung der TBS-Schutzgruppen und des
Stearoylrestes in Gemcitabin (2) erhalten werden kdénnen.
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Die stufenweise Synthese des C18Gem (144) ausgehend von Gemcitabin (2) ist in
Abbildung 132 dargestellt.
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Abbildung 132: Synthese von C18Gem (144).

Fur das Anbringen der beiden TBS-Schutzgruppen wurde Gemcitabin (2) in Dichlormethan
geldst und mit TBSCI und Imidazol vermengt. Damit beide Hydroxylgruppen des Gemcitabins
(2) geschitzt wurden, wurde ein Uberschuss TBSCI (2.5 Aquivalente) verwendet. Nach
chromatographischer Reinigung konnte das doppelt TBS-geschitzte Gemcitabin 148 in einer
sehr guten Ausbeute von 92% erhalten werden. AnschlieRend wurde das geschiitzte
Gemcitabin 148 erneut in Dichlormethan geldst, mit Stearinsaureanhydrid und DIPEA versetzt
und 26 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. In diesem Reaktionsschritt kam es zu dem
Angriff der Aminogruppe auf das Anhydrid. Dadurch konnte der Stearoylrest an der 4-Amino-
funktion eingefihrt werden. Das TBS-geschitzte C18Gem 147 konnte nach sdulenchromato-
graphischer Reinigung in einer Ausbeute von 64% erhalten werden. Fir die Entfernung der
TBS-Schutzgruppen wurde Triethylamin-Trihydrofluorid verwendet, da es bereits erfolgreich
bei der Synthese von anderen Nucleosidanaloga eingesetzt werden konnte und es dabei nicht
zu einer Zersetzung des Nucleosidanalogons gekommen ist. Das TBS-geschiitzte C18Gem
147 wurde in Dichlormethan mit Triethylamin-Trihydrofluorid 27 Stunden gerlhrt. Als das
Edukt 147 komplett umgesetzt war, wurde Kieselgel zur Reaktionsmischung gegeben, damit
Uberschissiges Triethylamin-Trihydrofluorid abreagieren konnte. Nach einer Sdulenchromato-
graphie konnte C18Gem (144) in einer Ausbeute von 57% dargestellt werden. Die geringe
Ausbeute kam dadurch zustande, dass fir die Entfernung der TBS-Schutzgruppe
wasserhaltiges Triethylamin-Trihydrofluorid verwendet wurde und es durch das enthaltene
Wasser zur teilweisen Abspaltung des Stearoylrests kam.
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Das so dargestellte C18Gem (144) sollte im nachsten Reaktionsschritt zum Monophosphat
145 umgesetzt werden (s. Abbildung 133). Dafiir sollte erneut die YOSHIKAWA-REAKTION
verwendet werden, da diese Reaktion bereit mehrfach erfolgreich fur die Synthese von Mono-,
Di- und Triphosphaten eingesetzt werden konnte.
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Abbildung 133: Versuchte Synthese des C18Gem-Monophosphats 145.

Zunachst erfolgte wiederum eine Trocknung der beiden Edukte C18Gem (144) und Protonen-
schwamm im Vakuum. AnschlieBend wurden beide Edukte in Trimethylphosphat gelost,
auf -15 °C gekihlt und tropfenweise mit Phosphorylchlorid versetzt. Die Reaktion wurde mittels
RP-HPLC (Methode B) verfolgt. Dabei konnte nur eine geringe Veranderung des Monophos-
phatpeaks beobachtet werden, da nach einer Stunde allerdings schon weitere Peaks im
Chromatogramm sichtbar waren, wurde die Reaktion beendet. Daflr erfolgte die Zugabe von
TEAB-Puffer. Es wurde eine Stunde bei Raumtemperatur gerthrt und die Reaktionslésung
mehrfach mit Dichlormethan gewaschen, um das Trimethylphosphat zu entfernen. Nach auto-
matisierter RP-Chromatographie konnte nur das Edukt 144 wiedergewonnen werden. Das
Monophosphat 145 konnte auf diese Weise nicht synthetisiert werden. Auch eine
Wiederholung der Reaktion unter Verwendung von frischem Phosphorylchlorid fiihrte nicht zur
erfolgreichen Darstellung des C18Gem-Monophosphats 145.

Es gelang im Rahmen dieser Arbeit nicht, eine C18Gem-TriPPPro-Verbindung 146
darzustellen, da die versuchte Route zu unerwarteten Problemen gefihrt hat. Deswegen
wurde das Vorhaben verworfen, eine C18Gem-TriPPPro-Verbindung zu synthetisieren.
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6.6 Synthese einer 5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung
6.6.1 Klinische Anwendung von 5-Azacytidin

5-Azacytidin (7) ist ein Cytidinanalogon, das in 5-Position des Pyrimidinrings ein Stickstoffatom
anstelle eines Kohlenstoffatoms aufweist (s. Abbildung 134).159-1% Es handelt sich um einen
nucleosidischen Antimetaboliten, der 2004 von der FDA die Zulassung fiir die Behandlung der
myelodysplastischen Syndrome (MDS) erhielt. Seitdem wird es unter dem Handelshamen
Vidaza verkauft,18150-152.154

NH, H,
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Abbildung 134: Darstellung von Cytidin (149) und seinem Analogon 5-Azacytidin (7).1°0-15¢

5-Azacytidin (7) ist ein wichtiger Eckpfeiler, um die Behandlung von MDS zu einer echten
lebensverlangernden Therapie zu entwickeln. Das myelodysplastische Syndrom (MDS) ist
eine heterogene Gruppe von Knochenmarkerkrankungen, die anfangs durch eine ineffektive
Blutbildung und spéater unausweichlich durch die Entwicklung der akuten myeloiden Leukéamie
charakterisiert wird. Es kann chronisch und nicht schmerzhaft sein oder eine aggressive
Krebserkrankung mit einer schlechten Uberlebenswahrscheinlichkeit darstellen. Da MDS eher
eine Erkrankung von alteren Personen ist, sind aggressive Therapien, wie eine Kombinations-
chemotherapie oder eine Stammzellentransplantation fir die meisten Patienten unrealistisch.
Deswegen ist das Interesse grol3, weniger toxische Verbindungen fur die Behandlung dieser
Erkrankungen zu finden. Typische Symptome bei einer nicht funktionierenden Blutbildung sind
Infektionen, Blutungen, blaue Flecken und Erschopfung. Die Standardtherapie fir MDS
besteht aus unterstiitzenden MaRRnahmen, wie Bluttransfusionen, der Gabe von Blutbildungs-
substanzen, um den bestehenden Mangel auszugleichen, und Antibiotika, damit Infektionen
vermieden werden konnen.'®® Zurzeit ist die einzige dauerhaft heilende Behandlungs-
maoglichkeit die Stammzellspende, allerdings ist diese fiir die Patienten aufgrund ihres Alters
oder anderen Begleitkrankheiten oft keine Option. Deswegen herrscht ein groR3er Bedarf an
neuen Medikamenten, die MDS medikamentds bekampfen. 10151

5-Azacytidin (7) ist ein Inhibitor der DNA-Methylierung. Es ist ein Pionier auf dem Gebiet der
Medikamente, die als Gen-Stillleger funktionieren. Dieser Mechanismus wird durch Tumor-
zellen ausgebeutet, da sie durch die Hemmung der Genexpression die eigenen Gegenspieler,
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die Tumorsuppressorgene, ausschalten kénnen.**° Leukamien und MDS sind durch die Hyper-
methylierung und die darauf folgende Unterdriickung mehrerer Gene charakterisiert, dadurch
entstand das Interesse Inhibitoren der DNA-Methylierung zu entwickeln und auf diese Weise
eine Strategie fur die Behandlung dieser Erkrankungen zu entwickeln.*>°

5-Azacytidin (7) wird nach erfolgreicher Zellaufnahme durch die Uridin-Cytidin-Kinase schritt-
weise zum Triphosphat phosphoryliert.151-153.155.156 AnschlieRend erfolgt der Einbau des Ribo-
nucleotids in die RNA, wodurch es zum Abbruch des RNA-Metabolismus und der Protein-
synthese kommt.?>®> 5-Azacytidin (7) ist ein Ribonucleosid, deswegen erfolgt der haupt-
sachliche Einbau in die RNA.151-153.15¢ parallel dazu wird das 5-Azacytidindiphosphat durch die
Ribonucleotidreduktase zum 5-Aza-2‘-desoxycytidindiphosphat reduziert (ca. 10-20%). Dieses
2'-Desoxynucleotiddiphosphat wird zum 2‘-Desoxynucleotidtriphosphat phosphoryliert und
anschliel3end in die DNA eingebaut. Dabei kommt es zur irreversiblen Bindung an die DNA-
Methyltransferase 1, wodurch eine Hypomethylierung der DNA verursacht wird. Auf diese
Weise wird die DNA Hypermethylierung, die durch die Tumorzellen entsteht, riickgéngig ge-
macht und die zuvor unterdriickten Tumorsuppressorgene werden wieder exprimiert,150-153.155-
157 5-Azacytidin (7) weist ebenfalls eine zytotoxische Wirkung auf, allerdings muss dafiir eine
hohere Konzentration eingesetzt werden,151-153155-157 5_Azacytidin (7) wird nach subkutaner
Injektion rasch im Kdorper verteilt. Die Eliminierung durch die Cytidindesaminase erfolgt relativ
schnell, dadurch liegt die Halbwertszeit bei 41 Minuten.*®

Es soll eine 5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung synthetisiert werden, da es sich dabei um ein
wichtiges Medikament bei der Behandlung von MDS handelt. Es soll herausgefunden werden,
ob die 5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung 57 eine Verbesserung zum bisher verabreichten
Nucleosid 7 darstellt.

6.6.2 Synthese des 5-Azacytidinmonophosphats

Die Synthese der 5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung 57 sollte, Uber die bereits in dieser Arbeit
verwendete, H-Phosphonatroute betrieben werden. Daflir musste zunachst das 5-Azacytidin-
monophosphat 150 zuganglich gemacht werden (s. Abbildung 135).
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Abbildung 135: Retrosynthese des 5-Azacytidinmonophosphats 150.

Das 5-Azacytidinmonophosphat 150 sollte in einer YOSHIKAWA-REAKTION ausgehend von 5-
Azacytidin (7) synthetisiert werden. Das Nucleosidanalogon 7 sollte in einer Silyl-Hilbert-
Johnson-Reaktion ausgehend von 5-Azacytosin (151) hergestellt werden. Die 1,3,5-Triaza-
Verbindung 151 sollte in einer Ringschlussreaktion aus Guanylharnstoff (152) erhalten
werden. Dieser sollte zuvor in einer Kondensationsreaktion aus den kommerziell erhaltlichen
Edukten Dicyandiamid (153) und Ameisensaure (154) gebildet werden.58

Bei den ersten Versuchen 5-Azacytidin (7) darzustellen, wurde das 5-Azacytosin (151) eigens
dafuir hergestellt und nicht kommerziell erworben, da die Synthese kostengunstiger erfolgen
konnte. Die Syntheseroute basierte auf einer Route, die von PiSKALA® entworfen und von
VUJJINI et al.*>* optimiert wurde (s. Abbildung 136).1%8

NH,
N 9 . - A
o =N I 80 °C, 15 min H,NT SN
HN- N H” "OH  2-Propanol A
H,N" Y0
153 154 152
(1.0 Aquiv.) (3.0 Aquiv.)
Natriummethoxid (0.3 Aquiv.) H,
DMF-DMA (1.3 Aquiv.) Ny
50°C,4h “\ /g
Methanol, 66% H e)

(Uber 2 Stufen)

151

Abbildung 136: Synthese von 5-Azacytosin (151) nach PiskALA® und von VUJJINI et al.1%*

Im ersten Schritt wurde Dicyandiamid (153) in Ameisensaure (154) geldst und 25 Minuten bei
80 °C gertihrt. Bei der dabei ablaufenden Kondensationsreaktion wurde der Guanylharnstoff
(152) nach Umkristallisation aus 2-Propanol erhalten. Der anschlie3ende Ringschluss, der die
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Bildung von zwei neuen Kohlenstoff-Stickstoff-Bindungen enthalt, erfolgte durch Reaktion mit
DMF-DMA und einer katalytischen Menge Natriummethoxid in Methanol. Die Reaktions-
mischung wurde 2.5 Stunden bei 50 °C geruhrt und anschliel3end wurde das erhaltene 5-Aza-
cytosin (151) durch Umkristallisation aus einer Wasser-Methanol-Mischung (1:1 v:v) erhalten.
5-Azacytosin (151) konnte auf diese Weise in einer Ausbeute von 66% uber beide Stufen
dargestellt werden.%®

Im Vergleich zu der nattrlichen Base Cytosin besitzt 5-Azacytosin (151) an der 5-Position
anstatt einer weiteren C-H-Bindung ein Stickstoffatom. Aufgrund des zusatzlichen
Stickstoffatoms ist die 1,3,5-Triazen-Verbindung (151) labil gegentber Hydrolyse und weist
dartiber hinaus eine geringe kinetische Stabilitat in sauren pH-Werten auf.1°8:160

Die Synthese des Nucleosidanalogons 7 beruhte ebenfalls auf der Syntheseroute von VUJJINI
et al.®* (s. Abbildung 137). Allerdings musste die Aufarbeitung des Nucleosidanalogons,
aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit des Triazenrings, angepasst werden.

1) Ribosetetraacetat (1.1 Aquiv.)
TfOH (1.1 Aquiv.)
EtOAc, 50 °C, 30 min

\Si/ 2) HCI (12 M) )N\Hz
NH, NH,SO, (0.04 Aquiv.) I-B\l\ > CH,Cl,, Rt, 45 minn e
HMDS (1.4 Aquiv.) 3) 20%ige Na,CO3-Lésung |
N)*N 85°C, 1h NI SN CH,Cl, Rt, 15 min AcO KN/&O
| * e 0
H
. AcO OAc
151 155 156
NTSN
NEts Rt, 5 h HO KNAO
Methanol, 39% 0

(Uber 3 Stufen)

Abbildung 137: Synthese von 5-Azacytidin (7).

Die Kniipfung der N-glykosidischen Bindung zwischen der 1-Position der Nucleobase 151 und
der 1‘-Position des Kohlenstoffderivats Ribosetetraacetat sollte durch die Silyl-Hilbert-
Johnson-Reaktion erfolgen. Fur die Darstellung des Nucleosidanalogons 7 sollte der nucleo-
phile Angriff ausgehend vom Stickstoff in 1-Position der Nucleobase 151 erfolgen. Allerdings
besitzen die Hydroxylgruppe in der 2-Position und die Aminogruppe in der 4-Position ebenfalls
nucleophile Aktivitat, deswegen mussten diese im ersten Reaktionsschritt durch TBS-Gruppen
geschutzt werden, damit Nebenreaktionen vermieden werden konnten. Daflr wurde die
Nucleobase 151 in Acetonitril gelost und mit HMDS und einer katalytischen Menge
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Ammoniumsulfat versetzt. Nach einstiindigem Riuhren bei 85 °C wurde das doppeltgeschitzte
Triazen 155 erhalten. Durch Verwendung eines Uberschusses an HMDS sollte sichergestellt
werden, dass beide Positionen geschitzt wurden. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel
entfernt und zur Reinigung des geschitzten Triazens 155 zweimal mit Ethylacetat
coevaporiert. Der erhaltene, schwer Igsliche Feststoff wurde anschlieRend in Ethylacetat
geldst und bei 0 °C mit Ribosetetraacetat und Trifluormethansulfonséure versetzt und 30
Minuten bei 50 °C gertihrt. Durch den Nachbargruppeneffekt der 2'-Acetylgruppe kam es bei
dieser Reaktion ausschlie3lich zur Bildung des p-Anomers des geschitzten Nucleosid-
analogons 156.154158.161 Nach erfolgter Glykosylierung wurde das Losungsmittel entfernt, der
erhaltene weil3e Feststoff wurde in Dichlormethan geldst und mit HCI (1.2 M) versetzt, dadurch
konnten vorhandene Siliziumverunreinigungen abgetrennt werden. Durch Zugabe von 20%-
iger K.COs-L6sung wurde das Produkt in die organische Phase extrahiert. Anschlie3end
wurde die wassrige Phase abgetrennt, das Losungsmittel entfernt und zweimal mit Methanol
coevaporiert. Durch Entfernen samtlicher Wasserreste sollte sichergestellt werden, dass eine
Hydrolyse des Produkts 156 verhindert werden kann, 154158

Die Entschiitzung des Nucleosidanalogons 156 erfolgte durch basische Hydrolyse der Acetyl-
gruppen. Dafir wurde das geschitzte Nucleosidanalogon 156 vier Stunden bei Raum-
temperatur in einer Triethylamin-Methanol-Mischung (1:10 v:v) geruhrt. Das Nucleosid-
analogon 7 wurde anschlieBend durch Umkristallisation aus Methanol gereinigt und konnte
Uber drei Stufen in einer Ausbeute von 39% erhalten werden. %8

Die Ausbeuteverluste bei der Synthese von 5-Azacytidin (7) sind der Labilitét des Triazenrings
gegenlber hydrolytischer Spaltung geschuldet. In wassrigen Lésungen kommt es zum
nucleophilen Angriff des Wassers auf das elektrophile Kohlenstoffatom der Nucleobase (in
Position 6). Dadurch kommt es zur Ring6ffnung des Triazenrings und anschlieender
irreversiblen Deformylierung, bei der das offenkettige Produkt 159 gebildet wird (s.
Abbildung 138).158160

TN N7 NH N7 NH N7 NH,
N +H,0
o)\N L M— O)\NJ OH — > O)\NH So TP O)\NH
HO o HO HO “coon. HO
0 b 0 FO? ’/_0?
OH OH OH OH OH OH OH OH
7 157 158 159

Abbildung 138: Hydrolytische Zersetzung von 5-Azacytidin (7).158.160

Im *H-NMR-Spektrum ist die erfolgreiche Synthese von 5-Azacytidin (7) eindeutig zu erkennen
(s. Abbildung 139). Das Proton der Nucleobase H-6 liegt im erwarteten Bereich bei 8.57 ppm.
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Da es keinen Kopplungspartner fiir das Proton gibt, handelt es sich dabei um ein Singulett-
signal. Aufgrund der elektronenziehenden Effekte der benachbarten Stickstoff- und Sauerstoff-
atome wird der Wasserstoffkern des 1‘-Wasserstoffatoms am starksten elektronisch ent-
schirmt, deswegen liegt dieses Signal am weitesten tieffeldverschoben im Vergleich zu den
anderen Protonensignalen des Kohlenstoffrings. Aufgrund der Kupplung zum H-2° liegt das
Signal des H-1‘ als Dublett vor. Die Protonen der Hydroxylgruppen der 2°-,3‘- und 5‘-Positionen
konnten aufgrund der fehlenden Kopplung zu **C-Atomen und Uber die Kopplung zu den
Protonen am Kohlenstoffgerist identifiziert werden und liegen im Bereich von 5.41 bis
5.01 ppm. Die weitere Zuordnung der Protonen in 2‘-, 3‘-, 4‘- und 5'-Position erfolgte Uber die
Kopplungskonstanten, die Kopplungen zu Kohlenstoffatomen sowie den 2D-NMR-Spektren.
Zur Bestimmung des gebildeten Anomers wurde zusatzlich ein NOESY-Spektrum
aufgenommen. Dabei konnte durch die Kopplung des 1‘-Protons mit dem 4‘-Proton Uber den
dreidimensionalen Raum ermittelt werden, dass es sich bei dem gebildeten Produkt um das
B-Anomer handelt.**®
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Abbildung 139: IH-NMR-Spektrum (600 MHz, DMSO-ds, 20 °C) von 5-Azacytidin (7).158

Die Synthese des 5-Azacytidinmonophosphats 150 sollte in einer direkten Phosphorylierungs-
reaktion nach der Methode von YOsHIKAWA!'® erfolgen (s. Abbildung 140).
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Abbildung 140: Synthese des 5-Azacytidinmonophosphats 150 via YOSHIKAWA-REAKTION.

5-Azacytidin (7) wurde zusammen mit Protonenschwamm im Vakuum getrocknet und
anschlieend in Trimethylphosphat gelést. Die Zugabe von Phosphorylchlorid erfolgte
tropfenweise bei -20 °C. Nach beendeter Reaktion wurde mit TEAB-Puffer hydrolysiert und
nach Entfernung der flichtigen Bestandteile erfolgte die Reinigung des Monophosphats 150
durch automatisierte RP18-Chromatographie. Das Produkt konnte in einer Ausbeute von 18%
erhalten werden. Grunde fir die geringe Ausbeute kbénnen die Bildung von diphosphorylierten
Nucleotiden sowie eine hydrolytische Spaltung der Nucleobase wéahrend der wassrigen
Aufarbeitung sein.%®

6.6.3 Synthese der 5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung

Die Synthese der 5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung 57f sollte tGiber die in dieser Arbeit bereits
mehrfach verwendete H-Phosphonatroute erfolgen. Daflir musste zundchst das symmetrische
H-Phosphonat 137f in das Pyrophosphat 138f Uberfiihrt werden (s. Abbildung 141).

o) (0]
O)\\CHH% J\C11H23
1) NCS (2.0 Aquiv.),
50°C,1h
2) Tetra-n-butylammonium-
9 phosphate (2.5 Aquiv.),
o-F~H 50°C 1h o- P o- P OH
0 CH4CN, 85%
Cq1Hz3 j: Hos NBU4
o o]
137f 138f

Abbildung 141: Synthese des Ci1H23-Pyrophosphats 138f.

Das H-Phosphonat 137f wurde, wie in Kapitel 6.1.3 bereits beschrieben, durch leichtes
Erwarmen in Acetonitril gelést und mit NCS versetzt. Nach einer Stunde bei 50 °C wurde Tetra-
n-butylammoniumphosphat (c = 0.40 M in Acetonitril) zugegeben und erneut eine Stunde bei
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50 °C geruhrt. Die flichtigen Bestandteile wurden im Vakuum entfernt und das Pyrophosphat
138f durch Extraktionen mit Ammoniumacetat und Wasser gereinigt. Die Phasentrennung
wurde durch Zentrifugation beschleunigt, dadurch konnte die Hydrolyse des Pyrophosphats
138f verhindert werden. Das Pyrophosphat 138f konnte in 85% Ausbeute erhalten werden.8

Nach der erfolgreichen Synthese des 5-Azacytidinmonophosphats 150 und des
Pyrophosphats 138f folgte nun der Kopplungsschritt zur 5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung
57f (s. Abbildung 142).

o] .
Py 1) TFAA (5.0 Aquiv.)
(0] C11H23 NEt3 (80 AqUiV.), 0 OC, 10 min
2) 1-Methylimidazol (3.0 Aquiv.)
)N\Hz NEt; (5.0 Aquiv.), 0 °C, 10 min
o o NN 3)AzaMP (0.5 Aquiv.), Rt, 4.5 h
I HO-B-0 § ,& 4) RP-Chromatographie
O-P-0-P~OH + . N” S0 5) Dowex-NH,*
o @O ® O@ 0 6) RP-Chromatographie
j:HZS NBu, HNEts  OH OH CH4CN, DMF
o0~ o
138f 150
X
0" "CyiHas
NH,
A

Abbildung 142: Versuchte Synthese der 5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung 57f.

Das Pyrophosphat 138f wurde durch Reaktion mit TFAA in das gemischte Anhydrid Uberflihrt
und anschlieBend mit 1-Methylimidazol zum Imidazolidat umgesetzt (s. Kapitel 6.1.3).
AnschlieRend wurde das Monophosphat 150 zugegeben, dadurch erfolgte durch einen
nucleophilen Angriff des Monophosphats 150 die Kopplung zur TriPPPro-Verbindung 57f.
Mittels RP-HPLC-Analytik (Methode B) wurde die Reaktion verfolgt und der Endpunkt nach
4.5 Stunden festgestellt. Es folgte eine Vorreinigung tUber automatisierte RP-Chromatographie,
ein Tausch der Gegenionen zu Ammonium Uber eine Dowex-NH.s"-S&ule und eine weitere
automatisierte RP-Chromatographie.s8

Die erfolgreiche Synthese der TriPPPro-Verbindung 57f konnte sowohl durch NMR- als auch
MS-Analytik nachgewiesen werden, allerdings lag die Verbindung verunreinigt vor. Deswegen
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schlossen sich noch weitere automatisierte RP-Chromatographien an. Leider gelang es nicht
die Zielverbindung rein darzustellen, weil es wahrend der chromatographischen Reinigung zur
Zersetzung des Produkts kam. Da 5-Azacytidin hydrolyseempfindlich ist, kam es wahrend der
notwendigen Reinigungsschritte teilweise zur Spaltung der Nucleobase (s. Abbildung 138).
AuRRerdem wurde die Bildung des Phosphatdiesters 160 beobachtet. GOLLNEST’? hat die
partielle Hydrolyse einiger TriPPPro-Verbindungen und die damit einhergehende Bildung des
Phosphatdiesters 160 und des pyrophosphorylierten Nucleosidanalogons 161 beobachtet.
Diese Spaltung konnte auch bei der 5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung 57f festgestellt werden
(s. Abbildung 143).1%8
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i I I l /g i i ||\ /g
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Abbildung 143: Mdgliche partielle Hydrolyse der TriPPPro-Verbindung 57f.71.158

Die partielle Hydrolyse der TriPPPro-Verbindung 57f wird durch einen nucleophilen Angriff auf
die Phosphoranhydridbindung zwischen dem - und y-Phosphoratom verursacht. Dabei
kommt es zur Bildung des Phosphatdiesters 160 und dem Nucleosiddiphosphat 161.
GOLLNEST* konnte den Phosphatdiester bei seinen TriPPPro-Verbindungen aufgrund
unterschiedlicher UV-Absorptionen tber automatisierte RP-Chromatographien abtrennen und
dadurch die TriPPPro-Verbindungen rein darstellen. Die Abtrennung des Phosphatdiesters
160 gelang aufgrund zu ahnlicher UV-Absorption bei der 5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung
nicht. Nach erneuter chromatographischer Reinigung konnte keine Produktfraktion mehr
isoliert werden. Es ist also anzunehmen, dass sich die TriPPPro-Verbindung 57f wahrend der
aufwendigen Reinigungsschritte vollstandig hydrolysierte.58
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7 EXPERIMENTELLER TEIL (MATERIAL UND METHODEN)

7.1 Allgemeines

Edukte und Reagenzien

Samtliche Edukte und Reagenzien wurden vom Hersteller in Synthesequalitdt bezogen und ohne
weitere Reinigung fir die Synthese verwendet.

Lésungsmittel
Acetonitril:

Chloroform:

Dichlormethan:

DMF:

DMSO-de:

Ethylacetat:

Methanol:

Petrolether:

CHsCN [41.05 g/mol]; Sdp.: 82 °C; p = 0.78 g/cms

1) absolut: aus der Lésungsmittel-Trocknungsanlage MB SPS-800 der Firma MBraun
erhalten und Uber Molsieb (0.4 nm) aufbewahrt.

2) HiPerSolv CHROMANORMe gradient grade, for HPLC (VWR 83639.320-2.5L).
3) absolut; iber Molsieb, max. 0,001% H20 (Acros 10353732).

CHCls [119.38 g/mol]; Sdp.: 61 °C; p= 1.48 g/cms
1) AnalaR NORMAPUR grade stabilisiert mit 0.6% Ethanol (VWR 22711.324).
2) Euroisotop (DO07H 100 mL).

CH2Cl2 [84.93 g/mol]; Sdp.: 40 °C; p= 1.3 g/lcms
1) technische Qualitat: bei Normaldruck destilliert.

2) absolut: aus der Lésungsmittel-Trocknungsanlage MB SPS-800 der Firma MBraun
erhalten und tber Molsieb (0.4 nm) aufbewabhrt.

3) absolut: tber Molsieb (Acros 10477951).

C7H7NO [73.10 g/mol]; Sdp.: 153 °C; p = 0.95 g/cms
absolut: Uber Molsieb, max. 0.005 % H20 (Acros 10045421).

C2D60OS [78.13 g/mol]; Sdp.: 189 °C; p= 1.1 g/cms
Deutero (00905-10mL-s).

EtOAc [84.93 g/mol]; Sdp.: 77 °C; p = 0.89 g/cms
technische Qualitat: bei Normaldruck destilliert.

CH3sOH [32.04 g/mol]; Sdp.: 64 °C; p=0.79 g/cmzs

1) technische Qualitat: bei Normaldruck destilliert.

2) Euroisotop (DO24FE).

3) absolut: iber Molsieb, max. 0.005% H20 (Acros 10323442).

Sdp.: 50 — 70°C

technische Qualitat: bei Normaldruck destilliert.
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Pyridin: CsHsN, Sdp.: 152 °C
1) absolut: iber Molsieb, max. 0.005% H20 (Acros 10700693).

2) absolut; aus der Lésungsmittel-Trocknungsanlage MB SPS-800 der Firma MBraun
erhalten und Gber Molsieb (0.4 nm) gelagert.

THF: C4HsO [72.11 g/mol]; Sdp.: 66 °C; p = 0.89 g/cms
1) HiPerSolv CHROMANORMe gradient grade, for HPLC (VWR28559.320-2.5L).

2) absolut; aus der Lésungsmittel-Trocknungsanlage MB SPS-800 der Firma MBraun
erhalten und Uber Molsieb (0.4 nm) aufbewahrt.

Triethylamin:  CsHisN [101.19 g/mol]; Sdp.: 89 °C; p = 0.72 g/cmas
1) mind. 99.5 %, zur Synthese (Roth X875.3-1.0L).

2) getrocknet tber Calciumhydrid.

Dinnschichtchromatographie

Fir die Dunnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel und Fluoreszenzindikator beschichtete
Aluminiumfolien (Macherey-Nagel ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254 Nr. 818333; Schichtdicke 0.2 mm)
verwendet. Alle Ri-Werte wurden bei Kammersattigung ermittelt, wobei die Laufstrecke 5 cm betrug. Die
Detektion der UV-aktiven Verbindungen erfolgte mittels UV-Lampe bei einer Wellenlange von 254 nm.
Als Farbereagenz diente ein Gemisch aus 5 g Vanillin, 900 mL Methanol, 100 mL Essigséure und 35 mL
konz. Schwefelsaure.

Saulenchromatographie

Fir saulenchromatographische Trennungen wurde Kieselgel der Firma Macherey-Nagel (Kieselgel
60 M, 0.04-0.063 mm, 230-400 mesh) verwendet.

lonenaustauschchromatographie

Zum Austausch der Kationen wurde das lonentauscherharz Dowex 50W-X8, 50-100 mesh der Firma
Sigma-Aldrich verwendet.

Automatisierte normal phase- (NP-)/reversed phase- (RP-)Chromatographie

Fir die automatisierte Chromatographie wurde sowohl fir die Normal- als auch die Umkehrphasen-
chromatographie der automatisierte puriFlashe430 der Firma Interchim mit UV-Detektor verwendet. Fur
Normalphasentrennungen wurden self-packed Kartuschen eingesetzt, die mit Macherey-Nagel
Kieselgel 60 M (siehe Saulenchromatographie) beftillt wurden. Fir die RP-18-Chromatographie wurden
Saulen von Macherey-Nagel (Chromabonde Flash RS 40 C18 ec) verwendet.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high performance liquid chromatography (HPLC))

Die analytische Hochleistungsfliissigkeitschromatographie wurde an einer Agilent Technologies Anlage,
Modell 1260 Infinity Il, durchgefihrt.

Software: Agilent OpenLab CDS

Pumpe: 1260 Quat Pump VL

Autosampler: 1260 Vialsampler

Detektor: 1260, Dioden Array Detector (DAD)
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1260 FLD Spectra, Fluoreszenz Detektor (FLD)
Analytische Saule: EC 125/3 Nukleodur 100-5 Cis ec der Firma Macherey-Nagel

Fur alle HPLC-Anwendungen wurde Acetonitril des Reinheitsgrades "HPLC grade" der Firma VWR
sowie Reinstwasser (Milli-Q) zum Ansetzen der Pufferlésungen verwendet

HPLC-Methoden:

Methode A: Von 0 Minuten bis 20 Minuten: TBAA-Laufpuffer (2 mM) mit einem Acetonitrilgradienten (5-
80%), von 20 Minuten bis 30 Minuten: isokratisch (20% Laufpuffer, 80% Acetonitril), von 30 Minuten bis
33 Minuten: Laufpuffer mit einem Acetonitrilgradienten (80-5%), von 33 Minuten bis 38 Minuten:
isokratisch (95% Laufpuffer, 5% Acetonitril). Flussrate: 1.0 mL/min, HPLC-S&ule: Nukleodur 100-5 C18
ec, UV-Detektion bei einer Wellenldnge von 330 nm, Fluoreszenz-Detektion bei 330 nm.

Methode B: Von 0 Minuten bis 20 Minuten: TBAA-Laufpuffer (2 mM) mit einem Acetonitrilgradienten (5-
80%), von 20 Minuten bis 30 Minuten: isokratisch (20% Laufpuffer, 80% Acetonitril), von 30 Minuten bis
33 Minuten: Laufpuffer mit einem Acetonitrilgradienten (80-5%), von 33 Minuten bis 38 Minuten:
isokratisch (95% Laufpuffer, 5% Acetonitril). Flussrate: 1.0 mL/min, HPLC-S&ule: Nukleodur 100-5 C18
ec, UV-Detektion bei einer Wellenlange von 270 nm.

HPLC-Laufpuffer:

TBAA-Laufpuffer (2 mM): 3000 mL Reinstwasser wurden mit 12.8 mL einer Lésung von Tetra-n-
butylammoniumhydroxid in Wasser (ca. 10%) versetzt und mit verdinnter Essigsaure auf einen pH-
Wert von 6.0 eingestellt.

Infrarotspektroskopie

Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte mittels eines Bruker Alpha-P [IR-Spektrometers bei
Raumtemperatur in einem Messbereich von 400 — 4000 cm-1.

Kernresonanzspektroskopie

Die NMR-Spektren wurden in den spektroskopischen Abteilungen des Fachbereichs Chemie der
Universitat Hamburg unter der Leitung von Dr. Thomas Hackl gemessen.

1H-NMR: Bruker Fourier 300 (300 MHz); Bruker AV 3400 (400 MHz); Bruker AV500 (500 MHz); Bruker
AV3600 (600 MHz). Die Standardisierung erfolgte gegen DMSO-ds (& =2.50 ppm), MeOH-d4
(6 = 4.87 ppm), CDCls (6 = 7.26 ppm) und CHsCN-ds (6 = 2.13 ppm). Die Aufnahmen erfolgten von -
4 bis 16 ppm.

13C-NMR: Bruker Fourier 300 (75 MHz), Bruker AV 400 (101 MHz), Bruker AV500 (125 MHz) Bruker
AV3600 (150 MHz). Die Standardisierung erfolgte gegen DMSO (&= 39.52 ppm), MeOH
(® =49.00 ppm), CDClIs (6 =77.16 ppm) Die Aufnahmen erfolgten in einem Messbereich von -
10 bis 200 ppm.

3IP-NMR: Bruker AV 400 (162 MHz), Bruker AV500 (202 MHz) Bruker AV3600 (243 MHz). Die
Standardisierung erfolgte gegen einen externen Standard von 85%iger Phosphorséaure. Die Aufnahmen
erfolgten in einem Messbereich von -200 bis 300 ppm.
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F-NMR: Bruker AV3600 (565 MHz). Die Standardisierung erfolgte gegen einen externen Standard von
Trifluoressigséaure. Die Aufnahmen erfolgten in einem Messbereich von -300 bis 200 ppm.

Massenspektrometrie

Die Massenspektren wurden in der massenspektrometrischen Abteilung des Fachbereichs Chemie
unter der Leitung von Dr. Maria Riedner aufgenommen. Die ESI-Massenspektren wurden mit einem
Thermoquest 6224-TOF-LC/MSN Spektrometer der Marke Agilent Technologies gemessen. Die
MALDI-Messungen wurden am MALDI TOF-TOF Bruker UltrafleXtreme Spektrometer der Firma Bruker
durchgefuhrt.

Gefriertrocknungsanlage

Wassrige Losungen wurden mit einem Alpha 2-4 LDplus mit einem vertikalen Trockenrechen (121224)
der Firma Christ lyophylisiert.

Wasseraufbereitungsanlage

Reinstwasser (Milli-Q) wurde durch ein arium® pro UV-Reinstwassersystem der Firma Sartorius
gewonnen.

Zentrifuge
Fir Lésungen bis 50 mL wurde eine Heraeus Primo R Zentrifuge der Firma Thermo Scientific bei 0 °C
oder 4 °C und 8 000 rpm verwendet.
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7.2 Synthese

7.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

AAV 1 Synthese der Saurechloride

Unter Stickstoff als Inertgas wurde 1.00 Aquiv. der entsprechenden S&ure in abs. Dichlormethan gelost
und bei 0 °C mit 1.20 Aquiv. Oxalylchlorid und zwei Tropfen DMF versetzt. Die Reaktionsmischung
wurde 3 Stunden zum Rickfluss erhitzt und dann das Ldosungsmittel entfernt. Das erhaltene Saure-
chlorid wurde ohne Aufarbeitung zum Phenylalkanoat umgesetzt.

AAV 2 Synthese der 4-(Hydroxymethyl)phenylalkanoate

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.20 Aquiv. 4-Hydroxybenzylalkohol in abs. THF gelést und mit
1.20 Aquiv. Triethylamin versetzt. Bei 0 °C wurde 1.00 Aquiv. des Saurechlorids, gelést in abs. THF,
zugegeben und die Reaktionsmischung 1.5-3 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend
wurden die ausgefallenen Salze abfiltriert, das Losungsmittel des Filtrats entfernt und der erhaltene
Rickstand durch eine saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (CH2Cl./MeOH
100:0 — 90:10 v:v oder PE/EE 4:1 v.v) gereinigt.

AAV 3 Synthese der y-alkylierten und -maskierten H-Phosphonate

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.30 Aquiv. Diphenylphosphit (DPP) in abs. Pyridin gelést und bei
-10°C mit 1.80 Aquiv. des entsprechenden 4-(Hydroxymethyl)phenylalkanoats versetzt. Nach
15 Minuten Rihren bei -10 °C wurde 1.00 Aquiv. des Alkohols zugegeben und die erhaltene Lésung
1.5-3 Stunden bei 40 °C gerihrt. Anschlieend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und es
folgte die saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (PE/EE 4:1 v:v + 0.50% Essigsaure).

AAV 4 Synthese der 5‘-O-TBS und 3‘-O-Acetyl-geschitzten Nucleoside

Die Synthese erfolgte unter Stickstoff als Inertgas. 1.00 Aquiv. des Nucleosids wurde in abs. Pyridin
gelést und mit 1.20 Aquiv. tert-Butyldimethylsilylchlorid versetzt. Die Reaktionslésung wurde
24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, dann wurden 3.00 bzw. 7.00 Aquiv. Essigsaureanhydrid
zugegeben und erneut 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlie@end wurde das Lésungs-
mittel entfernt und der erhaltene Rlckstand in Dichlormethan gel6st. Die organische Phase wurde je
zweimal mit Wasser und gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen und Uber Natrium-
sulfat getrocknet. Nach Entfernung des Losungsmittels erfolgte die s&aulenchromatographische
Reinigung an Kieselgel (PE/EE 3:2 oder 1:1 v:v oder CH2Cl2/MeOH 95:5 v.v).

AAV 5 TBS-Entschiitzung der 5-O-TBS und 3‘-O-Acetyl-geschiitzten Nucleoside

1.00 Aquiv. des 5'-O-tert-Butyldimethylsilyl-3'-O-acetyl-geschiitzten Nucleosids wurde in Dichlormethan
gelost und mit 6.00 Aquiv. Triethylamin-Trihydrofluorid versetzt. Die erhaltene Reaktionslésung wurde
20 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von Kieselgel, dadurch
konnte Uberschissiges Triethylamin-Trihydrofluorid abreagieren und die Reaktion wurde beendet. Das
Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt durch eine saulenchromato-
graphische Reinigung an Kieselgel (CH2Cl2/MeOH 15:1 oder 9:1 v:v) rein dargestellt.
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AAV 6 Synthese der Fm-geschiitzten Monophosphate durch Kupplung eines FM-geschitzten
Phosphoramidits mit dem Nucleosid und anschlieBende Entschiitzung des Fm-
geschiitzten Monophosphats

Es wurde unter Stickstoff als Inertgas 1.00 Aquiv. des entsprechenden Nucleosids in abs. Dichlor-
methan geldst und mit einer Losung aus 1.50 Aquiv. Bis-O-(9H-fluoren-9-ylmethyl)-N,N-diisopropyl-
aminophosphoramidit in 1 mL abs. Dichlormethan versetzt. Zu der erhaltenen Mischung wurden alle
funf Minuten 0.20 Aquiv. 4,5-Dicyanoimidazol (DCI, ¢ = 0.25M in Acetonitril) hinzugegeben, bis
insgesamt 1.20 Aquiv. erreicht waren. Die erhaltene Reaktionslésung wurde eine Stunde bei Raum-
temperatur geriihrt, anschlieRend erfolgte die Oxidation durch Zugabe von 1.50 Aquiv. tert-
Butylhydroperoxid (c = 5.50 M in n-Decan). Nach einer weiteren Stunde bei Raumtemperatur wurde das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rickstand mittels automatisierter
NP-Saulenchromatographie an Kieselgel (CH2Cl2/MeOH, 90-100% Vol., 30 min, Flussrate 20 mL/min)
gereinigt. AnschlieBend wurde unter Stickstoff als Inertgas 1.00 Aquiv. des FM-geschiitzten
Monophosphats in einer Mischung aus Methanol und Triethylamin (1:1 v:v) geldst und eine Stunde bei
Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wurde Wasser zur Reaktionsmischung hinzugefiigt und weitere
72 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Dann wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und der Ruckstand Uber automatisierte Sé&ulenchromatographie an RP18-Kieselgel
(H20/CH3CN, 0-100% Vol., 30 min, Flussrate 20 mL/min) gereinigt.

AAV 7 Synthese der Pyrophosphate

Die Synthese erfolgte unter Stickstoff als Inertgas. 1.00 Aquiv. des H-Phosphonats wurde in abs.
Acetonitril gelést und durch Erwarmen auf 50 °C vollstandig geldst. AnschlieRend wurden 2.00 Aquiv.
N-Chlorsuccinimid hinzugefiigt und eine Stunde bei 50 °C geriihrt. Es folgte die Zugabe von 2.50 Aquiv.
Tetra-n-butylammoniumphosphat (c = 0.40 M in Acetonitril), bevor erneut eine Stunde bei 50 °C gerlhrt
wurde. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rickstand in
Dichlormethan geldst. Diese Losung wurde in ein Falcontube mit 20 mL Ammoniumacetatpuffer
(1.00 M) Uberfuhrt, geschuttelt und fur eine schnellere Phasentrennung zentrifugiert (8 000 rpm,
4 Minuten, 0 °C). Die organische Phase wurde entnommen und in ein weiteres Falcontube mit 20 mL
Wasser uberfiihrt, ebenfalls geschdttelt und zentrifugiert (8 000 rpm, 4 Minuten, 0 °C). Die organische
Phase wurde erneut entnommen, Uber Natriumsulfat getrocknet und in einen ausgeheizten und tarierten
Kolben Uberfiihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und mit abs. Acetonitril coevaporiert. Aufgrund der
Instabilitéat des Pyrophosphats wurde das erhaltene Produkt ohne weitere Aufarbeitung umgesetzt.

AAV 8 Synthese der TriPPPro-Verbindungen

Die Synthese erfolgte unter Stickstoff als Inertgas. 1.00 Aquiv. des Pyrophosphats wurde in abs.
Acetonitril gelost und bei 0 °C mit einer, ebenfalls auf 0 °C gekiihlten, Lésung aus 5.00 Aquiv. Trifluor-
essigsaureanhydrid und 8.00 Aquiv. Triethylamin in abs. Acetonitril versetzt. Die erhaltene Losung
wurde 10 Minuten bei 0 °C geruhrt. Die flichtigen Verbindungen wurden unter vermindertem Druck
entfernt und es wurde mit abs. Acetonitril coevaporiert. Der erhaltene Rickstand wurde erneut in abs.
Acetonitril bzw. abs. DMF geldst und auf 0 °C gekiihlt. Es folgte die Zugabe von 3.00 Aquiv. 1-Methyl-
imidazol und 5.00 Aquiv. Triethylamin bei 0 °C und zehnminitiges Rihren bei Raumtemperatur.
AnschlieRend wurden 0.50-0.70 Aquiv. des Monophosphats in abs. Acetonitril bzw. abs. DMF zuge-
geben und 3-5.5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle erfolgte durch HPLC-
Verfolgung (Methode A oder B). AnschlieRend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und der erhaltene Rickstand Gber automatisierte Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel
(H20/CH3CN, 0-100% Vol., 30 min, Flussrate 20 mL/min) vorgereinigt. Das Rohprodukt wurde uber eine
Kationenaustauschersaule Dowex-NH4* gegeben und erneut durch automatisierte Saulenchromato-
graphie an RP18-Kieselgel (H2O/CHsCN, 0-100% Vol., 30 min, Flussrate 20 mL/min) gereinigt.
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AAV 9 Synthese der symmetrischen H-Phosphonate

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.00-1.10 Aquiv. des entsprechenden 4-(Hydroxymethyl)phenyl-
alkanoats in abs. Pyridin gelést und mit 0.50 Aquiv. Diphenylphosphit versetzt. Die erhaltene Lésung
wurde 3-4 Stunden bei 40 °C gerihrt. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und aus Methanol umkristallisiert.

7.2.2 Synthese der 4-(Hydroxymethyl)phenylalkanoate 84

Synthese von 4-(Hydroxymethyl)phenylpentanoat (84a)

Die Synthese erfolgte entsprechend AAV 2. 2.00 g (16.1 mmol, 1.00 Aquiv.) 4-Hydroxybenzylakohol
(85) wurden in 25 mL abs. THF gelost und bei 0 °C mit 2.30 mL (1.63 g, 16.1 mmol, 1.00 Aquiv.)
Triethylamin versetzt. Zu der Reaktionsmischung wurden 1.70 mL (1.74 g, 14.5 mmol, 0.90 Aquiv.)
Valeroylchlorid in 17 mL abs. THF hinzugefiigt und die Lésung vier Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Reinigung des Produkts erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (CH2Cl2/MeOH
100:0 — 90:10 v:v).

Ausbeute: 2.04 g (9.80 mmol, 68%) eines hellbeigen Feststoffs. o)aj\‘VN/e
- DC: R-Wert (CH2Cl2/MeOH 1:0 v:v): 0.11. 3

- 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 7.33 (d, 3Jun = 8.6 Hz, 2H, H-3), 7.05 (d,
3 — _ 3 — _ C12H1603
Jun = 8.6 Hz, 2H: H-2), 5.21 (t, 1H, OH), 4.48 (d, 3Jun = 5.7 Hz, 2H, H-5), 2.56 (t, [208.1099 g/mol]
2H, H-b), 1.62 (quint, 2H, H-c), 1.37 (quint, 2H, H-d), 0.92 (t, 3H, H-e).

84a
- 3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 171.93 (C-a), 149.14 (C-1), 140.00 (C-4),
127.46 (C-3), 121.38 (C-2), 62.35 (C-5), 33.18 (C-b), 26.46 (C-c), 21.59 (C-d), 13.64 (C-e).

- IR: Wellenzahl [cm]: 3383, 2956, 2932, 2872, 1754, 1607, 1507, 1464,1417,1366,1346, 1311, 1198,
1163, 1142, 1100, 1046, 1014, 940, 919, 870, 848, 811, 753, 624, 559, 503, 447, 426.

- HRMS: (EI, m/z): ber.: 208.1099, gef.: 208.096 [M].

Synthese von 4-(Hydroxymethyl)phenylheptanoat (84b)

Die Synthese erfolgte nach AAV 2. 3.00 g (24.2 mmol, 1.10 Aquiv.) 4-Hydroxybenzylalkohol (85)
wurden in 25 mL abs. THF geldst und mit 3.07 mL (2.23 g, 22.0 mmol, 1.00 Aquiv.) Triethylamin
versetzt. Bei 0 °C wurde eine Lésung aus 3.40 mL (3.26 g, 22.0 mmol, 1.00 Aquiv.) Heptanoylchlorid in
10 mL abs. THF hinzugefugt. Die Reaktionsmischung wurde anschlielend zwei Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Die Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 4:1
Viv).
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Ausbeute: 2.76 g (11.7 mmol, 53%) eines hellgelben Feststoffs. 6

- DC: Ri-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.32. 2

- 1H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.37 (d, 3Juu = 8.6 Hz, 2H, H-3), 7.07 HO™ °

(d, 3Jup = 8.5 Hz, 2H, H-2), 4.68 (s, 2H, H-5), 2.55 (t, 3Ju = 7.5 Hz, 2H, H-b), [2360113'1*5033”0”
1.75 (dt, 23y = 15.2 Hz, 3Jup = 7.5 Hz, 2H, H-c), 1.48 — 1.30 (m, 6H, H-d, H- '
e, H-f), 0.91 (t, 3Jup = 7.0 Hz, 3H, H-g). 84b

- 3C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls): 172.55 (C-a), 150.26 (C-1), 138.45 (C-4), 128.19 (C-3), 121.83
(C-2), 64.91 (C-5), 34.53 (C-b), 31.57 (C-c), 28.91 (C-d), 25.04 (C-e), 22.62 (C-f), 14.16 (C-g).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3378, 2955, 2929, 2859, 1754, 1607, 1507, 1459, 1417, 1377, 1296, 1196, 1163,
1141, 1101, 1042, 1014, 942, 916, 847, 811, 727, 559, 503.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 259.131, gef.: 259.124 [M+Na]*.

Synthese von 4-(Hydroxymethyl)phenylnonanoat (84c)

Die Synthese erfolgte entsprechend AAV 2. 3.00 g (24.2 mmol, 1.10 Aquiv.) 4-Hydroxybenzylalkohol
(85) wurden in 30 mL abs. THF geldst und mit 3.07 mL (2.23 g, 22.0 mmol, 1.00 Aquiv.) Triethylamin
versetzt. Bei 0 °C erfolgte die Zugabe von 3.97 mL (3.89 g, 22.0 mmol, 1.00 Aquiv.) Nonanoylchlorid,
gel6st in 10 mL abs. THF, anschlieRend wurde die erhaltene Lésung 2.5 Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt. Der erhaltene Rickstand wurde durch eine saulenchromatographische Reinigung an Kieselgel
(PE/EE 4:1 v:v) gereinigt.

Ausbeute: 3.34 g (12.7 mmol, 58%) eines weilRen Feststoffs. b~d~_f_~_h~

- DC: Ri-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.25. 3
4
5
HO
- 'H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls): 7.35 (d, 3Jun = 8.4 Hz, 2H, H-3), 7.05 C1H2403
(d, 3Jun = 8.5 Hz, 2H, H-2), 4.65 (s, 2H, H-5), 2.55 (t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H- [264.1725 g/mol]
b), 1.80 — 1.68 (m, 2H, H-c), 1.46 — 1.21 (m, 10H, H-d, H-e, H-f, H-g, H-h), 84c

0.89 (t, 3JH,H =7.0 Hz, 3H, H-i).

- 3C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls): 172.48 (C-a), 150.22 (C-1), 138.47 (C-4), 128.21 (C-3), 121.71
(C-2), 64.81 (C-5), 34.51 (C-b), 31.92 (C-c), 29.32, 29.23, 29.22, 24.92, 22.71 (C-d, C-e, C-f, C-g, C-h),
14.20 (C-i).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3326, 2914, 2847, 1747, 1509, 1464, 1412, 1384, 1341, 1312, 1288, 1260, 1217,
1166, 1151, 1119, 1036, 1015, 949, 924, 845, 817, 760, 720,579, 511, 488, 450, 418, 391.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 282.206, gef.: 282.277 [M+NHa4]*.
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Synthese von 4-(Hydroxymethyl)phenyldecanoat (84d)

Die Synthese erfolgte gemaR AAV 2. 3.00 g (24.2 mmol, 1.10 Aquiv.) 4-Hydroxybenzylalkohol (85)
wurden in 30 mL abs. THF geldst und mit 3.07 mL (2.23 g, 22.0 mmol, 1.00 Aquiv.) Triethylamin
versetzt. Bei 0 °C wurde eine Lésung von 4.55 mL (4.18 g, 22.0 mmol, 1.00 Aquiv.) Decanoylchlorid in
10 mL abs. THF zugegeben und die erhaltene Reaktionsmischung zwei Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt. Das Produkt wurde nach einer sdulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel (PE/EE 4:1
v:v) erhalten.

Ausbeute: 2.72 g (9.79 mmol, 45%) eines weif3en Feststoffs. b~~~

- DC: R-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.34. 3
4
HO™ °
- 'H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls): 7.38 (d, 3Jun = 8.5 Hz, 2H, H-3), CyrHpe0s
7.07 (d, 3Jun = 8.5 Hz, 2H, H-2), 4.69 (s, 2H, H-5), 2.55 (t, 3Jun = 7.5 Hz, [278.1882 g/mol]

2H, H-b), 1.75 (dt, 3Juu = 7.5 Hz, 2H, H-c), 1.47 — 1.22 (m, 12H, H-d,
H-e, H-f, H-g, H-h, H-i), 0.88 (t, 3Ju = 7.0 Hz, 3H, H-j).

84d

- 3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 172.54 (C-a), 152.36 (C-1), 140.59 (C-4), 128.15 (C-3), 121.87
(C-2), 64.97 (C-5), 34.55 (C-b), 32.01 (C-c), 29.58, 29.56, 29.40, 29.26, 29.24, 25.09 (C-d, C-e, Cf,
C-g, C-h, C-i), 22.82 (C-j).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3257, 2913, 2846, 1746, 1510, 1464, 1412, 1385, 1341, 1313, 1288, 1260, 1217,
1166, 1151, 10369, 1015, 924, 845, 817, 760, 720, 579, 511.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 301.178, gef.: 301.170 [M+ NaJ*.

Synthese von 4-(Hydroxymethyl)phenylundecanoat (84e)

Die Synthese erfolgte gemalz AAV 1. 3.00 g (16.1 mmol, 1.00 Aquiv.) Undecanséure (87€) wurden in
30 mL abs. Dichlormethan gelést und bei 0°C mit 1.66 mL (2.45g, 19.3 mmol, 1.20 Aquiv.)
Oxalylchlorid und zwei Tropfen DMF versetzt. Die Reaktionsmischung wurde drei Stunden zum
Ruckfluss erhitzt, anschlieRend wurde das Losungsmittel entfernt. Das erhaltene Saurechlorid wurde
ohne weitere Aufarbeitung verwendet. Die Umsetzung zum Phenylester erfolgte gemafl AAV 2. 2.40 g
(19.3 mmol, 1.20 Aquiv.) 4-Hydroxybenzylalkohol (85) wurden in 30 mL abs. THF geldst und mit
2.70 mL (1.96 g, 19.3 mmol, 1.20 Aquiv.) Triethylamin versetzt. Zur erhaltenen Lésung wurde bei 0 °C
das hergestellte Saurechlorid in 10 mL abs. THF sowie 197 mg (1.61 mmol, 0.10 Aquiv.) DMAP
gegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2.5 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reinigung des
Produkts erfolgte durch Saulenchromatographie an Kieselgel (PE/EE 4:1 v:v).
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Ausbeute: 3.07 g (10.5 mmol, 65%) eines weil3en Feststoffs.
- DC: Ri-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.31. 1

- 1H-NMR: & [ppm] (300 MHz, CDCla): 7.38 (d, 3Ju = 8.5 Hz, 2H, H-3), Y,
7.07 (d, 33up = 8.5 Hz, 2H, H-2), 4.68 (d, 3Jup = 5.9 Hz, 2H, H-5), 2.55 HO CraHsOs
(t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-b), 1.85 — 1.62 (m, 2H, H-c), 1.50 — 1.25 (m, [292.2038 g/mol]

14H, H-d, H-e, H-f, H-g, H-h, H-i, H-j), 0.88 (t, 3Ju+ = 6.7 Hz, 3H, H-K). st

- BC-NMR: & [ppm] (75 MHz, CDCls): 172.55 (C-a), 150.30 (C-1), 138.48 (C-4), 128.19 (C-3), 121.84
(C-2), 64.94 (C-5), 34.54 (C-b), 32.04 (C-c), 29.70, 29.61, 29.45, 29.40, 29.26, 25.09, 22.83 (C-d, C-e,
C-f, C-g, C-h, C-i, C+j), 14.27 (C-k).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 2952, 2913, 2846, 1747, 1510, 1464, 1411, 1386, 1254, 1217, 1167, 1151, 1036,
1015, 924, 845, 816, 759, 719, 579, 512.

- HRMS: (ESI*, m/z): 315.194, gef.: 315.186 [M+Na]*.

Synthese von 4-(Hydroxymethyl)phenyldodecanoat (84f)

Die Synthese erfolgte gemaR AAV 2. 6.00 g (48.4 mmol, 1.20 Aquiv.) 4-Hydroxybenzylalkohol (85)
wurden in 35 mL abs. THF geldst und mit 6.74 mL (4.89 g, 48.4 mmol, 1.20 Aquiv.) Triethylamin
versetzt. Bei 0°C wurden zu der erhaltenen Lésung 9.30 mL (8.79 g, 40.3 mmol, 1.00 Aquiv.)
Dodecanoylchlorid, geldst in 25 mL abs. THF, und 492 mg (4.03 mmol, 0.10 Aquiv.) DMAP gegeben.
Die erhaltene Suspension wurde 2.5 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Produkt wurde nach
einer saulenchromatographischen Reinigung an Kieselgel erhalten (PE/EE 4:1 v:v).

Ausbeute: 7.22 g (23.6 mmol, 58%) eines weif3en Feststoffs. 0 X )
O a c d e { g i ’ !
]
- DC: Ri-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.26. z
4
5
- IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls) 7.37 (d, 3Jun = 8.5 Hz, 2H, © CoHagOs
H-3), 7.06 (d, 3Jun = 8.5 Hz, 2H, H-2), 4.67 (s, 2H, H-5), 2.55 (t, 3Jun [306.2195 g/mol]
= 7.5 Hz, 2H, H-b), 1.75 (dt, 2Jyn = 15.2, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-c), 8af

1.46 — 1.26 (m, 16H, H-d, H-e, H-f, H-g, H-h, H-i, H-j, H-k), 0.88 (t,
33y = 6.9 Hz, 3H, H-I).

- 3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 172.55 (C-a), 150.30 (C-1), 138.48 (C-4), 128.19 (C-3), 121.84
(C-2), 65.00 (C-5), 34.54 (C-b), 32.05 (C-c), 29.74, 29.60, 29.48, 29.40, 29.25, 25.09, 22.83 (C-d, C-e,
C-f, C-g, C-h, C-i, C+j, C-k), 14.27 (C-I).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3290, 2952, 2913, 2847, 2283, 2235, 2197, 2175, 2145, 2043, 2031, 2011, 1970,
1747,1595, 1510, 1464, 1411, 1387, 1305, 1279, 1253, 1217, 1166, 1151, 1092, 1036, 1015, 949, 924,
904, 844, 816, 778, 752, 719, 670, 581, 513, 451, 441, 418, 400, 392.
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- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 329.209, gef.: 329.207 [M+Na*]".

Synthese von 4-(Hydroxymethyl)phenyltetradecanoat (84g)

Die Synthese erfolgte gemaR AAV 2. 1.39 g (11.8 mmol, 1.10 Aquiv.) 4-Hydroxybenzylalkohol (85)
wurden in 14 mL abs. THF gelést und mit 1.42 mL (1.03 g, 10.2 mmol, 1.00 Aquiv.) Triethylamin
versetzt. Bei 0 °C erfolgte die Zugabe von 2.75 mL (2.50 g, 10.2 mmol, 1.00 Aquiv.) Myristinsaure-
chlorid, geldst in 5 mL abs. THF, die erhaltene Suspension wurde 1.5 Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 4:1 v.v).

Ausbeute: 1.10 g (3.30 mmol, 32%) eines weilRen Feststoffs.

(0]
Oabcdefghljklmn
- DC: R-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.32. 1
2
3
4
- 'H-NMR: & [ppm] (500 MHz, MeOH-da): 7.38 (d, 3Jun = 8.6 Hz, o~
2H, H-3), 7.04 (d, 3Jun = 8.5 Hz, 2H, H-2), 4.60 (s, 2H, H-5), Cy1H3405
2.57 (t, 3un = 7.4 Hz, 2H, H-b), 1.78 — 1.67 (m, 2H, H-c), 1.46 [334.2508 g/mol]
—1.24 (m, 20H, H-d, H-e, H-f, H-g, H-h, H-i, H-j, H-k, H-I, H-m), 84g

0.90 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 3H, H-n).

- 3C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls): 172.49 (C-a), 150.35 (C-1), 138.48 (C-4), 128.22 (C-3), 121.87
(C-2), 64.99 (C-5), 34.56 (C-b), 32.07 (C-c), 29.83, 29.80, 29.75, 29.61, 29.51, 29.41, 29.26, 25.10,
22.84 (C-d, C-e, C-f, C-g, C-h, C-i, C-j, C-k, C-I, C-m), 14.27 (C-n).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3328, 2954, 2914, 2847, 1747, 1509, 1463, 1411, 1385, 1278, 1252, 1216, 1166,
1150, 1091, 1036, 1015, 925, 845, 816, 719, 579, 566, 516, 497, 397.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.:357.241, gef.: 356.759 [M+Na]*.

7.2.3 Synthese der y-maskierten und -alkylierten H-Phosphonate

Synthese von (4-Pentanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65az)

Die Synthese erfolgte nach AAV 3. 0.66 mL (812 mg, 3.47 mmol, 1.30 Aquiv.) Diphenylphosphit (82)
wurden in 21 mL abs. Pyridin geldst und bei -10 °C mit 1.00 g (4.81 mmol, 1.80 Aquiv.) 4-(Hydroxy-
methyl)phenylpentanoat (84a) in 17 mL abs. Pyridin versetzt. Es wurden 722 mg (2.67 mmol,
1.00 Aquiv.) 1-Octadecanol (83z) hinzugegeben und drei Stunden bei 40 °C geriihrt.
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Ausbeute: 1.32 g (2.51 mmol, 94%) eines
farblosen Ols.

- DC: R-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.22. 4

- 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.41 (d, 3Jun
= 8.5 Hz, 2H, H-4), 7.09 (d, 3Jun = 8.5 Hz, 2H, H-
3), 5.09 (d, 2Jup = 9.5 Hz, 2H, H-1), 4.14 — 3.94 (m,
2H, H-a%), 2.56 (t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-b), 1.79 —

C30H5305P
1.69 (m, 2H, H-c), 1.69 — 1.60 (m, 2H, H-b"), 1.45 [524.3631 g/mol]
(dd, 23y = 15.0 Hz, 3Juyn = 7.4 Hz, 2H, H-d), 1.25 65az

(s, 30H, H-¢*, H-d*, H-e*, H-f*, H-g*, H-h*, H-i*, H-j*,
H-k‘, H-I*, H-m*, H-n‘, H-of, H-p*, H-q‘), 0.97 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 3H, H-e), 0.88 (t, 3Jun = 6.9 Hz, 3H, H-
ro.

- 3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 172.30 (C-a), 151.06 (C-5), 138.34 (C-2), 129.33 (C-4), 128.19
(C-3), 66.72 (d, 2Jcp = 5.5 Hz, C-1), 66.20 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, C-a‘), 34.24 (C-b), 32.06 (C-b¥), 30.50,
30.47, 29.84, 29.71, 29.69, 29.59, 29.50, 29.24, 27.10, 25.60 (C-c, C-d, C-c*, C-d*, C-¢e*, C-f*, C-g*, C-
h*, C-i*, C-j, C-k*, C-I*, C-m*, C-n*, C-0*, C-p*, C-q), 22.83 (C-€), 22.38 (C-I).

- 31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): 6.08.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 2958, 2923, 2853, 1756, 1722, 1508, 1465, 1379, 1200, 1165, 1142, 1101, 1084,
1047, 968, 920, 849, 812, 555, 506.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 547.353, gef.: 547.352 [M]".

Synthese von (4-Heptanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65bz)

Die Synthese erfolgte nach AAV 3. 0.58 mL (710 mg, 3.03 mmol, 1.30 Aquiv.) Diphenylphosphit (82)
wurden in 15 mL abs. Pyridin geldst. Bei -10 °C wurden 991 mg (4.20 mmol, 1.80 Aquiv.) 4-(Hydroxy-
methyl)phenylheptanoat (84b) in 12 mL abs. Pyridin hinzugefligt. Zu der Reaktionslésung wurden
630 mg (2.33 mmol, 1.00 Aquiv.) 1-Octadecanol (83z) gegeben und drei Stunden bei 40 °C geriihrt.

Ausbeute: 904 mg (1.64 mmol, 70%) eines A
. O a
weil3en Feststoffs. 5
4
3
- DC: Ri-Wert (PE/EE 3:2 v:v): 0.87. 2

- 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.40 (d, 3Jun
= 8.6 Hz, 2H, H-4), 7.09 (d, 3Juy = 8.6 Hz, 2H, H-
3), 5.10 (d, 3Jup = 9.6 Hz, 2H, H-1), 4.04 (dt, 2Jup CazHs705P

= 25.9 Hz, 2Jup = 11.5 Hz, 2H, H-a%), 2.56 (t, 3Jum [552.3844 g/mol]

= 7.5 Hz, 2H, H-b), 1.81 — 1.58 (m, 6H, H-c, H-d, 65bz

H-b¢), 1.47 — 1.20 (m, 34H, H-e, H-f, H-c*, H-d*, H-e‘, H-f", H-g", H-h*, H-i‘, H-j, H-k*, H-I, H-m", H-n",
H-o‘, H-p*, H-q‘), 0.96 — 0.84 (m, 6H, H-g, H-r).
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- 3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 172.39 (C-a), 151.15 (C-5), 133.24 (C-2), 129.77 (C-4), 122.07
(C-3), 66.96 (d, 2Jcp = 5.7 Hz, C-1), 66.46 (C-a‘),32.07 (C-b), 31.56 (C-b*), 30.50, 29.97, 29.73, 29.67,
29.49, 29.32, 29.26, 29.13, 28.84, 25.61, 25.58, 25.01, 22.83 (C-c, C-d, C-e, C-f, C-¢*, C-d*, C-¢*, C-f*,
C-g*, C-h*, C-i*, Cj*, C-k*, C-I*, C-m"*, C-n*, C-0*, C-p*, C-q"), 14.25, 14.17 (C-g, C-r*).

- 31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): 7.74.

- IR: Wellenzahl [cm-1]: 3331, 2955, 2918, 2850, 1745, 1712, 1611, 1510, 1467, 1439, 1381, 1249, 1218,
1167, 1151, 1105, 1061, 998, 925, 832, 770, 720, 515.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 654.522, gef.: 663.454 [M+HNEts]*.

Synthese von (4-Nonanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65cz)

Die Synthese erfolgte gemafl AAV 3. 0.16 mL (195 mg, 0.832 mmol, 1.30 Aquiv.) Diphenylphosphit (82)
wurden in 5 mL abs. Pyridin geldst und bei -10 °C mit 300 mg (1.16mmol, 1.80 Aquiv.) 4-(Hydroxy-
methyl)phenylnonanoat (84c) in 4 mL abs. Pyridin versetzt. Zu der erhaltenen Lésung wurden 173 mg
(0.64 mmol, 1.00 Aquiv.) 1-Octadecanol (83z) gegeben und 1.5 Stunden auf 40 °C erhitzt.

Ausbeute: 284 mg (0.488 mmol, 76%) eines weil3en Feststoffs.

- DC: R-Wert (PE/EE 3:2 v:v): 0.56.

- 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.40 (d, 3Jun b e~e
=11.2 Hz, 2H, H-4), 7.09 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 2H, H-
3),5.09 (d, 3Jup =9.4 Hz, 2H, H-1), 4.17-3.90 (M, 4
2H, H-a%), 2.55 (t, 3y = 7.5 Hz, 2H, H-b), 1.80 — 2
1.69 (m, 2H, H-c), 1.69 — 1.60 (m, 2H, H-b"), 1.46 1
—1.36 (m, 2H, H-d), 1.36 — 1.22 (m, 38H, H-e, H-f,

H-g, H-h, H-c¢, H-d*, H-e‘, H-f*, H-g‘, H-h*, H-i*, H-

j‘, H-k*, H-I, H-m‘, H-n‘, H-0f, H-p‘, H-q"), 0.88 (td,

3Jun = 6.8, 3.7 Hz, 6H, H-i, H-r).

CINO]

C34H6105P
[580.4257 g/mol]

65cz
- 3C-NMR: 3 [ppm] (101 MHz, CDCls): 172.30 (C-

a), 151.01 (C-5), 133.23 (C-2), 129.35 (C-4), 122.07 (C-3), 66.79 (d, 2Jc,p = 5.4 Hz, C-1), 66.26 (d, 2Jcp
= 6.0 Hz, C-a), 34.52 (C-b), 32.06 (C-b*), 31.94, 30.52, 30.43, 29.84, 29.82, 29.78, 29.70, 29.65, 29.54,
29.48, 29.35, 29.26, 25.60, 25.04, 22.83, 22.76 (C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h, C-¢*, C-d", C-e*,C-f*, C-
g‘, C-h*, C-i, C-j*, C-k, C-IY, C-m*, C-n*, C-0*, C-p*, C-q), 14.26 (C-i), 14.21 (C-r*).

- 3IP-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): 7.92.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3279, 2955, 2916, 2848, 1748, 1737, 1666, 1613, 1599, 1577, 1510, 1464, 1381,
1341, 1250,1235, 1219, 1168, 1151, 1124, 1107, 1061, 998, 924, 834, 782, 770, 720, 515, 452.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 603.413, gef.: 603.415 [M+Na]*.
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Synthese von (4-Decanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65dz)

Die Synthese erfolgte nach AAV 3. 0.49 mL (608 mg, 2.60 mmol, 1.00 Aquiv.) Diphenylphosphit (82)
wurden in 16 mL abs. Pyridin gelost und bei -10 °C mit 1.00 g (3.60 mmol, 1.38 Aquiv.) 4-(Hydroxy-
methyl)phenyldecanoat (84d) in 13 mL abs. Pyridin versetzt. Es wurden noch 721 mg (2.66 mmol,
1.02 Aquiv.) 1-Octadecanol (83z) zugegeben und dann zwei Stunden bei 40 °C geriihrt.

Ausbeute: 1.35g (2.28 mmol, 88%) eines
farblosen Ols. o g

- DC: R-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.36. 4

- 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl3): 7.40 (d, 3Jun
= 8.6 Hz, 2H, H-4), 7.09 (d, 3Jun = 8.6 Hz, 2H, H-
3), 5.10 (d, 3Jnp = 9.6 Hz, 2H, H-1), 4.09 — 3.99 (m,
2H, H-a%),2.56 (t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-b), 1.83 —

C35He305P
1.48 (m, 6H, H-c, H-d, H-b"), 1.46 — 1.17 (m, 40H, [594.4413 g/mol]

H-e, H-f, H-g, H-h, H-i, H-¢f, H-d*, H-e*, H-f*, H-g",
H-h‘, H-i‘, H-j‘, H-k‘, H-I; H-m‘, H-n‘, H-0¢, H-p*,
H-q9), 0.91 (dt, 3J4n = 11.8, 6.2 Hz, 6H, H-j, H-r’).

65dz

- BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 173.59 (C-a), 155.78 (C-5), 131.78 (C-2), 128.82 (C-4), 121.99
(C-3), 67.06 — 66.74 (m, C-1), 66.50 — 66.19 (m, C-a), 34.39 (C-b), 32.85 (C-bf), 31.94, 30.00, 29.85,
29.81, 29.75, 29.71, 29.63, 29.56, 29.51, 29.48, 29.24, 29.07, 25.89, 25.45, 24.96, 22.69 (C-c, C-d, C-
e, C-f, C-g, C-h, C-i, C-¢f, C-d*, C-ef, C-f*, C-g°, C-h’, C-i, C-j*, C-k‘, C-I, C-m‘, C-n*, C-0°, C-p*, C-q),
14.06 (C-j, C-r9).

- 3IP-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): 7.72.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 2923, 2853, 1755, 1712, 1508, 1466, 1416, 1375, 1200, 1166, 1140, 1106, 1046,
974, 849, 753, 703, 626, 608, 450.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 617.431, gef.: 617.430 [M+Na]*.

Synthese von (4-Undecanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65ez)

Die Synthese erfolgte gemaR AAV 3. 0.38 mL (463 mg, 1.98 mmol, 1.30 Aquiv.) Diphenylphosphit (82)
wurden in 12 mL abs. Pyridin geldst und bei -10 °C mit 800 mg (2.74 mmol, 1.8 Aquiv.) 4-(Hydroxy-
methyl)phenylundecanoat (84e) in 10 mL abs. Pyridin versetzt. Nach der Zugabe von 411 mg
(1.52 mmol, 1.00 Aquiv.) 1-Octadecanol (83z), wurde die Reaktionslésung 2.5 Stunden bei 40 °C
geruhrt.
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Ausbeute: 742 mg (0.812 mmol, 80%) eines
farblosen Ols. 0 f ~0 k

- DC: R-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.31.

-1H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls): 7.41 (d, 3 1
= 8.6 Hz, 2H, H-4), 7.09 (d, 3Jun = 8.6 Hz, 2H, H-
3), 5.09 (d, 3Jnp = 9.5 Hz, 2H, H-1), 4.07 — 3.97 (m,
2H, H-a*), 2.55 (t, 3Jupn = 7.5 Hz, 2H, H-b), 1.80 —

C36HesOsP
1.70 (m, 2H, H-c), 1.69 — 1.60 (m, 2H, H-d), 1.46 — [608.4570 g/mol]

1.21 (m, 44H, H-e, H-f, H-g, H-h, H-i, H-j, H-b*, H-
c‘, H-d*, H-ef, H-f*, H-g*, H-h*, H-i*, H-j*, H-k*, H-I",
H-m‘, H-n, H-o0*, H-pf, H-q‘), 0.88 (td, 3Jun = 7.0, 1.9 Hz, 6H, H-k, H-rf).

65ez

- 3C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls): 172.31 (C-a), 151.11 (C-5), 133.33 (C-2), 129.33 (C-4), 128.20
(C-3), 66.76 (d, 2Jcp = 5.5 Hz, C-1), 66.24 (d, 2Jcp = 6.2 Hz, C-af), 34.55 (C-b), 32.07 (C-bf), 30.51,
30.46, 29.84, 29.82, 29.80, 29.78, 29.69, 29.63, 29.60, 29.50, 29.44, 29.39, 29.24, 25.60, 25.09, 25.05,
22.82, 20.65 (C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h, C-i, C-, C-c¢f, C-d*, C-¢‘, C-f*, C-¢f, C-h*, C-i‘, C-j*, C-k, C-
I, C-m‘, C-n‘, C-0f, C-p‘, C-q), 14.24 (C-k, C-rf).

- 31P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 8.99.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3335, 2954, 2917, 2850, 1753, 1714, 1645, 1509, 1465, 1412, 1383, 1364, 1243,
1220, 1166, 1152, 1140, 1087, 1031, 1012, 989, 924, 884, 852, 821, 772, 720, 694, 509, 482, 451.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 631.447, gef.: 631.447 [M+Na]*.

Synthese von (4-Dodecanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65fz)

Die Synthese wurde nach AAV 3 durchgefiihrt. 0.45 mL (552 mg, 2.36 mmol, 1.30 Aquiv.) Diphenyl-
phosphit (82) wurden in 14 mL abs. Pyridin geltst. Bei -10 °C erfolgte die Zugabe von 1.00 g
(3.27 mmol, 1.80 Aquiv.) 4-(Hydroxymethyl)phenyldodecanoat (84f) in 12 mL abs. Pyridin und 490 mg
(1.81 mmol, 1.00 Aquiv.) 1-Octadecanol (83z). AnschlieRend wurde die Reaktionsldsung zwei Stunden
bei 40 °C gerthrt.

Ausbeute: 956 mg (1.54 mmol, 85%) eines
weilRen Feststoffs.

- DC: Ri-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.27.

- 'H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls): 7.40 (d, 3Jun
= 8.6 Hz, 2H, H-4), 7.09 (d, 334+ = 8.6 Hz, 2H, H-
3), 5.10 (d, 2Jup = 9.6 Hz, 2H, H-1), 4.02 (m, 2H, CarHgrO5P
H-a%), 2.55 (t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-b), 1.80 — 1.58 [622.4726 g/mol]
(m, 4H, H-c, H-d), 1.46 — 1.21 (m, 46H, H-e, H-f, 656z
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H-g, H-h, H-i, H-, H-k, H-b*, H-c*, H-d*, H-e*, H-f", H-g*, H-h*, H-i*, H-}‘, H-K*, H-I*, H-m‘, H-n‘, H-0*, H-
p‘, H-q¢), 0.88 (td, 3Ji = 6.9, 1.4 Hz, 6H, H-I, H-r),

- BC-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls): 172.33 (C-a), 151.12 (C-5), 133.29 (C-2), 128.21 (C-4), 121.80
(C-3), 66.86 (d, 2Jcp = 5.4 Hz, C-1), 66.35 (d, 2Jcp = 6.2 Hz, C-a‘), 34.54 (C-b), 32.04 (C-b), 30.49,
30.44, 29.84, 29.81, 29.79, 29.78, 29.73, 29.69, 29.62, 29.59, 29.49, 29.47, 29.39, 29.24, 25.58, 25.05,
22.82, 20.86 (C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h, C-i, C-}, C-k, C-c¢f, C-d‘, C-e‘, C-f*, C-g*, C-hf, C-i*, C-j*, C-
k‘, C-I‘, C-m‘, C-nf, C-0f, C-p*, C-q), 14.24 (C-l, C-r9).

- 31P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 9.07.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 2956, 2918, 1849, 1753, 1713, 1509, 1470, 1417, 1385, 1293, 1267, 1246, 1233,
1222, 1167, 1151, 1110, 1080, 1051, 1039, 1025, 1014, 1004, 995, 926, 890, 866, 841, 810, 719, 627,
608, 530,513, 481, 450.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 640.506, gef.: 633.156 [M+NHa4*]*.

Synthese von (4-Tetradecanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65gz)

Die Synthese erfolgte nach AAV 3. 0.41 mL (506 mg, 2.16 mmol, 1.30 Aquiv.) Diphenylphosphit (82)
wurden in 13 mL abs. Pyridin geldst und bei -10 °C mit 1.00 g (2.99 mmol, 1.80 Aquiv.) 4-(Hydroxy-
methyl)phenyltetradecanoat (84g) in 11 mL abs. Pyridin und 449 mg (1.66 mmol, 1.00 Aquiv.) 1-Octa-
decanol (83z) versetzt. AnschlielBend wurde die Reaktionslésung zwei Stunden bei 40 °C gertihrt.

Ausbeute: 905 mg (0.837 mmol, 84%) eines
weilden Feststoffs.

- DC: Ri-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.32.

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls): 7.41 (d, 3Jun
= 8.5 Hz, 2H, H-4), 7.14 — 7.07 (m, 2H, H-3), 5.09
(d, 3Jup = 9.4 Hz, 2H, H-1), 4.09 — 3.96 (m, 2H, H-
a‘), 2.565 (t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-b), 1.79 — 1.71

(m, 2H, H-c), 1.68 —1.61 (m, 2H, H-b*), 1.45 - 1.38 CaoH7105P
[650.5039 g/mol]

(m, 2H, H-d), 1.37 — 1.23 (m, 48H, H-e, H-f, H-g,

H-h, H-i, H-j, H-k, H-I, H-m, H-¢¢, H-d*, H-e*, H-f*, 659z

H-g‘, H-h*, H-i*, H-j*, H-k*, H-I, H-m‘, H-n*, H-0f, H-p*, H-q), 0.88 (m, 6H, H-n, H-rf).

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls): 172.32 (C-a), 151.03 (C-5), 134.23 (C-2), 129.32 (C-4), 121.15
(C-3), 66.74 (d, 2Jcp = 5.3 Hz, C-1), 66.22 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, C-af), 34.49 (C-b), 32.07 (C-b®), 30.50,
29.85, 29.82, 29.79, 29.74, 29.71, 29.64, 29.61, 29.50, 29.40, 29.26, 25.61, 25.06, 22.84 (C-c, C-d, C-
e, C-f, C-g, C-h, C-i, C+j, C-k, C-l, C-m, C-c¢f, C-d*, C-ef, C-f*, C-g¢*, C-h*, C-i*, C-j*, C-k‘, C-I*, C-m‘, C-
n‘, C-of, C-p‘, C-q9, 14.20 (C-n, C-r9).

- 3IP-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDClz): 8.97.
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- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3298, 2956, 2916, 2849, 1753, 1509, 1470, 1415, 1382, 1304, 1278, 1247, 1218,
1167, 1149, 1112, 1080, 1051, 1040, 1026, 1013, 995, 925, 841, 813, 753, 719, 692, 530, 514, 497.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 673.494, gef.: 673.494 [M]*.

Synthese von (4-Pentanoyloxybenzyl)undecan-H-phosphonat (65ay)

Die Synthese erfolgte nach AAV 3. 0.33 mL (406 mg, 1.74 mmol, 1.30 Aquiv.) Diphenylphosphit (82)
wurden in 19 mL abs. Pyridin geldst und bei -10 °C mit 500 mg (2.40 mmol, 1.80 Aquiv.) 4-(Hydroxy-
methyl)phenylpentanoat (84a) in 9 mL abs. Pyridin und 230 mg (1.33 mmol, 1.00 Aquiv.) 1-Undecanol
(83y) versetzt. Die Reaktionslésung wurde anschlieBend zwei Stunden bei 40 °C geriihrt.

Ausbeute: 453 mg (912 mmol, 68%) eines farblosen Ols. b <%
- DC: Ri-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.16. 3

- 'H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls): 7.41 (d, 33 = 8.6 Hz, 2H,
H-4), 7.09 (d, 3Jun = 8.6 Hz, 2H, H-3), 5.09 (d, 3Jup = 9.5 Hz, 2H,
H-1), 4.11 — 3.96 (m, 2H, H-a‘), 2.56 (t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-b),

1.79 — 1.69 (m, 2H, H-c), 1.69 — 1.60 (m, 2H, H-b%), 1.49 — 1.39 (m, C23H3905P

‘ ‘ ] ¢ ‘ ¢ [426.2535 g/mol]
2H, H-d), 1.37 — 1.23 (m, 16H, H-¢*, H-d*, H-¢’, H-f*, H-g*, H-h*, H-
i, H-j), 0.97 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 3H, H-e), 0.88 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 3H, 65ay
H-k¢).

- 3C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls): 172.24 (C-a), 151.07 (C-5), 138.39 (C-2), 129.33 (C-4), 122.09
(C-3), 66.76 (d, 2Jcp = 5.4 Hz, C-1), 66.24 (d, 2Jcp = 6.3 Hz, C-a‘), 34.26 (C-b), 32.04 (C-b¥), 30.47,
29.80, 29.73, 29.69, 29.62, 29.46, 29.34, 29.24, 27.02, 25.60, 22.82, 22.36, 20.65 (C-c, C-d, C-¢", C-
d*, C-¢*, C-f, C-g*, C-h*, C-i*, C-j*), 14.24 (C-e), 13.85 (C-k).

- 31P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 8.98.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 2956, 2916, 2849, 1754, 1723, 1680, 1509, 1489, 1464, 1384, 1313, 1250, 1216,
1199, 1167, 1148, 1062, 998, 923, 833, 811, 780, 719.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 449.243, gef.: 449.242 [M+Na']*.

Synthese von (4-Nonanoyloxybenzyl)undecan-H-phosphonat (65cy)

Die Synthese erfolgte nach AAV 3. 0.26 mL (320 mg, 1.37 mmol, 1.30 Aquiv.) Diphenylphosphit (82)
wurden in 15 mL abs. Pyridin gel6st und bei -10 °C mit 500 mg (1.89 mmol, 1.80 Aquiv.) 4-(Hydroxy-
methyl)phenylnonanoat (84c) in 7 mL abs. Pyridin versetzt. Nach der Zugabe von 181 mg (1.05 mmol,
1.00 Aquiv.) 1-Undecanol (83y), wurde die Reaktionslésung 2.5 Stunden bei 40 °C geriihrt.



Kapitel 7: Experimenteller Teil (Material und Methoden) 188

Ausbeute: 362 mg (0.714 mmol, 71%) eines weil3en Feststoffs.
- DC: Ri-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.29. ?

- IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDClz): 7.38 (d, 3Jun = 8.6 Hz, 2H, z
H-4), 7.07 (d, 3Jun = 8.5 Hz, 2H, H-3), 4.69 (s, 2H, H-1), 4.02 (dt,

3Jup = 15.0 Hz, 3J4n = 6.7 Hz, 2H, H-a%), 2.55 (t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H,

H-b), 1.75 (dt, 23y 4 = 15.1 Hz, 3Jnun = 7.5 Hz, 2H, H-bf), 1.69 - 1.61

(m, 2H, H-c), 1.45 — 1.37 (m, 2H, H-d), 1.37 — 1.27 (m, 24H, H-e, CyrHar OGP
H-f, H-g, H-h, H-¢‘, H-d*, H-e’, H-f*, H-g*, H-h*, H-if, H-j), 0.92 — [482.3161 g/mol]
0.86 (m, 6H, H-i, H-k%).

65cy

- 3C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls): 172.35 (C-a), 150.31 (C-5), 138.39 (C-2), 129.40 (C-4), 121.78
(C-3), 66.76 (d, 2Jcp = 5.4 Hz, C-1), 66.24 (d, 2Jcp = 6.3 Hz, C-a‘), 34.28 (C-b), 31.43 (C-b¥), 29.74,
29.67, 29.63, 29.47, 29.36, 29.26, 28.78, 24.70, 22.66 (C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h, C-¢*, C-d", C-¢°,
C-f, C-g*, C-h*, C-i*, C-j), 13.98 (C-i, C-kY).

- 31P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 8.95.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 2958, 2926, 2856, 1757, 1713, 1509, 1465, 1379, 1363, 1200, 1166, 1142, 1101,
1083, 970, 920, 850, 827, 555, 508.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 528.296, gef.: 529.194 [M+2Na*]*.

Synthese von (4-Tetradecanoyloxybenzyl)undecan-H-phosphonat (65gy)

Die Synthese erfolgte gemaR AAV 3. 0.41 mL (506 mg, 234 mmol, 1.30 Aquiv.) Diphenylphosphit (82)
wurden in 30 mL abs. Pyridin gelést und bei -10 °C mit 1.00 g (2.99 mmol, 1.80 Aquiv.) 4-(Hydroxy-
methyl)phenyltetradodecanoat (84g) in 10 mL abs. Pyridin und 286 mg (1.66 mmol, 1.00 Aquiv.) 1-Un-
decanol (83y) vermischt. Die Reaktionsldsung wurde anschlie3end drei Stunden bei 40 °C gertihrt.

Ausbeute: 720 mg (1.38 mmol, 78%) eines weil3en Feststoffs.

- DC: Ri-Wert (PE/EE 4:1 v:v): 0.33.

- 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.18 (dd, 3Jun = 8.4, 7.5 Hz,
2H, H-4), 6.83 — 6.76 (m, 2H, H-3), 5.05 (d, 3Jup = 9.6 Hz, 2H,
H-1), 4.07 — 3.93 (m, 2H, H-a"), 2.52 (t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-b),
1.77 - 1.57 (m, 4H, H-bf, H-c), 1.45 - 1.17 (m, 36H, H-d, H-e, H-f,
H-g, H-h, H-i, H-j, H-k, H-I, H-m, H-¢f, H-d*, H-e*, H-f*, H-g*, H-h",
H-i‘, H-j"), 0.85 (t, 3Jun = 6.8 Hz, 6H, H-n, H-k).

C32Hs5705P
[552.3944 g/mol]

65gy

- 3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 172.37 (C-a), 151.01 (C-5), 141.90 (C-2), 129.53 (C-4), 122.02
(C-3), 66.2 (C-1), 65.3 (C-a), 34.46 (C-b), 31.99 (C-b‘), 31.97, 30.41, 29.74, 29.71, 29.66, 29.61, 29.56,
29.54, 29.53, 29.42, 29.39, 29.32, 29.17, 29.15, 25.51, 24.97, 22.75 (C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h, C-i,
Cj, C-k, C-l, C-m, C-¢*, C-d*, C-¢*, C-f*, C-g*, C-h*, C-i*, C-jf), 14.15 (C-n, C-k").
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- 3IP-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 8.98.

- IR: Wellenzahl [cm1]: 2955, 2915, 2848, 1748, 1676, 1489, 1472, 1385, 1313, 1250, 1218, 1197, 1168,
1150, 127, 1092, 1062, 1030, 998, 924,834, 812, 780, 771, 719.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 570.428, gef.: 570.428 [M+NH4*]*.

7.2.4 Synthese des bicyclischen Nucleosidanalogons

Synthese von 5-lod-3‘-O-acetyl-5-O-tert-butyldimethylsilyl-2‘-desoxyuridin (72)

Die Synthese erfolgte nach AAV 4. Es wurden 3.00 g (8.48 mmol, 1.00 Aquiv.) 5-lod-2'-desoxyuridin
(73) in 42 mL abs. Pyridin gelést und mit 1.53 g (10.2 mmol, 1.20 Aquiv.) tert-Butyldimethylsilylchlorid
und spéater mit 2.40 mL (2.60 g, 25.4 mmol, 3.00 Aquiv.) Essigsaureanhydrid versetzt. Das Rohprodukt
wurde nach sédulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (PE/EE 3:2) erhalten.

0
Ausbeute: 2.68 g (5.25 mmol, 62%) eines weiRen Feststoffs. I A NH
°l
2
reso. ol A
- DC: Rr-Wert (PE/EE 3:2 v:v): 0.55. 4Oy
OAc”

- IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 11.77 (s, 1H, NH), 8.00 (s, 1H, H-6), 6.09 [;15';%78';’;25:3”
(dd, 3Jn 4 = 8.6, 5.7 Hz, 1H, H-19), 5.15 (d, 3Jun = 6.1 Hz, 1H, H-3%), 4.09 (d, 3Jun = ’s

1.8 Hz, 1H, H-4%), 3.83 (qd, 2Jun = 11.5 Hz, 3Jun = 3.1 Hz, 2H, H-59), 2.37 — 2.15

(m, 2H, H-2¢), 2.06 (s, 3H, OAC), 0.90 (s, 9H, -SiC(CHa)s), 0.13 (d, 3Jnn = 4.0 Hz, 6H, -Si(CH3)2).

- 8C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 170.04 (q-OAc), 160.47 (C-4), 150.05 (C-2), 143.70 (C-6),
84.68 (C-19), 84.57 (C-4°), 74.45 (C-3°), 70.20 (C-5), 63.18 (C-5), 37.30 (C-2°), 25.95 (-SiC(CHa)3),
20.81 (OAc), 18.07 (-SiC(CHz)3), -5.26, -5.38 (-Si(CHa)2).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3201, 3084, 2952, 2927, 2882, 2853, 1718, 1684, 1611, 1437, 1410, 1388, 1249,
1205, 1120, 1106, 1075, 1022, 1002, 956, 922, 828, 812, 781, 750, 673, 648/, 592, 541, 416.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 533.058, gef.: 533.058 [M+Na]*.

Synthese von 5-lod-3‘-O-acetyl-2°-desoxyuridin (71)

Die Synthese erfolgte nach AAV 5. 2.68 g (5.25 mmol, 1.00 Aquiv.) 5-lod-3‘-O-acetyl-5'-O-tert-butyl-
dimethylsilyl-2‘-desoxyuridin (72) wurden in 55 mL CH2Clz gel6ést und mit 5.1 mL (5.07 g, 31.48 mmaol,
6.00 Aquiv.) Triethylamin-Trihydrofluorid versetzt. Das Rohprodukt wurde nach s&ulenchromato-
graphischer Reinigung an Kieselgel (CH2Cl2/MeOH 9:1) erhalten.
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Ausbeute: 1.70 g (4.28 mmol, 82%) eines weif3en Feststoffs.

o}
- DC: Ri-Wert (CH2Cl2/MeOH 9:1 v:v): 0.70. ! 5| 4 NH
HO_ 6 3&
; N" 0
0,
- 1H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 8.53 (s, 1H, H-6), 6.24 (dd, *J4=83,58 "}
Hz, 1H, H-19), 5.31 (d, 33wy = 6.2 Hz, 1H, H-3¢), 4.12 (dd, 3Juu = 5.0, 2.7 Hz, 1H, H- OAc

4Y), 3.81 (t, 3Jup = 3.1 Hz, 2H, H-5¢), 2.41 (m, 1H, Ha-29), 2.33 (M, 1H, Hp-2), 2.09 _ CriH1sN2Os

[395.9818 g/mol]
(s, 3H, OAc). 71

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 172.17 (q-OAc), 162.73 (C-4), 152.00 (C-2), 147.02 (C-6),
87.07 (C-1°), 86.74 (C-4%), 76.44 (C-3°), 68.72 (C-5), 62.81 (C-5), 39.03 (C-2¢), 20.85 (OAC).

- IR: Wellenzahl [cm-1]: 3520, 3185, 6042, 1711, 1660, 1607, 1453, 1300, 1288, 1242, 1202, 1189, 1098,
1063, 1023, 985, 956, 941, 894, 880, 837, 772, 612, 601, 554, 436, 415.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 418.972, gef.: 418.973 [M+Na]*.

Synthese von 3-(3‘-O-Acetyl-2’-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro-[2,3-d]-
pyrimidin-2-on (70)

In Stickstoffschutzgasatmosphére wurde 1.00 g (2.52 mmol, 1.00 Aquiv.) 5-lod-3‘-O-acetyl-2‘-desoxy-
uridin (71) in 13 mL DMF geldst und mit 291 mg (0.252 mmol, 0.10 Aquiv.) Tetrakis(triphenylphosphin)-
palladium(0) und 0.75 mL (515 mg, 7.56 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Pentin versetzt. Als sich die entstandene
Suspension aufgeldst hatte und eine klare Losung vorlag, wurden 96.0 mg (0.504 mmol, 0.20 Aquiv.)
Kupfer(l)iodid und 0.81 mL (619 mg, 4.79 mmol, 1.90 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin hinzugegeben.
Anschliel3end wurde die Reaktionsmischung 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Es erfolgte die
Zugabe von 96.0 mg (0.504 mmol, 0.20 Aquiv.) Kupfer(l)iodid und 11.6 mL (8.41 g, 83.1 mmol,
33 Aquiv.) Triethylamin. Danach wurde die Reaktionsmischung 24 Stunden auf 80 °C erhitzt. Nachdem
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt worden war, erfolgte die Reinigung des
Rohproduktes durch mehrere Saulenchromatographien an Kieselgel (CH2Cl2/MeOH 19:1 und
EE/MeOH 40:1).

Ausbeute: 697 mg (2.07 mmol, 82%) eines beigen Feststoffs.
- DC: Ri-Wert (CH2Cl2/MeOH 19:1 v:v): 0.31.

- 'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, MeOH-da4): & 8.80 (s, 1H, H-4), 6.42 (s, 1H, H-5), 6.35
(dd, 33un = 9.1, 7.4 Hz, 1H, H-1¢), 5.33 (dt, 3Ju = 6.1, 2.0 Hz, 1H, H-3%), 4.28 (dd, 3314
=5.8, 3.0 Hz, 1H, H-4°), 3.88 (ddd, 2y = 27.3, 12.1 Hz, 3Ju = 3.2 Hz, 2H, H-5%), 2.79
—2.66 (M, 3H, H-a, Ha-2), 2.30 (ddd, 2Jpp = 14.2 Hz, 3Jup = 7.0, 5.1 Hz, 1H, Hp-29), [3306;_61';2201’“;5330”
2.12 (s, 3H, OAc), 1.83 — 1.70 (m, 2H, H-b), 1.03 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 3H, H-c).

70

- 3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, MeOH-ds): & 169.98 (C-7a), 163.02 (C-6), 150.44 (C-2), 140.24 (C-4),
110.1 (C-5), 102.07 (C-6), 84.87 (C-1°), 84.04 (C-4°), 74.70 (C-3), 61.31 (C-5°), 54.90 (C-2), 36.79 (C-
a), 20.79 (OAc), 21.4 (C-b), 13.8 (C-c).
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- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3365, 3086, 2917, 2869, 2850, 1730, 1668, 1622, 1559, 1491, 1466, 1382, 1344,
1246, 1220, 1197, 1180,1159, 1134, 1089, 1077, 1036, 1010, 993, 883, 850, 782, 696, 682, 596, 452.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 359.122, gef.: 359.123 [M+Na]".

7.2.5 Synthese des BCNA-Monophosphats

Synthese von Bis-O-(9H-fluoren-9-yImethyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit (76)

Unter Stickstoffschutzgasatmosphare wurden 2.64 g (13.5 mmol, 1.00 Aquiv.) Dichloro-N,N-diiso-
propylphosphoramidit in 41 mL abs. THF gel6st und auf O °C gekuhlt. Anschlie3end erfolgte die Zugabe
einer Losung aus 5.43 g (27.0 mmol, 2.00 Aquiv.) 9-Fluorenylmethanol und 3.95 mL (2.87 g, 28.4 mmol,
2.10 Aquiv.) Triethylamin in 52 mL abs. THF bei 0 °C. Die Reaktionslésung wurde auf Raumtemperatur
erwarmt und 20 Stunden gerihrt, der dabei entstandene weil3e Niederschlag wurde abfiltriert. Das Filtrat
wurde mit 200 mL Ethylacetat und 200 mL 0.5 M Phosphatpuffer versetzt. Nach erfolgter
Phasentrennung wurde die wassrige Phase dreimal mit je 200 mL Ethylacetat extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen wurden tGber Na2SO4 getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt.

Ausbeute: 6.86 g (13.2 mmol, 98%) eins gelben Ols.

- DC: R-Wert (PE/EE 1:1 v:v): 0.29.

~1H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.81 — 7.68 (m, 4H, H-1, H-8), 7.69 — 7.61

(M, 4H, H-4, H-5), 7.44 — 7.32 (m, 4H, H-3, H-6), 7.32 — 7.23 (m, 4H, H-2, H-7),

4.18 (t, 3y = 6.8 Hz, 2H, H-9), 4.03 — 3.96 (m, 2H, Ha-10), 3.81 (dt, 3Jup = 9.9, Q'O

7.3 Hz, 2H, Hy-10), 3.72 — 3.60 (M, 2H, -CH(CHa)z), 1.13 (dd, 3Juy = 26.2, 6.8

Hz, 12H, -CH(CHa)2). C34H3sNOLP
[521.2484 g/mol]

76
- BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 145.06, 144.79 (C-8a, C-9a), 141.50,

141.39 (C-4a, C-4b), 127.53, 127.49 (C-2, C-7), 126.96, 126.93 (C-3, C-6), 125.57, 125.33 (C-4, C-5),
119.95,119.88 (C-1, C-8), 66.04 (d, 2Jcp = 17.1 Hz, C-10), 49.36 (C-9), 43.24, 43.12 (-CH(CHa)y), 24.78,
24.71 (-CH(CHa),).

- 3IP-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): 146.20.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 2964, 2925, 2865, 1716, 1683, 1611, 1477, 1448, 1395, 1363, 1236, 1183, 1154,
1127, 1102, 1065, 1006, 973, 938, 917, 884, 859, 780, 756, 735, 668, 642, 621, 589, 549, 517, 425.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 539.282, gef.: 538. 251 [M+NH4*]".
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Synthese von 3-(2-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-
monophosphat als Triethylammoniumsalz (66)

Die Reaktion wurde nach AAV 6 durchgefiihrt. 1.56 g (4.64 mmol, 1.00 Aquiv.) 3-(3‘-O-Acetyl-2'-
desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro-[2,3-d]-pyrimidin-2-on (70) wurden in 70 mL CH:Cl:
gelost und mit einer Losung aus 3.63 g (6.96 mmol, 1.50 Aquiv.) Bis-O-(9H-fluoren-9-ylmethyl)-N,N-
diisopropylaminophosphoramidit (76) in 10 mL CH2Cl2 versetzt. Zu der L6sung wurden 22.3 mL
(822 mg, 5.56 mmol, 1.20 Aquiv.) DCI (c = 0.25 M in Acetonitril) gegeben. Die Oxidation erfolgte mit
1.26 mL (627 mg, 6.96 mmol, 1.50 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (c = 5.50 M in n-Decan). Nach
Entfernung des Losungsmittels erfolgte die Reinigung durch automatisierte S&ulenchromatographie
(CH2Cl2/MeOH, 0-5% Vol., 0-30 min, Flussrate 20 mL/min). Das erhaltene geschitzte Monophosphat
77 wurde in 10 mL Methanol und Triethylamin (1:1 v:v) gel6st. Nach einer Stunde bei Raumtemperatur
wurden 5 mL H20 zugegeben.

Ausbeute: 1.04 (2.78 mmol, 60%) eines farblosen Ols.

- IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, MeOH-da): 8.95 (s, 1H, H-4), 6.52 (s, 1H, H-

5), 6.35 (t, 2Juy = 6.0 Hz, 1H, H-19), 4.50 (dt, 3Jup = 5.9, 4.3 Hz, 1H, H-39), 0

4.21 (ddd, 2Jup = 11.4 Hz, 3Jup = 4.4 Hz, 3Jpp = 2.6 Hz, 1H, Ha-59), 4.15 — HO—-P-0

411 (m, 2H, H-4% Hy-59, 3.20 (q, Jup = 7.3 Hz, BH, H-A), 2.67 (1, Jun = 8.4 0©

7.7 Hz, 2H, H-a), 2.55 (ddd, 2Jup = 13.6 Hz, I = 6.2, 4.7 Hz, 1H, He29),  GNHy

2.26 (dt, 20y = 13.6 Hz, 3Jup = 6.0 Hz, 1H, Hp-2), 1.74 (h, 3Jup = 7.4 Hz, < NP

2H, H-b), 1.31 (t, *Jup = 7.3 Hz, 9H, H-B), 1.01 (t, *Jup = 7.4 Hz, 3H, H-C). (3750806 g/mol]
66

- BC-NMR: 3 [ppm] (126 MHz, MeOH-d4): 173.09 (C-7a), 160.71 (C-6),
156.91 (C-2), 138.92 (C-4), 109.83 (C-4a), 101.52 (C-5), 89.52 (C-1°), 88.36 (C-4%), 71.33 (C-3%), 5 65.09
(d, 2Jcp = 5.1 Hz, C-5),47.80 (C-A), 42.65 (C-2), 30.94 (C-a), 21.37 (C-b), 14.45 (C-c), 9.19 (C-B).

-31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, MeOH-da): 1.19.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3364, 2708, 2508, 2223, 1666, 1619, 1576, 1476, 1439, 1392, 1341, 1169, 1058,
919, 782, 637, 523, 463.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 373.081, gef.: 373.074 [M]*.
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7.2.6 Synthese der BCNA-TriPPPro-Verbindungen

Synthese von (4-Pentanoyloxybenzyl)octadecyl-3-(2-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-
dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (53az)

Die Synthese des Pyrophosphats 91az erfolgte nach AAV 7. 500 mg (0.954 mmol, 1.00 Aquiv.) (4-
Pentanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65az) wurden in 15 mL abs. Acetonitril gelést und mit
255 mg (1.91 mmol, 2.00 Aquiv.) N-Chlorsuccinimid (NCS) und 5.96 mL (2.38 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-
n-butylammoniumphosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde
aufgrund der hohen Reaktivitat ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 514 mg
(0.831 mmol, 87%)). Die Synthese der TriPPPro-Verbindung 53az erfolgte gemalR AAV 8. Das zuvor
dargestellte Pyrophosphat wurde fiur die Aktivierung in 8 mL Acetonitril gelést und mit 0.59 mL (872 mg,
4.15 mmol, 5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.93 mL (672 mg, 6.64 mmol, 8.00 Aquiv.) abs.
Triethylamin versetzt. Spater wurden 0.58 mL (420 mg, 4.15 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und
0.20 mL (205 mg, 2.49 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung
wurden 155 mg (0.415 mmol, 0.50 Aquiv.) 3-(2‘-Desoxy-B-b-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro-
[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (66) in 8 mL Acetonitril zugegeben und funf Stunden bei Raum-
temperatur geruhrt.

Ausbeute: 171 mg (0.175 mmol, 42%) eines weil3en, fluffigen
Feststoffs.

- IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da4): 8.91 (s, 1H, H-4), 7.37
(d, 8Jnn = 8.6 Hz, 2H, H-4%), 7.04 (d, 3Jun = 6.6 Hz, 2H, H-3%),
6.59 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-5), 6.32 (t, 3Jun = 5.8 Hz, 1H, H-
19), 5.24 —5.16 (m, 2H, H-1%), 4.55 (dd, 3Ju = 10.4, 5.2 Hz, 1H,
H-39), 4.40 — 4.27 (m, 2H, H-5¢), 4.16 — 4.04 (m, 3H, H-4, H-a“),
2.62 (dd, 3Jun = 14.0, 6.9 Hz, 2H, H-a), 2.58 (t, 3Jun = 7.4 Hz,

2H, H-b“), 2.53 (dt, 3JH,H =6.3, 2.9 Hz, 1H, Ha-2‘), 2.25 (dt, 2.JH,H C44H69N2016p32-
= 13.4 Hz, 3Jyp = 5.9 Hz, 1H, Hp-29), 1.74 — 1.68 (m, 4H, H-b, H- [974.3871 g/mol]
¢, 1.59 (dt, 2Jyp = 11.1 Hz, 3Jun = 7.0 Hz, 2H, H-b%), 1.50 — 53az

1.41 (m, 4H, H-¢*, H-d*), 1.35 — 1.21 (m, 28H, H-d*, H-e*, H-f*,
H-g*, H-h*, H-i*, H-j*, H-k*, H-I, H-m*, H-n*, H-0*, H-p*, H-qf), 1.02 — 0.95 (m, 6H, H-c, H-e*), 0.90 (t,
334 = 7.0 Hz, 3H, H-r).

- 8C-NMR: 8 [ppm] (151 MHz, MeOH-d4): 174.02 (C-a*), 173.20 (C-7a), 160.51 (C-6), 156.88 (C-2),
151.44 (C-5%), 140.40 (C-4), 135,0 (C-2*), 130.34 (C-4),122.59 (C-3), 109.95 (C-4a), 101.87 (C-5),
89.47 (C-1), 88.07 (d, 3Jc,p = 8.9 Hz, C-4%), 70.89 (C-3%), 70.24 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, C-1*), 69.83 (d, 2Jcp
= 6.1 Hz, C-a), 66.0 (d, 2Jcp = 7.7 Hz, C-5%, 42.29 (C-2), 34.76 (C-b*), 33.08 (C-b*), 31.26, 31.21,
30.96, 30.95, 30.80, 30.76, 30.73, 30.67, 30.48, 30.30, 28.08, 26.55, 23.67, 23.24, 21.40 (C-a, C-b, C-
¢, C-d‘, C-ef, C-f*, C-¢f, C-h’, C-i‘, C-j*, C-k‘, C-I*', C-m‘, C-n‘, C-0°, C-p‘, C-q‘, C-c*, C-d*), 14.40,
14.07,13.92 (C-c, C-r‘, C-e“).

- 3IP-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-d4): -11.71 (d, 2Jpp = 19.2 Hz, P-a), -13.02 (d, 2Jpp = 17.0 Hz, P-
'Y), -23.78 ('[, ZJPYP =16.3 Hz, P-B)

- HRMS: (MALDI-, m/z): ber.: 976.402, gef.: 975.403 [M].
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Synthese von (4-Heptanoyloxybenzyl)octadecyl-3-(2-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-di-
hydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (53bz)

Die Synthese des Pyrophosphats 91bz erfolgte nach AAV 7. 500 mg (0.905 mmol, 1.00 Aquiv.) (4-
Heptanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65bz) wurden in 14 mL abs. Acetonitril gelést und mit
242 mg (1.81 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 5.7 mL (2.26 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammonium-
phosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen
Reaktivitat ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 459 mg (0.708 mmol, 78%)).
Die Synthese der TriPPPro-Verbindung 53bz erfolgte gemdl AAV 8. Das zuvor dargestellte
Pyrophosphat wurde fiir die Aktivierung in 7 mL Acetonitril geldst und mit 0.50 mL (744 mg, 3.54 mmol,
5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.79mL (573 mg, 5.67 mmol, 8.00 Aquiv.) abs.
Triethylamin versetzt. Spater wurden 0.49 mL (358 mg, 3.54 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und
0.17 mL (174 mg, 2.13 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung
wurden 132 mg (0.354 mmol, 0.50 Aquiv.) 3-(2‘-Desoxy-B-b-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro-
[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (66) in 8 mL Acetonitril zugegeben und 5.5 Stunden bei Raum-
temperatur geruhrt.

Ausbeute: 85.7 mg (85.5 umol, 24%) eines weilRen, fluffigen
Feststoffs.

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 8.90 (s, 1H, H-4), 7.46
(d, 33 = 8.6 Hz, 2H, H-4%), 7.06 (d, 3Jun = 8.6 Hz, 2H; H-3%),
6.59 (d, 3Jun = 6.0 Hz, 1H, H-5), 6.32 (t, 3Jun = 5.8 Hz, 1H, H-19),
5.20 (d, 2Jup = 8.1 Hz, 2H, H-1%), 4.55 (dd, 3Jun = 10.3, 5.1 Hz,
1H, H-3%), 4.34 (dd, 3Jup = 24.6 Hz, 2Jyn = 10.5 Hz, 2H, H-59),
4.10 (m, 3H, H-4, H-a*), 2.62 (dd, 3Jun = 13.6, 6.6 Hz, 2H, H-a),
2.57 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 2H, H-b*), 2.55 — 2.50 (M, 1H, Ha-29), 2.30
—2.21 (m, 1H, Hyx-29), 1.76 — 1.67 (m, 4H, H-b, H-c¢*), 1.59 (dt, CagH73N2016P3%

23un = 14.3 Hz, 3Jun = 6.6 Hz, 2H, H-bf), 1.43 (dt, 334 = 18.5, [1002.4184 g/mol]

5.6 Hz, 2H, H-d*),1.34 — 1.25 (m, 34H, H-c¢*, H-d*, H-e*, H-f, H- 53bz

g‘, H-h*, H-i*, H-j*, H-k*, H-I*, H-m‘, H-nf, H-0f, H-p‘, H-q‘, H-e*, H-f**), 0.99 (td, 3Jun = 7.4, 2.7 Hz, 3H,
H-c), 0.93 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 3H, H-g*), 0.90 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 3H, H-rf).

- 13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-d4): 173.99 (C-a*), 173.00 (C-7a), 159.04 (C-6), 156.85 (C-2),
152.29 (C-5%), 138.94 (C-4), 135.28 (C-2), 130.35 (C-4¢), 122.83 (C-3¢), 109.89 (C-4a), 101.87 (C-5),
89.43 (C-1), 87.05 (d, 3Jcp = 27.4 Hz, C-4), 71.63 (C-3¢), 70.93 (d, 2Jcp = 2.6 Hz, C-1%), 70.27 (C-a‘),
61.54 (C-5%), 42.31 (C-2f), 35.05 (C-b*), 33.12 (C-b*), 32.67 (C-a), 31.25, 30.95, 30.82, 30.81, 30.77,
30.73, 30.67, 30.48, 30.29, 30.26, 29.87, 26.54, 25.94, 23.72, 23.59, 21.39, 20.82, 18.05 (C-b, C-c,
c-df, Cc-¢ef, C-f, C-¢‘, C-h’, C-i‘, C-j*, C-k‘, C-I, C-m‘, C-nf, C-0, C-p‘, C-q‘, C-c*, C-d*, C-e*, C-f*),
14.44,14.39, 13.93 (C-c, C-r, C-g“9).

- 3P-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-da): -11.67 (d, 2Jpp = 19.5 Hz, P-a), -12.89 (d, 2Jpp = 16.6 Hz,
P-y), -23.66 (t, 2Jpp = 18.6 Hz, P-B).

- HRMS: (MALDI-, m/z): ber.: 1004.433, gef.: 1003.458 [M]-.
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Synthese von (4-Nonanoyloxybenzyl)octadecyl-3-(2‘-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-
dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (53cz)

Die Synthese des Pyrophosphats 91cz erfolgte nach AAV 7. 300 mg (0.517 mmol, 1.00 Aquiv.) (4-
Nonanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65¢z) wurden in 8 mL abs. Acetonitril gelést und mit
138 mg (1.03 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 3.23mL (1.29 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-
butylammoniumphosphat (c =0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Pyrophosphat wurde
aufgrund der hohen Reaktivitat ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 335 mg
(0.496 mmol, 96%)). Die Synthese der TriPPPro-Verbindung 53cz erfolgte gemalR AAV 8. Das zuvor
dargestellte Pyrophosphat wurde fir die Aktivierung in 5 mL Acetonitril gelést und mit 0.35 mL (521 mg,
2.48 mmol, 5.00 Aquiv.) Trifluoressigséaureanhydrid und 0.55 mL (401 mg, 3.97 mmol, 8.00 Aquiv.) abs.
Triethylamin versetzt. Spater wurden 0.35 mL (251 mg, 2.48 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und
0.12 mL (122 mg, 1.49 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung
wurden 93 mg (0.248 mmol, 0.50 Aquiv.) 3-(2-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dinydrofuro[2,3-
d]-pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (66) in 5 mL Acetonitrii zugegeben und finf Stunden bei
Raumtemperatur geruhrt.

Ausbeute: 105 mg (0.101 mmol, 41%) eines weil3en, fluffigen
Feststoffs.

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 8.87 (s, 1H, H-4), 7.37
(d, 3Jnn = 10.8 Hz, 2H, H-4%), 7.02 (d, 3Jun = 6.9 Hz, 2H, H-3%),
6.54 (s, 1H, H-5), 6.30 (t, 3Jun = 5.9 Hz, 1H, H-19), 5.24 — 5.08
(M, 2H, H-1°), 4.58 — 4.48 (m, 2H, H-3%), 4.33 (dd, 3Jup = 29.4
Hz, 3Jun = 9.5 Hz, 2H, H-5%), 4.11 (m, 3H, H-4‘, H-a%), 2.57 (t,
3Jpym = 7.4 Hz, 2H, H-a), 2.57 (t, 3Jpn = 7.4 Hz, 1H, H-b*) 2.55 —
2.48 (M, 1H, Ha-2), 2.23 (m, 1H, Hp-2), 1.73 (dt, 3Jn = 15.0, 7.4
Hz, 4H, H-b, H-¢*), 1.68 (dd, 23y = 14.9 Hz, 3Jnn = 7.4 Hz, 3H,
H-b%), 1.49 — 1.29 (m, 40H, H-c¢*, H-d*, H-e*, H-f*, H-g*, H-h*, H- CygH77N2016P5™
i, Hej*, H-K*, H-I, H-m*, H-n", H-0%, H-p*, H-q", H-d*, H-e*, H-f*, [1030.4497 g/moll
H-g*, H-h*), 0.96 (d, 3Jun = 7.5 Hz, 3H, H-c), 0.91 (t, 3Jupn = 7.0 S3cz

Hz, 6H, H-r, H-i‘").

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 173.72 (C-a*), 173.03 (C-7a), 160.64 (C-6), 156.79 (C-2),
152.34 (C-5), 138.88 (C-4), 134.92 (C-2%), 130.44 (C-4*), 122.81 (C-3*), 109.91 (C-4a), 101.80 (C-5),
89.47 (C-1°), 88.02 (C-4%), 70.91 (C-3), 70.38 (d, 2Jcp = 5.7 Hz, C-1%), 69.5 (C-a*), 66.07 (d, 2Jcp = 3.2
Hz, C-5), 42.30 (C-2°), 35.03 (C-b*), 33.00 (C-a), 30.92, 30.82, 30.81, 30.37, 30.31, 30.19, 25.97,
23.72, 21.36 (C-b, C-b*, C-¢*, C-d*, C-¢*, C-f*, C-g*, C-h*, C-i*, C-j*, C-k*, C-I, C-m*, C-n*, C-0*, C-p°,
C-qf, C-c*, C-d*, C-e“, C-f*, C-g*, C-h*), 14.44, 13.91 (C-c, C-F*, C-i).

- P-NMR: 3 [ppm] (243 MHz, MeOH-da): -11.42 (d, 2Jpp = 29.1 Hz, P-a), -13.01 (d, 2Jpp = 11.8 Hz,
P-y), -22.63 — -23.96 (m, P-B).

- HRMS: (MALDI,, m/z): ber.: 1031.457, gef.: 1031.332 [M]..
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Synthese von (4-Decanoyloxybenzyl)octadecyl-3-(2°-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-
dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (53dz)

Die Synthese des Pyrophosphats 91dz erfolgte nach AAV 7. 500 mg (0.841 mmol, 1.00 Aquiv.) (4-
Decanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65dz) wurden in 13 mL abs. Acetonitril geldst und mit
225 mg (1.68 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 5.30 mL (2.10 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammonium-
phosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen
Reaktivitat ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 178 mg (0.258 mmol, 87%)).
Die Synthese der TriPPPro-Verbindung 53dz erfolgte gemdl AAV 8. Das zuvor dargestellte
Pyrophosphat wurde fiir die Aktivierung in 2 mL Acetonitril geldst und mit 0.18 mL (271 mg, 1.29 mmol,
5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.29 mL (209 mg, 2.06 mmol, 8.00 Aquiv.) abs.
Triethylamin versetzt. Spater wurden 0.18 mL (131 mg, 1.29 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und
0.06 mL (64 mg, 0.774 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung
wurden 48 mg (0.129 mmol, 0.50 Aquiv.) 3-(2‘-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dinydrofuro[2,3-
d]-pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (66) in 2 mL Acetonitrii zugegeben und finf Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt.

Ausbeute: 29.3 mg (28.1 umol, 22%) eines weil3en, fluffigen
Feststoffs.

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 8.91 (s, 1H, H-4), 7.46
(d, 3Jnn = 8.6 Hz, 2H, H-4), 7.06 (d, 3Jun = 8.6 Hz, 2H, H-3%),
6.59 (d, 3Jun = 6.1 Hz, 1H, H-5), 6.32 (t, 3Jun = 5.8 Hz, 1H, H-19),
5.20 (d, 3Jup = 8.3 Hz, 2H, H-1), 4.55 (dd, 3Ju = 10.4, 5.1 Hz,
1H, H-3), 4.34 (dd, 3Jnp = 26.9 Hz, 2J4n = 11.2 Hz, 2H, H-59),
4.14 — 4.06 (m, 3H, H-4¢, H-a%), 2.62 (dd, 3Jun = 13.9, 6.8 Hz,
2H, H-a), 2.57 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 2H, H-b*), 2.53 (dd, 2Jun = 9.0
Hz, 3JH,H = 4.6 Hz, 1H, Ha-2‘), 2.25 (dt, 2JH,H = 16.7 Hz, 3‘JH,H =

7.6 Hz, 1H, Hp-2%), 1.77 — 1.67 (M, 4H, H-b, H-c*), 1.60 (dd, 2J4 4 CaghroN;016P5™
[1044.4653 g/mol]

= 22.1 Hz, 3JH,H = 9.0 Hz, 2H, H-b‘), 1.42 (dd, 3‘JH,H =134,9.3

Hz, 2H, H-d*), 1.39 — 1.24 (m, 40H, H-c*, H-d*, H-e*, H-f*, H-g", 53dz

H-h*, H-i*, H-j*, H-K*, H-I, H-m*, H-n*, H-0°, H-p*, H-q*, H-e*, H-f*, H-g*, H-h*, H-i*), 0.99 (t, 3]y = 7.4
Hz, 3H, H-c), 0.90 (td, 33 = 7.0, 4.5 Hz, 6H, H-r*, H-j*).

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 173.76 (C-a*), 172.96 (C-7a), 160.64 (C-6), 156.74 (C-2),
152.26 (C-5), 138.97 (C-4), 135.90 (C-2*), 130.36 (C-4*), 122.80 (C-3*), 109.95 (C-4a), 101.71 (C-5),
90.32 (C-19), 89.50 (C-4°), 70.80 (C-3°), 68.81 (C-1“), 65.99 (C-a‘), 59.82 (C-5¢), 42.30 (C-2°), 34.98
(C-b*), 33.06 (C-a), 30.83, 30.81, 30.77, 30.74, 30.68, 30.60, 30.49, 30.44, 30.43, 30.29, 30.19, 26.57,
26.02, 23.74, 22.49, 21.33 (C-b, C-b*, C-¢*, C-d*, C-¢*, C-f*, C-g*, C-h*, C-i*, C-j*, C-k", C-I, C-m*, C-n",
C-0f, C-p*, C-q, C-c*, C-d*, C-e*, C-f**, C-g*, C-h*, C-i*), 14.32, 13.98 (C-c, C-r*, C-j*).

- $IP-NMR: 3 [ppm] (243 MHz, MeOH-da): -11.70 (d, 2Jpp = 19.5 Hz, P-a), -12.95 (d, 2Jpp = 16.9 Hz,
P-y), -23.74 (t, 2Jpp = 18.0 Hz, P-B).

- HRMS: (MALDI-, m/z): ber.: 1045.473, gef.: 1045.316 [M]-.
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Synthese von (4-Undecanoyloxybenzyl)octadecyl-3-(2-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-
dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (53ez)

Die Synthese des Pyrophosphats 91ez erfolgte nach AAV 7. 500 mg (0.822 mmol, 1.00 Aquiv.) (4-
Undecanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65ez) wurden in 13 mL abs. Acetonitril gelést und mit
220 mg (1.64 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 5.14 mL (2.05 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammonium-
phosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen
Reaktivitat ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 506 mg (0.719 mmol, 87%)).
Die Synthese der TriPPPro-Verbindung 53ez erfolgte gemall AAV 8. Das zuvor dargestellte
Pyrophosphat wurde fiir die Aktivierung in 7 mL Acetonitril geldst und mit 0.52 mL (755 mg, 3.59 mmol,
5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.80 mL (582 mg, 5.75 mmol, 8.00 Aquiv.) abs. Triethyl-
amin versetzt. Spater wurden 0.50 mL (364 mg, 3.95 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und 0.17 mL
(177 mg, 2.16 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung wurden
134 mg (0.359 mmol, 0.50 Aquiv.) 3-(2‘-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (66) in 7 mL Acetonitril zugegeben und 5.5 Stunden bei Raum-
temperatur geruhrt.

Ausbeute: 78 mg (73.7 umol, 21%) eines weil3en, fluffigen
Feststoffs.

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 8.91 (s, 1H, H-4), 7.46
(dd, 3Jun = 8.6, 2.2 Hz, 2H, H-4%), 7.06 (dd, 3Jun = 8.6, 2.7 Hz,
2H, H-3%), 6.59 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-5), 6.32 (t, 3Jun = 5.9
Hz, 1H, H-19), 5.20 (dd, 2Jup = 8.1 Hz, 3Jun = 5.0 Hz, 2H, H-1%),
4.55 (dd, 3Jun = 10.4, 5.1 Hz, 1H, H-39, 4.41 — 4.29 (m, 2H,
H-5), 4.09 (m, 3H, H-4¢, H-a%), 2.62 (dd, 3Jun = 14.0, 6.9 Hz, 2H,
H-a), 2.57 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 2H, H-b*), 2.55 — 2.50 (M, 1H, Ha-2%),
2.29 — 2.20 (m, 1H, Hp-2%), 1.78 — 1.65 (m, 4H, H-b, H-c*), 1.63

1.52 (m, 2H, H-b%), 1.48 — 1.23 (m, 44H, H-c*, H-d*, H-e*, H-f* Csols1Nz016Ps™
- 1.52 (m, 2H, H-b"), 1.48 - 1.23 (m, » H-¢’, H-d’, H-e’, H-T', [1058.4810 g/mol]

H-g‘, H-hf, H-i*, H-j*, H-k, H-I, H-m*‘, H-n, H-0‘, H-pf, H-q",
H-d*, H-e*, H-f*“, H-g*, H-h*, H-i**, H-j**), 0.99 (t, 8Jun = 7.4 Hz,
3H, H-c), 0.93 — 0.86 (m, 6H, H-r, H-k*).

53ez

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 173.05 (C-a*), 172.25 (C-7a), 160.60 (C-6), 156.82 (C-2),
152.15 (C-5), 139.05 (C-4), 135.19 (C-2%), 130.34 (C-4*), 122.74 (C-3*), 109.99 (C-4a), 101.87 (C-5),
89.43 (C-1°), 88.14 (C-4%), 70.85 (C-3%), 70.18 (d, 2Jcp = 2.2 Hz, C-1%), 69.80 (d, 2Jc,p = 6.0 Hz, C-a"),
65.35 (C-5°), 42.25 (C-2), 35.01 (C-b*), 33.12 (C-a), 30.96, 30.96, 30.83, 30.82, 30.78, 30.74, 30.71,
30.68, 30.64, 30.49, 30.47, 30.43, 30.29, 30.18, 26.54, 25.95, 23.74, 21.39 (C-b, C-b*, C-c*, C-d*, C-¢,
c-f, C-g*, C-h*, C-i*, Cf, C-k*, C-IY, C-m*, C-n‘, C-0*, C-p*, C-q", C-¢*, C-d*, C-e“, C-f**, C-g*, C-h*,
C-i*, C-j*), 14.49, 13.89 (C-c, C-*, C-k*).

- 9P-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-da): -11.71 (d, 2Jpp = 19.8 Hz, P-), -12.97 (d, 2Jpp = 16.9 Hz,
P-y), -23.76 (t, 2Jpp = 18.0 Hz, P-B).

- HRMS: (MALDI-, m/z): ber.: 1060.496, gef.: 1059.363 [M]-.
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Synthese von (4-Dodecanoyloxybenzyl)octadecyl-3-(2-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-
dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (53fz)

Die Synthese des Pyrophosphats 91fz erfolgte nach AAV 7. 500 mg (0.803 mmol, 1.00 Aquiv.) (4-
Dodecanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65fz) wurden in 13 mL abs. Acetonitril gelést und mit
215 mg (1.61 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 5.02 mL (2.01 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammonium-
phosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen
Reaktivitat ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 289 mg (0.403 mmol, 50%)).
Die Synthese der TriPPPro-Verbindung 53fz erfolgte gemalR AAV 8. Das zuvor dargestellte
Pyrophosphat wurde fiir die Aktivierung in 4 mL Acetonitril geldst und mit 0.29 mL (423 mg, 2.02 mmol,
5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.45 mL (326 mg, 3.23 mmol, 8.00 Aquiv.) abs. Triethyl-
amin versetzt. Spater wurden 0.28 mL (204 mg, 2.02 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und 0.10 mL
(99.3 mg, 1.21 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung wurden
75.2mg (0.202 mmol, 0.50 Aquiv.) 3-(2'-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (66) in 4 mL Acetonitrii zugegeben und finf Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt.

Ausbeute: 54.1 mg (50.4 umol, 25%) eines weil3en, fluffigen
Feststoffs.

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 8.92 (s, 1H, H-4), 7.46
(dd, 3Jyn = 8.7, 2.4 Hz, 2H, H-4%), 7.06 (dd, 3Jun = 8.6, 2.8 Hz,
2H, H-3%), 6.59 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-5), 6.32 (t, 3Jun = 5.8
Hz, 1H, H-19), 5.24 — 5.17 (m, 2H, H-1%), 4.56 (dd, 3Jun = 10.3,
5.3 Hz, 1H, H-3¢), 4.40 — 4.28 (m, 2H, H-5¢), 4.14 — 4.05 (m, 3H,
H-4¢, H-a), 2.62 (dd, 3Jun = 13.9, 6.8 Hz, 2H, H-a), 2.57 (t, 3Jun
= 7.4 Hz, 2H, H-b*), 2.55 — 2.50 (M, 1H, Ha-2°), 2.31 — 2.21 (m,
1H, Hy-2¢), 1.76 — 1.66 (m, 4H, H-b, H-c¢*), 1.58 (dt, 2Jyn = 12.3

Hz, 3Jun = 6.4 Hz, 2H, H-b%), 1.47 — 1.25 (m, 46H, H-c*, H-d", CorHgsN,016P 5%
H-e¢, H-f, H-g*, H-h¢, H-i*, H-j*, H-k*, H-I*, H-m‘, H-n*, H-0*, H-p*, [1072.4966 g/mol]
H-q‘, H-d*“, H-e“, H-f“, H-g*‘, H-h*‘, H-i*, H-j*, H-k*), 0.99 (t, 53fz

8Jyp = 7.4 Hz, 3H, H-c), 0.90 (t, 3Ju = 7.0 Hz, 6H, H-r*, H-1°).

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 173.83 (C-a*), 173.16 (C-7a), 159.89 (C-6), 156.30 (C-2),
152.34 (C-5*), 139.20 (C-4), 133.86 (C-2*), 130.38 (C-4%), 122.83 (C-3*), 112.60 (C-4a), 102.10 (C-5),
89.47 (C-19), 87.59 (C-4°), 70.84 (C-3°), 69.82 (d, 2Jcp = 2.7 Hz, C-1), 69.25 (C-a‘), 65.76 (C-5¢), 42.28
(C-29, 35.04 (C-b%), 33.09 (C-a), 30.96, 30.95, 30.83, 30.82, 30.78, 30.75, 30.72, 30.68, 30.63, 30.49,
30.43, 30.40, 30.29, 30.18, 29.19, 26.55, 25.97, 23.75, 21.39 (C-b, C-b*, C-¢*, C-d*, C-e*, C-f*, C-g",
C-h*, C-i*, C-j*, C-k*, C-I, C-m*, C-n*, C-0*, C-p*, C-q, C-c*, C-d*, C-e*, C-f*, C-g*, C-h*, C-i, C-j*,
C-k*), 14.45, 13.93 (C-c, C-r*, C-I*)).

- 3IP-NMR: 3 [ppm] (243 MHz, MeOH-d4): -11.72 (d, 2Jpp = 19.7 Hz, P-a), -12.98 (d, 2Jpp = 17.0 Hz,
P-y), -23.79 (t, 2Jpp = 18.4 Hz, P-B).

- HRMS: (MALDI-, m/z): ber.: 1073.504, gef.: 1073.327 [M]-.
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Synthese von (4-Tetradecanoyloxybenzyl)octadecyl-3-(2‘-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-
2,3-dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (53gz)

Die Synthese des Pyrophosphats 91gz erfolgte nach AAV 7. 500 mg (0.769 mmol, 1.00 Aquiv.) (4-
Tetradecanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65gz) wurden in 13 mL abs. Acetonitril gelést und
mit 205 mg (1.54 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 4.80 mL (1.92 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butyl-
ammoniumphosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der
hohen Reaktivitat ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 329 mg (0.441 mmol,
57%)). Die Synthese der TriPPPro-Verbindung 53gz erfolgte gemafll AAV 8. Das zuvor dargestellte
Pyrophosphat wurde fiir die Aktivierung in 4 mL Acetonitril geldst und mit 0.31 mL (463 mg, 2.21 mmol,
5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.49mL (357 mg, 3.53 mmol, 8.00 Aquiv.) abs.
Triethylamin versetzt. Spater wurden 0.30 mL (223 mg, 2.21 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und
0.11 mL (109 mg, 1.32 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung
wurden 82.3 mg (0.221 mmol, 0.50 Aquiv.) 3-(2-Desoxy-B-b-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro-
[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (66) in 4 mL Acetonitril zugegeben und finf Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt.

Ausbeute: 39.5mg (35.9 umol, 16%) eines weiRen, fluffigen
Feststoffs.

- IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 8.90 (s, 1H, H-4), 7.46
(dd, 3Jun = 8.6, 2.1 Hz, 2H, H-4%), 7.06 (dd, 3Jun = 8.5, 2.6 Hz,
2H, H-3%), 6.59 (d, 3Jun = 6.0 Hz, 1H, H-5), 6.32 (t, 3Jun = 5.8
Hz, 1H, H-19), 5.20 (d, 2Jup = 8.2 Hz, 2H, H-1%), 4.55 (dd, 3Jun
=10.2, 5.2 Hz, 1H, H-3%), 4.34 (dd, 3Jnp = 24.4 Hz, 3Jyn = 11.3
Hz, 2H, H-5%, 4.17 — 4.04 (m, 3H, H-4¢, H-a"), 2.62 (dd, 3Jun =
13.7, 7.0 Hz, 2H, H-a), 2.57 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 2H, H-b*), 2.55 —
2.50 (M, 1H, Ha-29), 2.24 (m, 1H, Hp-2¢), 1.77 — 1.66 (M, 4H, H-b,

H-c*), 1.62 — 1.52 (m, 2H, H-b*), 1.47 — 1.24 (m, 50H, H-c*, H-d", CasHgrN,016P32
H-e‘, H-f', H-g*, H-h*, H-i‘, H-j*, H-k‘, H-I*, H-m*, H-n, H-0, H-p*, [1100.5279 g/mol]
H-q‘, H-d“, H-e“, H-f“, H-g“, H-h“, H-i“, H'j“, H-k“, H-l“, 53gz

H-m“), 0.99 (t, 3Ju = 7.4 Hz, 3H, H-c), 0.90 (t, 34y = 7.0 Hz, 6H, H-r, H-n%).

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 174.03 (C-a*), 172.30 (C-7a), 160.40 (C-6), 156.63 (C-2),
152.27 (C-5%), 139.24 (C-4), 133.13 (C-2“), 130.57 (C-4%), 122.44 (C-3*), 110.25 (C-4a), 101.81 (C-5),
89.91 (C-1°), 87.89 (C-4%), 70.90 (C-3%), 70.26 (d, 2Jcp = 2.7 Hz, C-1%), 69.83 (d, 2Jcp = 4.6 Hz, C-a"),
65.96 (C-5°), 42.30 (C-2), 35.13 (C-b*), 33.09 (C-a), 30.84, 30.83, 30.81, 30.78, 30.74, 30.73, 30.68,
30.62, 30.49, 30.42, 30.30, 30.18, 26.54, 25.98, 23.75, 21.40 (C-b, C-b*, C-¢*, C-d*, C-e*, C-f*, C-g",
C-h*, C-i*, C-j*, C-k*, C-I, C-m*, C-n*, C-0*, C-p*, C-q, C-c*, C-d*, C-e**, C-f*, C-g*, C-h*, C-i, C-j*,
C-k*, C-I, C-m*), 14.45, 13.93 (C-c, C-r*, C-n%).

- 3IP-NMR: 3 [ppm] (243 MHz, MeOH-d4): -11.67 (d, 2Jpp = 22.8 Hz, P-a), -12.93 (d, 2Jpp = 16.1 Hz,
P-y), -23.72 (d, 2Jpp = 27.7 Hz, P-B).

- HRMS: (MALDI-, m/z): ber.: 1101.535, gef.: 1101.348 [M]-.
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Synthese von (4-Pentanoyloxybenzyl)undecyl-3-(2‘-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-
dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (53ay)

Die Synthese des Pyrophosphats 91ay erfolgte nach AAV 7. 300 mg (0.605 mmol, 1.00 Aquiv.) (4-
Pentanoyloxybenzyl)undecan-H-phosphonat (65ay) wurden in 8 mL abs. Acetonitril geldst und mit
162mg (1.21 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 3.18 mL (1.51 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-
butylammoniumphosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund
der hohen Reaktivitait ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 236 mg
(0.342 mmol, 57%)). Die Synthese der TriPPPro-Verbindung 53ay erfolgte gemal AAV 8. Das zuvor
dargestellte Pyrophosphat wurde fir die Aktivierung in 4 mL Acetonitril gelést und mit 0.32 mL (476 mg,
2.26 mmol, 5.00 Aquiv.) Trifluoressigséaureanhydrid und 0.51 mL (367 mg, 3.62 mmol, 8.00 Aquiv.) abs.
Triethylamin versetzt. Spater wurden 0.32 mL (229 mg, 2.26 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und
0.11 mL (112 mg, 1.36 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung
wurden 85 mg (0.227 mmol, 0.50 Aquiv.) 3-(2-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dinydrofuro[2,3-
d]-pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (66) in 4 mL Acetonitrii zugegeben und finf Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt.

Ausbeute: 59.1 mg (67.4 umol, 30%) eines fluffigen, weil3en Feststoffs.

- IH-NMR: 3 [ppm] *H NMR (600 MHz, MeOH-d4) 5 8.91 (s, 1H,
H-4), 7.46 (dd, 3Jun = 8.6, 2.2 Hz, 2H, H-4%), 7.06 (dd, 3Jun =
8.6, 2.8 Hz, 2H, H-3*), 6.58 (d, %Jun = 6.3 Hz, 1H, H-5), 6.32 (t,
8Jun = 5.8 Hz, 1H, H-1¢), 5.25 — 5.17 (m, 2H, H-1%), 4.55 (dd,
3JH,H = 103, 5.2 HZ, lH, H-3‘), 4.34 (dd, SJH,P =242 HZ, BJH,H =
11.7 Hz, 2H, H-5%), 4.15 - 4.05 (m, 3H, H-4¢, H-a%), 2.62 (dd, 3Jun
= 14.0, 6.9 Hz, 2H, H-a), 2.58 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 2H, H-b*), 2.56
— 2.50 (m, 1H, Ha-29), 2.24 (m, 1H, Hy-29), 1.76 — 1.65 (m, 4H,
H-b, H-c*), 1.59 (td, Jun = 13.6 Hz, 3Jun = 6.8 Hz, 2H, H-b®),
1.50-1.40 (m, 2H, H-d*9), 1.37 — 1.19 (m, 16H, H-c‘, H-d‘, H-e*,
H-f‘, H-g‘, H-h*, H-i‘, H-j), 1.02 — 0.96 (m, 6H, H-c, H-e*‘), 0.90
(t, 3Jun = 7.1 Hz, 3H, H-k").

C37H55N2016P3%
[876.2775 g/mol]

53ay

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 172.18 (C-a*), 171.70 (C-7a), 159.12 (C-6), 155.44 (C-2),
150.87 (C-5), 137.57 (C-4), 133.76 (C-2*), 128.93 (C-4*), 121.39 (C-3*), 108.63 (C-4a), 100.40 (C-5),
88.07 (C-19), 86.68 (d, 3Jcp = 8.9 Hz, C-4%), 69.49 (d, “Jcp = 2.6 Hz, C-3), 68.81 (d, 2Jcp = 5.8 Hz,
C-1“), 68.41 (d, 2Jcp = 6.0 Hz C-a%), 64.65 (C-5), 40.88 (C-2°), 33.35 (C-b*), 31.68 (C-a), 29.86, 29.81,
29.55, 29.35, 29.33, 29.26, 29.08, 28.89, 26.66, 25.14, 22.34, 21.84, 19.98 (C-b, C-b*, C-¢c*, C-d*, C-¢,
C-f, C-g*, C-h*, C-i*, C-j, C-¢*, C-d“), 13.04, 12.67, 12.51 (C-c, C-k, C-e").

- 'P-NMR: 3 [ppm] (243 MHz, MeOH-dx): -11.72 (d, 2Jpp = 24.1 Hz, P-a), -13.02 (d, 2Jpp = 16.2 Hz,
P-y), -23.75 (d, 2Jpp = 33.1 Hz, P-B).

- HRMS: (MALDI-, m/z): ber.: 877.285, gef.: 877.103 [M].
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Synthese von (4-Nonanoyloxybenzyl)undecyl-3-(2‘-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-di-
hydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (53by)

Die Synthese des Pyrophosphats 91by erfolgte nach AAV 7. 321 mg (0.666 mmol, 1.00 Aquiv.) (4-
Nonanoyloxybenzyl)undecan-H-phosphonat (65by) wurden in 10 mL abs. Acetonitril gelést und mit
178 mg (1.33 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 4.20mL (1.67 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-
butylammoniumphosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund
der hohen Reaktivitait ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 165 mg
(0.286 mmol, 87%)). Die Synthese der TriPPPro-Verbindung 53by erfolgte geméafl AAV 8. Das zuvor
dargestellte Pyrophosphat wurde fir die Aktivierung in 3 mL Acetonitril gelést und mit 0.20 mL (300 mg,
1.43 mmol, 5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.32 mL (232 mg, 2.29 mmol, 8.00 Aquiv.) abs.
Triethylamin versetzt. Spater wurden 0.20 mL (148 mg, 1.43 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und
0.07 mL (70.4 mg, 0.858 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung
wurden 53.4 mg (0.143 mmol, 0.50 Aquiv.) 3-(2-Desoxy-B-b-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro-
[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (66) in 3 mL Acetonitrii zugegeben und funf Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt.

Ausbeute: 30.9 mg (33.1 umol, 21%) eines weilRen, fluffigen Feststoffs.

- 1H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 8.91 (s, 1H, H-4), 7.46
(dd, 3Ju = 8.6, 2.3 Hz, 2H, H-4%), 7.06 (dd, 3Ju = 8.5, 2.8 Hz,
2H, H-3%), 6.59 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-5), 6.32 (t, 3Jun = 5.9
Hz, 1H, H-19), 5.25 — 5.15 (m, 2H, H-1%), 4.55 (dd, 3Ju4 = 10.3,
5.2 Hz, 1H, H-3¢), 4.39 — 4.28 (m, 2H, H-5), 4.16 — 4.03 (m, 3H,
H-4¢, H-a%), 2.62 (dd, 3Jun = 13.9, 6.9 Hz, 2H, H-a), 2.57 (t, 33
= 7.4 Hz, 2H, H-b%), 2.55 — 2.50 (M, 1H, Ha-2°), 2.25 (dt, 2un =
13.5 Hz, 3Jun = 5.9 Hz, 1H, Hp-29), 1.77 — 1.67 (m, 4H, H-b,
H-c*), 1.65 — 1.52 (m, 2H, H-b*), 1.35 (m, 26H, H-c*, H-d*, H-¢",
H-f, H-g*, H-h*, H-i, H-j*, H-d*, H-e*, H-f*, H-g*, H-h*), 0.99 (t,
3Jy = 7.4 Hz, 3H, H-c), 0.90 (dd, 3Jxn = 15.6, 7.0 Hz, 6H, H-k*,

H-i‘). C41He3N2016P5>
[932.3401 g/mol]

- 13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 172.25 (C-a%), 171.64 53by

(C-7a), 159.11 (C-6), 155.47 (C-2), 150.92 (C-5*), 137.64 (C-4), 135.07 (C-2), 128.95 (C-4*), 121.41
(C-3), 110.02 (C-4a), 100.50 (C-5), 88.04 (C-1°), 86.68 (C-4), 69.48 (d, 2Jcp = 2.7 Hz, C-3°), 68.81
(C-1%), 68.42 (C-a"), 64.62 (C-5°), 46.78 (C-2*), 33.62 (C-b*), 31.69 (C-a), 31.59, 29.54, 29.36, 29.33,
20.27, 29.09, 28.98, 28.89, 28.77, 25.14, 24.53, 22.31, 19.99 (C-b, C-b*, C-¢*, C-d*, C-¢*, C-f*, C-g,
C-h*, C-i*, C*, C-¢c*, C-d*, C-e*, C-f*, C-g“, C-h*), 13.02, 12.99, 12.51 (C-c, C-k’, C-i*).

- 3IP-NMR: 3 [ppm] (243 MHz, MeOH-d4): -11.68 (d, 2Jpp = 19.6 Hz, P-a), -12.97 (d, 2Jpp = 16.8 Hz,
P-y), -23.73 (t, 2Jpp = 18.1 Hz, P-B).

- HRMS: (MALDI,, m/z): ber.: 933.347, gef.: 933.164 [M]-.
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Synthese von (4-Tetradecanoyloxybenzyl)undecyl-3-(2‘-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-
dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (53gy)

Die Synthese des Pyrophosphats 91gy erfolgte nach AAV 7. 220 mg (0.406 mmol, 1.00 Aquiv.) (4-
Tetradecanoyloxybenzyl)undecan-H-phosphonat (65gy) wurden in 7 mL abs. Acetonitril gelést und mit
108 mg (0.811 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 2.54 mL (1.01 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammonium-
phosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen
Reaktivitat ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 114 mg (0.175 mmol, 43%)).
Die Synthese der TriPPPro-Verbindung 53gy erfolgte geméaR AAV 8. Das zuvor dargestellte Pyrophos-
phat wurde fir die Aktivierung in 2 mL Acetonitril gelést und mit 0.13 mL (184 mg, 0.877 mmol,
5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.20 mL (142 mg, 1.40 mmol, 8.00 Aquiv.) abs. Triethyl-
amin versetzt. Spater wurden 0.12 mL (88.7 mg, 0.876 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und
0.04 mL (43.2 mg, 0.526 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung
wurden 32.7 mg (87.7 umol, 0.50 Aquiv.) 3-(2°-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dinydrofuro[2,3-
d]-pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (66) in 2 mL Acetonitril zugegeben und fiinf Stunden bei Raum-
temperatur geruhrt.

Ausbeute: 57.4 mg (57.3 umol, 65%) eines weilRen, fluffigen Feststoffs.

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 8.92 (s, 1H, H-4), 7.46
(dd, 3Jun = 8.6, 2.5 Hz, 2H, H-4%), 7.06 (dd, 3Jun = 8.5, 3.0 Hz,
2H, H-3%), 6.59 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-5), 6.32 (t, 3Jun = 5.9
Hz, 1H, H-1%), 5.25 — 5.15 (m, 2H, H-1*), 4.56 (dd, 3Jun = 10.4,
5.2 Hz, 1H, H-3), 4.40 — 4.29 (m, 2H, H-5¢, 4.09 (m, 3H, H-4¢,
H-a‘), 2.62 (dd, 3Jun = 14.0, 6.9 Hz, 2H, H-a), 2.57 (t, 3Juu = 7.4
Hz, 2H, H-b*), 2.55 — 2.50 (m, 1H, Hs-2), 2.30 — 2.20 (m, 1H,
Hb-2°), 1.77 — 1.67 (m, 4H, H-b, H-c*), 1.62 — 1.54 (m, 2H, H-b°),
1.48 — 1.26 (m, 36H, H-c, H-d*, H-e*, H-f*, H-g*, H-h*, H-i*, H-j*,
H-d“, H-e*, H-f*, H-g*, H-h*, H-i*, H-j*, H-k*, H-I; H-m“),
0.99 (t, 3Jun = 8.8 Hz, 3H, H-c), 0.90 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 6H, H-k,
H-n“).

CagH73N2016P5%
[1002.4184 g/mol]

- 13C-NMR: 8 [ppm] (151 MHz, MeOH-d4): 173.74 (C-a**), 172.26
(C-7a), 159.88 (C-6), 156.88 (C-2), 151.90 (C-5%), 139.01 (C-4),
134.97 (C-2*), 130.36 (C-4*), 122.79 (C-3*), 109.44 (C-4a), 101.91 (C-5), 89.42 (C-1°), 87.04 (C-49),
70.20 (C-3¢), 69.06 (C-1), 68.85 (C-a‘), 65.01 (C-5%), 47.70 (C-2°), 35.07 (C-b*), 33.04 (C-a), 31.22,
30.95, 30.79, 30.77, 30.76, 30.71, 30.68, 30.60, 30.51, 30.48, 30.40, 30.31, 30.16, 26.52, 26.00, 23.76,
21.39 (C-b, C-b, C-¢f, C-d*, C-e, C-f*, C-g*, C-h’, C-i‘, C-j, C-c*, C-d*, C-e*, C-f*“, C-g**, C-h*, C-i*,
C-j*, C-k*, C-I%, C-m*), 14.39, 13.92 (C-c, C-k*, C-n*).

53gy

- 3'P-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-ds): -11.71 (d, Jpp = 20.4 Hz, P-a), -13.00 (d, 2Jpp = 17.0 Hz,
P-y), -23.79 (t, 2Jpp = 18.2 Hz, P-B).

- HRMS: (MALDI,, m/z): ber.: 1004.433, gef.: 1003.458 [M].



Kapitel 7: Experimenteller Teil (Material und Methoden) 203

7.2.7 Synthese der y-alkylierten BCNA-TriPPPro-Verbindungen

Synthese von (9H-Fluoren-9-yl)methyloctadecyl-H-phosphonat (103z)
Die Synthese erfolgte nach AAV 3. 0.69 mL (563 mg, 2.40 mmol, 1.30 Aquiv.) Diphenylphosphit (82)

wurden in 25 mL abs. Pyridin gelést und bei -10 °C mit 500 mg (1.85 mmol, 1.00 Aquiv.) 1-Octadecanol
(832) und 653 mg (3.33 mmol, 1.80 Aquiv.) (9H-Fluoren-9-yl)methanol (74) versetzt.

Ausbeute: 787 mg (1.54 mmol, 83%) eines farblosen Ols.
- DC: Ri-Wert (CH2Cl> 100%): 0.34.

- IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCla): 7.78 (t, 3Jun = 6.6 Hz, 2H, H-1, H-8),
7.62 (t, 3Jupn = 6.9 Hz, 2H, H-4, H-5), 7.41 (dd, 3Jun = 8.8, 4.3 Hz, 2H, H-3,
H-6), 7.36 — 7.31 (m, 2H, H-2, H-7), 4.27 (ddt, 33y = 15.6, 13.0, 6.3 Hz, 2H,
H-10), 4.17 — 4.03 (m, 1H, H-9), 4.09 — 4.03 (m, 2H, H-a%), 1.73 — 1.64 (m, 2H,

H-b%), 1.42 — 1.25 (m, 30H, H-¢*, H-d*, H-e‘, H-f, H-g", H-h*, H-i‘, H-j*, H-k", CazHsg0aP
H-I, H-m*, H-n‘, H-0*, H-p*, H-q¢), 0.89 (t, 3Jny = 6.9 Hz, 3H, H-r"). [512.3418 g/mol]
103z

- BC-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls): 143.01, 142.93 (C-8a, C-9a), 141.57, 141.53 (C-4a, C-4b),
128.17, 128.13 (C-3, C-6), 127.75, 127.38 (C-2, C-7), 127.32, 127.24 (C-1, C-8), 125.18, 124.84 (C-4,
C-5), 67.42 (dd, 2Jcp = 20.3, 6.1 Hz, C-a‘), 65.32 (C-9), 48.17 (dd, 2Jcp = 22.1, 6.8 Hz, C-10), 30.45,
29.72, 29.69, 29.67, 29.62, 29.60, 29.45, 29.24, 29.20, 25.62, 25.54, 22.81 (C-b*, C-¢*, C-d", C-¢*, C-f",
C-g*, C-h*, C-i*, C-j*, C-k*, C-I¥, C-m", C-n*, C-0*, C-p*, C-q‘), 14.24 (C-r").

- 3IP-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 9.04.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3332, 2922, 2852, 1707, 1605, 1594, 1499, 1471, 1450, 1368, 1222, 1166, 1152,
1069, 1024, 972, 812, 752, 741, 691, 508.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 535.332, gef.: 535.330 [M+Na]*.

Synthese von y-Octadecyl-3-(2°-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (54z)

Die Synthese des Pyrophosphats 104z erfolgte nach AAV 7. 250 mg (0.488 mmol, 1.00 Aquiv.) (9H-
Fluoren-9-yl)methyloctadecyl-H-phosphonat (103z) wurden in 8 mL abs. Acetonitril gelést und mit
130 mg (0.976 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 3.05 mL (1.22 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammonium-
phosphat (c =0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen
Reaktivitat ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 250 mg (0.412 mmol, 84%)).
Die Synthese der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54z erfolgte gemafd AAV 8. Das zuvor dargestellte
Pyrophosphat wurde fiir die Aktivierung in 4 mL Acetonitril gelést und mit 0.29 mL (433 mg, 2.06 mmol,
5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.34 mL (250 mg, 2.47 mmol, 6.00 Aquiv.) abs. Triethyl-
amin versetzt. Spater wurden 0.34 mL (250 mg, 2.47 mmol, 6.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und 0.10 mL
(101 mg, 1.24 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung wurden
108 mg (0.288 mmol, 0.70 Aquiv.) 3-(2'-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (66) in 4 mL Acetonitrii zugegeben und funf Stunden bei



Kapitel 7: Experimenteller Teil (Material und Methoden) 204

Raumtemperatur gerthrt. Es wurden 2 mL abs. THF zugegeben und wiederum drei Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Es kam zu keiner Reaktion.

Synthese von 2-Cyanoethyloctadecyl-H-phosphonat (106z)

Die Synthese erfolgte nach AAV 3. 0.46 mL (563 mg, 2.40 mmol, 1.30 Aquiv.) Diphenylphosphit (82)
wurden in 27 mL abs. Pyridin gelést und bei -10 °C mit 500 mg (1.85 mmol, 1.00 Aquiv.) 1-Octadecanol
(X) und 0.22 mL (237 mg, 3.33 mmol, 1.80 Aquiv.) 3-Hydroxypropionitril (105) versetzt.

Ausbeute: 567 mg (1.47 mmol, 79%) eines weil3en Feststoffs.

- DC: Ri-Wert (CH2Cl2/MeOH 100:0 v:v): 0.06.

- H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 4.34 — 4.25 (m, 2H, H-a*), 4.18 — 4.02 (m,
2H, H-a%), 2.78 (t, 3Jun = 6.2 Hz, 2H, H-b%), 1.70 (dq, 3Jun = 12.5, 6.3 Hz, 2H,

H-b%), 1.47 — 1.16 (m, 30H, H-c*, H-d*, H-e*, H-f*, H-g*, H-h*, H-i*, H-j*, H-k®, H-I*, [387.2902 g/mol]
H-m*, H-n¢, H-0f, H-p*, H-q*), 0.88 (t, 3Jun = 6.8 Hz, 3H, H-rf). 106z

- 13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 115.44 (CN), 66.72 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, C-a%), 60.01 (d, 2Jcp = 5.3
Hz, C-a‘), 58.23 (C-b*), 32.07, 30.52, 30.46, 29.84, 29.81, 29.78, 29.70, 29.62, 29.51, 29.23, 25.59,
22.84, 20.19, 20.13 (C-b%, C-c*, C-d*, C-€*, C-f*, C-g*, C-h*, C-i*, C-j*, C-k*, C-I, C-m*, C-n*, C-0%, C-p°,
C-q°), 14.26 (C-r¥).

- 31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls): 7.65.

- IR: Wellenzahl [cm]: 2956, 2916, 2849, 1720, 1468, 1226, 1051, 974, 757.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 410.280, gef.: 410.280 [M+Na]*.

Synthese von y-Octadecyl-3-(2‘-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (54z)

Die Synthese des Pyrophosphats 107z erfolgte nach AAV 7. 200 mg (0.516 mmol, 1.00 Aquiv.)
2-Cyanoethyloctadecyl-H-phosphonat (106z) wurden in 11 mL abs. Acetonitril gelést und mit 138 mg
(1.03 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 3.23 mL (1.29 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammoniumphosphat
(c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen Reaktivitat ohne
weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 190 mg (0.394 mmol, 76%)). Die Synthese
der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54z erfolgte gemafl AAV 8. Das zuvor dargestellte Pyrophosphat
wurde fiir die Aktivierung in 4 mL Acetonitril gelést und mit 0.28 mL (414 mg, 1.97 mmol, 5.00 Aquiv.)
Trifluoressigsaureanhydrid und 0.33 mL (239 mg, 2.36 mmol, 6.00 Aquiv.) abs. Triethylamin versetzt.
Spater wurden 0.33 mL (239 mg, 2.36 mmol, 6.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und 0.09 mL (97.0 mg,
1.18 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslosung wurden 103 mg
(0.276 mmol, 0.70 Aquiv.) 3-(2'-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-
on-5-monophosphat (66) in 4 mL Acetonitril zugegeben und finf Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
Anschliel3end wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Riickstand
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Uber automatisierte Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H2O/CH3CN, 0-100% Vol., 30 min,
Flussrate 20 mL/min) gereinigt.

Ausbeute geschitztes Rohprodukt: 165 mg (0.197 mmol, 71%).

Entschitzungsversuche:
a) Entschiitzung mit Tetra-n-butylammoniumhydroxid

50 mg des erhaltenen Rohprodukts wurden in 1 mL Acetonitril gelést, mit 0.15 mL Tetra-n-butyl-
ammoniumhydroxid (10% in H20) versetzt und 24 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Dabei kam es
zur Zersetzung des Produkts.

b) Entschiitzung mit Triethylamin (10 Vol.%) und DBU (10 Vol.%)

50 mg des erhaltenen Rohprodukts wurden in 0.9 mL abs. Acetonitril gelést, mit 0.1 mL abs. Triethyl-
amin versetzt und 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Da bei der DC-Verfolgung (LM CH3CN/H20
7:1) keine Umsetzung beobachtet werden konnte, wurden 0.1 mL abs. DBU zugegeben und fiinf Tage
bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlieend wurde das Losungsmittel entfernt. Es wurde keine
Entschitzung beobachtet.

¢) Entschiitzung mit Triethylamin (10 Aquiv.)

51.5 mg des erhaltenen Rohprodukts wurden in 0.47 mL abs. Acetonitril gelost, mit 71 pL abs.
Triethylamin versetzt und zwei Tage bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktion wurde mit Hilfe von
HPLC-Reaktionsverfolgung (Methode A) beobachtet. Das Lodsungsmittel wurde entfernt und das
Rohprodukt Uber eine Kationenaustauschersdule Dowex-NHs* gegeben und erneut durch eine
automatisierte Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H20O/CH3:CN, 0-100% Vol., 30 min,
Flussrate 20 mL/min) gereinigt.

Ausbeute: 15.7 mg (20.0 pmol, 7%) eines farblosen Feststoffs.

Die Reaktion sollte nun mit den ermittelten Entschitzungsbedingungen erneut durchgefihrt werden,
damit die Ausbeute erhéht werden kann.

Synthese von y-Octadecyl-3-(2‘-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (54z)

Die Synthese des Pyrophosphats 107z erfolgte nach AAV 7. 200 mg (0.516 mmol, 1.00 Aquiv.)
2-Cyanoethyloctadecyl-H-phosphonat (106z) wurden in 11 mL abs. Acetonitril gelést und mit 138 mg
(1.03 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 3.23 mL (1.29 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammoniumphosphat
(c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen Reaktivitat ohne
weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 185 mg (0.383 mmol, 74%)). Die Synthese
der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54z erfolgte gemaR AAV 8. Das zuvor dargestellte Pyrophosphat
wurde fiir die Aktivierung in 4 mL Acetonitril gelést und mit 0.27 mL (402 mg, 1.91 mmol, 5.00 Aquiv.)
Trifluoressigsaureanhydrid und 0.32 mL (232 mg, 2.29 mmol, 6.00 Aquiv.) abs. Triethylamin versetzt.
Spater wurden 0.32 mL (232 mg, 2.29 mmol, 6.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und 0.09 mL (94.3 mg,
1.15 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung wurden 100 mg
(0.268 mmol, 0.70 Aquiv.) 3-(2-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-
on-5-monophosphat (66) in 5 mL Acetonitril zugegeben und finf Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.
AnschlielRend wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und es folgte eine erste
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automatisierte Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H20/CH3CN, 0-100% Vol., 30 min,
Flussrate 20 mL/min). Der erhaltene Riickstand wurde in 4 mL abs. Acetonitril gelést, mit 0.28 mL abs.
Triethylamin (10 Aquiv.) versetzt und zwei Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wurde
entfernt und das Rohprodukt Uber eine Kationenaustauschersédule Dowex-NH4* gegeben und erneut
durch eine automatisierte Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H2O/CH3CN, 0-100% Vol.,
30 min, Flussrate 20 mL/min) gereinigt.

Ausbeute: 54.1 mg (66.5 umol, 25%) eines weilRen, fluffigen
Feststoffs.

-1H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 8.94 (s, 1H, H-4), 6.62 (s,
1H, H-5), 6.34 — 6.28 (M, 1H, H-19), 4.60 (dd, 3Ju = 10.7, 5.8 Hz,
1H, H-39), 4.38 — 4.33 (m, 2H, H-5%), 3.98 (m, 3H, H-4*, H-a"), 2.66
(t, 3Jup = 7.4 Hz, 2H, H-a), 2.59 — 2.51 (m, 1H, Ha-2°), 2.31 — 2.24
(M, 1H, Hp-2), 1.78 — 1.70 (m, 2H, H-b), 1.63 (m, 2H, H-b"), 1.45 —
1.25 (m, 30H, H-¢*, H-d*, H-e*, H-f*, H-g*, H-h*, H-i*, H-j*, H-K*, H-I,
H-m*, H-n‘, H-0, H-p‘, H-q"),1.02 (dd, 3Jyn = 12.6, 5.3 Hz, 3H,
H-c), 0.90 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 3H, H-r).

Ca2Hs4N2014P5%
[783.2804 g/mol]

54z
- BC-.NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 172.99 (C-7a), 159.26
(C-6), 156.32 (C-2), 138.46 (C-4), 109.81 (C-4a), 101.09 (C-5), 89.38 (C-1°), 83.25 (C-4*), 70.35 (C-39),
67.59 (C-af), 65.37 (C-5%), 42.28 (C-2), 33.08 (C-a), 30.97, 30.80, 30.79, 30.77, 30.76, 30.60, 30.47,
26.87,23.71, 21.42, 20.82 (C-b, C-bf, C-c¢‘, C-df, C-e*, C-f*, C-g*, C-h’, C-i‘, C-j, C-k*, C-I*, C-m‘, C-n’,
C-0, C-p*, C-q"), 14.45 (C-c), 13.92 (C-r").

- 'P-NMR: 5 [ppm] (243 MHz, MeOH-ds): -10.78 (d, 2Jpp = 19.4 Hz, P-a), -11.44 (d, 2Jpp = 19.3 Hz,
P-y), -22.53 (t, 2Jpp = 20.2 Hz, P-B).

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 785.295, gef.: 785.278 [M]".

Synthese von (9H-Fluoren-9-yl)methylundecyl-H-phosphonat (103y)

Die Synthese erfolgte nach AAV 3. 0.72 mL (884 mg, 3.78 mmol, 1.30 Aquiv.) Diphenylphosphit (82)
wurden in 35 mL abs. Pyridin gelést und bei -10 °C mit 500 mg (2.90 mmol, 1.00 Aquiv.) 1-Undecanol
(83y) und 1.03 g (5.23 mmol, 1.80 Aquiv.) (9H-Fluoren-9-yl)methanol (74) versetzt.

Ausbeute: 998 mg (2.41 mmol, 83%) eines farblosen Ols.

- DC: Ri-Wert (CH2Cl2 100%): 0.37.

- H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls): 7.82 — 7.66 (m, 2H, H-1, H-8), 7.64 —
7.54 (M, 2H, H-4, H-5), 7.41 (dd, 3Jup = 12.4, 4.7 Hz, 2H, H-3, H-6), 7.32 (dt,
3Jpn = 7.9, 3.7 Hz, 2H, H-2, H-7), 4.43 (t, 3Jupn = 7.1 Hz, 2H, H-10), 4.34 —
4.13 (m, 1H, H-9), 4.09 (dt, 3Jnp = 13.9 Hz, 3Jun = 6.6 Hz, 2H, H-a"), 1.75 — CasHasO5P
1.64 (m, 2H, H-b%), 1.42 —1.17 (m, 16H, H-c*, H-d*, H-e*, H-f", H-g*, H-h*, H-i*, ~ [414.2324 g/mol]
H-j*), 0.88 (t, 3Jnn = 6.9 Hz, 3H, H-k). 103y
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- BC-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls): 143.17, 143.13 (C-8a, C-9a), 141.58, 141.54 (C-4a, C-4b),
128.17, 128.14 (C-3, C-6), 127.38, 127.36 (C-2, C-7), 127.35, 127.33(C-1, C-8), 125.19, 125.13 (C-4,
C-5), 67.48 (d, 2Jcp = 5.7 Hz, C-a’), 66.22 (C-9), 48.22, 48.09 (d, 2Jcp = 6.8 Hz, C-10), 32.07, 29.84,
29.80, 29.78, 29.69, 29.64, 29.62, 29.50, 29.26, 29.22, 22.83 (C-b*, C-¢*, C-d", C-e*, C-f*, C-g*, C-h*, C-
i, C-j), 14.22 (C- k¥).

- 31P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 9.00.

- IR: Wellenzahl [cm-1]: 3293, 2954, 2924, 2851, 1755, 1667, 1606, 1594, 1472, 1449, 1385, 1315, 1218,
1167, 1151, 1127, 1103, 1065, 998, 967, 831, 812, 782, 754, 740, 691, 671, 592, 508.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 437.222, gef.: 437.222 [M+Na]*.

Synthese von y-Undecyl-3-(2°-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (54y)

Die Synthese des Pyrophosphats 104y erfolgte nach AAV 7. 250 mg (0.604 mmol, 1.00 Aquiv.) (9H-
Fluoren-9-yl)methylundecyl-H-phosphonat (103y) wurden in 10 mL abs. Acetonitril geldst und mit
161 mg (1.21 mmol, 2.00Aquiv.) NCS wund 3.77mL (151 mmol, 2.50Aquiv.) Tetra-n-
butylammoniumphosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund
der hohen Reaktivitdit ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 200 mg
(0.491 mmol, 81%)). Die Synthese der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54y erfolgte gemaf AAV 8.
Das zuvor dargestellte Pyrophosphat wurde flr die Aktivierung in 5 mL Acetonitril geldést und mit 0.35 mL
(516 mg, 2.46 mmol, 5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.41 mL (298 mg, 2.95 mmol,
6.00 Aquiv.) abs. Triethylamin versetzt. Spater wurden 0.41 mL (298 mg, 2.95 mmol, 6.00 Aquiv.) abs.
Triethylamin und 0.12 mL (121 mg, 1.47 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der
Reaktionslosung wurden 128 mg (0.344 mmol, 0.70 Aquiv.) 3-(2‘-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-
2,3-dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-monophosphat (66) in 5 mL Acetonitrii zugegeben und
funf Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und der erhaltene Rickstand tUber automatisierte Saulenchromatographie an RP18-
Kieselgel (H20/CHsCN, 0-100% Vol.,, 30 min, Flussrate 20 mL/min) vorgereinigt. Das erhaltene
Zwischenprodukt wurde in 1 mL Acetonitril geldst, mit 0.1 mL Triethylamin versetzt und eine Stunde bei
Raumtemperatur gerthrt. Das Ldsungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt wurde Uber eine
Kationenaustauschersaule Dowex-NH4* gegeben und erneut durch eine automatisierte
Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H2O/CH3CN, 0-100% Vol., 30 min, Flussrate 20 mL/min)
gereinigt.
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Ausbeute: 54.7 mg (79.8 umol, 23%) eines weiRen, fluffigen
Feststoffs.

- 1H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 8.93 (s, 1H, H-4), 6.63 (s,
1H, H-5), 6.33 (t, 3Jun = 5.9 Hz, 1H, H-1¢), 4.56 (dd, 3Jnn = 10.4,
5.1 Hz, 1H, H-39), 4.39 — 4.28 (m, 2H, H-5%), 4.21 — 4.10 (m, 3H,
H-4%, H-a‘), 2.66 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 2H, H-a), 2.58 — 2.52 (m, 1H,
Ha-29), 2.26 (M, 1H, Hp-29), 1.78 — 1.70 (m, 2H, H-b), 1.70 — 1.61
(m, 2H, H-b%), 1.41 — 1.25 (m, 16H, H-c, H-d*, H-e*, H-f*, H-g*, H-h",
H-i, H-j*), 1.01 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 3H, H-c), 0.90 (t, 3Jun = 7.0 Hz,

3H, H-k). CosHaoN014P3%
[685.1709 g/mol]

54
- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-d4): 173.21 (C-7a), 160.70 Y

(C-6), 156.95 (C-2), 138.94 (C-4), 109.64 (C-4a), 102.12 (C-5), 89.40 (C-1°), 88.17 (C-4%), 70.79 (C-39),
69.67 (d, 2Jcp = 6.3 Hz C-a¥), 66.20 (C-5¢), 42.10 (C-2¢), 33.10 (C-a), 31.35, 31.31, 30.97, 30.74, 30.51,
30.35, 26.66, 23.75, 21.42 (C-b, C-b*, C-¢*, C-d*, C-¢*, C-F, C-g*, C-h*, C-i*, C-j), 14.45 (C-c), 13.92
(C-k").

- 3IP-NMR: 3 [ppm] (243 MHz, MeOH-d4): -11.62 (d, 2Jpp = 19.2 Hz, P-a), -12.72 (d, 2Jpp = 16.6 Hz,
P-y), -23.43 — -23.74 (m, P-B).

- HRMS: (ESI, m/z): ber.: 740.280, gef.: 740.098 [M?+2NH4*].

Synthese von y-Undecyl-3-(2°-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (54y)

Die Synthese des Pyrophosphats 107y erfolgte nach AAV 7. 200 mg (0.692 mmol, 1.00 Aquiv.)
(2-Cyanoethyl)undecyl-H-phosphonat (106y) wurden in 11 mL abs. Acetonitril gelést und mit 185 mg
(1.38 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 4.32 mL (1.73 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammoniumphosphat
(c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen Reaktivitat ohne
weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 200 mg (0.521 mmol, 75%)). Die Synthese
der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54y erfolgte gemaR AAV 8. Das zuvor dargestellte Pyrophosphat
wurde fir die Aktivierung in 5 mL Acetonitril gelést und mit 0.37 mL (548 mg, 2.60 mmol, 5.00 Aquiv.)
Trifluoressigsaureanhydrid und 0.44 mL (316mg, 3.12 mmol, 6.00 Aquiv.) abs. Triethylamin versetzt.
Spater wurden 0.44 mL (316 mg, 3.12 mmol, 6.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und 0.13 mL (128 mg,
1.56 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung wurden 136 mg
(0.365 mmol, 0.70 Aquiv.) 3-(2-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-
on-5’-monophosphat (66) in 5 mL Acetonitril zugegeben und sieben Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene
Ruckstand Uber automatisierte Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H20/CHsCN, 0-100% Vol.,
30 min, Flussrate 20 mL/min) gereinigt.

Ausbeute geschitztes Rohprodukt: 281 mg (0.308 mmol, 84%).
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Entschitzungsversuche:

a) Entschiitzung mit Tetra-n-butylammoniumhydroxid

50 mg des erhaltenen Rohprodukts wurden in 0.9 mL Acetonitril gelést, mit 0.1 mL Tetra-n-butyl-
ammoniumhydroxid (10% in H20) versetzt und 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Da bei der DC-
Verfolgung (LM CHsCN/H20 7:1) keine Umsetzung beobachtet werden konnte, wurden erneut 0.5 mL
Tetra-n-butylammoniumhydroxid (10% in H20) zugegeben und finf Tage bei Raumtemperatur gerihrt.
Es kam dabei zur Zersetzung des Produkts.

b) Entschiitzung mit Triethylamin (10 Vol.%) und DBU (10 Vol.%)

50 mg des erhaltenen Rohprodukts wurden in 0.9 mL Acetonitril geldést und mit 0.1 mL Triethylamin
versetzt. Da bei der DC-Verfolgung (LM CHsCN/Hz20 7:1) keine Umsetzung beobachtet werden konnte,
wurden 0.11 mL DBU zugegeben und funf Tage bei Raumtemperatur geruhrt. Auch dabei kam es nicht
zu einer Abspaltung der Schutzgruppen.

c) Entschiitzung mit Triethylamin (10 Aquiv.)

168 mg des erhaltenen Rohprodukts wurden in 5 mL Acetonitril gelést und mit 0.32 mL (2.27 mmol,
10.0 Aquiv.) Triethylamin versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde drei Tage bei Raumtemperatur
gerihrt. Der Endpunkt der Reaktion wurde via HPLC-Reaktionsverfolgung (Methode A) ermittelt.
Anschliel3end wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rickstand
mittels einer automatisierten Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H20/CH3CN, 0-100% Vol.,
30 min, Flussrate 20 mL/min) gereinigt.

Ausbeute: 110 mg (0.161 mmol, 31%) eines farblosen Feststoffs.

Die Reaktion sollte nun mit den ermittelten Entschiitzungsbedingungen erneut durchgefiihrt werden,
damit die Ausbeute erhéht werden kann.

Synthese von y-Undecyl-3-(2°-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on-5’-triphosphat als Ammoniumsalz (54y)

Die Synthese des Pyrophosphats 107y erfolgte nach AAV 7. 200 mg (0.692 mmol, 1.00 Aquiv.)
2-Cyanoethylundecyl-H-phosphonat (106y) wurden in 11 mL abs. Acetonitril gelést und mit 185 mg
(1.38 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 4.32 mL (1.73 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammoniumphosphat
(c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen Reaktivitat ohne
weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 147 mg (0.383 mmol, 55%)). Die Synthese
der y-alkylierten TriPPPro-Verbindung 54y erfolgte geman AAV 8. Das zuvor dargestellte Pyrophosphat
wurde fir die Aktivierung in 3.5 mL Acetonitril gelést und mit 0.27 mL (402 mg, 1.91 mmol, 5.00 Aquiv.)
Trifluoressigsaureanhydrid und 0.32 mL (232 mg, 2.29 mmol, 6.00 Aquiv.) abs. Triethylamin versetzt.
Spater wurden 0.32 mL (232 mg, 2.29 mmol, 6.00 Aquiv.) abs. Triethylamin und 0.09 mL (94.3 mg,
1.15 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung wurden 100 mg
(0.268 mmol, 0.70 Aquiv.) 3-(2'-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-
on-5-monophosphat (66) in 5 mL Acetonitril zugegeben und finf Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.
Anschlieend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und es folgte eine Reinigung
Uber automatisierte Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H2O/CH3CN, 0-100% Vol., 30 min,
Flussrate 20 mL/min). Der erhaltene Rickstand wurde in 5.4 mL abs. Acetonitril geldst, mit 0.41 mL
abs. Triethylamin (10 Aquiv.) versetzt und zwei Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Der Endpunkt der
Entschitzung wurde mittels HPLC-Reaktionsverfolgung bestimmt. Das Ldsungsmittel wurde entfernt
und das Rohprodukt wurde Uber eine Kationenaustauschersdule Dowex-NHs* gegeben und erneut
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durch eine automatisierte Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H20/CH3CN, 0-100% Vol.,
30 min, Flussrate 20 mL/min) gereinigt.

Ausbeute: 57.4mg (83.8 umol, 31%) eines weilBen, fluffigen
Feststoffs.

- 1H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 8.95 (d, 3Jun = 1.5 Hz,
1H, H-4), 6.63 (d, 3Jn = 3.1 Hz, 1H, H-5), 6.35— 6.31 (m, 1H, H-1%),
4.58 (dd, 3Jup = 10.0, 5.4 Hz, 1H, H-3%), 4.41 — 4.31 (m, 2H, H-5),
4.21 — 4.15 (m, 3H, H-4%, H-a"), 2.65 (dd, 3Jun = 11.3, 4.3 Hz, 2H,
H-a), 2.56 — 2.51 (M, 1H, Ha-2¢), 2.30 — 2.25 (m, 1H, Hp-2%), 1.77 —
1.59 (m, 4H, H-b, H-bf), 1.42 — 1.23 (m, 16H, H-c*, H-d*, H-e*, H-f*, ¢
H-g*, H-h*, H-i, H-j), 1.00 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 3H, H-c), 0.89 (t, 3Jux CasHaoNz014P5>

= 7.0 Hz, 3H, H-k"). [685.1709 g/mol]
54y

- 3C-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 173.21 (C-7a), 160.70 (C-6), 156.95 (C-2), 138.94 (C-4),
109.64 (C-4a), 102.12 (C-5), 89.40 (C-1), 88.17 (C-4%), 70.79 (C-3%), 69.65 (d, 2Jcp = 6.3 Hz C-a"),
66.20 (C-5%), 42.10 (C-2¢), 33.10 (C-a), 31.35, 31.31, 30.97, 30.74, 30.51, 30.35, 26.66, 23.75, 21.42
(C-b, C-b*, C-c*, C-d*, C-e*, C-f*, C-g*, C-h*, C-i*, C-j*), 14.45 (C-c), 13.92 (C-k").

- 31P_NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-da): -11.88 (d, 2Jpp = 20.5 Hz, P-a), -13.76 (d, 2Jpp = 17.5 Hz,
P-y), -23.95 — -24.20 (m, P-B).

- HRMS: (ESI, m/z): ber.: 740.280, gef.: 740.098 [M?+2NH4*].

7.2.8 Synthese des BCNA-Triphosphats

Synthese von 3-(2’-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro-[2,3-d]-pyrimidin-2-on
(67)

In Stickstoffschutzgasatmosphare wurde 1.00 g (2.83 mmol, 1.00 Aquiv.) 5-lod-2‘-desoxyuridin (73) in
14 mL abs. DMF geldst und mit 326 mg (0.283 mmol, 0.10 Aquiv.) Tetrakis(triphenylphosphin)-
palladium(0) und 0.84 mL (577 mg, 8.48 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Pentin versetzt. Die erhaltene gelbe
Suspension wurde anschlieBend so lange gerlhrt, bis sich der Feststoff aufgeldst hat und eine klare
Losung vorlag. Dann erfolgte die Zugabe von 171 mg (0.565 mmol, 0.20 Aquiv.) Kupfer(l)iodid und
0.91 mL (694 mg, 5.37 mmol, 1.90 Aquiv.) N,N-Diisopropylethylamin. Die Reaktionslésung wurde
24 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Anschlie3end erfolgte die Zugabe von 171 mg (0.565 mmol,
0.20 Aquiv.) Kupfer(liodid und 13.0 mL (9.43 g, 92.2 mmol, 33.0 Aquiv.) Triethylamin und die
Reaktionslésung wurde 24 Stunden bei 80 °C gerthrt. Anschlielend wurde das Ldsungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rickstand chromatographisch an Kieselgel
(CH2Cl2/MeOH 19:1) gereinigt.
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Ausbeute: 374 mg (1.27 mmol, 45%) eines beigen Feststoffs.

- DC: Ri-Wert (CH2Cl2/MeOH 19:1 v:v): 0.34. 6/ o

5 7a

4a | >N
- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds): 8.67 (s, 1H, H-4), 6.43 (s, 1H, H-5), 6.16 HOSI 4 N%O
(t, 3Jnn = 6.2 Hz, 1H, H-19), 5.27 (d, 3Jun = 4.3 Hz, 1H, 3-OH), 5.11 (t, 3Jyn = 5.3 Hz, 4Oy
1H, 5°-OH), 4.23 (dq, 3Jun = 8.1, 4.0 Hz, 1H, H-3%), 3.90 (q, 3Jun = 3.7 Hz, 1H, H-4), oy ?

3.71 - 3.64 (m, 2H, H-5%), 3.64 — 3.58 (m, 2H, H-a), 3.09 (dd, 3Jun = 13.7, 6.6 Hz, C14H15N,0s
1H, Ha-29), 2.37 (ddd, 3Jun = 13.4, 6.1, 4.2 Hz, 1H, Hp-2°), 2.08 — 2.01 (m, 2H, H-b), [294.1216 g/mol]
0.93 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 3H, H-c). 67

- 3C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds): 171.21 (C-7a), 158.11 (C-6), 153.78 (C-2), 136.78 (C-4),
106.34 (C-4a), 99.88 (C-5), 88.10 (C-1’), 87.37 (C-4’), 69.67 (C-3"), 60.78 (C-5’), 45.76 (C-2’), 41.19
(C-a), 29.29 (C-b), 19.83 (C-c).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 2954, 2915, 2848, 1698, 1656, 1552, 1496, 1470, 1426, 1394, 1315, 1274, 1255,
1238, 1195, 1136, 1124, 1073, 1036, 939, 890, 817, 787, 719, 688, 640, 603.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 317.111, gef.: 317.111 [M+Na]*.

Synthese von 3-(2‘-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-
triphosphat (60)

90 mg (0.306 mmol, 1.00 Aquiv.) 3-(2’-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro-[2,3-d]-
pyrimidin-2-on (67) und 131 mg (0.612 mmol, 2.00 Aquiv.) Protonenschwamm wurden 30 Minuten unter
Vakuum getrocknet. Anschlieend wurden sie unter Stickstoffschutzgasatmosphéare in 1.7 mL
Trimethylphosphat gelést und bei -20°C mit 0.03mL (56.3mg, 0.367 mmol, 1.20 Aquiv.)
Phosphorylchlorid versetzt. Die Reaktionslésung wurde 35 Minuten bei -20 °C gerihrt. Dann wurden
1.53 mL (418 mg, 0.765 mmol, 2.50 Aquiv.) Tributylammoniumpyrophosphat (c = 0.50 M in Acetonitril)
und 0.44 mL (340 mg, 1.84 mmol, 6.00 Aquiv.) Tributylamin zugegeben und eine Stunde bei -20 °C
gerlhrt. Die Endpunkte der Reaktionen wurden durch HPLC-Verfolgung (Methode A) bestimmt. Bei
Raumtemperatur wurde im Anschluss TEAB-Puffer hinzugegeben und 30 Minuten gertihrt. Danach
wurde die Reaktionslésung dreimal mit Dichlormethan gewaschen, die vereinigten organischen Phasen
einmal mit Wasser gewaschen und die vereinigten wéassrigen Phasen eingeengt. Es folgten mehrere
automatisierte Sephadexséulen (H2O/TEAB-Puffer (1M), 0-100% Vol., 55 min, Flussrate 12 mL/min)
sowie automatisierte Saulenchromatographien an RP18-Kieselgel (H20/CH3CN, 0-100% Vol., 30 min,
Flussrate 20 mL/min) fur die Reinigung des Produkts. Das erhaltene Rohprodukt wurde Uber eine
Kationenaustauschersaule Dowex-NH4"* gegeben und abschlieRend noch einmal dber eine
automatisierte Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H20/CH3CN, 0-100% Vol., 30 min,
Flussrate 20 mL/min) gereinigt.
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Ausbeute: 26.2 mg (49.3 pmol, 16%) eines weil3en Feststoffs.

- 1H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 8.92 (s, 1H, H-4), 6.69 (s,
1H, H-5), 6.36 (dd, 3Jun = 8.3, 5.6 Hz, 1H, H-19), 5.41 (d, 3Jun = 5.9 o 0
Il Il 1]
Hz, 1H, H-3"), 4.46 — 4.38 (m, 2H, H-4*, H-5%, 4.32 (ddd, 3Jup = 11.1  HO—H-0-H-0-b-0. 4 2K
k O ;1

| | | N
Hz, 3Jun = 4.6, 2.6 Hz, 1H, Hp-59,2.69 (dd, 3Jun = 5.5, 1.0 Hz, 1H, @0@ @09 ge .
Ha-29), 2.65 (t, 3Jun = 7.8 Hz, 2H, H-a), 2.44 - 2.33 (M, 1H, Hp-2), 1.77  NH, NH, NH, J3 2
—1.67 (M, 2H, H-b), 1.00 (t, 2Jun = 7.4 Hz, 3H, H-C).

( ) ( H.H ) C14H1gN2014P3>
[530.9987 g/mol]
- 13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 171.96 (C-7a), 160.62 (C-6), 60
156.97 (C-2), 139.09 (C-4), 110.28 (C-4a), 102.10 (C-5), 89.87 (C-1°), 86.29 (d, 3Jcp = 9.0 Hz, C-4),

77.06 (C-39), 67.08 (C-5°), 47.45 (C-A), 42.89 (C-2), 30.95 (C-a), 21.42 (C-b), 13.90 (C-c), 9.10 (C-B).

- 3IP-NMR: 3 [ppm] (243 MHz, MeOH-da): -10.23 (d, 2Jpp = 20.8 Hz, P-a), -11.37 (d, 2Jpp = 20.7 Hz,
P-y), -23.20 — -23.73 (m, P-B).

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 621.942, gef.: 619.334 [M+4Na*]*.

7.2.9 Synthese des BCNA-Diphosphats

Synthese von 3-(3-O-Acetyl-2‘-desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-
pyrimidin-2-on-5’-monophosphat als Triethylammoniumsalz (118)

Die Reaktion wurde nach AAV 6 durchgefiihrt. 100 mg (0.298 mmol, 1.00 Aquiv.) 3-(3‘-O-Acetyl-2'-
desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro-[2,3-d]-pyrimidin-2-on (70) wurden in 4.44 mL abs.
Dichlormethan geldst und mit einer Lésung aus 233 mg (0.446 mmol, 1.50 Aquiv.) Bis-O-(9H-fluoren-9-
ylmethyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit (76) in 1 mL Dichlormethan versetzt. Zu der Losung
wurden 1.43 mL (42.2 mg, 0.36 mmol, 1.20 Aquiv.) DCI (c =0.25 M in Acetonitril) zugegeben. Die
Oxidation erfolgte mit 0.08 mL (40.2 mg, 0.446 mmol, 1.50 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (c = 5.5 M in
n-Decan). Nach Entfernung des Ldsungsmittels erfolgte die Reinigung durch automatisierte
Saulenchromatographie (CH2Cl2/MeOH, 0-5% Vol., 0-30 min, Flussrate 20 mL/min). Das erhaltene
geschitzte Monophosphat 77 wurde in 10 mL Methanol und Triethylamin (1:1 v:v) geldst, nach finf
Stunden bei Raumtemperatur erfolgte die Reinigung mit einer automatisierten Saulenchromatographie
an RP18-Kieselgel (H20/CHsCN, 0-100% Vol., 30 min, Flussrate 20 mL/min).

Ausbeute: 49.7 mg (0.120 mmol, 40%) eines weil3en Feststoffs.

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 8.90 (s, 1H, H-4), 6.53 (s, 1H,
H-5), 6.41 (dd, 3Jupu = 8.1, 5.7 Hz, 1H, H-19), 5.40 (d, 3Jun = 6.0 Hz, 1H,
H-3), 4.40 — 4.35 (m, 1H, H-4°), 4.18 (dddd, 3Jup = 42.9 Hz, 2y = 11.4
Hz, 3Jun = 4.4, 2.5 Hz, 2H, H-5%), 3.12 (q, 3Jupn = 7.3 Hz, 6H, H-A), 2.69 —
2.63 (M, 3H, Ha-2¢, H-a), 2.39 (ddd, 2Juu = 14.3 Hz, 3Ju = 8.2, 6.1 Hz,
1H, Hp-2¢), 2.10 (s, 3H, -OAc), 1.78 — 1.70 (m, 2H, H-b), 1.28 (t, 3Jun =
7.3 Hz, 9H, H-B), 1.01 (t, 3Jnn = 7.4 Hz, 3H, H-c).

C16H20N209P"
-13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 173.26 (C-7a), 172.06 (q-OAc), [415.0912 g/mol]

160.91 (C-6), 156.97 (C-2), 138.80 (C-4), 110.17 (C-4a), 101.51 (C-5), ne
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89.72 (C-1°), 86.54 (d, 3Jcp = 8.9 Hz, C-4%), 76.94 (C-3°), 65.92 (d, 2Jcp = 4.9 Hz, C-5°), 47.76 (C-A),
40.31 (C-2¢), 30.90 (C-a), 21.31 (C-b), 20.85 (OAc), 13.84 (C-c), 9.46 (C-B).

- 3IP-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-d4): 0.72.

- HRMS: (ESI, m/z): ber.: 415.091, gef.: 415.101 [M].

Synthese von 3-(2‘-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-
diphosphat (58)

Unter Stickstoffschutzgasatmosphare wurden 45.0 mg (0.108 mmol, 1.00 Aquiv.) des 3-acetyl-
geschitzten BCNA-Monophosphats 118 in einer Mischung aus 2 mL Dichlormethan und 2 mL DMF
gel6st und mit 84.8 mg (0.163 mmol, 1.50 Aquiv.) Bis-O-(9H-fluoren-9-ylmethyl)-N,N-diisopropylamino-
phosphoramidit (76) versetzt. Danach erfolgte die Zugabe von 0.52 mL (15.4 mg, 0.130 mmol,
1.20 Aquiv.) DCI (c = 0.25 M in Acetonitril) (iber 30 Minuten. Die Reaktionsmischung wurde 30 Minuten
bei Raumtemperatur geriihrt, mit 0.03 mL (14.65 mg, 0.163 mmol, 1.5 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid
(c =5.5 M in n-Decan) vermengt und erneut 15 Minuten gerihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt, der
erhaltene Rickstand in 5 mL Acetonitril gelost und mit 0.25 mL Triethylamin vermengt. Die Losung
wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur gertihrt und dann das Lésungsmittel entfernt. Es folgte eine
Reinigung Uber automatisierte Sdulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H20/CH3CN, 0-100% Vol.,
30 min, Flussrate 20 mL/min). Das erhaltene einfachgeschitzte Diphosphat 119 wurde anschlie3end in
einem CHsCN/H20-Gemisch (1:1, v:v) gel6st und nach Zugabe von 1 mL Triethylamin 24 Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt. Das Lésungsmittel wurde entfernt und es folgte eine weitere automatisierte
Séaulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H20/CH3CN, 0-100% Vol., 30 min, Flussrate 20 mL/min).
Es kam zur Zersetzung des Produkts 58.

Synthese von 3-(2°-Desoxy-B-D-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro[2,3-d]-pyrimidin-2-on-5’-
diphosphat (58)

51 mg (0.173 mmol, 1.00 Aquiv.) 3-(2’-Desoxy-B-b-ribofuranosyl)-6-propyl-2,3-dihydrofuro-[2,3-d]-
pyrimidin-2-on (67) und 74.0 mg (0.345 mmol, 2.00 Aquiv.) Protonenschwamm wurden 30 Minuten
unter Vakuum getrocknet. Anschlieend wurden die beiden Substanzen unter Stickstoffschutz-
gasatmosphére in 1 mL Trimethylphosphat geldst und bei -15 °C mit 0.02 mL (31.9 mg, 0.208 mmol,
1.20 Aquiv.) Phosphorylchlorid versetzt. Die Reaktionsmischung wurde 15 Minuten bei -15 °C geriihrt.
Dann erfolgte die Zugabe von 1.08 mL (147 mg, 0.434 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetrabutylammonium-
phosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) und 0.25 mL (193 mg, 1.04 mmol, 6.00 Aquiv.) Tributylamin. Es
wurde 40 Minuten bei -15 °C geriihrt, dann wurde die Reaktionsmischung bei Raumtemperatur mit
TEAB-Puffer (1M) versetzt und 45 Minuten gerihrt. Der Endpunkt der Reaktion wurde mittels RP-HPLC-
Verfolgung (Methode A) ermittelt. Anschlie3end wurde die Reaktionslosung dreimal mit Dichlormethan
und die vereinigten organischen Phasen einmal mit Wasser gewaschen. Die vereinigten wassrigen
Phasen wurden vom L&sungsmittel befreit. Fur die Reinigung des Produkts waren mehrfache
automatisierte Saulenchromatographien an RP18-Kieselgel (H20/CHs3CN, 0-100% Vol., 30 min,
Flussrate 20 mL/min) sowie mehrfache automatisierte Sephadexsaulen (H.O/TEAB-Puffer (1M), O-
100% Vol., 55 min, Flussrate 12 mL/min) notwendig.

Ausbeute: 23.5 mg (51.8 umol, 30%) eines farblosen Harzes.
Nebenprodukt BCNA-Triphosphat: 22.6 mg (42.6 pmol, 25%) eines weil3en Feststoffs.
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- IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 8.94 (s, 1H, H-4), 6.66 (s, 1H,
H-5), 6.38 (dd, 3Jun = 8.3, 5.5 Hz, 1H, H-1°), 5.44 (d, 3Ju = 5.8 Hz, 1H,
H-39), 4.39 (dd, 334y = 8.2, 3.9 Hz, 2H, H-4%, Ha-5%), 4.32 — 4.25 (m, 1H,
Hp-5°), 3.20 (q, 3Jun = 7.2 Hz, 6H, H-A), 2.72 — 2.63 (m, 3H, Ha-2*, H-a),
2.40 (ddd, 2Jp = 14.2 Hz, 3Jup = 8.3, 5.9 Hz, 1H, Hp-29), 1.74 (dq, 3Jnn
=14.8, 7.4 Hz, 2H, H-b), 1.31 (t, 3Jun = 7.1 Hz, 9H, H-B), 1.01 (t, 3Jpps =
7.4 Hz, 3H, H-c).

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 173.48 (C-7a), 160.41 (C-6),
156.23 (C-2), 138.68 (C-4), 110.04 (C-4a), 101.70 (C-5), 89.24 (C-19),

C14H1gN044Po%
[452.0397 g/mol]
86.85 (C-4), 76.43 (C-3¢), 63.67 (d, 2Jcp = 5.1 Hz, C-5), 48.10 (C-A), 58

40.06 (C-2°), 30.91 (C-a), 21.37 (C-b), 13.86 (C-c), 9.48 (C-B).

- 31p-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-da): -9.64 (d, 2Jpp = 19.1 Hz, P-a), -10.88 (d, 2Jpp = 19.4 Hz, P-
B).

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 497.011, gef.: 495.044 [M® + 2 NaJ*.

7.2.10 Synthese des 5-FdU-Monophosphats

Synthese von 5-Fluor-3‘-O-acetyl-5‘-O-tert-butyldimethylsilyl-2’-desoxyuridin (127)

Die Synthese erfolgte nach AAV 4. 5.00 g (20.3 mmol, 1.00 Aquiv.) 5-Fluor-2'-desoxyuridin (123)
wurden in 50 mL abs. Pyridin gelést und mit 3.67 g (24.4 mmol, 1.20 Aquiv.) tert-Butyldimethyl-
silylchlorid und spéater mit 5.76 mL (6.22 g, 60.9 mmol, 3.00 Aquiv.) Essigsdureanhydrid versetzt. Die
Reinigung des Rohprodukts erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 1:1 v:v).

Ausbeute: 3.89 g (9.68 mmol, 48%) eines weiRen, fluffigen Feststoffs.

(0]

F5| 4>NH

- DC: Ri-Wert (PE/EE 1:1 v:v): 0.27. TBSOSV 6 N%&O
- IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 8.06 (d, 2Jur = 6.5 Hz, 1H, H-6), OAc”

6.28 — 6.23 (M, 1H, H-1%), 5.27 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-39), 4.16 (dd, 3Jun = Gy 7H,FN,OGSI

4.1,2.1 Hz, 1H, H-4%), 3.95 (qd, 2Jup = 11.5 Hz, 3Jup = 2.3 Hz, 2H, H-5%), 2.46  [402.1622 g/mol]

(ddd, 2Jnp = 14.2 Hz, 3Jupn = 5.7, 1.6 Hz, 1H, Ha-29), 2.22 (ddd, 2Juy = 14.4 127

Hz, 3Jun = 8.3, 6.3 Hz, 1H, Hp-2), 2.09 (s, 3H, OAc), 0.95 (s, 9H, -SiC(CHsa)s), 0.16 (s, 6H, -Si(CHs)2).

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 172.04 (q-OAc), 159.19 (C-4), 150.67 (C-2), 141.20 (C-5),
125.49 (d, 2Jcr = 34.3 Hz, C-6), 87.07 (C-1°), 86.87 (C-4°), 76.46 (C-3¢), 64.81 (C-5), 39.15 (C-2¢), 26.39
(-SiC(CHs)s), 20.82 (OAc), 19.23 (-SiC(CHa)s), -5.48, -5.51 (Si(CHa)y).

- 19F-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-da): -168.08 (d, 3J¢+ = 6.3 Hz).

- IR: Wellenzahl [cm1]: 3211, 3080, 2954, 2857, 1703, 1463, 1436, 1362, 1247, 1203, 1123, 1077, 1046,
1004, 972, 952, 921, 887, 828 812, 783, 752, 709, 689, 672, 553, 412.
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- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 425.152, gef.: 425.152 [M + Na]*.

Synthese von 5-Fluor-3‘-O-acetyl-2’-desoxyuridin (126)

Die Synthese erfolgte nach AAV 5. 3.01 g (7.48 mmol, 1.00 Aquiv.) 5-Fluor-3‘-O-acetyl-5-O-tert-
butyldimethylsilyl-2’-desoxyuridin (127) wurden in 60 mL Dichlormethan geldst und mit 7.30 mL (7.23 g,
44.86 mmol, 6.00 Aquiv.) Triethylamin-Trinydrofluorid versetzt.

o]
Ausbeute: 1.59 g (5.52 mmol, 74%) eines weil3en Feststoffs. S NH
5
Ho sl 2K
5 N0
- DC: R-Wert (CH2Cl2/MeOH 9:1 v:v): 0.75. w%ojv
OAc

- IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 8.25 (d, 3Jur = 6.8 Hz, 1H, H-6), 6.30 —6.25  CyH;sFN,0g
(m, 1H, H-19), 5.30 (dt, 3Jun = 6.2, 1.7 Hz, 1H, H-3%), 4.10 (dd, 3Jun = 4.8, 2.7 Hz, 1H, [288.0758 g/mol]
H-4%), 3.81 (d, 3Jun = 2.8 Hz, 2H, H-5¢), 2.40 (ddd, 2Jnn = 14.2 Hz, 3J4 4 = 5.8, 1.7 Hz, 126

1H, Ha-29), 2.35 — 2.27 (m, 1H, Hp-2), 2.09 (s, 3H, OAc).

- 13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-ds): 172.14 (q-OAc), 159.48 (d, 2Jcr = 26.2 Hz, C-4), 150.84
(C-2), 141.96 (d, Wcr = 232.8 Hz, C-5), 125.99 (d, 2Jcr = 35.0 Hz, C-6), 86.99 (C-19), 86.64 (C-4),
76.55 (C-3Y), 62.91 (C-5°), 38.64 (C-2°), 20.84 (OAC).

- IF-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-da): -168.28 (d, 3Jrn = 6.6 Hz).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3563, 3163, 3056, 2937, 2825, 1703, 1661, 1478, 1361, 1268, 1239, 1192, 1132,
1108, 1072, 1063, 1019, 998, 986, 972, 955, 899, 885, 828, 791, 774, 743, 652, 604, 565.

- HRMS: (ESI, m/z): ber.: 287.068, gef.: 287.066 [M].

Synthese von Bis-O-(9H-fluoren-9-yImethyl)-5-Fluor-3‘-O-acetyl-2‘-desoxyurdinmonophosphat
(125)

Die Synthese erfolgte nach AAV 6. 500 mg (1.74 mmol, 1.00 Aquiv.) 5-Fluor-3‘-O-acetyl-2’-desoxy-
uridin (126) wurden in 15 mL abs. Dichlormethan gelést und mit 1.36 g (2.60 mmol, 1.50 Aquiv.) Bis-O-
(9H-fluoren-9-ylmethyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit (76) in 1 mL Dichlormethan und 8.30 mL
(246 mg, 2.08 mmol, 1.20 Aquiv.) DCI (c = 0.25 M in Acetonitril) versetzt. Die Oxidation erfolgte durch
die Zugabe von 0.47 mL (235 mg, 2.60 mmol, 1.50 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (c =5.50 M in n-
Decan). Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch automatisierte S&ulenchromatographie an
Kieselgel (CH2Cl2/MeOH, 0-10% Vol., 0-30 min, Flussrate 20 mL/min). Das geschiitzte Monophosphat
128 wurde in 20 mL einer Methanol/Triethylamin-Lésung (1:1 v:v) gel6st. Nach einer Stunde bei
Raumtemperatur wurden 10 mL H20 zugegeben.



Kapitel 7: Experimenteller Teil (Material und Methoden) 216

Ausbeute: 394 mg (1.21 mmol, 70%) eines weilen Feststoffs.

O
(0] F 4 "NH
- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 8.12 (d, 3Jur = 6.6 Hz, 1H, H-6), Ho-b-o_ ol 2l
6.32 — 6.28 (M, 1H, H-19), 4.49 (dd, 3Jun = 6.0, 3.9 Hz, 1H, H-3), 4.08 — 4.01 % %ol ©

(m, 3H, H-4%, H-5%), 3.17 (q, 3Jun = 7.3 Hz, 6H, H-A), 2.34 —2.16 (m, 2H, H- & H(E/ 3T 2

2, 1.30 (t, 3Jup = 7.3 Hz, 9H, H-B). ~ OH
CgH11FN,OgP"

_13C_NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 159.64 (d, 2Jcr = 26.0 Hz, C-4), [325.0243 g/moll

150.93 (C-2), 141.07 (C-5), 126.29 (d, 2Jcr = 34.6 Hz, C-6), 87.93 (C-5, 125

86.73 (C-3Y), 72.75 (C-1°), 65.93 (C-4), 47.65 (C-A), 40.92 (C-2), 9.20

(C-B).

- IF-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-da4): -168.77 (d, 3Jen = 6.8 Hz).
- 3IP-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-d4): 0.88.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 2956, 2946, 1702, 1662, 1466, 1399, 1356, 1263, 1241, 1162, 1047, 966, 938,
919, 838, 809, 783, 753, 730,557, 513, 419.

- HRMS: (ESI, m/z): ber.: 325.024, gef.: 325,025 [M].

7.2.11 Synthese der 5-FdU-TriPPPro-Verbindungen

Synthese von (4-Heptanoyloxybenzyl)octadecyl-5-Fluor-2¢-desoxyurdintriphosphat als
Ammoniumsalz (55bz)

Die Synthese des Pyrophosphats 91bz erfolgte nach AAV 7. 200 mg (0.362 mmol, 1.00 Aquiv.) (4-
Heptanoyloxybenzyl)octadecan-H-phosphonat (65bz) wurden in 6 mL abs. Acetonitril gelést und mit
96.7mg (0.724 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 2.3 mL (0.905 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butyl-
ammoniumphosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der
hohen Reaktivitat ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 180 mg (0.278 mmaol,
77%)). Die Synthese der 5-FdU-TriPPPro-Verbindung 55bz erfolgte gemall AAV 8. Das zuvor
dargestellte Pyrophosphat wurde fir die Aktivierung in 3 mL Acetonitril gelést und mit 0.20 mL (292 mg,
1.39 mmol, 5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.31 mL (225 mg, 2.22 mmol, 8.00 Aquiv.) abs.
Triethylamin versetzt. Spater wurden 0.19 mL (141 mg, 1.39 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin,
0.07 mL (68.5 mg, 0.834 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol und 3 mL abs. DMF hinzugegeben. Zu
der Reaktionslosung wurden 82.7 mg (0.254 mmol, 0.90 Aquiv.) 5-Fluor-2‘-desoxyuridin-5‘-
monophosphat (125) in 3 mL abs. DMF zugegeben und 5.5 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.
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Ausbeute: 111 mg (0.117 mmol, 46%) eines weilRen, fluffigen
Feststoffs.

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 8.07 (d, 3JuF = 6.6 Hz,
1H, H-6), 7.49 (d, 334y = 8.4 Hz, 2H, H-4*), 7.08 (d, 3Jun = 10.8
Hz, 2H, H-3%), 6.27 (t, 3Jun = 6.0 Hz, 1H, H-1¢), 5.26 — 5.18 (m,
2H, H-1), 4.59 — 4.55 (m, 1H, H-3), 4.27 — 4.21 (m, 1H, Ha-5%),
4.20 — 4.14 (m, 1H, Hp-5), 4.15 — 4.08 (m, 2H, H-a*), 4.03 (dd,
3Jun = 6.6, 4.3 Hz, 1H, H-49), 2.57 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 2H, H-b*),
2.26 — 2.22 (m, 2H, H-29, 1.73 (dt, 3Jun = 15.1, 7.5 Hz, 2H,

H-c¢*), 1.61 (dd, 2Jyn = 14.2 Hz, 3Jyn = 6.8 Hz, 2H, H-bf), 1.42 CourHeaENo O P2
417166 2Y167 3

(tt, 3Jnn = 14.9, 7.4 Hz, 2H, H-d*),1.34 — 1.23 (m, 34H, H-c¢f, [954.3620 g/mol]

H-d*, H-ef, H-f, H-g‘, H-h*, H-i*, H-j*, H-k*, H-I*, H-m‘, H-n*, H-0", 55bz

H-p*, H-qf, H-e*, H-f), 1.03 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 3H, H-g*), 0.90
(t, 3Jun = 7.0 Hz, 3H, H-r").

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 172.35 (C-a*), 157.29 (C-4), 150.76 (C-5%), 150.20 (C-2),
135.18 (C-5), 130.40 (C-2*), 126.65, (C-4) 126.49, (C-6) , 122.82 (C-3“), 89.76 (C-4°), 86.55 (C-1°),
72.32 (C-3%), 66.61 (C-1), 64.86 (C-a‘), 63.35 (C-5), 40.51 (C-2°), 35.10 (C-b*), 33.02 (C-b), 32.76,
31.20, 31.17, 30.83, 30.81, 30.77, 30.74, 30.71, 30.69, 30.48, 30.31, 29.87, 26.55, 25.94, 24.78, 23.74,
23.59 (C-¢, C-d‘, C-¢*, C-f*, C-g*, C-h*, C-i*, C-j*, C-k, C-I*, C-m", C-n*, C-0*, C-p*, C-q", C-c*, C-d*,
C-e“, C-f*), 14.44, 14.38, 13.92 (C-r*, C-g*).

- F-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-da): -167.40 (d, 3J¢4 = 13.0 Hz).

- $1P-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-da): -11.21 (d, 2Jpp = 19.0 Hz, P-a), -12.66 (d, 2Jpp = 16.3 Hz,
P-y), -23.03 (t, 2Jpp = 17.6 Hz, P-B).

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 955.369, gef.: 955.075 [M]-.

Synthese von (4-Tetradecanoyloxybenzyl)undecyl-5-Fluor-2‘-desoxyurdintriphosphat als
Ammoniumsalz (55gy)

Die Synthese des Pyrophosphats 91gy erfolgte nach AAV 7. 200 mg (0.362 mmol, 1.00 Aquiv.) (4-
Tetradecanoyloxybenzyl)undecan-H-phosphonat (65gy) wurden in 6 mL abs. Acetonitril gelést und mit
96.7 mg (0.724 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 2.30 mL (0.905 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butyl-
ammoniumphosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der
hohen Reaktivitat ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 200 mg (0.309 mmol,
85%)). Die Synthese der 5-FdU-TriPPPro-Verbindung 55gy erfolgte gemal3 AAV 8. Das zuvor
dargestellte Pyrophosphat wurde fiir die Aktivierung in 3 mL Acetonitril gelést und mit 0.22 mL (325 mg,
1.55 mmol, 5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.34 mL (250 mg, 2.47 mmol, 8.00 Aquiv.) abs.
Triethylamin versetzt. Spater wurden 0.22 mL (156 mg, 1.55 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin,
0.07 mL (76.1 mg, 0.927 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol und 3 mL abs. DMF hinzugegeben. Zu
der Reaktionslosung wurden 45.0mg (0.1384 mmol, 0.45 Aquiv.) 5-Fluor-2‘-desoxyurdin-5‘-
monophosphat (125) in 3 mL DMF zugegeben und finf Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.
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Ausbeute: 48.5 mg (0.0508 mmol, 37%) eines weil3en, fluffigen
Feststoffs.

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 8.08 (dd, 3Jun = 6.6,
1.1 Hz, 1H, H-6), 7.50 (d, 33 = 8.4 Hz, 2H, H-4), 7.08 (d, 3Jp 1
= 8.5 Hz, 2H, H-3%), 6.30 — 6.24 (m, 1H, H-19), 5.24 — 5.20 (m,
2H, H-1%), 4.58 (dt, 3]y = 5.8, 3.1 Hz, 1H, H-3¢), 4.30 — 4.21 (m,
1H, Ha-5¢), 4.20 — 4.14 (m, 1H, Hp-5¢), 4.11 (tq, 2Jup = 9.9 Hz,
334 = 3.3 Hz, 2H, H-a"), 4.03 (s, 1H, H-4%), 2.57 (t, 3Jun = 7.4
Hz, 2H, H-b*), 2.27 — 2.21 (m, 2H, H-2°), 1.73 (dt, 2Jun = 15.0
Hz, 3Jun = 7.4 Hz, 2H, H-¢*), 1.61 (dd, 2Jun = 14.2 Hz, 3Jup =
6.9 Hz, 2H, H-b‘), 1.42 — 1.22 (m, 36H, H-c‘, H-d‘, H-e, H-f*,

. . \ . C41HgsFN2016P3%
H-g‘, H-hf, H-i*, H-J*, H-d*, H-e**, H-f, H-g*, H-h**, H-I‘, H-j*, [954.3620 g/mol]

H-k*, H-1*, H-m*), 0.90 (t, 33 = 6.9 Hz, 6H, H-k*, H-n*). 55qy

- 13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-d4): 170.99 (C-a*), 159.63 (d, J = 13.2 Hz, C-4), 152.32 (C-2),
150.83 (C-5%), 146.50 (C-5), 137.59 (C-2*), 130.41 (C-4*), 126.49, (C-6) , 122.79 (C-3*), 87.60 (C-4,
86.59 (C-1¢), 72.28 (C-3), 69.85 (d, 2Jcp = 6.3 Hz, C-1%), 66.67 (C-a‘), 63.35 (C-5), 40.56 (C-2), 35.03
(C-b9), 33.11 (C-b"), 31.26, 31.21, 30.79, 30.76, 30.71, 30.69, 30.60, 30.51, 30.48, 30.40, 30.32, 30.16,
26.56, 25.97, 24.78, 23.76, 23.74, 20.72 (C-c¢, C-df, C-e*, C-f*, C-g‘, C-h’, C-i*, C-j, C-c*, C-d*, C-e,
C-f*, C-g*, C-h*, C-i, Cj*, C-k*, C-I, C-m*), 14.47, 14.44 (C-k*, C-n*).

- F-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-da): -167.39 (d, 3J¢4 = 13.0 Hz).

- 3IP-NMR: 3 [ppm] (243 MHz, MeOH-d4): -11.63 (d, 2Jpp = 19.3 Hz, P-a), -12.99 (d, 2Jpp = 15.5 Hz,
P-y), -23.64 (t, 2Jpp = 18.2 Hz, P-B).

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 955.369, gef.: 955.083 [M]-.

7.2.12 Synthese der symmetrischen H-Phosphonate

Synthese von Bis(4-nonanoyloxybenzyl)phosphonat (137c)

Die Synthese erfolgte nach AAV 9. 1.00 g (3.79 mmol, 2.00 Aquiv.) 4-(Hydroxymethyl)phenylnonanoat
(84c) wurde in 10 mL abs. Pyridin gelést und mit 0.36 mL (443 mg, 1.89 mmol, 1.00 Aquiv.) Diphenyl-
phosphit (82) versetzt, anschlie3end wurde die Reaktionslésung drei Stunden bei 40 °C gerihrt. Nach
Entfernung des Lésungsmittels wurde zweimal aus Methanol umkristallisiert.
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Ausbeute: 354 mg (616 mmol, 33%) eines weil3en Feststoffs.

- 'H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls) 7.36 (d, 3Ju = 8.6 Hz, 4H, H-4), 7.08 s

(d, 3Jun = 8.5 Hz, 4H, H-3), 5.10 — 4.97 (m, 4H, H-1), 2.55 (t, 3Jypn = 7.5 Hz, *
3

4H, H-b), 1.75 (dt, 8Jun = 15.2, 7.5 Hz, 4H, H-c), 1.47 — 1.18 (m, 20H, H-d, 2, o
H-e, H-f, H-g, H-h), 0.89 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 6H, H-i). < ojf'F',_H
2
13 . . C3oH,707P
- 3C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls): 172.29 (C-a), 151.20 (C-2), 133.08 [574.3059 g/mol]
(C-5), 129.40 (C-4), 122.10 (C-3), 66.85 (d, 2Jcp = 5.8 Hz, C-1), 34.54 (C-b), 137¢

31.95, 29.36, 29.26, 25.06, 22.78 (C-c, C-d, C-e, C-f, C-g, C-h), 14.23 (C-i).
- 31P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 8.93.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3370, 2955, 2916, 2848, 1748, 1666, 1613, 1598, 1576, 1509, 1464, 1412, 1382,
1342, 1251, 1220,1167, 1150, 1106, 1061, 998, 925, 895, 879, 834, 782, 770, 720, 515, 454.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 592.340, gef.: 592.339 [M]".

Synthese von Bis(4-undecanoyloxybenzyl)phosphonat (137e)

Die Synthese erfolgte nach AAV 9. 1.00 g (3.42 mmol, 2.00 Aquiv.) 4-(Hydroxymethyl)phenylun-
decanoat (84€) wurde in 10 mL abs. Pyridin gel6st. Anschlieend wurden 0.30 mL (364 mg, 1.56 mmaol,
1.00 Aquiv.) Diphenylphosphit (82) hinzugegeben und die Reaktionslésung drei Stunden bei 40 °C
gerihrt. Nach Entfernung des Losungsmittels wurde zweimal mit Toluol und einmal mit Dichlormethan
coevaporiert. Das Rohprodukt wurde aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 682 mg (1.08 mmol, 70%) eines weil3en Feststoffs. b~ d~_f_~h ~_]

- 1H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls): 7.36 (d, 3Jup = 8.3 Hz, 4H, H-4), 3

7.08 (d, 3Jup = 8.2 Hz, 4H, H-3), 5.12 — 4.97 (m, 4H, H-1), 2.55 (t, 3Jun  /*l1 | ©

= 7.5 Hz, 4H, H-b), 1.80 — 1.70 (m, 4H, H-c), 1.47 — 1.21 (m, 28H, H-d, < °>P‘H

H-e, H-f, H-g, H-h, H-i, H-j), 0.88 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 6H, H-k). ’
C36Hs5507P

[630.3685 g/mol]

- BC-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls): 172.30 (C-a), 151.16 (C-2), 137¢

133.1 (C-5), 129.69 (C-4), 122.11 (C-3), 66.92 (d, 2Jcp = 2.8 Hz, C-1), 34.54 (C-b), 32.04 (C-c), 29.70,

29.61, 29.45, 29.40, 29.26, 25.06, 22.83 (C-d, C-e, C-f, C-g, C-h, C-i, C-j), 14.26 (C-k).

- 31P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDClz): 8.79.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 2916, 2868, 2849, 1731, 1676, 1626, 1556, 1490, 1466, 1382, 1322, 1247, 1217,
1199, 1138, 1090, 1065, 1034, 993, 955, 884, 852, 810, 775, 696, 597, 453.

- HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 653.358, gef.: 653.353 [M + Na]*.
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Synthese von Bis(4-dodecanoyloxybenzyl)phosphonat (137f)

Die Synthese erfolgte nach AAV 9. 1.00g (3.27 mmol, 2.00 Aquiv.) 4-(Hydroxymethyl)phenyl-
dodecanoat (84f) wurde in 10 mL abs. Pyridin geldst und mit 0.28 mL (347 mg, 1.48 mmol, 1.00 Aquiv.)
Diphenylphosphit (82) versetzt. Dann wurde die Reaktionslésung drei Stunden bei 40 °C geruhrt, das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und zweimal mit Toluol sowie einmal mit
Dichlormethan coevaporiert. Das Rohprodukt wurde anschlieBend aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 558 mg (847 mmol, 57%) eines weil3en Feststoffs.

- 1H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCl3): 7.36 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 4H, H-4), 5
7.08 (d, 3Jup = 8.3 Hz, 4H, H-3), 5.11 — 4.97 (M, 4H, H-1), 2.55 (t, 3Jux

=7.5Hz, 4H, H-b), 1.80-1.69 (m, 4H, H-c), 1.49-1.19 (m, 32H, H-d, 2|, 0
H-e, H-f, H-g, H-h, H-i, H-j, H-k), 0.88 (t, 3Jun = 6.9 Hz, 6H, H-I). < 0>’P—H
2
CagH5907P
- 3C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls): 172.30 (C-a), 151.17 (C-3), [658.3998 g/mol]
133.09 (C-5), 129.66 (C-4), 122.11 (C-2), 66.88 (d, 2Jcp = 5.0 Hz, 137f

C-1), 34.53 (C-b), 32.05 (C-c), 29.74, 29.60, 29.48, 29.40, 29.25, 25.06, 22.83 (C-d, C-e, C-f, C-g, C-h,
C-i, C+j, C-k), 14.26 (C-).

- 3IP-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls): 8.93.

IRV [Cm'l]i 3369, 3276, 2955, 2916, 2848, 1748, 1666, 1599, 1576, 1509, 1465, 1412, 1382, 1251,
1220, 1167, 1149, 1106, 1060, 998, 925, 895, 879, 834, 782, 770, 720, 515, 451.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 681.390, gef.: 681.385 [M + Na]*.

7.2.13 Synthese des Gemcitabin-Monophosphats

Synthese von 3‘-O-acetyl-5‘-O-tert-butyldimethylsilyl-2’,2"-Difluordesoxycytidin (135)

Die Synthese erfolgte nach AAV 4. 250 mg (0.950 mmol, 1.00 Aquiv.) 2',2"-Difluordesoxycytidin (2)
wurden in 3 mL abs. Pyridin gelést und mit 172 mg (1.14 mmol, 1.20 Aquiv.) tert-Butyldimethyl-
silylchlorid und spéater mit 0.63 mL (679 mg, 6.65 mmol, 7.00 Aquiv.) Essigsdureanhydrid versetzt. Die
Reinigung des Rohprodukts erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel (CH2Cl2/MeOH 95:5 v:v).

NHAc
Ausbeute: 394 mg (0.854 mmol, 90%) eines weil3en Feststoffs. fN
5
TBSO_ ° N%O
- DC: Ri-Wert (CH2Cl2/MeOH 95:5 v:v): 0.78. i of .
AO F

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-du): 8.21 (d, *Juy = 7.6 Hz, 1H, H-6), 747 (d,
3Jup = 7.6 Hz, 1H, H-5), 6.40 - 6.29 (M, 1H, H-1), 5.49 (d, 3Jun = 7.5 Hz, 1H, H-3),  (461.1704 g/mol
4.30 (dt, 3JH,H = 7.3, 2.6 HZ, 1H, H-4‘), 4.06 (dd, ZJH,H =119 HZ, 3JH,H =23 HZ, 1H, 135
Ha-5¢), 3.91 (dd, 2Jun = 12.0 Hz, 3Jun = 2.7 Hz, 1H, Hp-5), 2.19 (s, 3H, -OAc), 2.18

(s, 3H, -N(H)Ac), 0.96 (s, 9H, -SiC(CHs)3), 0.15 (s, 3H, -SiCHs), 0.14 (s, 3H, -SiCHs).
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- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-ds): 173.13 (q-N(H)Ac), 170.57 (q-OAc), 164.93 (C-4), 157.45
(C-2), 145.46 (C-6), 121.08 (d, JJcr = 55.8 Hz, C-2¢), 98.27 (C-5), 86.41 (C-19), 81.33 (C-4°), 70.58 (dd,
2Jcr = 31.0, 16.7 Hz, C-39), 62.12 (C-5°), 26.27 (-OAc), 24.58 (-N(H)Ac), 20.13 (-SiC(CHs)s), 19.17 (-
SiC(CHs)3), -5.49, -5.52 (-Si(CHa)q).

- 9F-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-da): -115.97 (d, 2J¢f = 244.5 Hz), -117.69 (d, 2Jrr = 236.1 Hz).

- IR: Wellenzahl [cm]: 3221, 2954, 2931, 2858, 1759, 1723, 1674, 1625, 1557, 1488, 1440, 1387, 1313,
1212, 1195, 1126, 1098, 1062, 1001, 961, 830, 810, 779, 718, 670, 593.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 462.187, gef.: 462.194 [M+H]".

Synthese von 3‘-O-Acetyl-2",2"-difluordesoxycytidin (134)

Die Synthese erfolgte nach AAV 5. 200 mg (0.434 mmol, 1.00 Aquiv.) 3‘-O-acetyl-5-O-tert-butyl-
dimethylsilyl-2',2'-difluordesoxycytidin (135) wurden in 6 mL Dichlormethan gel6st und mit 0.42 mL
(420 mg, 2.60 mmol, 6.00 Aquiv.) Triethylamin-Trihydrofluorid versetzt.

NHAc
Ausbeute: 143 mg (0.412 mmol, 95%) eines weil3en Feststoffs. \4N
°l
HO 6 N;&O
- DC: R-Wert (CH2Cl2/MeOH 15:1 v:v): 0.79. j of .
3 |2
AcO F

- *H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 8.27 (d, *Juy = 7.6 Hz, 1H, H-6), 7.49 (d, s ¢ |\ o o
= 7.6 Hz, 1H, H-5), 6.34 (t, 3Jur = 8.1 Hz, 1H, H-1°), 5.50 — 5.42 (m, 1H, H-3%), 4.27 (347002 g/mol]
4.21 (m, 1H, H-4%), 3.95 (dd, 2Jun = 13.0 Hz, 3Jppn = 2.2 Hz, 1H, Ha-59), 3.79 (dd, 234y 134

= 12.8 Hz, 3Jup = 3.3 Hz, 1H, Hp-5¢), 2.19 (s, 3H, -OAc), 2.18 (s, 3H, -N(H)Ac).

- 13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-d4): 173.08 (q-N(H)Ac), 170.70 (g-OAc), 164.95 (C-4), 157.53
(C-2), 146.31 (C-6), 122.84 (C-2¢), 98.33 (C-5), 81.51 (C-1°), 81.49 (C-4%), 71.10 (dd, 2Jcr = 33.3, 14.9
Hz, C-39), 60.60 (C-5), 24.57 (-OAc), 20.15 (-N(H)Ac).

- 9F-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-da): -115.80 (d, 2J¢r = 246.0 Hz), -118.10 (d, 2Jrr = 238.1 Hz).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3454, 3320, 1754, 1701, 1650, 1554, 1486, 1428, 1388, 1318, 1260, 1219, 1193,
1125, 1106, 1074, 1060, 998, 821, 785, 597, 539.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 348.100, gef.: 348.101[M+H*]*.
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Synthese von 2',2'-Difluordesoxycytidin-5*-monophosphat (132)

Die Synthese erfolgte nach AAV 6. 1.00 g (2.88 mmol, 1.00 Aquiv.) 3‘-O-Acetyl-2',2'-difluordesoxy-
cytidin (134) wurde in 36 mL abs. Dichlormethan gelost und mit 2.25 g (4.32 mmol, 1.50 Aquiv.) Bis-O-
(9H-fluoren-9-ylmethyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit (76) in 2 mL Dichlormethan und 13.8 mL
(408 mg, 3.46 mmol, 1.20 Aquiv.) DCI (c = 0.25 M in Acetonitril) versetzt. Die Oxidation erfolgte durch
die Zugabe von 0.79 mL (389 mg, 4.32 mmol, 1.50 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (c =5.50 M in
n-Decan). Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch automatisierte Saulenchromatographie an
Kieselgel (CH2Cl2/MeOH, 0-10% Vol., 0-35 min, Flussrate 20 mL/min). Das geschiitzte Monophosphat
136 wurde in 20 mL einer Methanol/Triethylamin-Losung (1:1 v:v) geldst. Nach einer Stunde bei
Raumtemperatur wurden 10 mL H20 zugegeben.

Ausbeute: 232 mg (0.677 mmol, 24%) eines weil3en Feststoffs.

NH,
4
o) 5f§N
- IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 7.95 (d, 33w = 7.6 Hz, 1H, H-6), Ho—b-o. 6 N;go
6.26 — 6.20 (M, 1H, H-1¢), 5.98 (d, 3Jun = 7.6 Hz, 1H, H-5), 4.36 (td, 3Jun 5@ oF
Al
=12.6, 8.6 Hz, 1H, H-4), 4.24 (d, 2Jun = 133 Hz, 1H, Ha59, 412 (ddd,  , . —,
2Jun = 12.0 Hz, 3Jun = 5.6, 2.5 Hz, 1H, Hp-5%), 3.99 (dd, 3Jpn = 8.6, 2.0 8./ N7\ OHF
Hz, 1H, H-3¢), 3.20 (q, 3Juu = 7.3 Hz, 6H, H-A), 1.31 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 9H, \
H-B). CgH11F2N307P"
[342.0308 g/mol]
132

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-ds): 167.76 (C-2), 158.00 (C-4),
142.55 (C-6), 119.79 (C-2f), 96.68 (C-5), 85.99 (C-19), 80.95 (C-3°), 68.47 (C-4°), 61.54 (d, 2Jcp = 4.5
Hz, C-5¢), 47.83 (C-A), 9.19 (C-B).

- 9F-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-da): -119. 76 (d, 2Jrr = 120.9 Hz), -120.24 (d, 2Jrr = 244.7 Hz).

- 3IP-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-da): 0.79.

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3079, 2992, 1646, 1488, 1399, 1198, 1134, 1043, 920, 834, 784, 731, 642, 594,
512, 466.

- HRMS: (ESI-, m/z): ber.: 342.031, gef.: 342.023 [M]~.

Synthese von 2',2'-Difluordesoxycytidinmonophosphat (132) via Sowa & Ouchi

Die Synthese erfolgte unter Stickstoff als Inertgas. 0.20 ml (321 mg, 2.09 mmol, 2.20 Aquiv.) Phos-
phorylchlorid wurden in 10 mL abs. Acetonitril gelést und bei 0 °C mit 24 uL (24.0 mg, 1.33 mmol,
1.40 Aquiv.) H20 und tropfenweise mit 0.18 mL (180 mg, 2.28 mmol, 2.40 Aquiv.) Pyridin versetzt. Die
erhaltene Lésung wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur gertihrt und mit 250 mg (0.950 mmol,
1.00 Aquiv.) Gemcitabin (2) und 1.65mL (1.23 g, 9.50 mmol, 10.0 Aquiv.) Diisopropylethylamin
versetzt. Die Reaktionsldsung wurde vier Stunden bei Raumtemperatur gertihrt, anschlieend wurde
Eis fur die Hydrolyse zugegeben und eine Stunde weitergeruhrt. Es wurde festes Ammonium-
hydrogencarbonat hinzugefigt und das Loésungsmittel entfernt. Es folgte eine automatisierte
Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel (H2O/CHsCN, 0-50% Vol., 0-35 min, Flussrate 20 mL/min).
Es wurde das Edukt Gemcitabin (2) reisoliert.
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Synthese von 2',2’-Difluordesoxycytidinmonophosphat (132) via YOSHIKAWA-REAKTION

Die Synthese erfolgte unter Stickstoff als Inertgas. 500 mg (1.90 mmol,1.00 Aquiv.) Gemcitabin (2) und
815 mg (3.80 mmol, 2.00 Aquiv.) Protonenschwamm wurden 30 min im Vakuum getrocknet und dann
in 11 mL Trimethylphosphat geldst. Bei -15°C erfolgte die Zugabe von 0.21 mL (2.28 mmol,
1.20 Aquiv.) Phosphorylichlorid. Die Reaktionsmischung wurde eine Stunde bei -15 °C geriihrt und dann
mit TEAB-Puffer (0.05 M) versetzt. AnschlieBend wurde dreimal mit Dichlormethan extrahiert und das
Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Es folgte eine automatisierte Saulenchromatographie
an RP18-Kieselgel (TEAB-Puffer (0.05 M)/CH3CN, 0-100% Vol., 0-25 min, Flussrate 20 mL/min).

Ausbeute: 143 mg (0.417 mmol, 22%) eines weil3en Feststoffs.

- 1H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 7.98 (d, 2Jun = 7.5 Hz, 1H, H-6),

NH
6.24 (dd, 3Jur = 13.8, 6.7 Hz, 1H, H-1%), 5.98 (d, 3Jun = 7.6 Hz, 1H, H-5), .
4.38 (dd, 3Jup = 12.5 Hz, 1H, H-49), 4.23 (d, 2Jun = 10.3 Hz, 1H, Ha-5¢), 0 1l EIL
4.17 — 4.08 (m, 1H, Hy-5), 4.04 — 3.95 (m, 1H, H-3), 2.91 (d, 3Jun = 3.8 HO‘Z‘OS, NTo
Hz, 6H, H-A), 1.19 (t, 3Jun = 7.2 Hz, 9H, H-B). o #gOP
H@ 3 2
s PN OH F
- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-d4): 167.76 (C-2), 158.00 (C-4), K
142.55 (C-6), 119.79 (C-2¢), 96.68 (C-5), 85.99 (C-1¢), 80.95 (C-3¢), 68.47 CoH11FaN3O7P"

[342.0308 g/mol]
132

(d, 3Jcp = 4.3 Hz, C-4%), 62.97 (C-5), 47.83 (C-A), 9.19 (C-B).
- 9F-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-da): -119. 76 (d, 2Jrr = 120.9 Hz), -120.24 (d, 2Jr = 244.7 Hz).

- 3IP-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-d4): 1.37.

7.2.14 Synthese der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindungen

Synthese von y-Bis(4-nonanoyloxybenzyl)-2',2'-Difluordesoxycytidintriphosphat als Ammonium-
salz (56c¢)

Die Synthese des Pyrophosphats 138c erfolgte nach AAV 7. 300 mg (0.548 mmol, 1.00 Aquiv.) Bis(4-
nonanoyloxybenzyl)phosphonat (137c) wurden in 9 mL abs. Acetonitril geldést und mit 146 mg (1.10
mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 3.40 mL (1.37 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammoniumphosphat
(c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen Reaktivitat ohne
weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 300 mg (0.448 mmol, 82%)). Die Synthese
der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindung 56¢ erfolgte gemaR AAV 8. Das zuvor dargestellte Pyrophosphat
wurde fir die Aktivierung in 4 mL Acetonitril gelést und mit 0.32 mL (471 mg, 2.24 mmol, 5.00 Aquiv.)
Trifluoressigsaureanhydrid und 0.50 mL (363 mg, 3.59 mmol, 8.00 Aquiv.) abs. Triethylamin versetzt.
Spater wurden 0.31 mL (227 mg, 2.24 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin, 0.11 mL (110.4 mg,
1.34 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol und 4 mL abs. DMF hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung
wurden 98.7 mg (0.289 mmol, 0.64 Aquiv.) 2',2"-Difluordesoxycytidin-5-monophosphat (132) in 4 mL
DMF zugegeben und funf Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
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Ausbeute: 69.1 mg (69.5 umol, 24%) eines weil3en, fluffigen
Feststoffs.

- IH-NMR: 3 [ppm] (600 MHz, MeOH-da4): 8.13 (dd, 3Jun = 7.8,
2.8 Hz, 1H, H-6), 7.40 (dd, 3Jun = 8.5, 3.9 Hz, 4H, H-4*), 7.04
(dd, 3Jupn = 8.6, 2.2 Hz, 4H, H-3%), 6.20 — 6.15 (m, 1H, H-19), 2L
6.09 (d, 3Jupn = 7.8 Hz, 1H, H-5), 5.17 (dd, 3Jun = 8.0, 3.5 Hz, "—OTP-0-P-0-P-0. " “N"o
1H, H-3¢), 4.51 (dd, 3Jup= 21.1 Hz, 4Jun = 10.1 Hz, 1H, H-1),
4.44 — 4.29 (m, 2H, H-5¢), 4.00 (d, 3Jnu = 10.7 Hz, 1H, H-49),
2.57 (t, 3np = 7.4 Hz, 4H, H-b*), 1.77 — 1.68 (m, 4H, H-c*), o FNOp
1.47 — 1.31 (m, 20H, H-d*, H-e*, H-f*, H-g**, H-h*), 0.91 (t, [“;9;;820239/};03
33y = 7.0 Hz, 6H, H-i). s6c

- 8C-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 173.79 (C-a*), 163.98 (C-4), 152.37 (C-2), 152.06 (C-5%),
143.17 (C-2%), 137.97 (C-6), 130.63 (C-4*), 122.90 (C-3%), 100.4 (C-2°), 96.37 (C-5), 85.07 (C-1°), 81.20
(C-4Y), 70.38 (d, 3Jcp = 4.5 Hz, C-1%), 68.76 (C-3¢), 61.54 (C-5°), 35.03 (C-b*), 33.01 (C-c*), 30.40,
30.31, 30.19, 25.97, 23.72, 20.85(C-d*, C-e%, C-f**, C-g*, C-h*), 14.44 (C-i).

- IF-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-d4): -119.69 — -119.77 (m), -120.17 (s).

- 31P_NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-da): -11.88 (d, 2Jpp = 20.4 Hz, P-a), -13.37 (d, 2Jpp = 17.2 Hz,
P-y), -23.90 — -24.19 (m, P-B).

- HRMS: (MALDI, m/z): ber.: 994.287, gef.: 993.995 [M]-.

Synthese von y-Bis(4-undecanoyloxybenzyl)-2',2'-Difluordesoxycytidintriphosphat als Ammon-
iumsalz (56€)

Die Synthese des Pyrophosphats 138e erfolgte nach AAV 7. 300 mg (0.476 mmol, 1.00 Aquiv.) Bis(4-
undecanoyloxybenzyl)phosphonat (137e) wurden in 8 mL abs. Acetonitril gelést und mit 127 mg (0.952
mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 2.98 mL (1.19 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammoniumphosphat
(c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen Reaktivitat ohne
weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 300 mg (0.414 mmol, 87%)). Die Synthese
der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindung 56e erfolgte geméaR AAV 8. Das zuvor dargestellte Pyrophosphat
wurde fir die Aktivierung in 4 mL Acetonitril gelést und mit 0.29 mL (434 mg, 2.07 mmol, 5.00 Aquiv.)
Trifluoressigsaureanhydrid und 0.46 mL (335 mg, 3.31 mmol, 8.00 Aquiv.) abs. Triethylamin versetzt.
Spater wurden 0.29 mL (209 mg, 2.07 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin, 0.10 mL (102 mg,
1.24 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol und 4 mL abs. DMF hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung
wurden 75 mg (0.219 mmol, 0.64 Aquiv.) 2',2-Difluordesoxycytidin-5‘-monophosphat (132) in 4 mL
DMF zugegeben und funf Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
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Ausbeute: 79.3 mg (75.6 umol, 35%) eines weilRen, fluffigen
Feststoffs.

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 8.19 (d, 3Jyu = 7.9
Hz, 1H, H-6), 7.40 (dd, 3Jun = 8.5, 4.4 Hz, 4H, H-4%), 7.04 (dd,

SJun = 8.6, 2.4 Hz, 4H, H-3%), 6.22 — 6.10 (M, 2H, H-5, H-1°), NH,
5.17 (dd, 3Jup = 8.2 Hz, 4H, H-1%), 4.52 (td, 3Ju = 13.2, 8.9 s N
Hz, 1H, H-3Y), 4.40 (d, 2Jun = 10.1 Hz, 1H, H-5%), 4.34 (ddd, <1" O> 3o ol 2K,
2Jun = 8.4 Hz, 3Jupn = 6.1, 1.8 Hz, 1H, Hp-5°), 4.02 (dd, 33 = : oy 0o °lofl,
8.8, 2.0 Hz, 1H, H-4%), 2.57 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 4H, H-b%), 1.79 — 2, O, wa /
1.69 (m, 4H, H-c*), 1.69 — 1.60 (m, 4H, H-d*), 1.48 — 1.30 (m, OH F
24H, H-e*, H-f*, H-g*, H-h*, H-i*, H-j*), 0.90 (t, 3Ju = 7.0 Hz, CasHoaFoN3O17Pa2
6H, H-k*). [1049.3428 g/mol]
56e

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 173.65 (C-a*), 161.97 (C-4), 152.30 (C-2), 150.06 (C-5%),
144.75 (C-2*), 135.97 (C-6), 130.51 (C-4*), 122.83 (C-3*), 99.1 (C-2¢), 95.00 (C-5), 85.74 (C-19), 80.24
(C-4%), 70.38 (d, 2Jup = 4.5 Hz, C-1%), 69.39 (C-3°), 60.56 (C-5°), 35.04 (C-b*), 33.08 (C-c*), 30.71,
30.64, 30.46, 30.44, 30.19, 25.98, 23.74 (C-d“, C-e*, C-f*, C-g*, C-h*, C-i**, C-j**), 14.45 (C-k").

- 8F-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-da): -120.36 (s), -120.72 — -120.87 (m).

- ¥P-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-da): -11.96 (d, 2Jpp = 20.5 Hz, P-a), -13.45 (d, 2Jpp = 17.5 Hz,
P-y), -24.04 — -24.33 (m, P-B).

- HRMS: (MALDI, m/z): ber.: 1050.350, gef.: 1050.030 [M].

Synthese von y-Bis(4-dodecanoyloxybenzyl)-2',2"-Difluordesoxycytidintriphosphat als Ammon-
iumsalz (56f)

Die Synthese des Pyrophosphats 138f erfolgte nach AAV 7. 300 mg (0.456 mmol, 1.00 Aquiv.) Bis(4-
dodecanoyloxybenzyl)phosphonat (137f) wurden in 7 mL abs. Acetonitril gelést und mit 122 mg
(0.911 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 2.84 mL (1.14 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butylammoniumphos-
phat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der hohen Reaktivitat
ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 300 mg (0.398 mmol, 87%)). Die
Synthese der Gemcitabin-TriPPPro-Verbindung 56f erfolgte gemalR AAV 8. Das zuvor dargestellte
Pyrophosphat wurde fir die Aktivierung in 4 mL Acetonitril gelést und mit 0.28 mL (418 mg, 1.99 mmoaol,
5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.44 mL (322 mg, 3.19 mmol, 8.00 Aquiv.) abs.
Triethylamin versetzt. Spater wurden 0.28 mL (201 mg, 1.99 mmol, 5.00 Aquiv.) abs. Triethylamin,
0.10 mL (98.1 mg, 1.19 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol und 4 mL abs. DMF hinzugegeben. Zu der
Reaktionslosung wurden 95.3 mg (0.279 mmol, 0.7 Aquiv.) 2',2"-Difluordesoxycytidin-5-monophosphat
(132) in 4 mL DMF zugegeben und funf Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.
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Ausbeute: 52.7 mg (48.9 umol, 18%) eines weilRen, fluffigen
Feststoffs.

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da4): 8.20 (d, 3Jun = 7.8
Hz, 1H, H-6), 7.41 — 7.36 (m, 4H, H-4%), 7.02 (dd, 3Jun = 8.6,
2.4 Hz, 4H, H-3%), 6.14 (m, 2H, H-5, H-1%), 5.16 (dd, 3Jup = 8.2,
3.8 Hz, 4H, H-1%), 4.57 — 4.47 (m, 1H, H-3%), 4.43 — 4.30 (m,
2H, H-5%), 4.00 (dd, 3Jup = 8.9, 1.9 Hz, 1H, H-4%), 2.56 (t, 3]
= 7.4 Hz, 4H, H-b*), 1.78 — 1.67 (M, 4H, H-c¢*), 1.49 — 1.29 (m,
32H, H-d“, H-e*, H-f*, H-g*, H-h*, H-i, H-j, H-k*), 0.89 (t,
8Ju,n = 7.0 Hz, 6H, H-I*).

Ca7HgsFoN3017P3%
- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 173.26 (C-a%), [1077.3741 g/mol]

163.97 (C-4), 152.36 (C-2), 150.28 (C-5%), 143.40 (C-2%), 56t

138.35 (C-6), 130.53 (C-4%), 122.82 (C-3*), 99.7 (C-2°), 96.70 (C-5), 85.39 (C-1°), 81.62 (C-4%), 70.34
(C-1%), 68.66 (C-3°), 63.41 (C-5°), 35.04 (C-b*), 33.08 (C-c*), 30.75, 30.63, 30.49, 30.44, 30.19, 25.98,
23.74 (C-d“, C-e%, C-f*, C-g*, C-h*, C-i, C-j*, C-k*), 14.45 (C-I'?.

- IF-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-d4): -119.89 — -119.94 (m), -120.29 (s).

- 'P-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-da): -11.97 (d, 2Jpp = 20.8 Hz, P-a), -13.43 (d, 2Jpp = 17.2 Hz,
P-y), -24.17 (t, 2Jpp = 19.0 Hz, P-B).

- HRMS: (MALDI, m/z): ber.: 1078.381, gef.: 1078.058 [M]-.

7.2.15 Synthese des Gemcitabintriphosphats

Synthese von 2',2'-Difluordesoxycytidin-5‘triphosphat (61)

Unter Stickstoffschutzgasatmosphéare wurden 6.91 mL (3.33 g, 3.46 mmol, 4.00 Aquiv.) Trimeta-
phosphat (c = 0.5 M in Pyridin) mit 436 mg (3.89 mmol, 4.50 Aquiv.) DABCO und 699 mg (3.20 mmol,
3.70 Aquiv.) Methansulfonylchlorid versetzt. Die Reaktionslésung wurde eine Minute bei Raum-
temperatur geriihrt, dann wurden 300 mg (0.864 mmol, 1.00 Aquiv.) 3‘-O-Acetyl-2',2"-difluordesoxy-
cytidin (137) zugegeben. AnschlieBend wurde vier Minuten bei Raumtemperatur gerihrt, 572 mg
(3.88 mmol, 4.50 Aquiv.) Phthalimid zugegeben und erneut 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
Die Reaktionslésung wurde auf 0 °C gekuhlt, mit 60 mL Triethylammoniumacetatpuffer versetzt und
dreimal mit 40 mL Chloroform gewaschen. Die wassrige Phase wurde gefriergetrocknet. Der erhaltene
Ruckstand wurde in 10 mL Wasser geldst, mit 22 mL Methanol und 3 mL Triethylamin versetzt und
24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und es schlossen sich
mehrfache automatisierte Sdulenchromatographien an RP18-Kieselgel an (H.O/CH3CN, 0-100% Vol.,
30 min, Flussrate 20 mL/min). Das Produkt wurde dabei nur in Spuren erhalten, hauptsachlich kam es
zur Hydrolyse des Monophosphats 132 zum Gemcitabin (2).
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Synthese von von 2',2"-Difluordesoxycytidin-5‘-triphosphat (61)

100 mg (0.380 mmol, 1.00 Aquiv.) Gemcitabin (2) und 163 mg (0.760 mmol, 2.00 Aquiv.) Protonen-
schwamm wurden Uber Nacht unter Vakuum getrocknet. Anschlieend wurden sie unter Stickstoff-
schutzgasatmosphéare in 2 mL Trimethylphosphat gelést und bei -20 °C mit 42.0 uL (69.9 mg,
0.456 mmol, 1.20 Aquiv.) Phosphorylichlorid versetzt. Die Reaktionslésung wurde 90 Minuten bei -20 °C
gerlhrt. Die Umsetzung des Nucleosids wurde durch Reaktionskontrolle an der HPLC verfolgt (Methode
B). Dann wurde eine auf -20 °C gekiihlte Losung aus 2.00 mL (519 mg, 0.950 mmol, 2.50 Aquiv.)
Tributylammoniumpyrophosphat (c =0.50 M in Acetonitril) und 0.54 mL (423 mg, 2.28 mmol,
6.00 Aquiv.) Tributylamin zugegeben und zwei Stunden bei -20 °C geriihrt. Die Bildung des
Triphosphats wurde durch Reaktionskontrolle an der HPLC verfolgt. Im Anschluss wurden bei
Raumtemperatur TEAB-Puffer hinzugegeben und 45 Minuten gertuhrt. Danach wurde die
Reaktionslosung dreimal mit Dichlormethan, die vereinigten organischen Phasen einmal mit Wasser
gewaschen und die vereinigten wassrigen Phasen eingeengt. Es folgten mehrere automatisierte
Sephadexsaulen (H2O/TEAB-Puffer (1M), 0-100% Vol., 55 min, Flussrate 12 mL/min) sowie mehrere
automatisierte Saulenchromatographien an RP18-Kieselgel (H20/CHsCN, 0-100% Vol., 30 min,
Flussrate 20 mL/min) fir die Reinigung des Produkts.

Ausbeute: 33.4 mg (66.8 umol, 18%) eines weilRen, fluffigen Feststoffs.

NH,
- IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 8.00 (d, 3Jyn = 7.6 Hz, o o o 5f\<N
1H, H-6), 6.23 (t, 3Jur = 7.0 Hz, 1H, H-19), 6.11 (m, 1H, H-5), 4.52 Ho-P-0-P-0-P-o_ 952,
(td, 3Jup = 13.2, 8.9 Hz, 1H, H-3¢), 4.43 — 4.33 (M, 2H, H-5), 3.99 0, 0 Og 3l of],
(Ad, 33un = 9.0, 2.2 Hz, 1H, H4Y), 3.20 (4, I = 7.3 Hz, 12H, 3 » 1E T
H-A), 1.31 (t, 3Jup = 7.3 Hz, 18H, H-B). L

CoH11F2N3043P5>
[499.9489 g/mol]

61

- 3C-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-d4): 167.03 (C-4), 157.10
(C-2), 148.28 (C-6), 123.69 (C-29),109.35 (C-5), 86.19 (C-19),
81.01 (C-4°), 77.18 (C-3°), 58.93 (C-5°), 47.52 (C-A), 9.12 (C-B).

- IF-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-da): -120.00 — -120.03 (m).

- 3IP-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-d4): -10.32 (d, 2Jpp = 20.7 Hz), -11.44 (d, 2Jpp = 20.9 Hz), -23.51
—-23.81 (m).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3062, 2988, 2953, 2916, 2849, 1698, 1655, 1551, 1496, 1468, 1395, 1313, 1236,
1198, 1166, 1137, 1074, 1040, 698, 639, 472, 449.

- HRMS: (ESI-, m/z): ber.: 501.963, gef.: 501.958 [M]-.

7.2.16 Synthese des Gemcitabindiphosphats

Synthese von 2°,2'-Difluordesoxycytidin-5‘-diphosphat (59)

300 mg (1.14 mmol, 1.00 Aquiv.) Gemcitabin (2) und 489 mg (2.28 mmol, 2.00 Aquiv.) Protonen-
schwamm wurden eine Stunde im Vakuum getrocknet. Die Reaktion erfolgte anschlie3end unter
Stickstoffschutzgasatmosphére. Gemcitabin und Protonenschwamm wurden in 6.3 mL Trimethyl-
phosphat gelést und bei -15°C mit 0.13 mL (210 mg, 1.37 mmol, 1.20 Aquiv.) Phosphorylchlorid
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versetzt, anschlielend wurde die Reaktionslésung 25 Minuten bei -15 °C geruhrt. Es folgte die Zugabe
von 7.13 mL (968 mg, 2.85 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetrabutylammoniumphosphat (c = 0.40 M in Acetonitril)
und 1.63 mL (1.27 g, 6.84 mmol, 6.00 Aquiv.) Tributylamin. Die Reaktionslésung wurde 15 Minuten
bei -15 °C geruhrt. Anschlieend wurde bei Raumtemperatur TEAB-Puffer (1M) zugegeben und
45 Minuten gerihrt. Die Reaktionslésung wurde dreimal mit Dichlormethan und die vereinigten
organischen Phasen einmal mit Wasser gewaschen, anschlieend wurden die vereinigten wassrigen
Phasen eingeengt. Es folgten mehrfache automatisierte, chromatographische Reinigungsschritte tiber
Sephadexsaulen (H.O/TEAB-Puffer (1M), 0-100% Vol., 55 min, Flussrate 12 mL/min) und Uber RP18-
Kieselgel (H2O/CHsCN, 0-100% Vol., 30 min, Flussrate 20 mL/min).

Ausbeute: 134.7 mg (0.320 mmol, 28%) eines weil3en Feststoffs.
Nebenprodukt Gemcitabintriphosphat: 26.5 mg (53.0 pmol, 5%) eines weil3en Feststoffs.

NH,
- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-d4): 7.97 (d, 3Jun = 7.6 Hz, 1H, ; jN
H-6), 6.25 — 6.19 (m, 1H, H-1), 6.05 (d, 3Ju 4 = 7.6 Hz, 1H, H-5), 4.49 2 9 ol 2l

HO-P-O-P-0O N 0O

(td, 3Jup = 13.3, 8.9 Hz, 1H, H-3), 4.37 — 4.29 (m, 2H, H-5¢), 3.99 (dd, o b 9 oF
3Jun = 8.9, 2.1 Hz, 1H, H-4%), 3.19 (q, 3Jun = 7.3 Hz, 12H, H-A), 1.31 ) @9 © 4 - 7"
(t, 3Jnn = 7.3 Hz, 18H, H-B). ;)\'V(\ OH F
- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 166.99 (C-4), 156.99 (C-2), CoHrFaNsO10P2”

[420.9899 g/mol]

142.74 (C-6), 125.89 (C-2°), 96.75 (C-5), 85.77 (d, 2Jcr = 31.5 Hz, o

C-19), 81.02 (t, 3Jcr = 12.9 Hz, C-4°), 69.85 — 69.07 (m, C-3°), 63.69
(C-5%, 47.52 (C-A), 9.11 (C-B).

- F-NMR: & [ppm] (565 MHz, MeOH-da): -119.52 (dd, *Jrr = 168.7, 3Jr = 10.6 Hz), -120.09 (d, 3JnF =
12.2 Hz).

- 31P-NMR: & [ppm] (243 MHz, MeOH-da): -10.09 (d, 2Jpp = 20.4 Hz), -11.18 (d, 2Jpp = 20.4 Hz).

- IR: Wellenzahl [em]: 3353, 2988, 2690, 2501, 1650, 1491, 1397, 1229, 1079, 981, 918, 837, 802,
762, 643, 594, 512.

- HRMS: (ESI-, m/z): ber.: 491.974, gef.: 491.962 [M+3Na]*.

7.2.17 C18Gem-TriPPPro-Verbindung

Synthese von 3,5°-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’,2"-difluordesoxycytidin (148)

Unter Stickstoffschutzgasatmosphare wurden 1.00 g (3.80 mmol, 1.00 Aquiv.) Gemcitabin (2) in 19 mL
abs. Dichlormethan gel6st und mit 1.43 g (9.50 mmol, 2.50 Aquiv.) tert-Butyldimethylsilylchlorid und
776 mg (11.4 mmol, 3.00 Aquiv.) Imidazol versetzt. Die Reaktionslosung wurde zwei Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wurde unter vermindertem Druck das Losungsmittel entfernt
und der erhaltene Feststoff aus Ethylacetat umkristallisiert. Anschliel3end erfolgte eine sédulenchromato-
graphische Reinigung des Rohprodukts an Kieselgel (CH2Cl2/MeOH 9:1 v:v).
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Ausbeute: 1.72 g (3.49 mmol, 92%) eines weil3en Feststoffs.

NH,
4
57 SN
- DC: Ri-Wert 0.87 (CH2Clz/MeOH 8:2 v/v). 880 ol 2l
> FN o)
4' O- 1
- 1H-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls): 7.69 (d, 3Jun = 7.5 Hz, 1H, H-6), 6.33 (dd, asl 2

3Jun =10.7, 4.3 Hz, 1H, H-19), 5.68 (d, 3Jyn = 7.5 Hz, 1H, H-5), 4.39 — 4.23 (m, 1H, CorHsoF N0,
H-3‘), 3.98 (d, ZJH,H =11.8 Hz, 1H, Ha-5‘), 3.89 (d, 3JH,H =7.9 Hz, 1H, H-4‘), 3.79 (dd, [491.2447 g/mol]
23,4 = 11.8 Hz, 3Jun = 2.0 Hz, 1H, Hy-5°), 0.94 (s, 9H, -SiC(CHs)s), 0.90 (s, 9H, - 148
SiC(CHg)s), 0.11 (t, 3Jwn = 7.0 Hz, 12H, -Si(CHs)2).

- 3C-NMR: 3 [ppm] (151 MHz, CDCls): 165.63 (C-4), 155.52 (C-2), 141.34 (C-6), 122.18 (C-2°), 94.57
(C-5), 84.40 (dd, 2Jcr = 40.7, 22.8 Hz, C-19), 81.12 (d, 3Jcr = 8.9 Hz, C-4f), 70.50 — 69.50 (m, C-3¢),
60.26 (C-5), 26.00, 25.84, 25.79, 25.68 (-SiC(CHz3)3), -2.80, -3.43 (-SiC(CHs)3), -4.61, -5.16, -5.32, -
5.35 (-Si(CHs3)2).

- F-NMR: & [ppm] (565 MHz, CDClz): -116.10 (d, 3Jur = 12.5 Hz), -117.28 (s).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3322, 3122, 2954, 2930, 2896, 2858, 1637, 1489, 1472, 1402, 1363, 1286, 1253,
1208, 1148, 1088, 955, 858, 833, 777, 716, 671, 595.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 492.252, gef.: 492.259 [M+H]".

Synthese von N-Stearamid-3,5‘-O-tert-butyldimethylsilyl-2’,2"-difluordesoxycytidin (147)

1.70 g (3.46 mmol, 1.00 Aquiv.) 3‘,5-O-tert-Butyldimethylsilyl-2',2"-Difluordesoxycytidin (148) wurden
unter Stickstoffschutzgasatmosphare in 35 mL abs. Dichlormethan geltst. AnschlieRend erfolgte die
Zugabe von 2.10 g (3.81 mmol, 1.10 Aquiv.) Stearinsdureanhydrid und 0.71 mL (537 mg, 4.15 mmol,
1.20 Aquiv.) abs. DIPEA. Die Reaktionsmischung wurde kurz auf 50 °C erwarmt, damit sich die
Feststoffe vollstandig 16sen. AnschlieBend wurde 26 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Es erfolgten mehrere saulenchromatographische
Reinigungen an Kieselgel (CH2Cl2/MeOH 19:1 v:v und PE/EE 1:1 v:v).

Ausbeute: 1.67 g (2.19 mmol, 64%) eines weil3en Feststoffs.

- DC: R+Wert 0.77 (PE/EE 1:1 viv). TBSO5I 6 N

0y
- IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls): 8.07 (d, 3Jyn = 7.6 Hz, 1H, 18S0. B
H-6), 7.44 (d, 3Jun = 7.5 Hz, 1H, H-5), 6.33 (dd, 3Jur = 10.3, 3.5 Hz, CaoHy5F ;N305Si
1H, H-19), 4.33 (td, 3Jne = 11.5 Hz, 3Jun = 8.2 Hz, 1H, H-3%), 3.98 (dd, [757.5057 g/mol]
2JH,H = 37.4 Hz, 3JH,H =10.0 Hz, 1H, Ha-5‘), 3.81 (dd, 3\]H,H =11.9,1.9 147

Hz, 1H, H-4%), 2.43 (dt, 2Jup = 10.1 Hz, 3Jup = 7.5 Hz, 1H, Hp-5°), 2.35

(t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-b?), 1.73 — 1.62 (m, 4H, H-¢*, H-d*), 1.39 — 1.20 (m, 26H, H-6, H-e*, H-f*, H-g",
H-h*, H-i*, H-j*, H-k*, H-I, H-m‘, H-n‘, H-0, H-p*, H-q"), 0.95 (s, 9H, -SiC(CHs)s), 0.90 (s, 9H, -
SiC(CHa)s), 0.88 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 3H, H-r*) 0.12 (dd, 3Jun = 9.5, 7.9 Hz, 12H, -Si(CHa)y).
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- 3C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls): 173.54 (C-a’), 162.81 (C-4), 148.95 (C-2), 144.54 (C-6), 122.97
(C-29), 96.83 (C-5), 84.50 (C-1°), 81.66 (C-4°), 70.50 (C-3°), 60.13 (C-5), 37.69 (C-b*), 32.08, 29.85,
29.81, 29.77, 29.75, 29.72, 29.63, 29.58, 29.55, 29.51, 29.44, 29.34, 29.30, 29.17, 29.02, 25.99, 25.65,
22.84 (C-¢*, C-d*, C-¢*, C-f*, C-g‘, C-h*, C-i*, C-j*, C-k‘, C-I*, C-m*, C-n*, C-0*, C-p*, C-q‘), 18.35 (-
SiC(CHs)3), 18.14 (-SiC(CHa)s), 14.24 (C-r*), -4.63, -5.16, -5.31, -5.32 (-Si(CHa)2).

- 19F-NMR: & [ppm] (565 MHz, CDCls): -115.76 — -116.32 (m), -117.14 — -117.69 (m).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 2954, 2915, 2848, 1698, 1657, 1623, 1552, 1496, 1470, 1427, 1392, 1315, 1273,
1254, 1197, 1137, 1086, 837, 816, 782, 719.

-HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 644.426, gef.. 644.429 [M-TBS+H*]*; ber.. 490.237, gef.. 492.250
[M-C(O)Ca17Hss]".

Synthese von N-Stearamid-2',2"-difluordesoxycytidin (144)

1.60g (2.11 mmol, 1.00 Aquiv.) N-Stearamid-3‘,5'-O-tert-butyldimethylsilyl-2',2'-difluordesoxycytidin
(147) wurden unter Stickstoffschutzgasatmosphare in 23 mL abs. Dichlormethan geldst und mit 2.75 mL
(2.72 g, 16.9 mmol, 8.00 Aquiv.) Triethylamin-Trihydrofluorid versetzt. Nach 27 Stunden Riihren bei
Raumtemperatur wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (CH2Cl2/MeOH 9:1 v:v) gereinigt.

Ausbeute: 1.08 g (2.04 mmol, 96%) eines weilRen Feststoffs.

- DC: Ri-Wert 0.61 (CH2Cl2/MeOH 95:5 v/v). N

HO
5

- IH-NMR: 3 [ppm] (600 MHz, DMSO-ds): 10.97 (s, 1H, -NH), 8.23 (d,  .L-0f],

z

3Jyn = 7.6 Hz, 1H, H-6), 7.28 (d, 3Jun = 7.6 Hz, 1H, H-5), 6.31 (d, 3Jun oG

= 6.5 Hz, 1H, 3*-OH), 6.17 (t, 3Jur = 7.4 Hz, 1H, H-1%), 5.29 (t, 3Jnp = CorHasF N0
5.4 Hz, 1H, 5°-OH), 4.24 — 4.13 (m, 1H, H-3¢), 3.91 — 3.85 (m, 1H, H-4), [529.3327 g/mol]
3.80 (dd, 2Jup = 12.4 Hz, 3Jupn = 4.5 Hz, 1H, Ha-5%), 3.65 (ddd, 2Jpy = 144

12.7 Hz, 3Juy = 5.8, 3.6 Hz, 1H, Hp-5%), 2.18 (t, 3y = 7.4 Hz, 2H, H-b?),
1.58 — 1.43 (m, 2H, H-¢?), 1.23 (s, 28H, H-d*, H-e*, H-f*, H-g*, H-h*, H-i’, H-j*, H-K, H-I, H-m, H-n*,
H-o‘, H-p‘, H-q‘), 0.85 (t, 3Jnun = 7.4 Hz, 3H, H-r).

- 3C-NMR: 8 [ppm] (151 MHz, DMSO-ds): 179.54 (C-a’), 162.8 (C-4), 154.28 (C-2), 143.9 (C-6), 122.23
(C-29), 95.88 (C-5), 83.4 (C-1"), 79.45 (C-4%), 68.0 (C-3), 58.72 (C-5),33.66 (C-b*), 31.29, 29.01, 28.99,
28.90, 28.84, 28.73, 28.70, 28.54, 28.43, 24.49, 24.34, 22.09 (C-c¢, C-df, C-ef, Cf*, C-¢*, C-h’, C-i’, C-
j‘, C-kf, C-I*, C-m‘, C-nf, C-0f, C-p‘, C-q), 13.96 (C-rf).

- 19F-NMR: & [ppm] (565 MHz, CDCls): -150.80 (d, J = 29.0 Hz).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3349, 2954, 2915, 2848, 1698, 1656, 1552, 1496, 1470, 1426, 1394, 1315, 1275,
1255, 1238, 1195, 1136, 1124, 1073, 1034, 939, 890, 817, 787, 719, 687, 640, 603.
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- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 530.340, gef.: 530.339 [M+H"]".

Synthese des N-Stearamid-2',2'-difluordesoxycytidin-5‘-monophosphats (145)

500 mg (0.945 mmol, 1.00 Aquiv.) N-Stearamid-2',2'-difluordesoxycytidin (144) und 405 mg (1.89 mmol,
2.00 Aquiv.) Protonenschwamm wurden im Vakuum getrocknet und anschlieRend unter Stickstoff-
schutzgasatmosphére in 5.2 mL Trimethylphosphat geldst. Die Reaktionsmischung wurde auf -20 °C
gekiihlt und mit 0.10 mL (174 mg, 1.13 mmol, 1.20 Aquiv.) Phosphorylchlorid versetzt. Die Reaktions-
[6sung wurde 2.5 Stunden bei -20 °C gertihrt. Es erfolgte eine Reaktionskontrolle via HPLC (Methode
B) nach 30 Minuten und zwei Stunden, dabei konnte kein Umsatz festgestellt werden.

7.2.18 Synthese einer 5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung

Synthese von 4-Aminopyrimidin-2(1H)-on (151)

1.90 g (22.6 mmol, 1.00 Aquiv.) Dicyandiamid (153) wurden in 2.6 mL (3.12 g, 67.8 mmol, 3.00 Aquiv.)
Ameisensaure (154) suspendiert und 25 Minuten auf 80 °C erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde auf
Raumtemperatur abgekihlt. Der erhaltene Feststoff wurde mit 5 mL 2-Propanol aufgeschlammt, filtriert
und getrocknet. Im Anschluss wurde der Feststoff in 5 mL Methanol suspendiert und mit 366 mg
(6.78 mmol, 0.30 Aquiv.) Natriummethanolat und 3.89 mL (3.48 g, 29.2 mmol, 1.29 Aquiv.) DMF-DMA
versetzt. Nachdem die erhaltene Reaktionslosung 2.5 Stunden bei 50 °C gerihrt wurde, wurden 10 mL
H20 (Milli-Q) zugegeben und der erhaltene Feststoff filtriert und getrocknet.

Ausbeute: 1.69 g (15.1 mmol, 67%) eines weil3en Feststoffs. Ha
4
N7 N
sl 2k
- IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 8.38 (s, 1H, NH), 8.02 (s, 1H, H-6). ” o]
C3H4N,O
- 13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 166.3 (C-2), 158.6 (C-4), 154.9 (C-6). “12-031251 g/mol]

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3376, 3170, 2795, 2633, 1686, 1662, 1620, 1442, 1426, 1348, 1217, 1137, 982,
898, 812, 559, 450.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 113.042, gef.: 113.046 [M+H]".

Synthese von 5-Azacytidin (7)

Unter Stickstoffschutzgasatmosphare wurde 1.00 g (8.92 mmol, 1.00 Aquiv.) 4-Aminopyrimidin-2(1H)-
on (151), 2.59 mL (2.02 g, 12.5 mmol, 1.4 Aquiv.) HMDS und 47 mg (0.357 mmol, 0.04 Aquiv.)
Ammoniumsulfat in 28 mL abs. Acetonitril suspendiert und eine Stunde zum Sieden erhitzt. Das
Lésungsmittel wurde entfernt und zweimal mit abs. Ethylacetat coevaporiert. Der erhaltene Feststoff
wurde in 44 mL abs. Ethylacetat suspendiert und bei 0 °C mit 3.12 g (9.82 mmol, 1.10 Aquiv.) B-D-
Ribofuranose-1,2,3,5-tetraacetat und 0.87 mL (1.47 g, 9.82 mmol, 1.10 Aquiv.) Trifluormethan-
sulfonsdure versetzt. Nach 30 Minuten bei 50 °C wurde das Ldsungsmittel entfernt. Der erhaltene
Ruckstand wurde in 9 mL Dichlormethan geldst, mit 1.8 mL HCI (1.2 M) versetzt und 45 Minuten bei
Raumtemperatur geruhrt. Es wurden von 7.5 mL Kz2COs-L6sung (20%) zugegeben und 15 Minuten
gerihrt. Nach Phasentrennung und Trocknung der organischen Phase Uber NaSOs4 wurde das
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Lésungsmittel entfernt und zweimal mit abs. Methanol coevaporiert. Der erhaltene Feststoff wurde in
10 mL Methanol gelést, mit 1 mL Triethylamin versetzt und 3.5 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
Dann wurde das Losungsmittel entfernt. Der erhaltene Feststoff wurde zur Reinigung aus Methanol
umkristallisiert.

Ausbeute: 852 mg (3.49 mmol, 39%) eines weil3en Feststoffs. H,
4
N“SN
. . ol 2l
- DC: R-Wert 0.13 (CH2Cl2/MeOH 9:1 viv). HO N X0
S
20,

- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds): 8.58 (s, 1H, H-6), 7.51 (d, 2Jun = 12.2 Hz, HO OH

2H, NHy), 5.66 (d, 3Jun = 3.8 Hz, 1H; H-19), 5.41 (d, 3Jun = 5.3 Hz, 1H, 2°-OH), 5.11  CgH1oN4Os
(dd, 334 = 5.1 Hz, 33y = 5.1 Hz, 1H, 5-OH), 5.01 (d, 3Ju = 5.8 Hz, 1H, 3*-OH), 4.08 [244-0838 g/mol]
(ddd, 3Jup = 4.8, 1H, H-2%), 4.00 (ddd, 3Jup = 5.8 Hz, 1H, H-3), 3.85 (ddd, 3Jupn = 5.7

Hz, 33uy = 3.1 Hz, 1H, H-4%), 3.69 (ddd, 2Jup = 12.1 Hz, 3Jup = 5.1 Hz, 3Jupn = 3.1 Hz, 1H, H-5%a), 3.55
(ddd, 23y = 12.1 Hz, 3Jun = 5.1 Hz, 3Jup = 3.1 Hz, 1H, H-5'b).

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-de): 165.8 (C-2), 156.3 (C-6), 153.2 (C-4), 89.3 (C-1°), 84.3 (C-
4’), 73.9 (C-2’), 69.0 (C-3’), 60.1 (C-5).

- IR: Wellenzahl [cm™1]: 3309, 3069, 1685, 1610, 1506, 1428, 1301, 1240, 1136, 1112, 1094, 1051, 987,
899, 853, 802, 706, 629, 579, 445.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 245.084, gef.: 245.088 [M+H]* .

Synthese des 5-Azacytidin-5-monophosphats (150)

258 mg (1.06 mmol, 1.00 Aquiv.) 5-Azacytidin (7) und 453 mg (2.11 mmol, 2.00 Aquiv.) Protonen-
schwamm wurden 30 Minuten unter Vakuum getrocknet und anschlieBend unter Stickstoffschutz-
gasatmosphére in 5.87 mL Trimethylphosphat gel6st. Bei -10 °C wurden zu der Reaktionslésung
0.12 mL (194 mg, 1.27 mmol, 1.20 Aquiv.) Phosphorylchlorid gegeben und dann 30 Minuten bei -10 °C
gerUhrt. Danach wurden 10 mL TEAB-Puffer hinzugefugt, es folgte 45-minitiges Ruhren bei Raum-
temperatur. Die Reaktionslosung wurde dreimal mit Dichlormethan extrahiert und die wassrige Phase
getrocknet. Zur Reinigung des Produkts folgten mehrfache automatisierte Saulenchromatographien an
RP18-Kieselgel (H20/CHsCN, 0-100% Vol., 30 min, Flussrate 20 mL/min).

Ausbeute: 178 mg (0.419 mmol, 40%) eines farblosen Harzes. NH,
4
o N°ON
- 'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds): 8.58 (s, 1H, H-6), 7.51 (d, 2Jun = HO-P-O_ NZ o

12.2 Hz, 2H, NHy), 5.66 (d, 3Jnn = 3.8 Hz, 1H, H-1%), 4.07 (t, 3Jpn = 4.6 Hz, 1H, N
H-29), 4.00 (t, 2Jun = 5.4 Hz, 1H, H-3%), 3.85 (dt, 3Jup = 3.1 Hz, 3y = 5.8 Hz,
1H, H-4%), 3.68 (dd, 2Jupn = 12.1 Hz, 3Jun = 3.1 Hz, 1H, H-5'), 3.55 (dd, 2Jux A

= 12.1 Hz, 3Jyp = 3.1 Hz, 1H, H-5%), 2.82 (q, 2Jun = 7.2 Hz, 6H, H-A), 1.08 (t, B
2Jyn = 7.2 Hz, 9H, H-B). CgH15N,OgP"
[323.0398 g/mol]

150
- 13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds): 165.8 (C-2), 156.3 (C-6), 153.2 (C-
4), 89.3 (C-1°), 84.2 (C-4), 73.9 (C-2), 68.9 (C-3), 60.1 (C-5), 45.5 (C-A), 9.7 (C-B).
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- 31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds): 2.32.

- HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 323.040, gef.: 322.951 [M]-.

Synthese von y-Bis(4-dodecanoyloxybenzyl)-5-Azacytidin-5‘-triphosphat als Ammoniumsalz
(57f)

Die Synthese des Pyrophosphats 138f erfolgte nach AAV 7. 300 mg (0.456 mmol, 1.00 Aquiv.) Bis(4-
dodecanoyloxybenzyl)phosphonat (137f) wurden in 7 mL abs. Acetonitril gelést und mit 122 mg
(0.911 mmol, 2.00 Aquiv.) NCS und 2.84 mL (386 mg, 1.14 mmol, 2.50 Aquiv.) Tetra-n-butyl-
ammoniumphosphat (c = 0.4 M in Acetonitril) versetzt. Das erhaltene Rohprodukt wurde aufgrund der
hohen Reaktivitat ohne weitere Aufarbeitung und Analysen umgesetzt (Ausbeute 385 mg (0.386 mmol,
85%)). Die Synthese der 5-Azacytidin-TriPPPro-Verbindung 57f erfolgte gemafld AAV 8. Das zuvor
dargestellte Pyrophosphat wurde fir die Aktivierung in 3.5 mL abs. DMF geldst und mit 0.27 mL
(406 mg, 1.93 mmol, 5.00 Aquiv.) Trifluoressigsaureanhydrid und 0.43 mL (313 mg, 3.09 mmol,
8.00 Aquiv.) abs. Triethylamin versetzt. Spater wurden 0.27 mL (196 mg, 1.93 mmol, 5.00 Aquiv.) abs.
Triethylamin, 0.09 mL (95.0 mg, 1.16 mmol, 3.00 Aquiv.) 1-Methylimidazol und 3.5 mL abs. DMF
hinzugegeben. Zu der Reaktionslésung wurden 140 mg (0.329 mmol, 0.85 Aquiv.) 5-Azacytidin-5'-
monophosphat (150) in 3.5 mL abs. DMF zugegeben und 4.5 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Es
schlossen sich mehrere automatisierte Saulenchromatographien an RP18-Kieselgel an (H2O/CH3sCN,
0-100% Vol., 30 min, Flussrate 20 mL/min), dabei kam es zur Zersetzung des Produkts.

- H-NMR: & [ppm] (600 MHz, MeOH-da): 8.77 (s, 1H, H-6),
7.42-7.34 (m, 4H, H-3%), 7.08-7.01 (m, 4H, H-4%), 5.84 (d,
3Jun = 3.1 Hz, 1H, H-19), 5.21-5.11 (m, 4H, H-1%), 4.38-4.34
(m, 1H, H-39, 4.33-4.25 (m, 2H, H-5%), 4.25-4.19 (m, 1H, H-
29, 4.18-4.13 (m, 1H, H-4%), 2.57 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 4H, H-b%),
1.73 (p, 3Jup = 7.4 Hz, 4H, H-c*), 1.40-1.25 (m, 32H, H-d*, H-
e, H-f*, H-g*, H-h*, H-i*, H-j*, H-k*), 0.90 (t, 3Jun = 6.9 Hz,
6H, H-1).

- BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, MeOH-da): 130.5 (C-6), 122.8
(C-4), 35.0 (C-b*), 33.1, 30.8, 30.6, 30.5, 30.4, 30.2, 26.0, 23.8

(C-¢*, C-d*, C-e*, C-f*, C-g*, C-h*, C-i**, C-j*, C-k*), 14.4 (C- Ca7HaoN4O15P5*
I“) [753.1714 g/mol]
57f

- 31P-NMR: 8 [ppm] (243 MHz, MeOH-da4): -11.47 (d, 2Jpp = 19.5 Hz, P-a), -13.07 (d, 2Jpp = 16.3Hz, P-
7), -23.19 (t, 2Jpp = 17.5 Hz, P-p).

- HRMS: (MALDI, m/z): ber.: 1059.386, gef.: 1059.122 [M+H]"*.
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7.3 Hydrolysestudien

Fur die Untersuchung des chemischen (PBS) sowie des enzymatischen (PLE, CEM/0 Zellextrakt)
Hydrolyseverhaltens der dargestellten TriPPPro-Verbindungen sowie der Di- und Triphosphate, wurde
zunachst von jeder Substanz eine 25 mM DMSO-Stammldsung angesetzt.

Fur die Auswertung wurden die HPLC-Chromatogramme bei einer Wellenlange von 330 nm (BCNA,
Fluoreszenz) bzw. 270 nm (5-FdU und Gemcitabin) verwendet. Die Integrale der entsprechenden Peaks
wurden gegen die Hydrolysedauer aufgetragen. Aufgrund der geringen Konzentration kann eine
Reaktion pseudo-erster Ordnung angenommen werden. Mithilfe des Kalkulationsprogramms Origin
2021 wurden exponentielle Ausgleichskurven ermittelt. Die Exponentialfunktion lasst sich dabei wie folgt
beschreiben:

[A]t = Konzentration zum Zeitpunkt t
[AJo = Anfangskonzentration
k = Geschwindigkeitskonstante

Aus der dadurch bestimmten Geschwindigkeitskonstante k wurde mit nachstehender Formel die
Halbwertszeit tu2 bestimmt:

In2
2 =T

7.3.1 Hydrolysestudien in Phosphatpuffer (PBS) bei pH 7.3

Fir die Hydrolysestudien in PBS-Puffer wurden 22 uL der Prodrugstammiésung (25 mM) in 300 pL
Phosphatpuffer geldst und mit 189 uL Reinstwasser (Milli-Q) und 89 uL DMSO versetzt. Die Inkubation
erfolgte ohne die Verwendung eines internen Standards bei 37 °C im Thermomixer. Nach genau
definierten Zeitpunkten wurden Aliquote (35 pL) der Hydrolyseldsung entnommen und sofort in
flussigem Stickstoff (-196 °C) eingefroren. Die Proben wurden einzeln aufgetaut und sofort Uber eine
analytische RP18-HPLC (Methode A oder Methode B) analysiert, dafiir wurden 30 uL der Probe injiziert.

7.3.2 Hydrolysestudien mit Schweineleberesterase (PLE) in PBS

Fur die Hydrolyse mit PLE in PBS-Puffer wurden zunéchst 6 mM-Stammldsungen der zu unter-
suchenden Verbindungen hergestellt. AnschlieRend wurden 40 yuL der Stammlésung in 400 uL PBS-
Puffer geldst und mit 60 uL DMSO und 30 pL PLE-L&sung (100 U/mL) versetzt. Die Inkubation erfolgte
ohne internen Standard bei 37 °C im Thermomixer. An genau definierten Zeitpunkten wurden Aliquote
(35 pL) der Hydrolyselésung enthommen und sofort in flissigem Stickstoff (-196 °C) eingefroren. Die
Proben wurden einzeln aufgetaut und tber eine analytische RP18-HPLC (Methode A oder Methode B)
analysiert. Das Injektionsvolumen der Proben betrug 30 pL.
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7.3.3 Hydrolysestudien mit CEM/0-Zellextrakten

Die verwendeten Zellextrakte wurden von J. BALZARINI und D. ScHoLS, Katholieke Universiteit Leuven
(Belgien), zur Verfugung gestellt. Fir die Hydrolysen in CEM/0-Zellextrakten wurden zunachst 12.5 mM-
Stammldésungen der zu untersuchenden Verbindungen erstellt. Fir die Hydrolyselésung wurden
607.1 uL des CEM/0-Zellextrakts und 121.4 pL Reinstwasser (Milli-Q) zusammengegeben und die
Hydrolyse durch Zugabe von 58.3 pL der Probenstammldsung gestartet. Die Probe wurde nach kurzem
Vortexen bei 37 °C im Thermomixer inkubiert. Es wurde zu genau definierten Zeitpunkten ein Aliquot
(60 pL) entnommen, mit 120 uL Methanol versetzt, kurz gevortext und anschlieRend zehn Minuten auf
Eis gelagert. Die Hydrolyseprobe wurde zehn Minuten im Ultraschallbad behandelt und zehn Minuten
bei 0 °C zentrifugiert (14 000 rpm). Der Uberstand wurde abgenommen und durch einen Spritzenfilter
(Chromafil® RC-20/15 MS, 0.2 ym) filtriert. Die Proben wurden bis zur Analyse mittels analytischer RP-
18-HPLC (Methode A oder Methode B) in fliissigem Stickstoff (-196 °C) gelagert, einzeln aufgetaut und
direkt vermessen (Injektionsvolumen 60 pL).

7.4 Biologische Untersuchungen

7.4.1 Zellaufnahmestudien in CEM-SS-Zellen

Die Zellinkubationen wurden von DR. ILONA HAUBER, PROF. DR. THOMAS DOBNER und TINA MEYER am
Heinrich-Pette-Institut, Leibniz-Institut fir Experimentelle Virologie in Hamburg durchgefiihrt. Daflr
wurden CEM-SS-Zellen in im Zellkulturmedium (RPMI-1640 Medium, pH 7.5, 10% fotales Kalberserum,
1% Penicillin/Streptomycin, 200 mM L-Glutamin) in T175-Zellkulturflaschen expandiert bis ca. 10° Zellen
vorhanden waren. Die Zellen wurden in 20 mL des Zellkulturmediums aufgenommen und 30 Minuten,
60 Minuten oder drei Stunden mit einer Konzentration von 10 uM des Prodrugs inkubiert (37 °C, 5%
CO2, 90% RH). Die Zellen wurden daraufhin zweimal intensiv mit PBS gewaschen, zentrifugiert,
eingefroren und bei -80 °C gelagert. Die erhaltene Waschlésung wurde vor der weiteren Analyse mittels
RP18-HPLC (Methode A) uber einen Spritzenfilter (Chromafil® RC-20/15 MS, 0.2 ym) filtriert. Das
erhaltene Zellpellet wurde mit 170 pL eines Methanol/Wasser-Gemisches (2:1 v:v, auf Eis gekihlt)
suspendiert, zehn Minuten im Ultraschallbad behandelt, zehn Minuten auf Eis gelagert und
anschlieRend zehn Minuten zentrifugiert (14 000 rpm, 0 °C). Der Uberstand wurde abgenommen und
Uber einen Spritzenfilter (Chromafil® RC-20/15 MS, 0.2 ym) filtriert. Beide Filtrate wurden mittels
analytischer RP18-HPLC (Methode A) analysiert. Das Injektionsvolumen betrug 100 pL.

7.4.2 Zellaufnahmestudien in Krebszellen

Die Zellinkubationen in Krebszellen wurden von PROF. DR. UDO SCHUMACHER und SIMON REMUS am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Fir diese Zellaufnahmestudien wurden
folgende Krebszelllinien verwendet: BxPC3, Paca-5061, H69AR-1, HCT116, HT29, SW620, HOS
SKNSH, Mewo, MV3, Molm13, Ovcar3, SKOV-3, PC3, UTSCC-2. Die Krebszellen wurden im
Zellkulturmedium (RPMI-1640 fur HT29, MV3, PC3, HOS SKNSH, UTSCC2, Molm13, Mewo, H69AR,
BxPC3, HCT116, SW620 und Ovcar3, TUM-Medium fiir Paca-5061 und McCoy-Medium fir Skov3) in
T175-Zellkulturflaschen expandiert. Es wurde mit PBS gewaschen und anschlieend in 10 mL Medium
aufgenommen. Die Zellen wurden bei 37 °C 60 Minuten mit einer Konzentration von 10 puM inkubiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und 2 mL davon fir die folgende Analytik eingefroren. Die Zellen
wurden zweimal mit PBS gewaschen, trypsiniert und finf Minuten zentrifugiert (1 500 rpm). Der
Uberstand wurde abgenommen und das erhaltene Zellpellet in 5 mL PBS gelost. Es erfolgte die
Zellzahlbestimmung in der Neubauerkammer, danach wurde erneut funf Minuten zentrifugiert
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(1 500 rpm) und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde in PBS suspendiert, zwei Minuten
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das erhaltene Zellpellet wurde sofort eingefroren und bis
zur Aufarbeitung bei -80 °C gelagert. Vor der weiteren Analyse mittels RP18-HPLC (Methode A) wurde
die erhaltene Waschlosung Uber einen Spritzenfilter (Chromafil® RC-20/15 MS, 0.2 pm) filtriert. Die
erhaltenen Zellpellets wurden in 170 pL eines Methanol/Wasser-Gemisches (2:1 v:v) suspendiert und
zehn Minuten im Ultraschallbad behandelt, zehn Minuten im Eis gelagert und anschlieRend zehn
Minuten zentrifugiert (14 000 rpm, 0 °C). Der erhaltene Uberstand wurde uber einen Spritzenfilter
(Chromafil® RC-20/15 MS, 0.2 um) filtriert und direkt mittels RP18-HPLC (Methode A) analysiert. Das
Injektionsvolumen betrug 100 pL.

7.4.3 Proliferationstests

Die Proliferationstests wurden von PROF. DR. UDO SCHUMACHER und SIMON REMUS am Universitats-
klinikum Hamburg-Eppendorf durchgefuhrt. Die Quantifizierung erfolgte anhand des XTT-basierten
Assaykits der Firma Bohringer Mannheim. Alle Versuche erfolgten als Zwdlffachbestimmung pro
verwendeter Konzentration. Die Zellkultivierung erfolgte durch die Verwendung von Trypsin/EDTA und
anschlieBender Uberfiihrung in ein 96-well plate. Die verwendeten Zellzahlen der Experimente betrugen
4 x 10* /mL bei HCT116 bzw. 10 x 10 bei OvCar3, SKOV3, PaCa5061 und BxPC3. Die Zellen wurden
24 Stunden in Ruhe gelassen. Da Voruntersuchungen gezeigt haben, dass FBS (welches im Medium
enthalten ist) die Testsubstanzen beeinflusst, wurde das FBS-haltige Medium entfernt. Es wurden 90 L
der Testsubstanz (in RPMI-, McCoys- oder FBS-freiem TUM-Medium) aufgetragen, zwei Stunden
inkubiert und anschlieBend mit 10 uL bzw. 20 uL FBS versetzt. Nach drei Tagen Inkubationszeit wurden
50 uL XTT-L6sung zugegeben. Die Kontrollversuche wurden auf die gleiche Weise durchgefihrt,
allerdings wurde die Testsubstanz durch RPMI bzw. DMEM/F12 im Falle von Brustkrebszelllinien
ersetzt. Nach sechs Stunden wurde die Absorption bei 450 nm am Dynatech MR 3.13 Microelisa Reader
gemessen. Die Vergleichsprobe wurde fir die Auswertung als hundertprozentiges Wachstum gewertet
und im Vergleich dazu entspricht die Absorption der mit Testsubstanzen versetzten Zellen der Anzahl
lebender Zellen.
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10 ANHANG

Gefahrstoffverzeichnis

In der folgenden Tabelle 18 sind Verbindungen, Reagenzien und Lésungsmittel aufgefihrt,
die im Rahmen dieser Promotion verwendet wurden. Diese Gefahrstoffe sind nach GHS (CLP
Verordnung 1272/2008/EG) eingestuft und die entsprechenden Gefahrensymbole sowie die
H- und P-Satze angegeben. Die Stoffe, fur die keine bekannte Einstufung existiert, sind als
gefahrlich einzustufen. Es ist unbedingt zu vermeiden, sich oder andere Personen mit diesen
Substanzen zu kontaminieren und diese Stoffe in die Umwelt einzubringen. Die GHS-
Pictogramme sowie die H- und P-Satze wurden der GESTIS-Stoffdatenbank und dem Sigma-
Aldrich-Katalog entnommen. 162

Tabelle 18: Gefahrstoffverzeichnis

Substanz Gefahrstoffsymbol H-Satze P-Satze
1- Octadecanol 319-412 273-305+351+338
1-Methylimidazol 302-311-314 280-301+312+330-
é% 303+361+353- 304+340+310-
305+351+338
1-Undecanol 319-410 273-305+351+338

Diazabicyclo(2.2.2)-
octan

1,4- : 228-302-315-318 210-240-241-264-270-280

cytidin

2',2'-Difluordesoxy- | 360 201-308+313

3-Hydroxypropionitril 225-300-310- 210-280-302+350-304+340-
% 331-319 305+351+338-310-330




Kapitel 10: Anhang

248

4-Amino-1,3,5-triazin-
2-on

4,5-Dicyanoimidazol
(0.25 M in Acetonitril)

4-(Dimethylamino)-
pyridin

4-Hydroxybenzyl-

akohol

5-Azacytidin

5-Fluor-2‘-desoxyuridin

5-lod-2'-desoxyuridin

9-Fluorenylmethanol

Aceton

Acetonitril

Ameisensaure

Bisher keine Einstufung nach GHS.

318-302-335-315

301-310-314
b
315-319-335
302-360D
301
Sk
351-361

280-305+351+338

260-301+310-303+361+353-
305+351+338-405-501

261-280-304+340-
305+351+338

201-301+312+330-308+313

301-330+331+310

201-202-281+308+313-405-
501

Kein Gefahrstoff nach GHS.

EU066-225-319-
336

225-332-302-312-
319

226-302-314-331-

G

210-240-305+351+338-
403+233

210-305-351+338-403-235

210-280-303+361+353-
304+340+310-305+351+338-
403+233
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Ammoniak (25%)

Ammoniumacetat-
Losung

Ammoniumhydrogen-
carbonat

Ammoniumsulfat

Chlor(triisopropyl)silan

Chloroform

Decanoylchlorid

Dichloro-N,N-
diisopropylphosphor-
amidit

Dichlormethan

Dicyandiamid

Diphenylphosphit

290-314-335-400 260-273-280-301+330+331-
303+361+351-305+351+338

ey

@wsﬂ

Kein Gefahrstoff nach GHS.

302 301+312+330

Kein Gefahrstoff nach GHS.

314 280-301+330+331-
305+351+338
351-302-373-315 302+352-314
290-314 280-301+330+331-

305+351+338-309+310

250-314 210-231+232-280-
303+361+353-305+351+338-
370+378
315-319-335-336- 261-281-305+351+338
351-373

®OP P4 o

Kein Gefahrstoff nach GHS.
302-315-318-335 261-280-305+351+338

ey
(el
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DMF 226-312+332- 201-280-305+351+338-
360D 308+313
DMF-DMA 225-360D-332- 210-280-303+361+353-
318-317 304+340+312-305+351+338-
308+313

Dimethylsulfoxid Kein Gefahrstoff nach GHS.

Dodecanoylchlorid 290-314 280-305+351+338-310

Dowex 50W-X8 315-319-335 261-264-280-302+352-
304+340-305+351+338-312-

332+313-337+313

Essigsaure 226-314 280-305+351+338

Essigsaureanhydrid 226-302-331-314-  210-260-280-303+361+353-

335 305+351+338-312
Ethylacetat 225-319-336- 210-233-240-305+351+338-
EUHO66 403+235

S o
66 60e F o0 I e
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Heptanoylchlorid 290-314-330 280-305+351+338-310-

& - 304+340-301+330+331-
o = 303+361+353

Hexamethyldisilazan 225-302- 210-280-301+330+331-
311+331-314 302+352-304+340-
305+351+338-308+310-
403+235

Imidazol 302-314360D 260-280-301+312-
303+361+353-304+340+310-
x>
= 305+351+338
Isopropanol 225-319-336 210-261-305+351+338
Kaliumacetat Kein Gefahrstoff nach GHS.

315-319-335 261-264-271-280-302+352-
305+351+338

Kaliumcarbonat

Kaliumchlorid Kein Gefahrstoff nach GHS.

Kieselgel Kein Gefahrstoff nach GHS.
Kupfer(l)iodid 400-410-302-315- 261-280-304+340-
319-335 305+351+338

OO @

Magnesiumsulfat Kein Gefahrstoff nach GHS.
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Methanol

Methansulfonylchlorid

N,N-
Diisopropylethylamin

Natriumchlorid

Natriumhydrogen-
carbonat

Natriummethanolat

Natriumsulfat

N-Chlorsuccinimid

Nonanoylchlorid

n-Octadecanol

225-331-311-301- 210-233-280-302+352-

@ ‘ 370 309+310

S

290-301-311-330- 280-310-305+351+338-

314-317-335 304+340-301+330+331-
303+361+353

225-331-314-302- 210-260-303+361+353-
412 305+351+338

Kein Gefahrstoff nach GHS.
Kein Gefahrstoff nach GHS.

228-251-290-302-  210-280-305+351+338-310-
314 370+378-402+404-406

Kein Gefahrstoff nach GHS.

302-314 305+351+338-310
314 208-305+351+338-310
319-412 273-305+351+338
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Oxalylchlorid

PBS

Pent-1-in

Petrolether 50-70

Phenol

Phosphorylchlorid

Phthalimid

Protonenschwamm

Pyridin

RP18-Kieselgel

ey
(el

S

G O® 66 (&
& &© 6

e &

331-314-302- 280-303+361+353-
EUHO014-EUHO029 305+351+338-310

Kein Gefahrstoff nach GHS.

225-304-315-319- 210-280-301+310-
335 305+351+338-315

225-304-340-350-  210-201-273-281-301+310-
361-373-412 308+313

301+311+331- 260-280-301+330+331+310-
314-373-411 303+361+353-304+340+310-
305+351+338

300+330-314- 280-301+330+331-304+340-
372-EU014- 305+351+338-308+310
EU029

Kein Gefahrstoff nach GHS.

315-319-335 261-264-271-280-302+352-
305+351+338
225-310-EUH014 210-233-302+352

Kein Gefahrstoff nach GHS.
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Salzséure (37%)

Sephadex

Stearinsdureanhydrid

tert-Butyldimethylsilyl-
chlorid

tert-Butylhydroperoxid
in (5.5M n-Decan)

Tetradecansaure-
chlorid

Tetrakis(triphenyl-
phosphin)palladium(0)

Tetra-n-butyl-
ammoniumhydroxid
(10% in H20)

Tetra-n-
butylammoniumphosp
hat (c =0.4 M in
Acetonitril)

ey

PR k- e
SOOPOYX L ®

290-314-335

260-280-303+361+353-
304+340+310-305+351+338

Kein Gefahrstoff nach GHS.

315-319-335

228-314

226-242-302-304-
311+331-314-
317- 341-411

314

302-315-317-319

314

315-319

261-264-271-280-302+352-
305+351+338

210-280-305+351+338-309-
310

201-210-234-261-280-
305+351+338

280-305+351+338-310

280-302+352-305+351+338

210-260-303+361+353-

305+351+338

280-305+351+338




Kapitel 10: Anhang 255

Tetrahydrofuran 225-302-319-335- 210-233-280-307+378-501
@ 351-EUH019
Toluol 225-304-315-336- 210-240-301+310+330-
@ 361d-373 302+352-314-403+233
Tributylamin 302-310+330 280-301+330+331-302+352-
% 304+340-310-332+313
Tributylammonium- Bisher keine Einstufung nach GHS.
pyrophosphat

(c = 0.50 M in CHsCN)
255-302- 210-280-303+361+353-

Triethylamin
311+331-314- 304+340-310-305+351+338-
335 403+233

Triethylamin-Trihydro- 300-310-330-314 280-303+361+353-
fluorid é% 305+351+338-310
Triethylammonium- Kein Gefahrstoff nach GHS.
acetatpuffer
Triethylammonium- Kein Gefahrstoff nach GHS.

bicarbonatpuffer

Trifluoressigsaure 290-331-314-412 260-273-280-303+361+353-

é% 305+351+338-312
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Trifluoressigsaure- 314-332 380-305+351+338-310
anhydrid
y ‘o @

Trifluormethansulfon- 290-302-314-335 280-301+330+331-

saure 303+361+353-304+340-
oy
= 305+351+338-310
Trimetaphosphat Bisher keine Einstufung nach GHS.

(c = 0.5 M in Pyridin)

Trimethylphosphat 302-315-319-340-  201-302+352-305+351+338
@ 351
Undecansaure : 315-319-335 261-305+351+338
Valerylchlorid : 226-314-331 261-280-305+351+338-310
Zinntetrachlorid (1 M in 314-335-412 260-280-303+361+353-
Dichlormethan) ‘ 304+340+310-305+351+338
B-D-Ribofuranose- Kein Gefahrstoff nach GHS.

1,2,3,5-tetraacetat
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KMR-Liste

In der Tabelle 19 sind die verwendeten KMR-Stoffe aufgelistet. Dabei wurde sich auf die KMR-

Liste des Instituts fur Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallversicherung Stand

August 2021 bezogen.'®?

Tabelle 19: Ubersicht der verwendeten KMR-Stoffe

CAS-Nummer Substanz Kategorie
95058-81-4 2‘,2*-Difluordesoxycytidin 1B
50-91-9 5-Fluor-2*-desoxyuridin 1B
320-67-2 5-Azacytidin 1B
67-66-3 Chloroform 1B
75-09-2 Dichlormethan 2
68-12-2 DMF 1B
288-32-4 Imidazol 1B
67-56-1 Methanol 2
108-95-2 Phenol 2
9032-32-4 Petrolether 50-70 2
75-91-2 tert-Butylhydroperoxid 2
109-99-9 THF 2
512-56-1 Trimethylphosphat 1B
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Verbindungsiibersicht

o
PN

0~ "R!

HO

R'=C,4Hq 84a
R' = C4Hq; 84b
R' = CgH47 84c
R"=CgHqq 84d
R' = CyoHpq 84e
R' = Cy1Hy; 84F
R" = Cy3H,; 84g

R' = C4Hg, R? = C4gH3; 65az R' = C4Hg, R? = C4yHy3 65ay
R" = CgHqs, R2=CygHz7 65bz  R' = CgHy7, R? = Cq1Hys 65¢cy
! = CgHy7, R? = CygHa7 65cz R' = Cy3Ha7, R? = CyyH,3 650y
"= CgH1g, R? = CygH37 65dz

"= CqgHapy, R? = CygH3; 65ez

"= Cy4Hps, R? = CygHj7 65fz

! = Cy3Har, R? = CygHay 6592

N 0V A0 XNV

R' = C4Hg, R? = C4gH3; 53az
R" = CgHq3, R? = C4gH37 53bz
R' = CgH47, R? = C4gH37 53cz
R' = CgHqg, R? = C4gH37 53dz
R" = CygHyq, R = CqgH3; 53ez
R" = CyqHys, R% = CygH3; 53fz
R" = Cy3Hy7, R? = CygHg7 5392

R" = C4Hg, R? = C41Hy3 53ay
R" = CgH47, R? = C4yHy3 53cy
R" = Cy3Ha7, R? = Cq4Hp; 530y
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R" = Cy3Hy7, R? = Cy4Hyps 550y
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