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1 Zusammenfassung

Zum Schutz eines Organismus vor mikrobiologischen oder chemischen Pathogenen hat sich
evolutionar die Entwicklung einer Immunantwort durchgesetzt. Sollten pathogene Faktoren im
Organismus detektiert werden, werden Entziindungsprozesse ausgeldst, die die Pathogene
beispielsweise via Oxidation oder Phagozytose bekampfen sollen. Wahrend Entziindungs-
reaktionen durch die Bekampfung der Pathogene Uber einen kurzen Zeitraum hinweg
vorteilhaft sein kdnnen, kdnnen diese bei chronischen Entziindungsreaktionen auch Gewebe-
und Zellschadigungen im Organismus auslésen und sich daraus verschieden Krankheiten
entwickeln. Dabei sind unter anderem die lonenkanale der TRP-Familie eng mit der
Pathogenese durch Entzindungsreaktionen verknipft. Zur Vermeidung der Pathogenese ist
es wichtig, die biologischen Prozesse der Immunantwort und die Rolle dieser lonenkanéle
dabei zu verstehen. Dabei ist der nicht-selektive Ca?*-lonenkanal TRPM2 in den Fokus der
Forschung geruckt, welcher in den Entstehungen von diversen Krankheiten, wie z.B. Diabetes,
Sepsis, Krebserkrankungen oder auch neurodegenerative Erkrankungen, involviert ist. Die
bekanntesten Aktivierungsmechanismen von TRPM2 erfolgen durch oxidative Bedingungen
oder den Agonisten Adenosindiphosphat-Ribose (ADPR). Um die Rolle von TRPM2 in den
genannten Prozessen in Zellassays genauer verstehen zu kdnnen, wird eine selektive und
nicht-invasive Methode zur Kanalaktivierung bendtigt, die die untersuchte Zelle nicht stresst,
damit andere Zellprozesse und Messergebnisse beeinflusst. Dies kann Uber die Anwendung
eines Prodrug-Konzepts auf den Agonisten ADPR erfolgen, bei dem das Anfligen einer
lipophilen Maske die Lipophilie ausreichend erhéht, um eine passive Aufnahme der maskierten
Substanz in die Zelle zu ermdglichen. In der Zelle wird die Maske anschlieBend durch zellulare
Enzyme abgespalten und der Agonist freigesetzt. Die Freisetzung durch zellulare Enzyme ist
jedoch von der Enzymkinetik abhangig, sodass alternativ ein Schutzgruppenkonzept bendtigt
wird, welches eine schnelle und unabhéngige Freisetzung des Agonisten ermdglicht. Dafir
bietet sich der Einsatz von photolabilen Schutzgruppen an, die im besten Fall biologisch inert
sind und die durch Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlange innerhalb kurzer Zeit
abgespalten werden kénnen und dadurch die zuvor geschiitzte Verbindung gezielt freigesetzt
wird. Eine ausreichende Erhohung der Lipophilie fir eine passive Zellaufnahme ist durch
Anfligen dieser photocage Schutzgruppen nur selten der Fall.

Das Ziel dieser Arbeit bestand aus der Synthese von ADPR-Verbindungen, die eine
bioreversible Gruppe zur Lipophiliesteigerung und eine photolabile Schutzgruppe zur gezielten
Freisetzung in der Zelle enthalten. Nach passiver Aufnahme in die Zelle sollte die bioreversible
Gruppe enzymatisch abgespalten werden und biologisch inaktives caged ADPR freisetzen,
welches daraufhin durch die verminderte Lipophilie in der Zelle akkumuliert. Eine
anschliel3ende Bestrahlung erméglicht somit eine rAumlich und zeitlich gesteuerte Freisetzung
des Agonisten. Die synthetisierten Verbindungen wurden anschlielend in Hydrolyse- und
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Photolyseexperimenten evaluiert und basierend auf den Ergebnissen weiterentwickelt werden.
Basierend auf literaturbekannten bioreversibel-maskierten ADPR-Derivaten und photolabil-
geschitztem ADPR (einem Gemisch aus zwei photolabil-geschiitzten Regiosiomeren) erfolgte
zunachst die Synthese von caged ADPR-Derivaten der ersten Generation, die eine photolabile
Methylnitroveratryl (MeNV)-Schutzgruppe am anomeren Zentrum sowie einer bioreversiblen
Maskierung am B-Phosphat enthalten. Die Synthese erfolgte unter der Verwendung von
bioreversiblen Acetylgruppen an der terminalen Ribose. In folgenden enzymatischen
Hydrolyseexperimenten konnte eine erfolgreiche Abspaltung der bioreversiblen Gruppe sowie
der Acetylgruppen beobachtet werden. Die Abspaltung der Acetylgruppen erfolgte jedoch um
ein Vielfaches langsamer als die der bioreversiblen Maske. Eine anschlieR3ende Photolyse bei
365 nm bestétigte die erfolgreiche Freisetzung von ADPR aus dem wahrend der Hydrolyse
gebildeten photolabil-geschitzten Zwischenprodukt. Zudem wurde eine Syntheseroute zur
Herstellung der Zwischenprodukte entwickelt und die daraus erhaltenen caged ADPR-
Verbindungen in Photolyseexperimenten untersucht. Dabei konnte eine erfolgreiche
Freisetzung der Agonisten sowohl bei 365 nm als auch bei 405 nm beobachtet werden.

Da die enzymatische Abspaltung der Acetylgruppen der caged ADPR-Derivate der ersten
Generation vergleichsweise langsam erfolgt, sollte zudem ein maskiertes caged ADPR
hergestellt werden, welches abgesehen von der bioreversiblen Maske und der photolabilen
Gruppe keine weitere Schutzgruppen mehr enthalt. Dies konnte durch die Verwendung von
Silylschutzgruppen erreicht werden, durch deren orthogonale Abspaltung das maskierte caged
ADPR erhalten werden konnte. Dabei musste auf mdglichst neutrale Bedingungen der
Desilylierungsreaktion und der anschlieBenden Aufarbeitung geachtet werden, da es sonst zur
Zersetzung der Zielverbindung kam. Diese Desilylierungsmethode wurde anschlieRend
verwendet, um ein Regioisomer des literaturbekannten Nitrophenylethyl (NPE)-ADPR-
Derivats sowie ein analoges Derivat mit einer MeNV-Photogruppe herzustellen. Die
entsprechenden Produkte konnten jedoch nur verunreinigt isoliert werden, da nach jedem
Reinigungsschritt neue Zersetzungsprodukte beobachtet wurden. Die Photolyseexperimente
dieser Verbindungen zeigten ahnliche Freisetzungsgeschwindigkeiten bei 365 nm, jedoch
konnte fur das MeNV-Derivat eine dreifach schnellere Abspaltung der Photogruppe bei einer
Bestrahlungswellenlange von 405 nm beobachtet werden, womit die Verwendung von MeNV-
Schutzgruppen im zellularen Kontext vorteilhaft gegentber der NPE-Schutzgruppe ist.
Wegen der beobachteten Labilitdt der nicht-acetylierten maskierten caged ADPR-Verbindung
sollte das Strukturmotiv des Phosphattriester vermieden werden. Daraufhin erfolgte die
Synthese von caged ADPR-Derivaten, welche eine Kombination aus photolabiler und
bioreversibler Gruppe am anomeren Zentrum der terminalen Ribose enthalten. Die
bioreversible Gruppe an der Photogruppe sollte eine ausreichend Lipophiliesteigerung sowie

die Moglichkeit der enzymatischen Abspaltung nach Zellaufnahme liefern. Da die bioreversible
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Gruppe an der Photogruppe gebunden ist, wird selbst bei nicht erfolgter Abspaltung der
lipophilen Kette bei der Photolyse direkt der Agonist freigesetzt. Bei der Synthese der neuen
bioreversiblen caged ADPR-Derivate sollte die Position der bioreversiblen Gruppe an zwei
mdoglichen Positionen der Photogruppe untersucht werden. Zusatzlich wurde untersucht, ob
die Ausrichtung des Esters bei der bioreversiblen Gruppe einen Einfluss auf Hydrolyse- und
Photolysegeschwindigkeiten besitzt. Dementsprechend wurden auch jeweils ein Alkyl- bzw.
Alkanoyl-Derivat hergestellt. Bei der abschlieBenden Kupplungsreaktion konnten beide
Regioisomere der Heptylester und ein Regioisomer eines Heptanoylesters hergestellt werden.
In Photolyseexperimenten zeigten alle drei bioreversiblen caged ADPR-Derivate die direkte
Freisetzung des Agonisten mit @hnlichen Abspaltgeschwindigkeiten, sodass geschlossen
wurde, dass die Substitution der Photogruppe keinen Einfluss auf die
Photolysegeschwindigkeiten hat.

AbschlieRende PBS- und HEK-Zellextrakthydrolysen mit anschlieRenden Photolysen wurden
von allen Zielverbindungen durchgefiihrt, um erste Aussagen uber die Stabilitaten zu erhalten.
Die acetylierten und bioreversibel maskierten caged ADPR-Derivate zeigten ausreichende
Stabilitéat gegenlber chemischer Hydrolyse in PBS-Puffer. Die enzymatische Abspaltung der
bioreversiblen Maske wurde beobachtet, jedoch nur bedingt fur die Acetylgruppen, weshalb
nach der Photolyse hauptséachlich die Freisetzung von zweifach acetyliertem ADPR
beobachtet wurde. Die Abspaltung der Acetylgruppen konnte anhand der HEK-Hydrolyse der
synthetisierten  acetylierten MeNV-ADPR-Referenzsubstanz gezeigt werden. Eine
anschlielende Photolyse ergab somit die Freisetzung von ADPR. Das nicht-acetylierte
maskierte caged ADPR-Derivat zeigte im Vergleich zum acetylierten und maskierten caged
ADPR eine schnellere chemische Hydrolyse in PBS-Puffer, jedoch konnte in der HEK-
Zellextrakthydrolyse die Spaltung des Pyrophosphat-Rickgrats der maskierten Verbindung
beobachtet werden. Als Referenz wurden die unmaskierten caged ADPR-Derivate und die Pg-
photolabil-maskierten ADPR-Derivate in Hydrolysestudien untersucht. Die caged ADPR-
Derivate zeigten keine Hydrolyseempfindlichkeit und konnten dementsprechend durch
Photolyse in freies ADPR umgesetzt werden. Im Gegensatz dazu erfolgte die schnelle
Zersetzung der Pg-photolabil-maskierten ADPR-Derivate sowohl in PBS-Puffer als auch im
HEK-Zellextrakt. Die neu synthetisierten caged ADPR-Derivate bieten demnach eine hohere
Stabilitéat als die Pg-caged ADPR-Derivate und sind demnach fir zellulare Anwendungen
besser geeignet. Die Hydrolyseexperimente der kombinatorisch-maskierten ADPR-Derivate
zeigten keine Zersetzung in PBS-Puffer, dafir konnte ausschlief3lich fiir das Heptanoyl-Derivat
eine Esterspaltung beobachtet werden. Ein mdglicher ,lock-in“-Effekt wird dadurch vermindert,
jedoch sind vermutlich von allen synthetisierten caged ADPR-Derivaten sowie dem
literaturbekannten Derivat die bioreversibel maskierten Derivate am besten zum Einsatz in

zellularen Systemen geeignet, da trotz langsamer Esterspaltung eine Lipophilieerhéhung
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erhalten, eine direkte Freisetzung von freiem ADPR aus diesen Verbindungen ermdglicht

wurde sowie eine hohe Stabilitat der Verbindungen im wéssrigen Medium vorlag.

2 Abstract

To protect an organism from microbiological or chemical pathogens the immune system was
developed in the process of evolution. If pathogenic factors are detected in the organism,
inflammatory responses are triggered to eliminate the pathogens, for example via oxidation or
phagocytosis. While short inflammatory reactions can be beneficial by eliminating the
pathogens, chronic inflammatory responses can also trigger tissue and cell damage in the
organism, resulting in the development of various diseases. In this context, among others, the
ion channels of the TRP family are closely linked to pathogenesis triggered by inflammatory
reactions. To avoid pathogenesis, it is important to understand the biological processes of the
immune response and the role of these ion channels in it. In this context, the non-selective
Ca?* ion channel TRPM2 has become the focus of research, which has been implicated in the
pathogenesis of diverse diseases, such as diabetes, sepsis, cancers, and neurodegenerative
diseases. TRPM2 can be activated by oxidative conditions or the agonist adenosine-
diphosphate-ribose. To further understand the role of TRPM2 in the aforementioned
processes, a selective and non-invasive method for channel activation in cell assays is needed
that does not stress the cell and thus affect other cell processes. This can be accomplished by
applying a prodrug approach to the agonist ADPR, in which the addition of a lipophilic mask
increases lipophilicity sufficiently to allow passive uptake of the masked compound into the
cell. In the cell, the mask is subsequently cleaved by cellular enzymes and the agonist is
released. However, release by cellular enzymes is dependent on enzyme Kkinetics, so
alternatively, a protective group approach is needed that allows rapid and independent release
of the agonist. For this purpose, the use of photolabile protecting groups is suitable, which in
the best case are biologically inert and release the protected compound within a short time by
irradiation with light of a specific wavelength. A sufficient increase in lipophilicity for passive

cell uptake is rarely achieved by adding these photocage protecting groups.

The aim of this work consisted of the synthesis of ADPR compounds containing a bioreversible
masking group for lipophilicity enhancement and a photolabile protective group for controlled
release inside the cell. After passive uptake into the cell, the bioreversible group should be
enzymatically cleaved and result in the release of biologically inactive caged ADPR, which is
then accumulated in the cell due to reduced lipophilicity. Subsequent irradiation thus allows
spatially and temporally controlled release of the agonist. The synthesized compounds should
then be evaluated in hydrolysis and photolysis experiments and further compounds should be

developed based on the results.



Based on literature known bioreversibly-masked ADPR derivatives and photolabile-protected
ADPR, the synthesis of first generation caged ADPR derivatives containing a photolabile
MeNV protecting group at the anomeric center and a bioreversible masking at the 3-phosphate
was first performed. However, the synthesis was carried out using bioreversible acetyl groups
at the terminal ribose. In subsequent enzymatic hydrolysis experiments, successful cleavage
of the bioreversible group as well as the acetyl groups was observed. However, the cleavage
of the acetyl groups occurred many times slower than that of the bioreversible mask.
Subsequent photolysis at 365 nm confirmed the successful release of ADPR from the
photolabile-protected intermediate formed from hydrolysis. In addition, a synthetic route for the
synthesis of the intermediates was developed and the resulting caged ADPR compounds were
investigated in photolysis experiments. Successful release of the agonists was observed at
both 365 nm and 405 nm.

Since the enzymatic cleavage of the acetyl groups of the first-generation caged ADPR
derivatives is comparatively slow, the aim was also to prepare a masked caged ADPR which,
apart from the bioreversible mask and the photolabile group, no longer contains any further
protecting groups. This was done by using silyl protecting groups, whereby finally the masked
caged ADPR could be obtained by orthogonal cleavage. The conditions of the desilylation
reaction and subsequent workup needed to be neutral, otherwise decomposition of the target
compound would occur. This desilylation method was subsequently used to prepare a
regioisomer of the NPE-ADPR derivative known from the literature as well as an analogous
derivative with a MeNV photocage. The corresponding products could only be isolated impure,
since after further purification steps only decomposition products could be obtained. The
photolysis experiments of these compounds showed similar release rates at 365 nm, but a
threefold faster photolytic cleavage was observed for the MeNV group at an irradiation
wavelength of 405 nm, making the use of MeNV protecting groups advantageous over the

NPE protecting group in the cellular context.

Because of the observed lability of the non-acetylated masked caged ADPR compound, a
phosphorus triester should be avoided. This was done by the synthesis of caged ADPR
derivatives only containing a combination of photolabile and bioreversible group at the
anomeric center of the terminal ribose. The bioreversible group at the photogroup is expected
to provide sufficient lipophilicity enhancement as well as the possibility of enzymatic cleavage
after cell uptake. Since the bioreversible group is attached to the photogroup, even if the
lipophilic chain is not cleaved upon photolysis, the agonist is directly released. In the synthesis
of the new bioreversible caged ADPR derivatives, the position of the bioreversible group at two
possible positions of the photogroup was investigated. In addition, it was investigated whether
the orientation of the ester at the bioreversible group influences hydrolysis and photolysis rates.

Accordingly, alkyl or alkanoyl derivatives were prepared. In the final coupling reaction, both
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regioisomers of heptylesters and a regioisomer of a heptanoyl ester could be isolated. In
photolysis experiments, all three bioreversible caged ADPR derivatives showed direct release
of the agonist with similar cleavage rates, so it was concluded that the substitution of the

photogroup does not affect the photolysis rates.

Hydrolysis in PBS and HEK cell extract followed by photolysis were performed for all target
compounds to get an impression about the stabilities. The acetylated and bioreversibly masked
caged ADPR derivatives showed sufficient stability to chemical hydrolysis. Enzymatic cleavage
of the bioreversible mask was observed, but for the acetyl groups only to a limited extent, and
therefore the release of acetylated ADPR was mainly observed after photolysis. The cleavage
of the acetyl groups was demonstrated by HEK hydrolysis of the synthesized acetylated MeNV-
ADPR reference compound. Subsequent photolysis thus revealed the release of ADPR. The
nonacetylated masked caged ADPR derivative showed faster chemical hydrolysis in PBS
buffer compared to the MeNV-ADPR, but cleavage of the pyrophosphate backbone of the
masked compound was observed in HEK cell extract. As a reference, the unmasked caged
ADPR derivatives and the Pg-photolabile-masked ADPR derivatives were investigated in
hydrolysis studies. The caged ADPR derivatives showed no susceptibility to hydrolysis and
accordingly could be converted to free ADPR by photolysis. In contrast, rapid decomposition
of the Pg-photolabile-masked ADPR derivatives occurred in both PBS buffer and HEK cell
extract. Accordingly, the newly synthesized caged ADPR derivatives provide higher stability
than the Pg-caged ADPR derivatives and thus are more suitable for cellular applications. The
hydrolysis experiments of the combinatorial-masked ADPR derivatives showed no
decomposition in PBS buffer, but ester cleavage was observed exclusively for the heptanoyl
derivative. A possible "lock-in" effect is thus reduced, but of all the synthesized caged ADPR
derivatives as well as the derivative known from the literature, the bioreversibly masked
derivatives are expected for the most suitable use in cellular systems because, despite slow
ester cleavage, an increase in lipophilicity is achieved, a direct release of free ADPR from

these compounds is possible, and they show high stability in aqueous media.



3 Einleitung

Um das Leben eines Organismus, z.B. eines Menschen, zu schitzen, muss dieser sich in fir
den Organismus gefahrlichen oder schadlichen Situationen verteidigen koénnen. Diese
Verteidigung beschrankt sich nicht nur auf die makroskopische Ebene sondern auch auf
mikrobiologischer Ebene, da konstanter Kontakt zu diversen schadlichen infektiosen und
nichtinfektiosen Faktoren, wie z.B. Bakterien oder Viren bzw. chemischen Pathogenen,
besteht.>? Aus diesem Grund hat sich evolutionar das Immunsystem als
Verteidigungsmechanismus durchgesetzt.®! Hierbei wird zwischen dem angeborenen und dem
erworbenen Immunsystem unterschieden.? Neben ihrer Wirkungsweise unterscheiden sich
die beiden Immunsysteme auch in ihrer Reaktionsgeschwindigkeit. Wahrend die
vergleichsweise langsamere Immunantwort des erworbenen Immunsystems meist hdher
entwickelten Lebewesen, wie z.B. Wirbeltieren, vorbehalten ist, kénnen Verteidigungs-
mechanismen des angeborenen Immunsystems selbst in simpleren Organismen beobachtet
werden.B5 Im Allgemeinen stellt die Immunantwort des angeborenen Immunsystems die erste
Reaktion eines Organismus auf Pathogene dar und wird in der Regel ausgelést, wenn Gewebe
beschadigt wird und gleichzeitig Kontakt zu infektiésen mikrobiologischen Stimuli besteht.*]
Hierbei wird im Organismus eine Entziindungsreaktion (auch Inflammation genannt)
ausgelost. Erste Dokumentationen von Entziindungsreaktionen am menschlichen Organismus
wurden bereits vor ca. 2000 Jahren vom romischen Arzt Aulus Cornelius Celsus festgehalten.
Er beschrieb die R6tung und Schwellung von betroffenem Gewebe, verbunden mit Schmerzen
und Warmeentwicklung als die charakteristischen Symptome einer Entziindungsreaktion bzw.
Inflammation, weshalb er diesen Prozess nach dem lateinischen Wort inflammare (deutsch:
etwas anzunden) benannte.fl Diese Symptome sind die Folgen der unspezifischen
Immunantwort auf beschadigtes und kontaminiertes Gewebe, da der Organismus durch
erhdhten Blutfluss verstarkt Leukozyten zum betroffenen Gewebe transportiert, die dort das
Pathogen bekampfen bzw. eine weitere Ausbreitung von Pathogenen verhindern sollen. 46!
Diese inflammatorische Antwort wird nach Beschadigung und Kontamination des Gewebes
induziert, indem Pathogen-assoziierte Molekilstrukturen (pathogen-associated molecular
pattern, PAMP) mikrobiologischer Herkunft oder auch Gefahren-assoziierte Molekulstrukturen
(danger-associated molecular pattern, DAMP) aus beschadigten wirtseigenen Zellen von
Immunzellen durch Mustererkennungsrezeptoren (pattern-recognition receptors, PRR)
erkannt werden.l?! Die Aktivierung der PRRs losen komplexe Signalkaskaden aus, die die
Produktion und Freisetzung von diversen inflammatorischen Cytokinen, Proteinen und
Enzymen bewirken.”? Durch diese werden Leukocyten, zum Grofteil Neutrophile, zum
Zentrum der Inflammation gefuhrt, welche dort infektiosen Mikroorganismus toten bzw. das
Pathogen entfernen und die Heilung des Gewebes initieren.® Dies erreichen die
Neutrophile via oxidativen Burst durch Phagocytose von Pathogenen und pro-inflammatorisch
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wirkenden Uberresten von Zellen, was die Aktivierung der Nicotinamidadenin-
dinucleotidphosphat (NADPH) Oxidase zur Folge hat.®*'Y Dieses Enzym produziert
Superoxidanionen (O2), eine reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS),
welche die Produktion weiterer ROS induziert. ROS-Verbindungen sind beispielsweise, neben
dem Superoxidanion, auch Hydroxyl- (-OH) und Hydroperoxylradikale (-OOH) sowie Wasser-
stoffperoxid.*y! ROS werden in das via Phagocytose erhaltene Phagosom, aber auch in die
nahere extrazellulare Umgebung der Neutrophile freigesetzt, wo sie mikrobizide Eigenschaften
besitzen und so infektibse Pathogene eliminieren sollen.'* Wasserstoffperoxid kann
aullerdem im Kontext der Inflammation in der Nahe des betroffenen Gewebes als
Signalmolekil von weiteren Leukocyten erkannt werden, die anschlieend entgegengesetzt
zum Gradienten in Richtung des erkannten Pathogens migrieren und somit die Immunantwort
unterstiitzen.-131 Durch diesen Ablauf der Immunantwort kann die kurzzeitige bzw. akute
Inflammation grundlegend als vorteilhaft fir den betroffenen Organismus bezeichnet werden,
sofern die pathogenen Faktoren erfolgreich von den Neutrophilen bekampft werden konnten,
das Gewebe repariert und homoostatische Bedingungen wiederhergestellt wurden.® Sollte es
dem angeborenen Immunsystem nicht gelungen sein, die Pathogene ausreichend zu
eliminieren und weiterhin inflammatorische Mediatoren freigesetzt werden, geht die
Inflammation in die chronische Phase uber.? Sollte bei einer andauernden chronischen
Entziindungsreaktion die (Uber-)Produktion und Freisetzung von ROS zur Pathogen-
bekdmpfung nicht mittels Antioxidantien ausgeglichen werden kénnen, ist das betroffene
Gewebe oxidativem Stress ausgesetzt.[*!! Ein unausgeglichener Redoxstatus mit Schwerpunkt
auf Seiten der Oxidation kann beispielsweise die Oxidation von ungesattigten Lipiden zur
Folge haben, wodurch die Zellmembranen beschéadigt werden und auch potentiell cytotoxische
Produkte entstehen. Die Oxidation von Aminosduren in Proteinen kann deren Funktion
einschranken und durch Oxidation des Erbguts, die Desoxyribonukleinsaure (DNA), kann
dieses an einem oder beiden Strangen brechen.*® AuRerdem wird die Wahrscheinlichkeit
einer Mutation der DNA durch Oxidation von Guanin zu 8-Oxoguanin erhéht, da 8-Oxoguanin
bevorzugt mit Adenin anstatt Cytosin paart.*¥ Diese permanenten Schadigungen an einer
Zelle fihren zum Zelltod oder zur Ausbildung von Krebszellen, weshalb oxidativer Stress zu
Schaden an wirtseigenem Gewebe fuihren kann.***3 Aus diesem Grund wird eine chronische
Inflammation bzw. oxidativer Stress mit der Ausbildung diverser Krebs-/Erkrankungen in
Verbindung gebracht.”! Ein anfalliges Organ fir inflammatorisch-induzierte Pathogenese ist
die Leber, da diese permanent nicht-infektiosen Pathogenen, wie beispielsweise Wirkstoffen,
ausgesetzt ist. Diese Pathogene kdnnen wirtseigene Zellschadigungen bewirken, was DAMP-
Freisetzung, und so eine inflammatorische Antwort zur Folge hat.? Als pathogenes Beispiel
verlauft in 50-80% der Félle eine Infektion mit dem Hepatitis C Virus (HCV) chronisch, sodass

mit erhohter Wahrscheinlichkeit Leberschaden auftreten kénnen. So kann eine HCV induzierte
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Inflammation Leberzellen téten, was zuerst eine Fibrose zur Folge hat, welche sich in
Verbindung mit auReren Faktoren (als prominenteste Beispiele Alkoholismus, Diabetes oder
Fettleibigkeit) zur Zirrhose entwickeln kann. HCV Infektionen werden mit einem erhdhten
Krebsrisiko in Verbindung gebracht, da bei 1-4% der Zirrhose-betroffenen HCV-Patienten
Leberzellkarzinome beobachtet werden.'>18 Weitere Krankheiten, die mit Inflammation in
Verbindung gebracht werden, sind z.B. Asthma und die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmonary disease, COPD), welche in 90% der Falle
auf eine inflammatorische Antwort des Lungengewebes auf Zigarettenrauch zurlickzufihren
ist. Ebenso Erkrankungen des Gehirns bzw. des zentralen Nervensystems, wie Alzheimer und
Parkinson, sind unter anderem auf inflammatorische Reaktionen in den Geweben
zuriickzufuhren. Andere anféllige Organe sind der Verdauungstrakt (z.B. Morbus Crohn, Colitis
ulcerosa) sowie Herz, Nieren und das Fortpflanzungssystem.? Wahrend inflammatorische
Prozesse in der Tumorgenese einiger Krebserkrankungen eine entscheidende Rolle spielen,
werden pro-inflammatorische Reize auch zur Bek&mpfung von Krebserkrankungen
verwendet.® Die klassischen Anwendungen zur Krebstherapie sind operative Eingriffe,
Chemo- und Radiotherapie. Operationen kénnen unter anderem eine Aktivierung von
Signalwegen bewirken, die der betroffene Organismus als Stress oder Infektion deuten kann
und so eine Immunantwort im betroffenen Gewebe bewirkt.’®1 Chemo- und Radiotherapie
I6sen im Krebs- und umliegenden Gewebe Nekrosen aus, bei dem die absterbenden Zellen
DAMPs freisetzen und so pro-inflammatorische Bedingungen im Gewebe entstehen. Diese
bewirken die Aktivierung und Migration von Immunzellen in dem Gewebe, welche
anschlieRend das Karzinom idealerweise bekampfen.®¢l Inflammation spielt sowohl in der
Entstehung von Erkrankungen an diversen Organen, bis hin zur Entstehung von Tumoren, als
auch der Tumorbekampfung eine wichtige Rolle. Aus diesem Grund stellt das System der
Inflammation ein wichtiges potentiell therapeutisches Ziel in der Pravention und Therapie
dieser Krankheiten dar.’®! So ist es essentiell inflammatorische Prozesse naher zu
untersuchen und besser zu verstehen, um beispielsweise sowohl die Pathogenese aufgrund
chronischer Inflammation besser unterbinden und therapeutische Ansétze effektiver auf das

jeweilige Krankheitshild anpassen zu konnen.[16!



4 Kenntnisstand

4.1 lonenkanale in inflammatorischen Prozessen

Zur Pravention von inflammatorisch-induzierter Pathogenese bzw. zur Behandlung von daraus
resultierten Erkrankungen gilt es, die Immunantwort genauer zu verstehen. Daraus folgend
konnen gezielte Aktivierungen von anti-inflammatorischen bzw. gezielte Verminderung von
pro-inflammatorischen Faktoren das Redoxgleichgewicht eines entziindeten Gewebes wieder-
herstellen, was weitere unspezifische Gewebsschaden verhindert und die Heilung des
Gewebes ermdglicht. Als potentielle pharmakologisch behandelbare Targets ist eine Familie
von lonenkanélen, die Familie der transient receptor potential (TRP) lonenkanéle, in den
Fokus gertickt, welche eine signifikante Beteiligung bei der Pathogenese einer Vielzahl von
unterschiedlichen Krankheiten zugeschrieben wird.”'8 Die TRP lonenkanalfamilie von
Saugetieren besteht aus 28 lonenkanélen, die abhangig ihrer Sequenzhomologie in sechs
Unterfamilien aufgeteilt werden kann: TRP ankrin (TRPA), TRP canonical (TRPC), TRP
melastatin (TRPM), TRP mucolipins (TRPML), TRP polycystin (TRPP) und TRP vanilloid
(TRPV).L’-191 Die Expression der Kanale erfolgt unter anderem in Nervenzellen und
Immunzellen. Am Beispiel der Nervenzellen dienen sie in der Regel als zellulare Sensoren, fir
beispielsweise Schmerzen, und werden durch unterschiedliche Liganden oder auch bestimmte
Temperaturen aktiviert. Die Aktivierung der transmembranen lonenkanale bewirkt einen nicht-
spezifischen loneneinstrom, wobei der Einstrom von Calcium(Il)ionen (Ca?*), bei manchen
Vertretern zusatzlich auch Magnesium(ll)ionen (Mg?*), ins intrazellulare Medium von gréRerer
Bedeutung ist.}”-19 Die daraus folgende erhohte Konzentration an intrazellularen Ca?*-lonen
([Ca*]) dient als Signalmechanismus, welcher verschiedenste Zellprozesse, wie bspw.
Zellproliferation oder -migration, beeinflussen und damit pro- bzw. anti-inflammatorische
Effekte bewirken kann.829 Der erste Vertreter der TRPV Unterfamilie TRPV1 wird in
sensorischen Nervenzellen exprimiert und spielt eine entscheidende Rolle beim
Schmerzempfinden sowie bei der Ausbildung von erhdhter Schmerzempfindlichkeit
(Hyperalgesie) nach Kontakt mit schadlich hohen Temperaturen (> 43 °C).'821 Aus
beschadigtem Gewebe freigesetztes Adenosintriphosphat (ATP) bewirkt indirekt eine
Absenkung des Temperaturschwellenwerts, der zur Aktivierung von TRPV1 bendtigt wird, auf
die der normalen Korpertemperatur.*® Neben der Aktivierung durch erhohte Temperatur,
konnen auch ROS oder verschiedene Liganden den Kanal aktivieren.*® Hierzu zahlt bspw.
auch das Vanilloid Capsaicin, der fur Scharfeempfinden verantwortliche Inhaltsstoff von
Chilischoten, weshalb in Nervenzellen durch Aktivierung von TRPV1 bei Bindung dieses
Liganden das Signal fiir erhéhte Temperatur vermittelt wird.[*821 Uber diesen Effekt konnte
bspw. auf eine erhthte Expression von TRPV1 im Lungengewebe von Asthmatikern und

COPD-Erkrankten durch einen verstarkten Hustenreiz nach Capsaicin-Inhalation geschlossen
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werden.*®l Eine weitere inflammatorisch-induzierte Erkrankung mit Verbindung zu TRPV1 ist
die Arthritis. In Studien konnten bei TRPV1 knock-out (KO) Mausen eine geringere
Hyperalgesie und Schwellung von Gelenken nach induzierter Arthritis beobachtet werden. 822!
Durch Einsatz von Capsaicin konnte die Schwere der induzierten Arthritis vermindert
werden,*® da TRPV1 durch einen erhohten [Ca?]-Gehalt desensitiviert wird. Dies erfolgt
durch einen negativen Feedbackmechanismus, der abhéngig von der Konzentration an
Capsaicin und der Dauer der Kanal6ffnung ausgeldst wird.?® Dies dient der Verhinderung
einer cytotoxischen Konzentration an [Ca?'];, hat aber zusatzlich durch diesen desensitiven
Effekt auf nozizeptive Rezeptoren einen schmerzlindernden Effekt.?®! Aufgrund dieses Effekts
wurde Capsaicin vor den 90er Jahren bei diversen Krankheiten, wie Osteoarthritis oder
peripherer Neuropathie, in hohen Dosen verabreicht, jedoch aufgrund der Nebenwirkung des
stark brennenden Geflihls durch andere potentielle Antagonisten mit anti-inflammatorischen
und analgetischen Effekten abgel6st, welche aber in klinischen Studien nicht Gberzeugen
konnten. 8 Aus einer anderen TRP Unterfamilie stellt beztiglich des sensorischen Effekts der
lonenkanal TRPM8 das Gegenstiick zu TRPV1 dar, da dieser fur die Kaltewahrnehmung im
ambienten und schadhaften Bereich von 26 °C - 8 °C verantwortlich ist. Neben kalten
Temperaturen konnen auch Liganden eine Aktivierung von TRPMS8 bewirken, die
bekanntesten Vertreter davon sind Menthol und Icilin mit jeweils unterschiedlichen
Aktivierungsmechanismen.['82425 Wahrend Kihlen von entziindetem Gewebe bekannter-
mafen einen positiven Effekt auf den Heilungsprozess des betroffenen Gewebes bewirkt, wird
dieser Effekt aufgrund einer anti-inflammatorischen Wirkung durch die Kalte-induzierte
Aktivierung von TRPMS8 vermutet.?® In Tierversuchen an Mausen konnten die anti-
inflammatorischen Eigenschaften durch die Icilin-induzierte Aktivierung von TRPM8 und
daraus resultierend ein milderer Krankheitsverlauf bei chemisch-induzierter Colitis beobachtet
werden.[*82% Dies wird auf eine Unterdriickung der Freisetzung von Calcitonin gene-related
peptide (CGRP) und daraus resultierend der Abschwachung des pro-inflammatorischen
Effekts von TRPV1 in Colitiserkrankungen zuriickgefuihrt.'825261  Aufgrund des anti-
inflammatorischen Effekts wird TRPM8 als potentielles Target zur Therapie von Colitis- und
weiteren chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen angesehen.? Jedoch werden TRPM8
auch pro-inflammatorische Effekte zugeschrieben. Unter anderem konnte bei von
inflammatorisch-induzierten Lungenerkrankungen betroffenen Menschen eine erhohte
TRPMS8 Expression festgestellt werden, was indirekt durch einen verstarkten Hustenreiz nach
Exposition mit kalter Luft und Menthol gezeigt werden konnte.®2”1 Die TRPM8-Aktivierung
wird hierbei mit einer verstarkten Expression von pro-inflammatorischen Cytokinen und
Chemokinen in Verbindung gebracht. Aufgrund dessen wird die Inhibierung von TRPM8 auch
als potentielles Target zur Asthmatherapie angesehen.?” Die angefiihrten Beispiele zeigen,

dass TRP-Kanale eng mit inflammatorischen Krankheiten verbunden sind, jedoch deren
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Aktivierung bzw. Inhibierung sich jeweils vorteilhaft oder auch nachteilig auf die weitere
Entwicklung des Krankheitsverlaufs bzw. Heilungsprozesses, abhéngig vom betroffenen

Gewebe und der untersuchten Krankheit, auswirken kann.[8l

4.2 Transient receptor potential melastatin 2

Ein weiteres potentielles therapeutisches Target der TRP melastatin Unterfamilie ist der Ca?*-
permeable lonenkanal TRPM2, welcher in vielen verschiedenen Gewebearten vorzufinden ist,
darunter zum Beispiel im Gewebe des Knochenmarks, Milz, Herz, Leber, Lunge und am
haufigsten im Gehirngewebe. Auch in Zellen des Immunsystems, wie Neutrophilen und
Makrophagen, wird der lonenkanal exprimiert.?®l Der Kanal wird unter anderem durch
oxidative Bedingungen aktiviert und ist an diversen Zellfunktionen und der Pathogenese
diverser Krankheiten beteiligt.?® TRPM2 dient zum einen in den Neuronen des Hypothalamus
als Sensor zum Erhalt einer Kérpertemperatur von 37 °C,B% und fungiert auRerdem als Sensor
fur den Glucose-Metabolismus in B-Zellen der Bauchspeicheldriise. Dort ist er an der
Ausschuittung von Insulin beteiligt, weshalb TRPM2 mit Typ Il Diabetes in Verbindung gebracht
wird und somit ein potentielles pharmakologisches Target zur Behandlung von
Diabeteserkrankungen darstellt.?®31:32 Eine weitere sensorische Eigenschaft von TRPM2 gilt
der Detektion von ROS und oxidativem Stress,® welche zum Beispiel bei der Migration von
Neutrophilen bei inflammatorischen Antworten genutzt wird, um diese entlang der ROS-
Konzentration zu leiten. Im Zentrum des oxidativen Bursts angekommen, wird TRPM2 durch
die hohe Konzentration an ROS oxidiert und dadurch aktiviert, welches den Abbruch des
Migrationsprozesses der Neutrophile zur Folge hat und die Aktivierung weiterer bakterizider
Signalwege induziert.® Ein weiterer Einsatz von TRPM2 als ROS-Sensor konnte in
Lungengewebe von Mausen festgestellt werden. Hierfir wurde bei Mausen via
Lipopolysaccharid-Endotoxinen eine Entziindungsreaktion im Lungengewebe induziert, was
bei TRPM2 KO Mausen (TRPM27) zu einer vergleichsweise starkeren pro-inflammatorischen
Chemokin- und Cytokinproduktion als bei Wildtyp TRPM2** Mausen fiihrte.B® Dies wird auf
eine anti-inflammatorische Wirkung von TRPM2 zurlickgefihrt, die durch die Aktivierung von
TRPM2 durch ROS und daraus resultierend der Kanaloffnung mit Ca?*-Einstrom bewirkt wird.
Der erhohte Wert der [Ca?']; dient der Aktivierung verschiedener Signalkaskaden als Antwort
auf die pathogenen Faktoren. Zum Beispiel bewirkt die erhéhte [Ca?*]; eine Depolarisierung
des Membranpotentials, was einen direkten Effekt auf die ROS-Produktion durch die NADPH-
Oxidase hat. Dessen Aktivitdt hangt stark vom vorliegenden Membranpotential ab, da
Elektronen von NADPH-Molekilen im intrazellularen Raum auf extrazellulare Sauerstoff-
Molekile entsprechend der Membranpolarisierung Ubertragen werden.B® Diese verringerte
Aktivitat der NADPH-Oxidase bewirkt eine verminderte ROS-Produktion, was eine geringere

Wahrscheinlichkeit fir Gewebeschaden durch erhohte ROS-Konzentrationen im Gewebe zur
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Folge hat.l TRPMZ2 ist jedoch auch mit der Pathogenese einiger Erkrankungen des zentralen
Nervensystems assoziiert, darunter bipolare Stérungen und neurodegenerative Krankheiten,
wie Alzheimer und Parkinson.?82° Zysatzlich kann eine ischamische Attacke im Hirngewebe
bzw. Schlaganfall mit anschlieBender Reperfusion, der Wiederaufnahme der Durchblutung
des betroffenen Gewebes, eine Aktivierung von TRPM2 zur Folge haben, was zur Uberladung
der Zellen mit Ca?* fuhren und im verzogerten Zelltod und damit weitreichenden Gewebe-
schaden resultieren kann.B”*® Es wird deutlich, dass TRPM2 in vielen pro- und anti-
inflammatorischen Signalwegen und in der Pathogenese schwerer Erkrankungen involviert ist.
Weitere Beispiele dafiir sind TRPM2s Rollen bei Sepsist? oder Krebserkrankungen.% Die
Rolle von TRPM2 in den Erkrankungen ist bisher nicht im Detail aufgeklart, da die pathophysio-
logischen Eigenschaften von TRPM2 abhangig vom Gewebe und der entsprechenden
Krankheit sind. Aus diesem Grund ist TRPM2 als potentielles therapeutisches Target in den
Fokus gelangt und es gilt TRPM2 besser zu verstehen, die Licken in den TRPM2-assoziierten
Krankheitsprozessen zu schliel3en und entsprechende pharmakologische Werkzeuge zur

therapeutischen Anwendung zu finden. 2832
4.3  Struktur und Mechanismus von TRPM2

Das Gen, welches den lonenkanal TRPM2 codiert, wurde erstmals 1998 in Japan von
NAGAMINE et al. unter dem Namen transient receptor potential-related channel 7 (TRPC7) aus
menschlichem Hirngewebe isoliert und identifiziert, welches vorerst namensgebend fur das
codierte Protein war.®54% Die Nomenklatur anderte sich in darauf folgender Literatur zu long
TRP channel 2 (LTRPC2), wobei sich die Namensgebung hier auf die vergleichsweise lange
Gensequenz zur Codierung dieses lonenkanals bezieht.”Y In einem 2002 veréffentlichten Brief
wurde von MONTELL etal. eine vereinheitlichte Nomenklatur fir TRP lonenkanale
vorgeschlagen, die die long-TRP Kandle zur Melastatin-Unterfamilie zuordnete und
abschlieRend den Namen TRPM2 etablierte.l*¢42 Das 90 kb lange TRPM2 Gen ist auf dem
humanen Chromosom 21g22.3 zu finden, welches vollstandig transkribiert und translatiert ein
aus 1503 Aminoséuren bestehendes Protein mit einem Gesamtmolekulargewicht von ca.
170 kDa codiert (Abb. 4.1 A).?°3¢ Das Protein besteht aus vier Regionen. Auf der Seite des
N-Terminus beginnt das Protein mit einer aus vier Untersegmenten (I - IV) bestehenden
Region, welche die homologe Region fir alle TRPM Kanéle darstellt und damit namensgebend
fur diese ist.*? Im intrazellular vorliegenden Homologie-Segment Il ist ein Calmodulin-
bindendes 1Q-Motiv vorhanden, welches die Bindung von intrazellularem Ca?*, nach Bindung
dessen an Calmodulin, ermdglicht.®243 In der Proteinsequenz folgen sechs transmembrane
Doménen (S1 — S6), bei denen die Aminosduresequenz zwischen den Domanen S5 und S6
eine Schleife bildet, die fir die Aushildung der Kanalpore verantwortlich ist.?®! Darauf folgt ein

Coiled Coil-Strukturmotiv. und die Proteinsequenz wird durch eine Struktureinheit
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abgeschlossen, welche eine Homologie zum Nucleoside diphosphate-linked moiety x-type
motif 9 Strukturmotiv aufweist, welches in der humanen Pyrophosphatase NUDT9 vorkommt
und aufgrund dessen mit NUDT9-H abgekiirzt wird (Abb. 4.1 B).?*44 Diese Proteinstruktur
stellt ein Monomer dar, welches zusammen mit drei weiteren Monomeren als Tetramer in
Zellmembranen verankert den lonenkanal TRPM2 darstellt (Abb. 4.1 C).B2
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung des lonenkanals TRPM2. A: Schematische Darstellung der
monomeren Proteinstruktur mit besonderen Strukturelementen. B: Schematische Darstellung der
Topologie eines TRPM2 Monomers. C: Schematische Darstellung des vollstandigen tetrameren TRPM2
lonenkanals, bestehend aus vier TRPM2 Monomeren.[28.29.32,36]

Fur die Aktivierung und Offnung von TRPM2 sind bisher unterschiedliche Wege bekannt. Die
bekanntesten Agonisten sind Wasserstoffperoxid, Ca?* und Adenosindiphosphat-Ribose 1
(ADPR, Abb. 4.2).5%8 Als Sensor fiir oxidativen Stress ist TRPM2 anfallig gegeniiber ROS, z.B.
Wasserstoffperoxid, und lasst sich durch oxidative Bedingungen aktivieren.>4% Dies konnte
an den TRPM lIsoformen TRPM2-AC und TRPM2-AN gezeigt werden, welche beide
Deletionen am C-Terminus bzw. N-Terminus aufweisen.®?41 TRPM2-AC weist eine Deletion
von 20 Aminosauren im MHR Segment auf (K538-Q557), bei der AN Isoform ist die Deletion
im NUDT9-H Segment (T1292-L1325) lokalisiert.? Wahrend die TRPM2-AN Isoform nicht
durch Wasserstoffperoxid aktiviert werden kann, ist dies bei der TRPM2-AC Isoform der Fall.?

Dies wird dadurch gestutzt, dass bei der AC-Isoform die Aktivierung durch andere Agonisten
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unterbunden ist.®? Dies lasst darauf schlieRen, dass Wasserstoffperoxid in der MHR Domane
eine von anderen Agonisten unabhangige Aktivierung von TRPM2 ermdglicht. Die Aktivierung
durch ROS bzw. Wasserstoffperoxid wird in den meisten Zellapplikationen zur Untersuchung
von TRPM2 bzw. dessen Signhalwegen verwendet, indem die Zelle bzw. der Kanal durch
Zusatz von Wasserstoffperoxid in héheren mikromolaren Konzentrationen aktiviert wird.[“®! Ein
weiterer Aktivator fur TRPM2 stellt [Ca?']i dar, welches bei einer mittleren effektiven
Konzentration (ECso) von ca. 17 uM den Kanal 6ffnen kann.?843 Die Bestimmung des ECso-
Werts erfolgte jedoch mit Chelatoren, weshalb angenommen wird, dass der wahre Wert
geringer sein sollte.*3 Fir die Aktivierung durch [Ca?*]i ist die Bindung von Ca?* an Calmodulin

und dessen Produkt an das Calmodulin-bindende IQ-Motiv im N-Terminus essentiell.[2843
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Abb. 4.2: Strukturformeln von Adenosindiphosphat-Ribose 1 (ADPR), 2'-Desoxyadenosindiphosphat-
Ribose 2 (dADPR), Inosindiphosphat-Ribose 3 (IDPR), 2“-O-Acetyladenosindiphosphat-Ribose 4
(OAADPR), cyclische Adenosindiphosphat-Ribose 5 (cADPR), Nicotinsaureadenindinucleotid-
phosphat 6 (NAADP) und Nicotinamidadenindinucleotid 7 (NAD™).



Der jedoch wichtigste Agonist von TRPM2 ist Adenosindiphosphat-Ribose 1 (ADPR), welches
nach intrazellularer Freisetzung mit einem ECso-Wert von 1 — 90 uM (abhangig vom Zelltyp)
den Kanal 6ffnen kann.E® Die Bindung von ADPR 1 an TRPM2 erfolgt an die NUDT9-H
Doméne, welche Homologie (39%) zur humanen ADPR 1 Pyrophosphatase NUDT9
aufweist.*48 Wenn NUDT9-H einzeln exprimiert vorliegt, wird eine Pyrophosphatase-Aktivitat
zu Adenosinmonophosphat (AMP) und Ribose-5-phosphat beobachtet, weshalb vermutet
wird, dass die TRPM2-gebundene NUDT9-H Domaéne ebenfalls als Pyrophosphatase fungiert
und ADPR nach Kanal6ffnung hydrolysiert wird.®>#9 Dadurch wurde TRPM2 zuerst als
Chanzyme (channel enzyme) betitelt, ob TRPM2 jedoch wirklich ADPR Pyrophosphatase-
Aktivitat besitzt ist noch unklar, da auch gezeigt werden konnte, dass kein ADPR 1 Abbau
nach Kanalbindung erfolgt.*®%Y Es wurde ein weiteres Bindungszentrum in der MHR Domane
entdeckt, welches ebenfalls ADPR 1 fiir eine Kanal6ffnung binden muss.? ADPR 1 allein ist
jedoch nicht in der Lage TRPM2 nach Bindung an NUDT9-H und MHR vollstandig zu 6ffnen,
sondern versetzt diesen nur in einen angeregten Zustand.“8 Zur vollstandigen Offnung des
Kanals missen anschlieRend Ca?*-lonen als Coaktivator auf intrazellularer Seite zwischen den
transmembranen Domanen gebunden werden.85% Diese Abhangigkeit von Ca?* konnte durch
Abwesenheit von [Ca?]i und durch stark Ca?'-gepufferte (< 30 nM) Zellsysteme bestétigt
werden, da dabei keine Kanal6ffnung von TRPM2 durch ADPR erfolgte.®® Ein weiterer Agonist
wurde von FLIEGERT et al. entdeckt, indem ADPR-Derivate mit diversen Modifikationen in ihren
Eigenschaften zur Erh6hung der Stromstdrke an humanem TRPM2 untersucht wurden.
Hierbei stellte sich 2-Desoxyadenosindiphosphat-Ribose 2 (AADPR, Abb. 4.2) als besonders
potenter Agonist heraus, da in Zelltests nur 30 uM dADPR 2 benétigt wurden, um
vergleichbare Spannungen zu den von 100 uM ADPR 1 induzierten Spannungen zu
beobachten.® In Untersuchungen der Konzentrationsabhangigkeit der induzierten
Spannungen konnte dADPR 2 10.4-fach hdhere Spannungen induzieren, weshalb
FLIEGERT et al. dADPR 2 als Superagonist von TRPM2 klassifizieren.* Ebenfalls 16st das
Derivat Inosindiphosphat-Ribose 3 (IDPR, Abb. 4.2) agonistische Effekte an TRPM2 aus, dies
gilt jedoch bei humanen TRPM2 Kandlen ab einer Konzentration >1 mM.® Den
vergleichsweise stérkeren agonistischen Effekt zeigt IDPR 3 in TRPM2 Kandlen der
Seeanemone Nematostella vectensis (NVTRPM?2), die Anderung der Stromstarke erfolgte
jedoch mit einer Verzdégerung von einer Minute gefolgt von einer schnelleren Inaktivierung des
Kanals im Vergleich zu ADPR-induziertem loneneinstrom. Die Aktivierung erfolgt bei einer
IDPR-Konzentration von 300 uM, jedoch nicht mehr bei einer Konzentration von 150 puM.®
Ein weiterer ADPR-ahnlicher Agonist ist 2“-O-Acetyladenosindiphosphat-Ribose 4 (OAADPR,
Abb. 4.2), welches mit einem ECso-Wert zwischen 50 — 100 uM an der NUDT9-H Domaéne
bindet und die Kanal6ffnung aktiviert.’236561 Es wurde in der friihen Literatur zu TRPM2

gezeigt, dass mit einem ECso-Wert von 0.7 mM auch das cyclische Adenosindiphosphat-
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Ribose 5 (CADPR, Abb. 4.2) TRPM2 aktivieren kann.®2 Es wird jedoch vermutet, dass diese
agonistische Aktivitat mit hoher Wahrscheinlichkeit bei kommerziell erhéltlichem cADPR 5 auf
Verunreinigungen mit bis zu 20% ADPR 1 zurlickzufihren ist.57%8 Dies wird auf die Labilitat
der N1-glycosidischen Bindung bei schwach aciden Bedingungen zurtickgefiihrt, welche eine
chemische Hydrolyse des cADPRs 5 zu ADPR 1 mit einer Halbwertszeit von zehn Tagen bei
Raumtemperatur bevorzugt.®® Bei einer cADPR 5 Stammlosung bewirkte ein selektiver
enzymatischer Abbau des entstandenen ADPR 1 mit Nucleotidpyrophosphatase, dass cADPR
keine TRPM2 Kanale mehr o6ffnet. Dies lasst darauf schlieRen, dass stets die ADPR
Verunreinigungen in cADPR-Stammlésungen fur die Kanal6ffnung verantwortlich waren,
jedoch cADPR selbst kein Agonist von TRPM2 ist.b7%8 Es wird cADPR 5 jedoch einen
synergistischen Effekt bei der ADPR-induzierten TRPM2 Aktivierung gutgeschrieben, sodass
10 uyM cADPR die ADPR-Sensitivitat von TRPM2 in einen nanomolaren Bereich
verschiebt.[?83¢1 Ebenso synergistisch wirkt sich die Prasenz von Nicotinsaureadenin-
dinucleotidphosphat 6 (NAADP, Abb. 4.2) auf die TRPM2 Aktivierung aus, wobei NAADP auch
alleine mit einem ECso-Wert von 0.73 mM als Agonist fungieren kann.!?2323¢1 Dem NAADP
strukturell &hnlich ist das Nicotinamidadenindinucleotid 7 (NAD*, Abb. 4.2), welches TRPM2
mit recht hohen effektiven Konzentrationen von 1 - 1.8 mM &ffnen kann. Es ist jedoch nicht
eindeutig, ob diese Aktivitdt von NAD* 7 selbst ausgeht, oder ob der Abbau von NAD* 7 zu
ADPR die Kanaloffnung bewirkt, da die Aktivierung des Kanals in der Literatur nicht immer
reproduzierbar war.?82% Es wird deutlich, dass von den erwahnten Molekilen nur ADPR 1,
dADPR 2 und OAADPR 4 TRPM2 mit geringen ECso-Werten eindeutig aktivieren kénnen.

4.4  Biosynthese von nucleotidischen TRPM2-Agonisten

Die Biosynthese des TRPM2 Agonisten ADPR 1 kann auf verschiedenen Signalwegen
erfolgen.B® Die bekanntesten Routen hierfur erfolgen entweder durch Freisetzung aus
Mitochondrien, dem Zellkern oder durch das Ectoenzym CD38 (cluster of differentiation 38,
siehe Abb. 4.3).23¢ Es wird vermutet, dass die Mitochondrien fur den grof3ten Anteil der
ADPR-Produktion nach oxidativem Stress verantwortlich ist.>® Diese Vermutung beruht auf
der Tatsache, dass die Biosyntheserouten von ADPR auf NAD* 7 als Ausgangsverbindung
basieren und in den Mitochondrien > 50% der gesamten intrazellularen Pyridin-basierenden
Nucleotide vorliegen, darunter mindestens 75% des gesamten zellularen NAD*-Anteils.5%
Die mitochondriale ADPR-Produktion wird initial durch oxidativen Stress ausgelost, welcher
die Aktivierung der mitochondrialen NADase zur Folge hat, welche in der &ufRReren
Mitochondrienmembran lokalisiert ist.[*6°% Das NAD* 7, welches zur NADase-vermittelten
Umsetzung zu ADPR 1 benétigt wird, liegt nur in der mitochondrialen Matrix vor und die innere
Mitochondrienmembran ist nicht gegentiber NAD* 7 permeabel.5® Es wurde von Ayus et al.

die Hypothese aufgestellt, dass durch oxidativen Stress die Offnung der mitochondrialen
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Permeabilitats-Transitions-Pore (MTP) folgt, welche gegeniber MolekllgrofRen bis zu
1500 kDa durchlassig ist, und damit den Austritt von NAD* 7 aus der Matrix zur NADase
ermdglicht. Die NADase katalysiert anschlielend die Hydrolyse von NAD*7 zu ADPR 1,
welches in das Cytosol freigesetzt wird und dort TRPM2 aktivieren kann.®*¢ Die Hypothese
konnte durch den Einsatz eines MTP-Inhibitors gesttitzt werden, welcher den Transport von
NAD* zur NADase bzw. die ADPR-Freisetzung ins Cytosol komplett unterdriickte.®¢l Der

genaue Signalweg der mitochondrialen ADPR-Produktion ist jedoch nicht weiter geklart.2
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Abb. 4.3: Schematische Darstellung verschiedener Biosyntheserouten der TRPM2 Agonisten ADPR 1
und OAADPR 4. Die Synthese kann in den Mitochondrien, dem Zellkern oder durch CD38 erfolgen.[36.59

Sollte das Genom einer Zelle im Zusammenhang mit oxidativem Stress ROS-induzierten
Schaden nehmen und daraus resultierend Einzel- oder Doppelstrangbriiche der DNA
auftreten, wird ein weiterer Signalweg zur ADPR-Produktion aktiviert.*¢¢? Das nucleare
Enzym Poly(ADPR)-Polymerase (PARP1) erkennt den Schaden durch Bindung am Genom,
erfahrt eine 10- bis 500-fache Steigerung der enzymatischen Aktivitat und katalysiert
nachfolgend die Polymerisation von NAD*-Monomeren zu Poly(ADP-Ribosyl)-Modifikationen
an zellularen Enzymen.? Hierbei werden mehrere Stufen durchlaufen: In der ersten Stufe
wird die Modifizierung des Proteins initiiert, indem eine erste ADP-Ribosyleinheit an das
Akzeptorenzym angefugt wird. Anschlie3end wird die Kettenverlangerung katalysiert, bei dem
an der 2'-Position der zuletzt angefugten Einheit das nachste Monomer glycosidisch mit der
1*“-Position verknupft wird. Nach 20-50 angefiigten Monomeren kann es zu einer Verzweigung
des Polymers kommen, indem an der 2“-Position der terminalen Ribose der zuletzt angefiigten
Einheit ein weiteres Monomer glycosidisch angefiigt und die Kette auch an diesem verlangert

wird.®? Die Poly(ADP-Ribosyl)-Modifikationen von Enzymen dienen der Regulierung der
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enzymatischen Aktivitat der modifizierten Proteine, welche in der Regel direkt mit
Reparaturprozessen des Genoms assoziiert sind.®2 PARP1 unterlauft dabei auch einer
autokatalytischen Reaktion, in der es sich selbst mit Poly(ADP-Ribosyl)-Einheiten maodifiziert.
Mit zunehmender Polymerléange verliert PARP1 zunehmend an Affinitdt zur DNA-Bindung,
bedingt durch die steigende negative Nettoladung des Polymers und daraus resultierender
polarer AbstoRung zur DNA.2 Die Polymere werden anschlieRend schnell von der
Poly(ADPR)-Glycohydrolase (PARG) abgebaut. Die Halbwertszeit des Abbaus durch PARG
konnte in vivo auf unter eine Minute ermittelt werden. Dabei kann PARG als Endoglycosylase
fungieren und das gesamte Polymer vom modifizierten Protein trennen. Das freigesetzte
ADPR-Polymer kann mit Histonen oder anderen nuclearen Enzymen interagieren, oder von
PARG in die einzelnen ADPR 1 Monomere zerlegt werden, welche anschlieend ins Cytosol
freigesetzt werden und dort TRPM2 aktivieren kénnen.2¢3l Unter anderem wird auch im
Zellkern der Agonist OAADPR 4 durch spezifische Deacetylasen, den Sirtuinen, freigesetzt,
welche im Gen-Silencing oder zur Anpassung des Metabolismus zum Schutz vor ROS
Anwendung finden.®* Sirtuine katalysieren zum Beispiel die Deacetylierung von Lysin-Resten
in Histonen oder anderen Enzymen, indem die glycosidische Bindung von NAD* 7 gespalten,
die entsprechende Acetatgruppe auf die 2“-Position der terminalen Ribose Ubertragen und
daraus resultierend Nicotinamid, das deacetylierte Enzym und OAADPR 4 freigesetzt
werden.!®¥ Bei neutralem pH isomerisiert OAADPR 4 durch intermolekulare Umesterung zu
einem Gemisch aus zwei Verbindungen, welches jeweils zur Halfte aus dem 2“-acetylierten
und dem 3“-acetylierten OAADPR 4 besteht.5¥ Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
OAADPR 4 durch zellulare Enzyme relativ schnell zu ADPR 1 hydrolysiert wird.4¢5 Das
Ectoenzym CD38 ist neben der Synthese von cADPR 5 und NAADP 6 auch in der Lage, im
extrazellularen Raum ADPR 1 aus NAD* 7 herzustellen, sei es Uber die Cyclisierung zu
cADPR 5 mit anschlieender ringéffnender Hydrolyse oder durch direkte Hydrolyse von
NAD* 7.3 Die CD38-abhangige Synthese von freiem ADPR 1 wird auch mit einer Signalkette
zur TRPM2 Aktivierung in Verbindung gebracht, jedoch ist es nicht geklart, wie das
extrazellular gebildete ADPR 1 die Zellmembran passieren und somit flir eine agonistische
Wirkung an TRPM2 fithren kann. 128361

Allein die ADPR-abhangige Aktivierung von TRPM2 kann Uber mehrere Signalwege erfolgen.
Zusatzlich wird der Grofteil der erwahnten Agonisten als Resultat aus zellstressenden
Faktoren erhalten, die meist auch andere Zellprozesse beeinflussen kdnnen. Dies erschwert
die Aufklarung der ROS-induzierten TRPM2-beinhaltenden Signalkaskaden, weshalb hierfur
eine direkte Applikation der Agonisten, ohne weiteren Zellstress zu induzieren, zum gezielten

Entschlisseln der TRPM2-Prozesse hilfreich ware.
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45 Maskierungskonzepte zur Lipophiliesteigerung

Um die Signalkaskade von TRPM2 und anderen signalgebenden lonenkanalen zur Ca?*-
Freisetzung in Zellen zu untersuchen, werden die angefihrten Signalmolekiile, wie NAADP 6,
CADPR 5 oder auch ADPR 1, aufgrund ihrer hohen Polaritat bisher durch potentiell invasive
Methoden, wie Elektroporation, Mikroinjektion oder via patch-clamp-Pipette, direkt in die Zelle
appliziert.[®® Diese Methoden sind als invasiv zu verstehen, da sie bereits durch Anwendung
an Zellsystemen Stress auslésen konnen. Zum Beispiel wird dies bei der Elektroporation auf
den unkontrollierten Einfluss von extrazellularen Molekilen und dem Ausfluss von
intrazellularen Substanzen und der daraus resultierenden Entstehung eines chemischen
Ungleichgewichts in der Zelle zurlickgefuhrt.[51 Bei der Mikroinjektion wird ein physikalischer
Stress auf die Zelle ausgelibt, auf den die Zelle mit entsprechender Signalauslésung reagieren
kann.'® Da dementsprechend diese potentiell zellstressenden Methoden zur Beeintrachtigung
der Beobachtungen filhren kdnnen, wird eine moglichst nicht-invasive Applikationsmethode
bendtigt.

Ein Blick in die pharmazeutische Anwendung von bioaktiven Stoffen offenbart die Méglichkeit
der Nutzung diverser chemischer Tools, um eine passive und damit nicht-invasive
Zellaufnahme der Agonisten zu ermdglichen. Besitzt ein Molekll zwar ausreichende
Bioaktivitat, weist jedoch in anderen Aspekten nachteilige Eigenschaften auf, wie unter
anderem eine geringe Loslichkeit, chemische oder enzymatische Stabilitit oder
unzureichende Membranpermeabilitat, kann es durch gezielte chemische, meist reversible
Modifizierungen in den genannten Punkten fir eine effektivere Wirkstofffreisetzung im
Organismus verbessert werden.®) Diese Anpassung der pharmakodynamischen
und -kinetischen Eigenschaften eines Wirkstoffes wird als Prodrug-Konzept bezeichnet. Im
Fall eines Prodrugs, dessen Modifizierung eine erhfhte Membranpermeabilitdt ermoglichen
soll, wird dies in der Regel durch Erhdhung der Lipophilie des Molekils erreicht und setzt
darauf, dass die modifizierte Verbindung nach erfolgreicher Resorption im Zielgewebe durch
zelleigene Prozesse in den aktiven Wirkstoff tiberfiihrt wird (siehe Abb. 4.4).1%79 Eine erhohte
Lipophilie kann tber verschiedene chemische Madifizierungen erreicht werden, darunter zum
Beispiel die bioreversible Derivatisierung von polaren Substituenten, wie Hydroxygruppen,
oder der Maskierung von bei physiologischem pH-Wert vorliegenden formalen Ladungen zu
neutral geladenen Molekuilen.®"% Dies kann jedoch den Nachteil mit sich fuhren, dass eine
erhohte Lipophilie kontrar zur Wasserloslichkeit der Substanz oder der chemischen Stabilitat

des Prodrugs beitragt.[’”
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Abb. 4.4: Schematische Darstellung des Prodrug-Konzepts. Das Monophosphat eines Nucleosids oder
-Analogons (NA) weist aufgrund der hohen Polaritat keine Membranpermeabilitdt auf. Diese wird
erreicht, indem die Ladungen des Phosphats maskiert und damit die Lipophilie des Molekils so weit
erhoht wird, dass dieses passiv durch die Zellmembran diffundieren kann. In der Zelle wird das Prodrug
in das Nucleosidmonophosphat (NMP) tberfihrt.[71]

Im Kontext der Nucleotide, speziell der Nucleosidmonophosphate (NMP) stellt das ProTide-
Konzept wohl eines der bekanntesten Ansétze eines Prodrugs dar, welches 2009 von
MCGUIGAN et al. entwickelt wurde und bereits in mehreren von der U.S. Food and Drug
Administration (FDA) zugelassenen Medikamenten Anwendung findet.[273] Dazu gehoren
beispielsweise das bei Hepatitis C-Infektionen angewandte Medikament Sofosbuvirl®74 sowie
das von Gilead Sciences urspriinglich gegen Ebola-Infektionen entwickelte Remdesivir,["®
welches im Rahmen der SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2)
Pandemie in einer Notfallzulassung der FDA zur Behandlung von Covid-19 Erkrankungen
zugelassen wurde.[®! Bei ProTide-Verbindungen handelt es sich um Phosphoramidate, bei
denen die Phosphoramidatgruppe des NMPs mit einem Aryl- und einem veresterten Derivat
einer Aminosaure, in der Regel L-Alanin, derivatisiert sind.[’>731 Durch Einfiihren von Donor-
bzw. Akzeptorsubstituenten am Aromaten, der Nutzung verschiedener Aminosauren sowie der
Variation des Alkylrestes des Aminosaureesters bietet das ProTide-Konzept entsprechend
Raum fir die Optimierung der pharmakologischen Eigenschaften des Prodrugs.’*7% Die
Freisetzung des Nucleosidmonophosphats aus dem entsprechenden ProTide-Derivat ist in
Abb. 4.5 dargestellt. Diese wird nach erfolgreicher Aufnahme in die Zelle durch die Spaltung
des Aminosaureesters durch zellulare Esterasen, hauptsachlich Cathepsin A, initiiert.’2 Im
folgenden Schritt wird ein funfgliedriges cyclisches Intermediat durch eine spontane
Cyclisierung des neu gebildeten Carboxylats mit dem Phosphoramidat gebildet, bei der der
Arylsubstituent eliminert wird. Das gemischte Phosphoranhydrid wird anschlieBend durch
chemische Hydrolyse gespalten, wobei das zuvor gebildete Ringsystem wieder getffnet wird.
AbschlieBend katalysieren Phosphoramidasen (z.B. histidine triad nucleotide-binding protein
1, HINT1) die Abspaltung der Aminosaure von der Phosphatgruppe und das freie NMP wird

erhalten.l’277]
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Abb. 4.5: Darstellung der Abspaltung der maskierenden Einheiten eines mit ProTide-Konzept
derivatisierten Nucleosid-Analogons (NA) zur Freisetzung des entsprechenden NMP.[72.73]

Ein von enzymatischer Aktivitat unabhangiges Prodrug-Konzept stellt der cycloSal-Ansatz dar,
welcher von MEIER et al. entwickelt wurde.[’®-8 Namensgebend fur diesen Ansatz ist die
cyclische Saligenylgruppe, die die Ladungen des NMPs maskiert. Der asymmetrische
cyclische Phosphattriester weist aufgrund der phenolischen und benzylischen Substituenten
unterschiedliche chemische Hydrolysestabilitaten auf. Auf diesem Unterschied basiert der
Freisetzungsmechanismus des cycloSal-Konzepts, welcher mit entsprechenden
Substituenten am aromatischen System der Saligenylgruppe variiert werden kann.l’®81 Die
chemische Hydrolyse zur Abspaltung der Maskierung ist abhangig vom pH-Wert und resultiert
bevorzugt in der Spaltung der phenolischen Phosphoresterbindung (siehe Abb. 4.6). Es
besteht auRerdem die Wahrscheinlichkeit der initialen Abspaltung der benzylischen Gruppe,
jedoch waére eine komplette Abspaltung der Maske durch chemische Hydrolyse bei
physiologischem pH-Wert als Folge dessen nicht mehr moglich.[881]
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Abb. 4.6: Darstellung des Abspaltmechanismus der cycloSal-Maskierung durch chemische Hydrolyse.
Zur vereinfachten Darstellung wird auf die alternative initiale Abspaltung der benzylischen Position
verzichtet.[78.81]

Nach der erfolgreichen Spaltung der phenylischen Esterbindung kann eine spontane Spaltung
der benzylischen Esterbindung als Folge des starkeren Donor-Effekts der phenolischen
Gruppe stattfinden. Dabei wird das freie NMP sowie 2-Chinonmethid erhalten, welches
anschlieRend zum entsprechenden Saligenylalkohol hydrolysiert wird.[”® Erwahnenswert sind
cycloSal-Verbindungen der zweiten Generation, welche durch Anfligen eines entsprechenden

Substituenten mit bioreversibler Gruppe einen ,lock-in“-Effekt besitzen, da die bioreversible
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Estergruppe nach erfolgreicher Aufnahme in die Zelle zu einer polaren Gruppe gespalten wird,
welche eine geringere Membranpermeabilitat als der Vorganger aufweist und somit das
maskierte NMP in der Zelle akkumuliert und chemisch hydrolysiert wird. Diese Modifizierung
geht jedoch mit einer erhéhten chemischen Stabilitédt der cycloSal-Maskierung nach der
enzymatischen Esterspaltung einher, die wegen der neu entstehenden Carboxylat-Ladung

vermutet wird.[879

THOMSON et al. konnten nach anfénglicher Erprobung eines neuen bioreversiblen
Maskierungskonzepts an Methylphosphonat dieses auf das 5‘-Monophosphat von
Azidothymidin Ubertragen und dadurch ein neues Prodrug-Konzept fur nucleosidische
Monophosphate etablieren.28l Dieses setzt auf die Verwendung von zwei Acyloxybenzyl
(AB) Gruppen zur Maskierung der negativen Ladungen des Monophosphats, welche
namensgebend fir das folgend vorgestellte Bis(Acyloxybenzyl)-Konzept (BAB-Konzept) sind
(siehe Abb. 4.7).18284
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Abb. 4.7: Darstellung des Abspaltmechanismus des BAB-Konzepts flr Monophosphate, DiPPro-
Konzepts fir Nucleosiddiphosphate und TriPPPro-Konzepts fir Nucleosidtriphosphate. 8285861

Die AB-Gruppen bestehen aus einem aromatischen Spacer und einer lipophilen Acylgruppe
und sind Uber Phosphoresterbindungen an das jeweilige Monophosphat gebunden und
konnen so die Membranpermeabilitdt des maskierten NMPs erhdéhen. Die Abspaltung der AB-
Masken wurde experimentell untersucht, indem durch Zusatz von Schweineleberesterase (pig
liver esterase, PLE) die Abspaltung initiiert wurde und somit die phenolische Esterbindung
hydrolysiert und das entsprechende Phenol gebildet wurde.®? Die vorhandene Estergruppe
wurde somit von einem Akzeptorsubstituent zu einem Donorsubstituent, woraufhin diese
Umpolung in einer spontanen Abspaltung in Form einer 1,6-Eliminerung der Gruppe
resultieren kann. Dies fuhrt zur Freisetzung des monomaskierten NMP-Derivats als
Zwischenprodukt sowie Chinonmethid, welches anschlieBend zum 4-Hydroxybenzylalkohol
hydrolysiert werden kann.28788 Die abschlieBende Freisetzung des freien NMPs erfolgt
analog zur Abspaltung der ersten AB-Maske durch initiale enzymatische Esterspaltung mit
folgender spontaner Eliminierung. Bei der Abspaltung der zweiten Maske konnte jedoch der

Vorteil der verwendeten Spacereinheit im Vergleich zu direkt acylierten Phosphaten
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demonstriert werden. Die enzymatische Abspaltung einer AB-Maske vom monomaskierten
Zwischenprodukt verlauft wesentlich schneller als bei dem acylierten Phosphat, da Esterasen
nur wenig Toleranz gegeniber negativen Ladungen in der Nahe des aktiven Zentrums
aufweisen.®28387 Durch die Arbeiten von JESSEN, WEINSCHENK, GOLLNEST, SCHULZ, ZHAO und
Jia war eine Ubertragung des BAB-Prinzips auf Nucleosiddiphosphate sowie auf Nucleosid-
triphosphate maoglich, dessen Konzepte als DiPPro- bzw. TriPPPro-Konzept etabliert wurden
(siehe Abb. 4.7).18587-921 |n diesen Konzepten wird die Variabilitat der Alkylkette des Esters
ausgenutzt, welche je nach Lange zur Stabilitdt gegeniiber chemischer und enzymatischer
Hydrolyse und nétiger Lipophilie des zu maskierenden Di- bzw. Triphosphats beitragen und
entsprechend einfach durch Anderung der Kettenlange angepasst werden koénnen.[9
Wahrend das BAB-Konzept nur enzymatisch untersucht wurde, konnte durch die Arbeiten von
PERTENBREITER, REIMER, WITT und ROSSMEIER eine erfolgreiche Aufnahme von Nucleotiden
in CEM-Zellen bestatigt werden. Dies erfolgte durch die Anwendung des DiPPro- und
TriPPPro-Konzepts an fluoreszierenden Nucleosiden, dessen Metaboliten nach
anschlieRenden Zellaufnahmestudien in den Zellen mittels Fluoreszenz nachgewiesen werden

konnten.[93-9]

Im Kontext der Dinucleotide sind bereits einige bioreversibel maskierte Verbindungen
synthetisiert und untersucht worden. Erwahnenswert sind hierfiir die von CHURCHILL et al.
synthetisierten Prodrug-Verbindungen von cADPR 5. Bei den beiden synthetisierten
Verbindungen handelt es sich um zweifach am Pyrophosphat maskierte Derivate ohne
negative Ladung: Acetyloxymethyl (AM) cADPR 8 und Butanoyloxymethyl (BM) cADPR 9
(siehe Abb. 4.8).°"1 Beide Derivate wurden durch Reaktion des freien cADPR 5 mit
Acetyloxymethylbromid bzw. Butanoyloxymethylbromid in Acetonitril Gber einen Zeitraum von
48 Stunden hergestellt. Da von den beiden Zielverbindungen nur geringe Mengen erhalten
und die Verbindungen zusatzlich als instabil beschrieben wurden, konnte die erfolgreiche
Synthese nur indirekt nachgewiesen werden. Hierfiir wurden die Derivate mit Natronlauge
versetzt und das entstandene Hydrolyseprodukt als cADPR 5 identifiziert.®” In Zelltests
wurden neuronale Zellen extrazellular jeweils mit beiden Derivaten inkubiert und ein Anstieg
der [Ca?*] gemessen, welcher nicht durch extrazellulare Applikation von cADPR 5 beobachtet
wurde. Es wurde daraus geschlossen, dass sowohl AM-cADPR 8 sowie BM-cADPR 9 in der
Lage sind, die Zellmembran zu permeieren und in der Zelle zu cADPR 5 umgewandelt
werden.” Beide Substanzen zeigten ahnliche Aktivitat in den erwahnten Zelltests, aber die
Anwendung des BM-cADPR 9 wird nicht empfohlen, da das Butanoyloxymethylbromid im
Gegensatz zum Acetyloxymethylbromid zur Synthese des BM-cADPR 9 jedoch nicht
kommerziell erhaltlich war und deshalb aufwendig hergestellt werden musste.F]
CHURCHILL et al. Beschreiben die erfolgreiche Herstellung eines bioreversibel maskierten AM-
NAADPs 10 (siehe Abb. 4.8).1°
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Die Synthese erfolgte hierbei analog zu der Synthese des AM-cADPR 8 ausgehend von freiem
NAADP 6, jedoch fallt in diesem Fall die Charakterisierung der Verbindung wieder mit

Begruindung anhand der Labilitat der Verbindung nur unvollstandig aus.®
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Abb. 4.8: Strukturformeln literaturbekannter bioreversibel maskierter Derivate von cADPR 5
(Acetyloxymethyl-cADPR 8 und Butanoyloxymethyl-cADPR 9) sowie NAADP 6 (Acetyloxymethyl-
NAAPD 10 und AB-maskiertes NAADP 11).

Unter diesen Bedingungen kénnen aufkommende Zweifel nicht abgewendet werden, wie sie
RUTHENBECK nach ihrem Versuch, das Molekdl synthetisch zu reproduzieren, auert.[® Kritik
basiert auf der sehr geringen Loslichkeit des NAADPs 6 im beschriebenen Losungsmittel, der
Labilitat des Edukts bei den beschriebenen Reaktionsbedingungen sowie des massen-
spektrometrisch bestimmten Umsatzes, welcher nahezu nicht beobachtet wurde.®® Anhand
dieser Ergebnisse verfolgte RUTHENBECK die Synthese eines AB-maskierten NAADP-Derivats,
welches jedoch erst DEKIERT und KRUKENBERG totalsynthetisch mit dem dreifach maskierten
NAADP-Derivat 11 gelungen ist (siehe Abb. 4.8).°9-101 Das gewahlte Zielmolekil 11 ging
jedoch mit einigen synthetischen Herausforderungen einher. So bewirkt eine Maskierung der
negativen Ladung der Nicotinsdure eine erhghte Labilitdét der N-glycosidischen Bindung
gegenuber hydrolytischen Bedingungen sowie erhoht die zweifache Maskierung des 2°-
Monophosphats zusatzlich die Wahrscheinlichkeit zur Migration zur 3‘-Position.[* Aufgrund

dessen wurde von DEKIERT ein weiteres maskiertes NAADP-Derivat synthetisiert, welches die
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Labilitaten durch Austausch der N-glycosidischen Bindung zum C-Nucleosid sowie durch
Austausch der 3‘-Hydroxygruppe mit einem Fluoratom ausgleicht. Auf der Basis erster
Untersuchungen an Jurkatzellen konnte bereits ein positiver Effekt der angefligten
Maskierungen auf die Membranpermeabilitit des synthetisierten maskierten NAADP-

Derivats 11 sowie der stabilisierten Verbindung bestatigt werden. 2%

POTTER et al. vertffentlichten einen zu den vorgestellten Prodrug-Konzepten &hnlichen
Ansatz, der im Gegensatz zum Anfligen von Gruppen zur Maskierung einer negative Ladung
diese durch Austausch des Pyrophosphat-Rickgrats mit der bioisosteren Phosphonoacetat-
Gruppe mit nur einer formellen negativen Ladung verfolgt.[*% Hierbei war es ihnen maglich,
die Phosphonacetat-ADPR Derivate 12 und 13 zu synthetisieren, welche sich lediglich durch
vertauschte Verknipfung der Ribose und Adenosin Uber das Phosphonoacetat unterscheiden
(siehe Abb. 4.9). In ersten Untersuchungen der Verbindungen konnte eine wesentlich hdhere
Stabilitat des Derivats 13 gegeniber Verbindung 12 in Triethylammoniumbicarbonat (TEAB)
Puffer beobachtet werden, welche von POTTER et al. wegen der sterisch beanspruchten und
damit schwieriger von Nucleophilen erreichbaren 5‘-Estergruppe des Derivats 13 vermutet
wird.[2%? Die Bestimmung der biologischen Aktivitéat der Derivate 12 und 13 an TRPM2 zeigten
jedoch weder agonistische, noch antagonistische Eigenschaften beider Derivate auf, weshalb
POTTER et al. daraus schlossen, dass zur Aktivierung des Kanals ein vollstandiges Pyro-
phosphat-Ruckgrat vonnoten ist.[92
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Abb. 4.9: Strukturformeln der von POTTER et al. synthetisierten Phosphonoacetat-Derivate 12 und 13.

Mit einem peracetylierten Pentanoyloxybenzyl-maskierten (PB) ADPR-Derivat 14 (PB-
ADPR*®) wurde 2017 von PAHNKE das erste bioreversibel maskierte ADPR-Prodrug
synthetisiert (siehe Abb. 4.10).11%! Da das anomere Zentrum der terminalen Ribose acetyliert
vorlag, konnten jeweils das a- bzw. B-Derivat von PB-ADPR”¢ 14 synthetisiert werden, indem
bereits nach der Acetylierung des Ribosebausteins die Anomere getrennt und einzeln zum
jeweiligen Zielmolekil umgesetzt wurden.*%! Unter der Annahme, dass die beiden Anomere
keine signifikanten Unterschiede beziglich der chemischen oder enzymatischen Stabilitat
aufweisen, wurde nur das B-PB-ADPR”®14 in besagten Studien untersucht.’®) Die
Bestimmung der chemisch-hydrolytischen Stabilitdt erfolgte durch Inkubation bei
Raumtemperatur in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (phosphate buffered saline, PBS) bei

pH = 7.3 und wurde mittels Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance,
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NMR) verfolgt. Es wurde auf eine hohe Stabilitdt des Edukts geschlossen, da nach sieben
Tagen der Inkubation noch 20% des B-PB-ADPR”°s 14 in den 3!P-NMR-Spektren beobachtet

wurden.[103]

15R=0H,R'=H
16R=R'=H
17R=0H, R'=TBS
18 R=H,R'=TBS

Abb. 4.10: Strukturformeln der von PAHNKE synthetisierten peracetylierten PB-ADPR 14 Zielstruktur und
der von RUTHENBECK angestrebten Prodrugs: das zweifach Octanoyloxybenzyl-maskierte (OB) ADPR-
Derivat 15 mit butanoylierter exocyclischer Aminofunktion sowie dessen 2‘-desoxygeniertes Derivat 16
und deren silylierten Vorlauferverbindungen 17 und 18.199.103]

Die enzymatische Hydrolyse erfolgte durch Zugabe von PLE sowie Inkubation der
Reaktionslosung bei 37 °C und wurde qualitativ mittels chromatographischer Trennung mit
anschlielender Elektrospray-lonisation (ESI) Massenspektrometrie (MS) verfolgt. Da das
Edukt sowie die zwei Hydrolyseprodukte mit den abgespaltenen PB-Masken und einer bzw.
zwei abgespaltenen Acetylgruppen die gleiche Retentionszeit aufwiesen, wurde keine direkte
Aussage Uber die Abspaltungsgeschwindigkeit der PB-Maske getroffen. Nachdem die
Reaktionsldsung insgesamt sieben Tage inkubiert wurde, wurde ein fast kompletter Abbau des
B-PB-ADPR”°s 14 beschrieben sowie freies ADPR 1 beobachtet. Es erfolgte keine
Bestimmung des Verhaltnisses vom freien ADPR 1 zu den restlichen Zwischenprodukten. %]
Da die enzymatische Hydrolyse (iber mehrere Tage erfolgen musste, wurde diese mit der
dreifachen Enzymkonzentration wiederholt, jedoch wurde kein Unterschied in der
Freisetzungsgeschwindigkeit des ADPRs 1 ermittelt. Dies lasst die Vermutung aufkommen,
dass das verwendete Enzym nicht Uber die gesamte Dauer des Experiments stabil ist und
aufgrund dessen, nach Aktivitatsverlust des Enzyms, nur noch die chemische Hydrolyse
beobachtet wird.[1%%1 PAHNKE schloss daraus, dass moglichst labilere oder keine Ester statt der
Acetylgruppen verwendet werden sollten.!3) RUTHENBECK hat diese Erkenntnisse aufgegriffen
und daraus als Zielstrukturen die zweifach Octanoyloxybenzyl (OB) maskierten Derivate 15
und 16 vorgeschlagen, welche zusatzlich zu den AB-Gruppen noch eine Butanoyl-Funktion an
der exocyclischen Aminofunktion aufweisen.®®! Die OB-Gruppe am B-Phosphat maskiert die
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Ladung und die zweite OB-Gruppe soll fir zusatzliche Lipophilie sorgen. Die zusatzliche
Verwendung der Butanoylamid-Gruppe dient ebenfalls zur Steigerung der Lipophilie.® Trotz
einiger Hirden bei der Totalsynthese der Verbindungen 15 und 16 gelang es ihr, die
entsprechenden an 2“ und 3“-Positionen tert-Butyldimethylsilyl (TBS) geschitzten
Vorlauferverbindungen 17 und 18 herzustellen, eine abschlielende Abspaltung dieser
Schutzgruppen zu den Zielmolekilen war jedoch nur bedingt moglich.®® RUTHENBECK
versuchte das ADPR-Derivat 15 durch die Reaktion des geschitzten Vorlaufers 17 mit
Triethylamin-gepuffertem Desilylierungsreagenz Triethylamin-Trihydrofluorid (TREAT-HF) zu
synthetisieren, konnte jedoch statt einer Abspaltung der TBS-Gruppen nur die Spaltung der
OB-Gruppe des Molekiils 17 beobachten.® Fir die Entschutzung des 2‘-desoxygenierten
Derivats 18 wurde ungepuffertes TREAT-HF verwendet, welches in signifikanten Mengen zur
Spaltung des Pyrophosphats fiihrte, aber auch das gewlnschte Zielprodukt beobachtet
werden konnte. Dieses konnte jedoch nicht abschlieBend von Verunreinigungen befreit
werden, doch die gemessenen 3!P-NMR- und MS-Spektren lieferten erste Indizien einer
erfolgreichen Abspaltung zum Derivat 16.°° Im Gegensatz zu PAHNKE wurden keine
weiterfiihrenden Experimente zur Bestimmung der Stabilitdét gegentber chemischer oder
enzymatischer Hydrolyse durchgefuhrt.®® Die Ergebnisse von RUTHENBECK legen
vielversprechende Ansédtze zur Synthese eines ADPR-Prodrugs dar, doch aus den
Ergebnissen von PAHNKE lasst sich zudem schliel3en, dass die Freisetzung von freiem ADPR
aus den vorgestellten Prodrugs eher langsam erfolgte.®®%% Aus diesem Grund stellt die
Mdglichkeit zur schnellen Demaskierung einen vielversprechenden Ansatz zur schnellen

Freisetzung von ADPR 1 dar, den es zu verfolgen gilt.
4.6 Photolabile Maskierungen

Im Kontext der biologischen Anwendung werden photolabile Schutzgruppen (photolabile
protective groups, PPG) oft verwendet, welche entsprechend der Namensgebung durch
Bestrahlung von Licht abgespalten werden und so das geschiitzte Substrat freigeben.
Aufgrund dessen ist dieses Schutzgruppenkonzept im Vergleich zum Prodrug-Konzept
unabhangig von jeglicher enzymatischer Reaktion.[1°41%! Die Abspaltung erfolgt hierbei
bioorthogonal durch Bestrahlung mit einer definierten Wellenl&ange und verlauft in der Regel
innerhalb wesentlich kiirzerer ZeitrAume als bei der Demaskierung von Prodrugs, was eine
zeitliche Steuerung der Freisetzung des Substrats durch PPGs ermdglicht.}% Je nach der
verwendeten Optik bzw. Fokussierung des Lichts kann zudem eine rdumlich kontrollierte
Freisetzung erfolgen, was bei einer Applikation in Zellen fur ortsaufgeldste Untersuchungen
an einzelnen Zellkompartimenten helfen kann.%4-1% Fir eine Anwendung im biologischen
System gilt es bei der Wahl der passenden PPG verschiedene Kriterien zu erfullen, wobei bis

dato keine Photogruppe bekannt ist, die alle Kriterien im ausreichenden MaRe erfillt.'°4 Das
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erste Kriterium ist eine Photolyse-induzierende Absorption von Licht einer Wellenlange
> 300 nm durch die gewahlte Photogruppe, damit mégliche Schaden am Zellsystem durch
ultraviolette (UV) Strahlung minimiert wird. Zudem sollte die Absorption méglichst effizient
erfolgen, weshalb ein hoher Extinktionskoeffizient der Photogruppe vorteilhaft ist. Ebenso
sollite die PPG nach erfolgreicher Absorption mit hoher Wahrscheinlichkeit eine
Photolysereaktion eingehen, was durch die Quantenausbeute einer Photogruppe definiert ist,
die sich aus dem Verhdltnis von Photolyse-induzierenden Photonen zu eingestrahlten
Photonen ergibt.['*4 Weitere Kriterien setzen ein mdglichst inertes Verhalten der Photogruppe
bzw. des Abspaltprodukts sowie eine gute Loslichkeit im gewahlten Medium vor und nach der
Abspaltung voraus.'® Zudem sollte das Abspaltprodukt das eingestrahlte Licht nicht
absorbieren, was einen negativen Einfluss auf die Effizienz bzw. die Quantenausbeute der
Photolyse haben kann.!*%4

Es sind eine Vielzahl an verschiedenen Schutzgruppen mit photolabilen Eigenschaften
bekannt, die bekannteste und im biologischen Kontext wohl am h&ufigsten verwendete Art von
PPG gehoren zur Kategorie der ortho-Nitrobenzyl Schutzgruppen.’® Die einfachste
Verbindung dieser Kategorie ist die namensgebende ortho-Nitrobenzyl (o0NB) Gruppe 19 und
die Nitrophenylethyl (NPE) Gruppe 20, welche sich nur durch eine Methylgruppe an der
benzylischen Position von der oNB-Gruppe unterscheidet. Ebenso haufig verwendet werden
die Nitroveratryl (NV) und die Methyl-Nitroveratryl (MeNV)-Schutzgruppe, welche sich nur
durch zwei Methoxygruppen in 4- und 5- Position von den zuvor erwahnten PPGs 19 und 20
unterscheiden (siehe Abb. 4.11).[204
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Abb. 4.11: Strukturen der am haufigsten verwendeten photolabilen Schutzgruppen an einem
Substrat X. Dargestellt sind die ortho-Nitrobenzyl-Gruppe 19 (oNB), die Nitrophenylethyl-Gruppe 20, die
Nitroveratryl-Gruppe 21 (NV) und die Methyl-Nitroveratryl-Gruppe 22 (MeNV).[104]

Der Mechanismus zur photoinduzierten Abspaltung verlauft nach einem NORRISH TYP 2
Mechanismus und ist beispielhaft anhand der oNB-Gruppe eines photolabil geschitzten
Substrats X in Abb. 4.12 dargestellt.l’°7 Diese wird nach Absorption eines Photons der
entsprechenden Spaltungswellenlange zur Bildung eines angeregten Singlett-Zustands der
Nitrogruppe ausgel6st, was in einer homolytischen Spaltung zum Diradikal 23 resultieren
kann.[1%41%7 Ein anschlieRendes Intersystem crossing (ISC) andert den angeregten Singulett-
Zustand in den entsprechenden Triplett-Zustand der Verbindung 23, welcher durch
Protonenshift zum Benzylradikal 24 isomerisiert. Durch mesomere Stabilisierung des

radikalischen Zustands wird das (Z)-aci Derivat 25 gebildet, welches durch Deprotonierung
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zum aci-Anion 26 und  anschlielender  Protonierung zum  (E)-aci-Molekil 27
tautomerisieren.[l94107.108]  Djeses reagiert durch anschlieRenden Ringschluss zum
Benzisoxalidin-Derivat 28, welches abschliel3end durch Ringdéffnung unter Eliminierung des
freien Substrats X das 2-Nitrosobenzaldehyd 29 bildet.[*%4
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Abb. 4.12: Photoinduzierter Abspaltmechanismus der ortho-Nitrobenzyl-Schutzgruppen zur Frei-
setzung einer Abgangsgruppe X (z.B. Phosphate, Carbonate oder Carboxylate).[104.107.109]

Aus der Betrachtung des Mechanismus wird ein Nachteil der Verwendung dieser Art von PPG
deutlich, da abschlieBend immer Nitrosobenzaldehyde der oNB 19 und NV 21 Gruppen
gebildet werden, welche durch die Aldehyd-Funktion in biologischen Systemen zu potentiell
toxischen Nebenreaktionen fiihren konnen.!%® Die entsprechenden Nitrosoketone der NPE 20
und MeNV 22 Gruppen besitzen eine verminderte Wahrscheinlichkeit fir Nebenreaktionen.!2%4
Zusatzlich zur Entstehung weniger toxischer Nebenprodukte weisen die sekundaren PPGs 20
und 22 im Vergleich zu den sekundaren Derivaten 19 und 21 eine wesentlich hdhere
Quantenausbeute und damit verbunden schnellere Freisetzungsgeschwindigkeiten auf,
bringen jedoch den Nachteil eines neuen Stereozentrums in benzylischer Position mit sich,
welches abhangig vom zu schiitzenden Substrat zur Entstehung von Diastereomeren fiihrt.[04
AuBerdem besitzen die Methoxy-Gruppen der Derivate 21 und 22 einen Einfluss auf die
Photolysebedingungen, da diese durch den Donor-Effekt eine bathochrome Verschiebung des
Absorptionsmaximums und damit potentiell geeignetere Photolysewellenldngen fur
Zellapplikationen bewirken.%41%8  Dies wird aus den UV-Absorptionsspektren der
Benzylalkohole der Verbindungen 19, 20 und 21 deutlich: die Absorptionsmaxima des
2-Nitrobenzylalkohols und 2-Nitrophenylethanols liegen jeweils bei ca. 260 nm,*1%111 das des
4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylalkohols bei ca. 350 nm.'*Y Der Extinktionskoeffizient ist bei
350 nm auch um fast das 15-fache héher bei dem 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylalkohol als
beim 2-Nitrophenylethanol und bietet damit geeignetere Photolysebedingungen bei

biologischen Anwendungen.*!
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Photolabil geschitzte Derivate werden auch als photocaged bzw. caged bezeichnet, wobei
das geschitzte Derivat nicht der Bezeichnung entsprechend in einem Molekilgerist
eingeschlossen, sondern bis zur Freisetzung durch Bestrahlung in geschitzter Form
,gefangen” ist.[104112.1131 Opwohl bereits 1974 PATCHORNIK et al. iber die vielversprechenden
Anwendungsmoglichkeiten berichteten,*!# ist diese Namensgebung jedoch auf die im Jahr
1978 verdéffentlichten Pionierarbeiten zum caging von Nucleotiden von KAPLAN et al.
zurtckzufuhren, die durch die Synthese der ersten caged ATP Verbindungen 30 mit oNB bzw.
NPE Schutzgruppe gepragt wurden (siehe Abb. 4.13).1115116]

0" "CgHig
NH, NH,
N O o N
I 9 9 </ | SN | 1 I </ | SN
0-P-0-P-0-P-0 /) 0-P-0-P-0-P-0 \ /)
R.O O O 0 N O O O \/_0_\( N
NO, OH OH NO, OH OH
7
_O
30 R = H, Me 31

Abb. 4.13: Strukturformeln der von KAPLAN et al. synthetisierten caged ATP-Derivate 30 sowie das von
JESCHIK synthetisierte bioreversibel maskierte MeNV-caged ATP.[115-117]

Da die Molekiile 30 trotz der Maskierung einer Ladung noch eine hohe Polaritat aufweisen und
damit nicht passiv appliziert werden kdnnen, hat JESCHIK darauf basierend ein bioreversibel
maskiertes caged ATP 31 hergestellt, welches eine fur Zellapplikationen aus zuvor genannten
Grinden vorteilhaftere MeNV- statt oNB- oder NPE-Photogruppe tragt und damit eine
schnellere Freisetzung des ATPs ermdglichte. Zuséatzlich dazu ist am y-Phosphat eine
bioreversible Decanoyloxybenzyl (DB) Maske angeflgt, die neben der Maskierung einer
Ladung mit einer langeren Alkylkette flr eine erhéhte Lipophilie sorgt und mit potentiell
erhohten membranpermeablen Eigenschaften einhergeht.'*” Die Idee hinter dieser Struktur
besteht aus einer initialen Inkubation von Zellen mit der Verbindung 31, welche die passive
Aufnahme in die Zelle ermdglichen sollte. AnschlieRend folgt die fir die AB-Masken ubliche
enzymatische Abspaltung der DB-Maske und gibt das entsprechende MeNV-caged ATP frei,
welches idealerweise keine biologische Aktivitat ausldst und somit in den Zellen akkumuliert
wird. Nach vollstandiger Abspaltung soll eine Photolyse das ATP mit rdumlicher und zeitlicher
Kontrolle freisetzen.'®81171 Dieses duale Maskierungskonzept verspricht viele Vorteile

gegenlber den einzelnen Konzepten. Es erfolgte jedoch bisher keine Bestéatigung des
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Konzepts durch Zelltests, weshalb es noch zu klaren gilt, wie grol3 der Mehrwert durch

Anwendung der Verbindung 31 ist.[108117]

Eine Anwendung von PPGs auf dinucleotidische Verbindungen, wie cADPR 5 und NAADP 6,
erfolgte bereits in Arbeiten von AARHUS et al. (siehe Abb. 4.14), welche durch unspezifische
Reaktion von den freien Nucleotiden mit 2-Nitrophenyldiazoethan unter Abspaltung von

molekularem Stickstoff synthetisiert wurden. 11119l
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Abb. 4.14: Links ist die Strukturformel des von AARHUS et al. synthetisierten caged cADPRs 32
dargestellt, welches die NPE-Gruppe an einer der beiden Phosphate des Pyrophosphat-Ruckgrats
tragt.l118 Rechts ist die Strukturformel des ebenfalls von AARHUS et al. synthetisierten caged NAADP 33
abgebildet.[119

Bei diesen Reaktionen konnte das caged cADPR 32 erhalten werden, bei dem nur eine
Phosphatgruppe mit einer PPG geschiitzt ist, aber durch die unspezifische Reaktion mit dem
2-Nitrophenyldiazoethan ein Gemisch der beiden moéglichen Regioisomere erhalten wurde.
Die Angabe eines Verhdltnisses, in dem die beiden Regioisomere gebildet wurden, erfolgte
nicht.'*® Die Freisetzung von freiem cADPR 5 nach Bestrahlung bei 350 nm des caged
cADPRs 32 konnte im Homogenat von Seeigeleiern (Strongylocentrotus purpuratus)
erfolgreich gezeigt werden. In nachfolgenden Experimenten konnte durch den Vergleich mit
verschiedenen cADPR-Konzentrationen eine Effektivitat von 1% fur die Photolyse bestimmt
werden, die aber auf die geringe Intensitat des eingestrahlten Lichts zurlickgefuhrt wird.™8l
AuBerdem wurde das caged NAADP-Derivat 33 von AARHUS et al. synthetisiert, welches
ebenfalls durch die Reaktion von freiem NAADP 6 mit 2-Nitrophenyldiazoethan erhalten
wurde.**® Durch die vielen reaktiven Zentren (Pyrophosphat, Monophosphat und Carboxylat)
des freien NAADPs 6 wurde bei so einer unspezifischen Reaktion eine Vielzahl an Reaktions-
produkten erhalten, die fraktioniert und die einzelnen Fraktionsprodukte auf ihre photolytischen
Eigenschaften in Bezug auf die NAADP-Freisetzung in Seeigeleiern untersucht wurden.[**!

Das Reaktionsprodukt in nur einer Fraktion zeigte zufriedenstellende Ergebnisse und wurde
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zur Strukturanalyse erst einer Pyrophosphatase und anschlieBend einer Phosphatase
ausgesetzt. Da dabei nur zwei Aquivalente Phosphat freigesetzt wurden, konnte auf eine NPE-
Schitzung der 2‘-Phosphatgruppe geschlossen werden, was nachfolgend mit 3P-Spektren

gestitzt wurde.[t19

YUE et al. konnten ebenfalls Uber die unspezifische Reaktion von 2-Nitrophenylethyl-
diazoethan und mit freiem ADPR 1 das caged ADPR-Derivat 34 synthetisieren, wobei wie
beim caged cADPR 32 ein Gemisch von zwei Regioisomeren vorlag, bei dem nur eine der

beiden Phosphatgruppen des Pyrophosphats geschuitzt war (siehe Abb. 4.15).1220

OH OH NH, OR OR NH,
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Abb. 4.15: Strukturformel des literaturbekannten caged ADPRs 34, bei dem nur eine der beiden
Positionen mit NPE geschtzt vorliegt. Dazu ist das Nebenprodukt 35 abgebildet, welches jeweils eine
NPE-Gruppe an allen Hydroxy-Funktionen und dem anomeren Zentrum gebunden hat.[220]

Es wurde auch versucht, andere nicht weiter genannte PPGs an das Pyrophosphat zu binden,
wobei es nur fir die NPE-Gruppe mdglich gewesen sein soll.'?% Durch die unspezifische
Reaktion wurde auch das caged ADPR-Derivat 35 erhalten, welches insgesamt finf NPE-
Gruppen gebunden hat, aber keine davon am Pyrophosphat vorliegt. Bei
Photolyseexperimenten der mehrfach geschitzten Verbindung 35 wurde kaum eine
Freisetzung von ADPR 1 beobachtet und daraus geschlossen, dass die Bindung zwischen der
NPE-Gruppe und den Hydroxygruppen der Ribose zu stabil fiir Photolysereaktionen sind.*2"
Es wird jedoch nicht bertcksichtigt, dass die entstehenden Abspaltprodukte aus der
Photolysereaktion ebenfalls das eingestrahlte Licht absorbieren kdénnen und damit die
Effizienz mindern kénnen. Da insgesamt fiinf NPE-Gruppen pro caged ADPR 35 abgespalten
werden muassen, sollte dieser Effekt entsprechend stark ins Gewicht fallen, weshalb nicht
pauschal eine Aussage Uber die Stabilitat der geschitzten Hydroxygruppen der Ribose
getroffen werden sollte. In Photolyseexperimenten vom caged ADPR 34 konnte jedoch die
Entstehung von freiem ADPR 1 beobachtet werden, was in folgenden Experimenten durch
Inkubation von Jurkat T-Zellen und humanen embryonalen Nierenzellen 293 (human
embryonic kidney 293, HEK293) mit NPE-caged ADPR 34 mit anschlie3ender Bestrahlung bei
370 nm bestatigt werden konnte, da eine erhchte [Ca?*])i durch TRPM2-Aktivierung beobachtet
wurde.’? Dies lasst auf eine erhohte Lipophilie und damit einhergehender guter

Membranpermeabiliat sowie erfolgreicher Photolyse in Zellsystemen schlieRen. 20
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In den Arbeiten von YUE et al. werden jedoch keine expliziten Aussagen zur Freisetzungs-
geschwindigkeit oder der Stabilitait des photolabil-geschitzten Substrats im Zellmedium
beschrieben. Es wird auch nicht deutlich, ob einer der beiden Regioisomere von caged
ADPR 34 in den beiden zuvor genannten Eigenschaften vorteilhafter oder nachteilig im
Vergleich zum jeweils anderen Regioisomer in der photolytischen Anwendung im Zellmedium
ist. Da das Derivat 34 auch membranpermeabel ist, kdnnte dieses ebenso wieder aus der Zelle
diffundieren, sodass keine genaue Aussage uber die innerhalb der Zelle freigesetzten Menge
an ADPR 1 getroffen werden kann. Ein durch zellulare Enzyme ausgeldster ,lock-in“ ware
vorteilhaft, um eine mdglichst groRe Menge des inkubierten caged ADPR-Derivats auch in der

Zelle zu halten.
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5 Aufgabenstellung

Fur die Aufklarung der TRPM2-vermittelten Signalwege fehlt es bisher an einer Variation
chemischer ADPR-Tools, die diese Untersuchungen vereinfachen. Wahrend das vorgestellte
Prodrug-Konzept von PAHNKE!®! einen vielversprechenden Ansatz darstellt, ist die
Freisetzungsgeschwindigkeit eines vollstandig bioreversibel maskierten ADPR-Derivats 14 in
den Hydrolysemodellen sehr langsam und fir zellulare Untersuchungen potentiell nur sehr
eingeschrankt geeignet. Der aufgegriffene Ansatz von RUTHENBECKP® zeigt die Synthese
eines schneller freisetzbaren ADPR-Prodrugs 15, welches jedoch bei der Totalsynthese noch
nicht genommene Hirden mit sich brachte und bisher nicht weiter in Bezug auf enzymatisch-
induzierte Freisetzungsgeschwindigkeiten untersucht wurde. Das von YUE et al.l*?9
synthetisierte caged ADPR 34 bietet das zurzeit benutzerfreundlichste Tool zur Untersuchung
von TRPM2-induzierter Calciumfreisetzung, besitzt jedoch durch die Nutzung einer NPE-
Photogruppe, dem Fehlen eines ,lock-in“-Effekts und der unbekannten Stabilitat der
Verbindung 34 in wéassrigem bzw. zellularem Kontext viel Optimierungsbedarf. Eine wie von
JEScHIKI!Y] gezeigte Kombination aus dem AB-Konzept und photolabilen Schutzgruppen an
ATP 31 bietet einen guten Kompromiss aus den vorgestellten Konzepten und konnte auf
ADPR 1 angewandt ein vielversprechendes chemisches Tool darstellen. Im Rahmen dieser
Arbeit gilt es ein entsprechend bioreversibel- und photolabil-maskiertes Tool zur gezielten
ADPR-Freisetzung zu synthetisieren, welches die Erkenntnisse der bisher bekannten
Strukturen aufgreift und optimiert, damit ein robustes Tool flr reproduzierbare Experimente
erhalten wird. Die Leitstruktur dieser photolabil- und bioreversibel-maskierten ADPR-
Verbindungen ist Abb. 5.1 zu entnehmen. Bei der Entwicklung dieser Leitstruktur galt es im
Gegensatz zu POTTER et al. die Pyrophosphat-Gruppe und PAHNKE bzw. RUTHENBECK die

exocyclische Aminofunktion fur die Substraterkennung zu erhalten. 91021031
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Abb. 5.1: Allgemeine Leitstruktur eines bioreversibel- und photolabil-maskierten ADPR bzw. dADPR-
Derivats.

Fur die Position einer PPG an ADPR ist die terminale Ribose geeignet, da diese die

Substraterkennung einschrankt und damit keine biologische Aktivitdt des caged ADPR

ermdglichen sollte. Hierbei bietet sich im Kontrast zum NPE-caged ADPR 34 als erste

Veranderung die Verwendung einer NV bzw. MeNV-Schutzgruppe an ADPR an, welche im

biologischen Medium potentiell weniger zellschadigende Photolysebedingungen durch eine

Abspaltwellenlange bei 350 nm ermdéglichen. Ein photolabil-maskiertes ADPR kann sowohl
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raumlich als auch zeitlich kontrolliert in der Zelle freigesetzt werden, doch die Verwendung
einer in ihrer Lipophilie variierbaren bioreversiblen Gruppe an einer der Phosphatgruppen des
Pyrophosphats bietet au3erdem eine verbesserte Membranpermeabilitdt des neuen caged
ADPR durch die Maskierung einer Ladung. Zuséatzlich wirde eine enzymatische Abspaltung
dieser Gruppe in der Zelle einen ,lock-in“-Effekt und damit verbunden eine Akkumulation des
caged ADPR zur gezielten Steuerung der intrazellularen Konzentration des photolabil-
maskierten Agonisten ermdglichen. Da dADPR als Superagonist von TRPM2 bekannt ist,

sollte auRerdem ein entsprechend maskiertes dADPR hergestellt werden.

Die synthetisierten maskierten (d)ADPR-Derivate gilt es anschlieBend auf ihre Photolyse-
eigenschaften, ihre chemische und enzymatische Stabilitdt zu untersuchen, die daraus
erhaltenen Erkenntnisse zu evaluieren und in der Entwicklung neuer Generationen an

Derivaten mit verbesserten Eigenschaften zu nutzen.
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6 Ergebnisse und Diskussion

Im folgenden Kapitel werden die Synthesen von bioreversibel-maskierten caged ADPR-
Derivaten vorgestellt und die Zielstrukturen experimentell in Bezug auf Photolyse-
eigenschaften und chemischer sowie enzymatischer Stabilitéat evaluiert. Diese Ergebnisse
bilden die Basis zur Synthese von neuen bioreversibel-maskierten caged Derivaten mit
schnellerer enzymatischer Abspaltung sowie den entsprechenden demaskierten caged
ADPR-Derivaten zur Referenz. AbschlieRend wird auf die Synthese und Untersuchungen von,
mit nur einer Maske geschitztem, ADPR eingegangen, welches eine Kombination aus

bioreversibler Maskierung und photolabiler Schutzgruppe enthalt.

6.1 Erste Generation von bioreversibel-maskiertem caged
(d)ADPR

Die vier Derivate der ersten Generation von bioreversibel-maskiertem caged ADPR 36 und 37

bzw. caged dADPR 38 und 39 sind in dem Retrosyntheseschema in Abb. 6.1 dargestellt.

Diese stellen eine Variation aus den von PAHNKE und RUTHENBECK synthetisierten ADPR-
Derivaten 14 und 15 sowie dem dADPR-Derivat 16 dar.[9913]
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Abb. 6.1: Retrosyntheseschema zur Synthese der OB-maskierten caged ADPR- und dADPR-Derivate
36 - 39 aus AMP 40 und 2‘-Desoxy-AMP (dAMP) 41 und den Amiditen 42 bzw. 43, welche aus den
Verbindungen 44 und 45 bzw. 46 synthetisiert werden kénnen.
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Analog zu RUTHENBECKS Verbindungen 15 und 16 soll eine negative Ladung des 3-Phosphats
der Pyrophosphat-Einheit durch eine bioreversible Maskierung mit einer OB-Gruppe maskiert
werden.l®¥ Statt einer bioreversiblen Maskierung der terminalen Ribose wird eine NV- bzw.
MeNV-Gruppe das anomere Zentrum des Molekuls photolabil schitzen. Die NV-geschitzten
Derivate 36 und 38 sollen mit den MeNV-geschutzten Derivaten 37 und 39 in ihren
photolytischen Eigenschaften verglichen werden, da die Verwendung einer schneller
abspaltbaren MeNV-Gruppe mit dem Nachteil eines zusétzlichen Stereozentrums einhergeht.
Dieses kann zuséatzliche Herausforderungen bei der Synthese und der analytischen
Auswertung der synthetisierten Verbindungen mit sich bringen, sodass die Vor- und Nachteile
der Verwendung einer MeNV-Schutzgruppe bei den Derivaten 37 und 39 durch den Vergleich
mit den NV-Derivaten 36 und 38 miteinander abgewogen werden sollen. Da RUTHENBECK bei
der abschlieBenden Entschitzung der silylierten Derivate 17 und 18 stets eine signifikante
Zersetzung des Pyrophosphat-Rickgrats beobachtet hatte, wird auf eine chemische
Abspaltung der Schutzgruppen verzichtet und stattdessen werden in Anlehnung an PAHNKES
Derivat 14 bioreversible Acetyl-Schutzgruppen verwendet.®®1% PAHNKE konnte bereits
zeigen, dass Acetyl-Gruppen ebenso wie die OB-Gruppe enzymatisch abgespalten werden
koénnen, sodass diese nach der erfolgreichen Aufnahme ins Zellmedium abgespalten werden
sollten. Da zudem bekannt ist, dass das einfach acetylierte ADPR-Derivat OAADPR 4 auch
TRPM?2 aktivieren kann,®2% erhoht dies die Wahrscheinlichkeit eines agonistischen Effekts,
da auch das Intermediat, welches nach Abspaltung nur einer Acetyl-Gruppe erhalten wird,
auch bioaktiv reagieren konnte, sollte die Photolyse vor unvollstdndiger enzymatischer
Abspaltung eingeleitet werden. Da von PAHNKE die enzymatische Abspaltung von Acetyl-
Gruppen als zeitaufwendig beschrieben wird, sollen im Gegensatz zu dem Derivat 14 keine
weiteren Acetyl-Gruppen (oder eine Butanoyl-Gruppe wie bei RUTHENBECKS Derivat 15) am
Adenosin vorliegen, damit eine mdglichst schnelle enzymatische Umsetzung zum freien caged
ADPR erfolgen kann. Dieser Ansatz ermdglicht bei der retrosynthetischen Analyse der
Verbindungen 36 - 39 den Vorteil, dass die Zielverbindungen durch Kupplungsreaktion aus
den kommerziell leicht erhaltlichen, underivatisierten Monophosphaten AMP 40 und dem 2'-
Desoxy-AMP (dAMP) 41 sowie den asymmetrischen Amiditen 42 und 43 erhalten werden
sollen, anstatt wie RUTHENBECK und PAHNKE die Nucleoside vorher modifizieren zu missen.
Die asymmetrischen Amidite 42 und 43 sollen aus der Kupplungsreaktion vom symmetrischen
OB-Amidit 44 und den entsprechenden 2,3-acetylierten caged Ribose-Derivaten 45 und 46
erhalten werden. Das OB-Amidit 44 kann analog tUber die von PAHNKE verwendete Route zur
Synthese von AB-geschitzten Amiditen erfolgen, indem der OB-Alkohol 47 mit N,N-
Diisopropylaminchlorphosphin 48 umgesetzt wird (siehe Abb. 6.2). Der OB-Alkohol kann Uber

38



die etablierten Synthesen fir AB-Alkohole aus der Veresterung von 4-

Hydroxybenzylalkohol 49 mit Octanoylchlorid 50 erhalten werden.
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Abb. 6.2: Retrosyntheseschema zur Synthese des symmetrischen OB-Amidits 44 aus dem OB-
Alkohol 47 und Chlorphosphin 48. Der OB-Alkohol 47 kann durch Reaktion des 4-Hydroxybenzyl-
alkohols 49 und Octanoylchlorid 50 synthetisiert werden.

Die acetylierten caged Ribose-Derivate 45 und 46 kénnen durch gezielte Schutzgruppen-
konzepte aus den ungeschiitzten caged Ribose-Derivaten 51 und 52 hergestellt werden (siehe
Abb. 6.3). Die Derivate 51 und 52 sollen durch die 8-selektive Glycosylierung des Glycosyl-
Donors 53 mit den entsprechenden Alkoholen 54 und 55 hergestellt werden, welche zuvor
durch Reduktion der jeweiligen nitrierten Carbonylverbindungen 56 und 57 erhalten werden
kénnen.
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Abb. 6.3: Retrosyntheseschema zur Synthese des acetylierten Ribose-Bausteins 45 bzw. 46 aus der
ungeschitzten caged Ribose 51 bzw. 52. Diese Verbindungen kénnen aus der Reaktion vom Glycosyl-
Donor 53 mit dem NV- bzw. MeNV-Alkohol (54 bzw. 55) erhalten werden, nachdem dieser aus der
Reduktion des entsprechenden nitrierten Aldehyds 56 bzw. Ketons 57 hergestellt wurde.
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6.1.1 Synthese der bioreversiblen Maske und der photolabilen Schutzgruppen

Die Synthese des Octanoyloxybenzylalkohols 47 erfolgte angelehnt an die Vorschrift von
GOLLNEST zur Synthese von AB-Alkoholen (siehe Abb. 6.4).121 Hierbei wurde der
4-Hydroxybenzylalkohol 49 in Tetrahydrofuran mittels Triethylamin-induzierter Regio-

selektivitat gezielt am Phenol mit Octanoylchlorid 50 verestert.

~
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OH 68% 0 67% o
49 47 44

Abb. 6.4: Syntheseroute der Veresterung des Alkohols 49 zum Ester 47, welcher anschlieend zum
symmetrischen Amidit 44 umgesetzt wurde.

Bei der Veresterung zur Verbindung 47 konnte eine gute Ausbeute von 68% erreicht werden,
die damit geringfligig héher als die von GOLLNEST beschriebenen Ausbeuten von 46 - 62% flr
die Synthese vergleichbarer AB-Alkohole ist.*?! AnschlieBend wurde der OB-Alkohol 47 durch
Verwendung von N,N-Diisopropylaminchlorphosphin 48 zum symmetrischen Amidit 44
umgesetzt, was angelehnt an die Vorschrift von RUTHENBECK zur Synthese von
symmetrischen Amiditen erfolgte.*® Hierbei wurde mit 67% eine dhnliche Ausbeute zu der von
RUTHENBECK erreichten Ausbeute von 71% zur Synthese der Verbindung 44 erhalten.
Unterschiede in den Ausbeuten kdonnen auf die Empfindlichkeit des Phosphoratoms zur
Oxidation von einer P"- zur PV-Verbindung bzw. in diesem Kontext vom Amidit zum Amidat
zurtickgefihrt werden. Ebenso ist die Labilitdt der Amidit-Gruppen unter leicht aciden
Bedingungen zu erwéhnen, die zur Substitution der Gruppe mit einem Nucleophil fiilhren kann.
Aus diesem Grund erfolgt bei der saulenchromatographischen Reinigung ein Zusatz von bis
zu finf Volumenprozent Base, in diesem Fall Triethylamin, zum Elutionsmittel, damit die
schwach aciden Eigenschaften des verwendeten Silicagels kompensiert werden. Die Identitat
des Amidits wurde abschlieRend im gemessenen 3'P-NMR-Spektrum der Verbindung 44

durch das charakteristische Signal bei 123.5 ppm bestatigt.
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Da im Gegensatz zum NV-Keton 56 das MeNV-Keton 57 nur eingeschrankt kommerziell
erhaltlich ist, wurde dieses zunachst in einer Nitrierung aus dem 3,4-Dimethoxy-
acetophenon 58 hergestellt. Die Synthese erfolgte hierbei nach der Vorschrift von JESCHIK
durch Nitrierung mithilfe von konzentrierter Salpetersaure und Essigsaureanhydrid (siehe Abb.
6.5).M108l

o) Os_R HO_ R
HNOj; (konz.)
Ac,0 (0.5 Vol.%) NO2 1.4 Aquiv. NaBH, NO>
o 0°C,1h o CH30H, 0°C, 1 h o)
I 54% I I
_0O ° _0O _0O
58 56 R=H 54R=H 97%
57 R = Me 55R = Me 87%

Abb. 6.5: Nitrierung des Acetophenons 58 zum MeNV-Keton 57. Der NV-Alkohol 54 und MeNV-
Alkohol 55 wurden durch Reduktion des Aldehyds 56 bzw. Ketons 57 erhalten.

Diese Reaktionsbedingungen stellen eine milde Methode zur Bildung von Nitronium-lonen dar.
Das Essigsaureanhydrid acetyliert das Nitrat-lon zum Acetylnitrat, welches in Lésung zum
Acetat- und Nitronium-lon dissoziiert und anschliel3end zur Nitrierung zur Verfligung steht. Mit
den beschriebenen Bedingungen konnte eine Ausbeute von 54% erzielt werden, welche etwas
geringer als die von JESCHIK beschriebene Ausbeute von 64% ausfiel.’%! Eine mehrfache
Nitrierung des Edukts 58 lasst sich nicht vermeiden, worauf ein Teil des Ausbeuteverlustes
zurlckgefihrt werden kann. Da das Produkt 57 zur Reinigung umkristallisiert wurde, dabei
aber stets Nebenprodukte mit ausgefallen sind, musste dieser Schritt mehrmals wiederholt
werden, bis eine ausreichende Reinheit des Produkts 57 erhalten wurde, was zu weiteren
Ausbeuteverlusten geflihrt haben kdénnte. Folgend wurde das synthetisierte Keton 57 und der
kommerziell erhaltene NV-Aldehyd 56 nach der Vorschrift von JESCHIK in Methanol mit
Natriumborhydrid zu den Alkoholen 54 und 55 reduziert. JESCHIK beschreibt, dass fir die
Produkte aus den Reduktionsreaktionen nach einer wassrigen Aufarbeitung keine weiteren
Reinigungsschritte notig sind,*® jedoch hat sich fir den Einsatz der Alkohole 54 und 55 in
nachfolgenden Reaktionen fir einen erhéhten Umsatz eine vorige saulenchromatographische
Reinigung dieser als vorteilhaft erwiesen. Es wird vermutet, dass im Gegensatz zur wassrigen
Aufarbeitung die bei der Reduktion entstehenden Borsauresalze nur bei einer
saulenchromatographischen Reinigung komplett abgetrennt werden konnten. Dies kdnnte ein
Hinweis sein, weshalb die erzielten Ausbeuten von 97% und 87% geringfiigig niedriger als die
von JESCHIK erzielten quantitativen Ausbeuten sind.'%! Da bei der Reaktion Natriumborhydrid
eingesetzt wurde, entstehen beide Stereoisomere des jeweiligen Alkohols 55 mit gleicher

Wahrscheinlichkeit, sodass ein racemisches Gemisch erhalten wurde.
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6.1.2 Synthese des acetylierten caged Ribose-Bausteins

Die Glycosylierungsreaktion von 1-Acetyl-2,3,5-tribenzoyl-B-D-ribofuranose 49 und dem NV-
Alkohol 54 erfolgte nach der Vorschrift von TRzZUPEK et al. und wurde entsprechend auf die
analoge Reaktion mit dem MeNV-Alkohol 55 tibertragen (siehe Abb. 6.6).1?2 Hierbei handelt
es sich um eine Lewis-Saure (Lewis acid, LA) vermittelte Glycosylierungsreaktion unter
Verwendung von Zinn(lV)chlorid als Katalysator. Der entsprechende Mechanismus ist
ebenfalls in Abb. 6.6 dargestellt. Hierbei polarisiert die LA die Acetylgruppe am anomeren
Zentrum des Glycosyldonors 49 und ermdglicht durch den Nachbargruppeneffekt einen
Ringschluss der Carbonylgruppe der 2-Benzoylgruppe, die die Abspaltung eines Acetatanions
und der LA zur Folge hat. Das daraus gebildete mesomeriestabilisierte bicyclische
Dioxaleniumion 59 blockiert durch den geschlossenen Ring die Addition der Benzylalkohole 54
bzw. 55 von einer Seite, weshalb die Addition bevorzugt von der sterisch weniger gehinderten
Seite stattfindet und dementsprechend selektiv das S-Anomer der geschiitzten caged Ribose-
Derivate 60 und 61 gebildet werden.!2%

BzO OAG R NO,
0
HO o
OBz OB 0
Z Z ?
49 OH OH
O\

1.4 Aquiv. 54/55
0.2 Aquiv. SnCl4-Lsg.
(1 M in CH,Cl,)

ATR=H 84%
48 R = Me 69% (2 St.)

CH,Cl,, 0°C, 1h NaOCH3
Mechanismus: 54R =H NO, CH30H, Rt, 18 h
55 R =Me R R NO,
O
LA / OH BzO o)
i ~ °
-LA @]
B20 0 . B OBz OBz |
0 -AcO’, 0 (ONG
o+ 60R=H 99%
OBz 0___O OBz O\ 61 R =Me (n.b.)
Ph Ph
59

Abb. 6.6: Synthese der NV- bzw. MeNV-Ribose-Derivate 60 bzw. 61 aus dem Glycosyl-Donor 49 und
den Alkoholen 54 bzw. 55 sowie mechanistische Darstellung der Glycosylierungsreaktion. Nach
Abspaltung der Benzoylgruppen wurden die Verbindungen 47 und 48 erhalten.

Wahrend die Reaktion in der Vorschrift von TRzZUPEK et al. Gber Nacht durchgefuhrt wurde,
konnte durch dinnschichtchromatographische Verfolgung der Reaktionen fir die Synthese
der Derivate 60 und 61 ein vollstandiger Umsatz nach durchschnittlich einer Stunde zum NV-
Derivat 60 bzw. zwei Stunden zum MeNV-Derivat 61 beobachtet werden. Die Ausbeute zur

Synthese des NV-Derivats 60 entspricht mit 99% der Literaturausbeute von 96%.12?
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Da bei der Glycosylierungsreaktion mit dem racemischen Gemisch des sekundaren
Alkohols 55 ein 1:1-Gemisch der Verbindung 61 aus zwei Diastereomeren entsteht, wurde
durch die nur geringfiigig unterschiedlichen Retentionsfaktoren der beiden Diastereomere auf
eine Isolierung der Produkte verzichtet. Das Diastereomerengemisch wurde nur grob gereinigt
und direkt fur die ndchste Reaktion verwendet. Da beide Stereocisomere von einer mit MeNV-
Gruppe photolabil maskierten Verbindung die gleiche Abspaltgeschwindigkeiten bei der
Photolyse aufweisen sollten, ist auch eine Trennung der Diastereomere nicht notwendig und
es wird zur Vereinfachung in Bezug auf allen folgenden diastereomeren Reaktionsprodukten
statt vom Produktgemisch nur vom jeweiligen Produkt gesprochen. AnschlieRend wurde
analog zur Vorschrift von TRzUPEK et al. fur die folgende basische Abspaltung der
Benzoylschutzgruppen methanolische Ammoniak-Losung (7 M) verwendet,?? jedoch konnte
ein vollstdndiger Umsatz erst nach einer Reaktionsdauer von mehreren Tagen und
wiederholter Zugabe der Ammoniak-Losung beobachtet werden. Nach der abschlie3enden
Reinigung konnte tber diese Methode die NV-Ribose 47 in einer mit der Literaturausbeute von
86% vergleichbaren Ausbeute von 90% erhalten werden.*?? Durch die lange Reaktionsdauer
wurde jedoch ebenfalls die Abspaltung der Benzoylgruppen zur Verbindung 47 durch Zugabe
von Natriummethanolat in Methanol untersucht. Hierfur wurde nach der Vorschrift von MARINO
et al. gehandelt,*>¥ welche die Zugabe einer groRen Menge Natriummethanolat und eine
Reaktionsdauer Uber Nacht vorschreibt, jedoch eine Kkatalytische Menge an
Natriummethanolat und eine Reaktionsdauer von wenigen Stunden ausreichend sind. Unter
diesen Bedingungen wurden anschlieRend ebenfalls die Benzoylgruppen des Rohprodukts 61
abgespalten und die MeNV-geschiitzte Ribose 48 in einer Ausbeute von 69% Uber zwei Stufen
erhalten. Diese Ausbeute liegt entsprechend unter der des NV-Derivats 47, welches mit einer
Gesamtausbeute von 84% Uber zwei Stufen aus dem Glycosyldonor 49 erhalten werden
konnte. Dementsprechend scheint das sekundare Derivat 55 im Vergleich zum NV-Alkohol 54
eine leicht geringere Reaktivitdt in der Glycosylierungsreaktion oder der folgenden
Debenzoylierungsreaktion aufzuweisen oder das Reaktionsprodukt unter den verwendeten

Bedingungen weniger stabil zu sein.

Damit die selektiv an 2- und 3-Position acetylierten caged Ribose-Derivate 45 und 46 erhalten
werden konnten, mussten zuvor die ungeschitzten caged Ribose-Derivate 47 und 48 selektiv
an der 5-Hydroxygruppe mit einer zu Acetylgruppen orthogonal abspaltbaren Schutzgruppe
modifiziert werden. Hierfir wurde die tert-Butyldimethylsilylgruppe (TBS) als geeignete
Schutzgruppe gewahlt, welche in Anlehnung zur Vorschrift von PAHNKE!?® durch die
Verwendung von tert-Butyldimethylsilylchlorid (TBDMSCI) in  Pyridin  durch die
unterschiedlichen Reaktivititen der Hydroxygruppen der primaren 5-Position und der
sekundaren 2- und 3-Positionen selektiv an 5-Position eingefiihrt werden konnte und durch

anschlieende Zugabe von Essigsaureanhydrid die vollstandig geschitzten caged Ribose-
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Derivate 62 und 63 erhalten werden konnten (siehe Abb. 6.7). Die Ausbeute des NV-
Derivats 62 betrug 81% und die des MeNV-Derivats 63 85%.

R NO, R NO;
1.) 1.3 Aquiv. TBSCI
HO TBSO
o % Pyridin, Rt, 18h o. 9
o) P o)
2.) 4.5 Aquiv. Ac,0O OA |
OH OH o_ | Pyridin, Rt, 18 h OAc OAc o
47R=H 62R=H 81%
48 R = Me 63 R =Me 85%

3.0 Aquiv. TREAT-HF (37%)
CH4CN, Rt, 18 h

R NO,

HO o
O

o)

OAc OAc O |

45R=H 96%
46 R = Me 99%

Abb. 6.7: Synthese der acetylierten Verbindungen 45 und 46 aus den caged Ribose-Derivaten 47 und
48 Uber die vollstandig geschitzten Derivate 62 und 63.

In Anlehnung an die Vorschrift von RUTHENBECK wurden die TBS-Gruppen der silylierten
Verbindungen 62 und 63 anschlieRend durch Verwendung des Desilylierungsreagenzes
TREAT-HF in Acetonitril selektiv abgespalten. Die acetylierten caged Ribose-Derivate 45 und

46 konnten in sehr guten Ausbeuten von 96% bzw. 99% erhalten werden.[®®

6.1.3 Synthese der acetylierten OB-maskierten caged ADPR-Derivate

Fur die nachste Reaktion wurde die Reaktivitat des Phosphoramidits 44 genutzt, indem durch
Zusatz einer schwachen Saure, in diesem Fall Pyridiniumtrifluoracetat (PyTFA), die
Diisopropylaminfunktion protoniert und damit eine gute Abgangsgruppe erzeugt wurde. Durch
Addition des Pyridins an das Phosphoratom wird Diisopropylamin eliminiert und eine reaktive
Zwischenstufe gebildet. Diese ermoglicht die anschlielende Kupplung der Zwischenstufe mit
einem Nucleophil, in diesem Fall die 5-Hydroxygruppe der caged Ribose-Derivate 45 bzw. 46,
unter Abspaltung des Pyridinrings.*?8! Das Produkt aus jeweils einem Aquivalent eines der
Ribose-Derivate 45 bzw. 46 und dem symmetrischen Amidit 44 hat die Bildung der
asymmetrischen Amidite 42 und 43 zur Folge (siehe Abb. 6.8). Diese Reaktion wurde zuerst
mit einem Uberschuss an Nucleophil und stéchiometrischen Mengen des aciden Aktivators in
Acetonitril erprobt, jedoch konnten nach der s&ulenchromatographischen Reinigung der
Rohprodukte, wieder mit einem Zusatz von funf Volumenprozent Triethylamin im
Elutionsmittel, die jeweiligen Reaktionsprodukte 42 und 43 wiederholt nur verunreinigt mit

entsprechend ungenauen Ausbeuten Uber mindestens 88% erhalten werden.
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Abb. 6.8: Reaktion der Ribose-Derivate 45 und 46 mit dem symmetrischen Amidit 44 zu den
Zielverbindungen 36 - 39 uber die asymmetrischen Amidite 42 und 43.

Die verunreinigten Reaktionsprodukte wurden in der ndchsten Reaktion fir die PyTFA-
vermittelte Kupplung mit Triethylammonium-AMP 40 verwendet. Das Triethylammoniumsalz
vom Monophosphat 40 wurde ausgehend vom Natriumsalz durch Kationenaustausch an
Dowex®-Harz mit insgesamt 1.0 Aquiv. Triethylammoniumionen erhalten. Fir die
Kupplungsreaktion wurde ein 1:1-Gemisch aus Acetonitril und N,N-Dimethylformamid (DMF)
als Losungsmittel verwendet, in dem das Monophosphat 40 jedoch nur bedingt l6slich war.
Nach der abschlieBenden Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid konnten in diesen Fallen die
ADPR-Zielstrukturen 36 und 37 nicht erhalten werden. Es wurden ausgehend von den Ribose-
Derivate 45 bzw. 46 mit einem leichten Uberschuss des Amidits 44 erneut die
Kupplungsreaktionen unter acider Aktivierung in Acetonitril durchgefiihrt, doch da die
asymmetrischen Amidite 42 bzw. 43 zuvor nicht isoliert werden konnten, wurde auf eine
weitere Reinigung verzichtet und direkt die nadchste Reaktion durchgefuhrt. Hierfiir wurde das

Ldsungsmittel entfernt, DMF und AMP 40 zugegeben und die Losung schwach auf 30 °C
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erwarmt, damit eine leicht bessere Ldslichkeit des Monophosphats 40 erreicht werden konnte.
Nach der anschlieBenden Oxidation, einer ersten Reinigung via automatisierter reversed
phase (RP) Saulenchromatographie, dem Austausch der Kationen zu Ammoniumionen und
abschlieRender Reinigung via RP-Saulenchromatographie konnten sowohl das NV-ADPR-
Derivat 36 als auch das MeNV-ADPR-Derivat 37 mit Ausbeuten von 14% bzw. 15% erhalten
werden. Fir die Synthese der dADPR-Derivate 38 und 39 konnten die Reaktionsbedingungen
erfolgreich tibertragen werden. Hierbei wurde als Monophosphat dAMP 41 mit 1.4 Aquiv.
Triethylammoniumionen verwendet, welches ebenfalls via lonenaustauschharz erhalten
wurde. Als einziger Unterschied zu den zuvor beschriebenen Kupplungsreaktionen wurde
direkt bei der Synthese der asymmetrischen Amidite 42 und 43 DMF statt Acetonitril
verwendet, damit ein Tausch des Losungsmittels zwischen den Kupplungsschritten entfallt.
Das NV-dADPR 38 konnte mit einer Ausbeute von 21%, das MeNV-dADPR 39 mit einer
Ausbeute von 20% erhalten werden. Dies bestéatigt, dass die Kupplungsreaktion auch auf das
2'-Desoxynucleotid Ubertragen werden konnte. Die leicht héhere Ausbeute der dADPR-
Derivate 38 und 39 gegenuber der ADPR-Derivate 36 und 37 konnte auf das dAMP 41
zurtickgefuhrt werden, da es durch die héhere Anzahl an Triethylammonium-Gegenionen und
der fehlenden 2'-Hydroxygruppe eine héhere Loslichkeit als das AMP 40 in DMF aufwies. Die
Ausschnitte der *P-NMR-Spektren der Zielstrukturen 36 bis 39 sind in Abb. 6.9 dargestellt
und bestétigen die Kupplungsreaktion durch die fur Dinucleotide charakteristische chemische

Verschiebung zwischen -11 - -13 ppm.

P Pg P Ps
A B
T T T T T T T T T T T T T T T
-10 -11 -12 -13 -10 -11 -12 -13
Chemische Verschiebung (ppm) Chemische Verschiebung (ppm)
P Pg Poe Pg
C D
T T T T T T T T T T T T T T T
-10 -11 -12 -13 -10 -11 -12 -13
Chemische Verschiebung (ppm) Chemische Verschiebung (ppm)

Abb. 6.9: Ausschnitte der 3!P-NMR-Spektren der acetylierten Zielstrukturen: A: NV-ADPR 36
(DMSO-ds, 400 MHz, 300 K), B: MeNV-ADPR 37 (DMSO-ds, 400 MHz, 300 K), C: NV-dADPR 38
(DMSO-ds, 600 MHz, 300 K), D: MeNV-dADPR 39 (DMSO-ds, 600 MHz, 300 K).
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Da aufgrund des chiralen Zentrums am maskierten Phosphattriester Diastereomere entstehen,
werden bei den NV-Derivaten 36 und 38 jeweils zwei Diastereomere, durch die Methylgruppe
der MeNV-Gruppe der Derivate 37 und 39 sogar vier Diastereomere erhalten. Die jeweils zwei
Diastereomere der NV-Derivate 36 und 38 sind am Kopplungsmuster der *'P-Signale gut zu
erkennen. Es sind jeweils zwei Dubletts mit eindeutigem Dach-Effekt fiir die miteinander
koppelnden Phosphoratome zu beobachten, wobei die Dubletts des a-Phosphats direkt
Uberlagern. Die eindeutige Zuordnung der jeweils vier Diastereomere der MeNV-
Verbindungen 37 und 39 ist nur eingeschrankt mdglich, jedoch ist auch eine Trennung der
Signale der a- und der chiralen 8-Phosphatgruppen der Diastereomere zu erkennen. Diese
Aufspaltungsmuster der Diastereomere der Verbindungen 36 bis 39 bestatigen, dass die

lipophile Maskierung am Phosphat wahrend der Synthese und Aufarbeitung erhalten bleibt.

6.1.4 Erste Photolyseexperimente an ADPR

Damit die Freisetzung von ADPR 1 in einem Photolyseexperiment gewdhrleistet ist, sollte
zuvor geklart werden, ob ADPR 1 bei den Photolysebedingungen keine Reaktionen eingeht
oder durch eine nebenbei stattfindende Abspaltung einer Photogruppe die ADPR 1
Konzentration beeinflusst wird. Fur die entsprechenden Experimente wurden die in Kapitel
7.1.6 aufgelisteten Bedingungen fur Photolysen verwendet. In dem ersten Experiment wurde
kommerziell erhaltliches ADPR 1 geldst und mit einer Wellenldnge von 365 nm bestrahlt. Es
wurden anschlie@end Proben zu bestimmten Zeitpunkten entnommen und diese via
Hochleistungsfliissigchromatographie (high performance liquid chromatography, HPLC)
analysiert. Die Chromatogramme der Proben einzelner Zeitpunkte sind in Abb. 6.10 A
dargestellt. Bei der Betrachtung des Wasserfalldiagramms wird ersichtlich, dass das ADPR 1
wahrend der gesamten Photolysedauer unverdndert vorliegt und somit auch in

Freisetzungsreaktionen via Photolyse angewendet werden kann.
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Abb. 6.10: Wasserfalldiagramme der Photolyseexperimente (Bestrahlungswellenldange: 365 nm) an
ADPR 1 ohne (A) und mit Zusatz von MeNV-Ribose 46 (B).
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In Abb. 6.10 B sind die Chromatogramme von dem Photolyseexperiment dargestellt, in dem
freies ADPR 1 zusammen mit der MeNV-Ribose 46 geldst und bei 365 nm bestrahlt wurde.
Dieses Experiment galt der Uberpriifung, ob bereits aus der Photolyse freigewordenes
ADPR 1 in irgendeiner Weise durch eine noch stattzufindende Photolysereaktion beeinflusst
wird. Aus dem Wasserfalldiagramm wird ersichtlich, dass der Peak des MeNV-Ribose-
Derivats 46 Uber Zeit abnimmt, was ein erster Hinweis fiir eine erfolgreiche Photolysereaktion
ist. Die freigesetzte Ribose ist im Chromatogramm nicht zu erkennen, da diese keine UV-
Strahlung bei 254 nm absorbiert und dementsprechend nicht vom DAD-Detektor erkannt wird.
Das Spaltprodukt der Photolysereaktion ist jedoch auch nicht eindeutig zuordbar. Es ist die
Bildung zwei neuer Peaks bei einer Retentionszeit von ca. 10 min zu erkennen, diese nehmen
im Verlauf der Reaktion wieder ab und sind nach einer Photolysedauer von insgesamt zehn
Minuten im Prinzip nicht mehr vorhanden und es ist einzig der Peak des ADPRs 1 zu
beobachten. Dies konnte darauf hinweisen, dass die neu gebildeten Peaks mit dem
Nitrosospaltprodukt assoziiert werden kdnnen, welches tber die gesamte Bestrahlungsdauer
jedoch weitere Reaktionen zu einer Substanz eingeht, welche nicht oder nur schwach bei
254 nm absorbiert. Wichtig dabei ist jedoch, dass das ADPR 1 davon nicht affektiert ist und
selbst bei einer sehr langen Bestrahlungsdauer von zehn Minuten unverandert aus dem

Photolyseexperiment hervor geht.

6.1.5 Photolyse- und Hydrolyseexperimente an Molekilen erster Generation

Nach der erfolgreichen Synthese der acetylierten und bioreversibel-maskierten caged ADPR-
und dADPR-Derivate 36 - 39 sollte anhand von Hydrolyse- und Photolyseexperimenten das
Freisetzungsprinzip gezeigt werden, welches schematisch in Abb. 6.11 dargestellt ist. Dieses
besagt, dass die OB-Maske der Edukte 36 - 39 durch Esterasen gespalten wird und daraus
die entsprechenden acetylierten caged ADPR-Derivate 64 und 65 sowie caged dADPR-
Derivate 66 und 67 erhalten werden. Entsprechend der Ergebnisse von PAHNKE bezlglich der
enzymatischen Hydrolyse von Acetylgruppen an ADPR ist zu erwarten,° dass die
Abspaltung der beiden Acetylgruppen an der terminalen Ribose der Derivate 64 - 67 zu den
caged ADPR- und dADPR-Derivaten 68 - 71 tber einen wesentlich langeren Zeitraum erfolgt.
Nach einer idealerweise vollstandigen Abspaltung sollte anschlieend durch Photolyse der
caged Verbindungen 68 - 71 freies ADPR 1 bzw. dADPR 2 erhalten werden. Sollte die
Photolyse erfolgt sein, wenn hauptsachlich nur eine Acetylgruppe abgespalten worden ist, wird
einfach acetyliertes ADPR bzw. dADPR erhalten. Es ist davon auszugehen, dass das
gebildete einfach acetylierte Derivat, aufgrund von Acetylmigration unabhangig ob die 2“- oder
3“-Position acetyliert vorliegt, ebenfalls biologisch aktiv ist (siehe Kapitel 4.4).154 |st jedoch
keine fur die Deacetylierung ausreichend lange Inkubationszeit gewéhlt worden, wird nach der

Photolyse der zweifach acetylierten das zweifach acetylierte ADPR 72 bzw. dADPR 73
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erhalten. Es liegen keine Daten Uber die biologische Aktivitdt von beispielsweise
Verbindung 72 vor, jedoch kann diese weiterhin von Enzymen zu OAADPR 4 oder ADPR 1
mit entsprechend antagonistischen Effekten umgesetzt werden. Dies entspréche jedoch
erneut einer Enzym-abhangiger Freisetzung der Agonisten, die es durch die Verwendung von
photolabilen Schutzgruppen zu vermeiden galt. Ebenso ist kein sofortiger agonistischer Effekt
Zu erwarten, wenn bereits vor der vollstandigen Hydrolyse der OB-Maske photolysiert wurde
und damit die zweifach acetylierten, OB-maskierten (d)ADPR-Derivate 74 und 75 erhalten
werden. Diese Derivate konnen jedoch wieder durch Esterasen im Vergleich zur

photolytischen Freisetzung langsam zu den entsprechenden Agonisten umgewandelt werden.
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Abb. 6.11: Freisetzungsprinzip von ADPR 1 und dADPR 2 aus den acetylierten OB-maskierten caged
ADPR- und dADPR-Derivaten 36 - 39 durch enzymatische Hydrolyse und anschliel3ender Photolyse.

Zuvor wurde bereits erwahnt, dass die NV- und die MeNV-Gruppe eine fiur zellulare
Anwendungen vorteilhaftere Abspaltungswellenlange von ca. 350 nm aufweisen. Ein
signifikanter Unterschied ist jedoch die schnellere Freisetzung der Substrate bei Verwendung
der MeNV-Gruppe, die aber in Bezug zur Synthese und Charakterisierung mit dem Nachteil
eines neuen Stereozentrums in der benzylischen Position der Photogruppe einhergeht. Die
vorzeitige Photolyse der maskierten caged ADPR-Verbindungen 36 und 37 gibt jedoch eine
Aussage Uber die Freisetzungsgeschwindigkeiten der Photogruppen in den gewahlten

Modelexperimenten und hilft bei der Entscheidung, ob die Vorteile der MeNV-Gruppe die
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Nachteile der synthetisch und analytisch anspruchsvolleren Herstellungsbedingungen
Uberwiegen.

Fur diesen Vergleich wurde das acetyliertere OB-NV-ADPR-Derivat 36 unter den in
Kapitel 7.1.6 beschriebenen Photolysebedingungen bei einer Wellenlange von 365 nm
photolysiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 6.12 dargestellt.
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Abb. 6.12: Photolysereaktion bei 365 nm von acetyliertem OB-NV-ADPR 36. A: Ausschnitt des
Wasserfalldiagramms der Chromatogramme der Photolysereaktion von Verbindung 36 zu
Verbindung 74. Die Entstehung von ADPR 1 oder AMP 40 kann nur vermutet werden. (Vollstandiges
Diagramm siehe Anhang 1). B: Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Peaks zur Bestimmung
der Halbwertszeit. C: UV-Absorptionsspektren der jeweiligen Peaks. D: Strukturformeln des flr die
Photolyse relevanten Edukts 36 und Produkts 74.

Auf den ersten Blick ist in dem Wasserfalldiagramm (Abb. 6.12 A) eindeutig eine Abnahme
des Eduktpeaks, welcher im UV-Spektrum die charakteristische Absorption der Photogruppe
bei Wellenlangen > 300 nm aufweist (Abb. 6.12 C), bei einer Retentionszeit von 14.3 min Uber
die gesamte Photolysedauer zu erkennen, was auf eine Photolyse deutet. Unter diesen
Bedingungen weist das Edukt 36 eine Halbwertszeit von ti» = 58.3 s auf und ist erst nach
600 s Bestrahlungsdauer fast vollstandig abgebaut (Abb. 6.12 B). Gleichzeitig wird ein neuer
Peak mit einer Retentionszeit von 12.8 min gebildet, welches aufgrund der
Retentionszeitdnderung durch die Lipophiliednderung und dem UV-Spektrum durch die

charakteristische Absorption des Adenosins und dem Fehlen der Photogruppenabsorption
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dem Photolyseprodukt 74 zugeordnet wird. Dieser Peak erreicht sein Maximum bei einer
Photolysedauer von 20 s und nimmt anschlieBend wieder ab. Gleichzeitig wird noch ein dritter
Peak mit einer Retentionszeit von 8.2 min gebildet, welcher aufgrund des charakteristischen
nucleosidischen Absorptionsmusters und der Retentionszeit entweder ADPR 1 oder AMP 40
via Coinjektion zugeordnet werden konnte. Die Bildung dieses Peaks wird einer chemischen
Hydrolyse des Photolyseprodukts 74 wahrend der Reaktionszeit zugeordnet. Da das
Abspaltprodukt der Photolyse 4,5-Dimethoxy-2-nitrosobenzaldehyd ebenfalls die eingestrahlite
Strahlung absorbiert und diese in Form von thermischer Energie wieder abgibt, wird die
Reaktionslosung tber die Dauer des Experiments sehr warm und fordert damit eine chemische
Hydrolyse des Produkts. Der Phosphattriester am S-Phosphat stellt die labilste Position
gegeniber chemischer Hydrolyse dar und kdnnte als Folge dessen die OB-Gruppe oder
AMP 40 abspalten. Zweites stellt aufgrund der Stabilitat des entstehenden Monophosphats die
bessere Abgangsgruppe dar und ist somit das wahrscheinlichere Hydrolyseprodukt. Eine
genaue Bestatigung konnte in diesem Fall durch die &hnlichen Retentionszeiten des AMPs 40
und ADPRs 1 nicht erfolgen. Da diese Hydrolyse auf der Labilitédt des Phosphattriesters bei
hoéheren Temperaturen zu schliel3en ist, sollte die Spaltung des Pyrophosphats nach erfolgter
enzymatischer Abspaltung der OB-Gruppe nicht mehr erfolgen und die chemische Stabilitét
deutlich erhoht sein. Auf die genaue Stabilitat der Phosphattriesterbindung in wéssrigem
Medium wird im Laufe des Kapitels weiter eingegangen.

Fur die Photolyse des analogen MeNV-Derivats 74 bei 365 nm sind ahnliche Ergebnisse zu
beobachten (siehe Abb. 6.13). Der Peak des Edukts weist eine Retentionszeit von 14.7 min
und eine UV-Absorption mit charakteristischem Adenosin- und Photogruppenabsorptions-
muster auf (siehe Abb. 6.13 C). Nach Beginn der Photolyse nimmt der Eduktpeak mit
zunehmender Dauer mit einer ermittelten Halbwertszeit von t1, = 2.9 s ab (siehe Abb. 6.13 B),
bis dieses nach einer gesamten Bestrahlungsdauer von 20 s fast komplett photolysiert wurde.
Auch in dieser Reaktion wird der Peak fiir das Photolyseprodukt 74 mit einer Retentionszeit
von 12.8 min gebildet. Ebenso ist wieder die Entstehung des Peaks bei einer Retentionszeit
von 8.2 min zu beobachten, der erneut entweder AMP 40 oder ADPR 1 durch Coinjektion
zugeordnet werden konnte. Der zugrundeliegende Hydrolyseschritt wurde zuvor bei der
Photolyse des NV-Derivats 36 bereits erlautert. Erwahnenswert sind zwei weitere Peaks mit
Retentionszeiten von 9.5 min und 10.1 min, die nach der gesamten Photolysedauer von 20 s
gebildet wurden. Die Betrachtung der normierten UV-Absorptionsspektren zeigte flr beide
Peaks keine fur die erwarteten Produkte charakteristischen Absorptionsmuster und sind
vermutlich auf auftretende Nebenreaktionen des 2-Nitrosoveratrylketons zurtickzufiihren, die
entweder Photolyse- oder thermisch-induziert sein kdnnten. Ein abschlie3ender Vergleich der
Photolysegeschwindigkeiten des NV-Derivats 36 mit dem MeNV-Derivat 37 ergibt eine
20-fach schnellere Abspaltung der MeNV-Photogruppe. Dies stellt eine wichtige Erkenntnis fur
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die Synthese folgender caged ADPR-Derivate dar, in denen wegen der deutlich schnelleren
Abspaltung trotz zusatzlichem Stereozentrum eine MeNV-Photogruppe verwendet werden
sollte. Aus diesem Grund wird in den folgend vorgestellten Experimenten die Hydrolyse-
stabilitat exemplarisch am MeNV-ADPR-Derivat 37 dargestellt.
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Abb. 6.13: Photolysereaktion bei 365 nm von acetyliertem OB-MeNV-ADPR 37. A: Ausschnitt des
Wasserfalldiagramms der Chromatogramme der Photolysereaktion von Verbindung 37 zu
Verbindung 74. Die Entstehung von ADPR 1 oder AMP 40 kann nur vermutet werden. (Vollstandiges
Diagramm siehe Anhang 1). B: Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Peaks zur Bestimmung
der Halbwertszeit der Verbindung 37. C: UV-Absorptionsspektren der jeweiligen Peaks. D:
Strukturformeln des fir die Photolyse relevanten Edukts 37 und Produkts 74.

Zur Uberpriifung des vorgestellten Freisetzungsprinzips fiir ADPR aus den acetylierten OB-
maskierten caged (d)ADPR-Derivaten 36 - 39 (siehe Abb. 6.11) und der Bestimmung der
Labilitat des Pyrophosphats wahrend der Photolyse nach der enzymatischen Abspaltung der
OB-Maske wurde nach den in Kapitel 7.1.6 beschriebenen Bedingungen zur HPLC-Verfolgung
der Hydrolyse-Photolyse-Kombinationsexperimente das MeNV-Derivat 37 mit PLE als

Modellenzym hydrolysiert und anschlieRend bei 365 nm photolysiert. Die Ergebnisse sind in
Abb. 6.14 dargestellt.
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Abb. 6.14: Enzymatische Hydrolysereaktion von OB-MeNV-Derivat 37 mit PLE und anschlieBender
Photolysereaktion (365 nm) des gebildeten Hydrolyseprodukts. A: Ausschnitt des Wasserfalldiagramms
der Chromatogramme der Hydrolysereaktion von MeNV-ADPR 37 mit PLE zu den mdglichen
Hydrolyseprodukten 65 bzw. 69. B: Ausschnitt des Wasserfalldiagramms der Chromatogramme der
Photolysereaktion der Hydrolyseprodukte 65 bzw. 69. (Vollstandige Diagramme siehe Anhang 2).
C: Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Peaks zur Bestimmung der Halbwertszeit der
Hydrolysereaktion. D: Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Peaks zur Bestimmung der
Halbwertszeit der Photolysereaktion. E: Normierte UV-Absorptionsspektren der jeweiligen Peaks der
Hydrolysereaktion sowie von ADPR als Referenz. F: Normierte UV-Absorptionsspektren der jeweiligen
Peaks der Photolysereaktion sowie von ADPR als Referenz.

Aus dem Verlauf der Chromatogramme wird ersichtlich, dass das Edukt mit einer
Retentionszeit von 14.5 min sich im Laufe des Hydrolyseexperiments mit einer Halbwertszeit

von ti» = 1.7 min abbaut und eine weitere Verbindung bei einer Retentionszeit von 10.4 min
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gebildet wird (siehe Abb.6.14 A und C). Aus der Betrachtung der normierten UV-
Absorptionsspektren der beiden Peaks wird deutlich, dass beide Peaks sowohl die
charakteristische Adenosin- als auch die Photogruppenabsorption > 300 nm aufweisen (siehe
Abb. 6.14 E). Dementsprechend weist der neu gebildete Peak weiterhin das MeNV-ADPR-
Gerust auf und unterscheidet sich maf3geblich durch geringere Lipophilie im Vergleich zum
Eduktpeak, was auf eine erfolgreiche Abspaltung der lipophilen OB-Maske zum Produkt 65
deutet. Ob eine weitere Abspaltung der beiden Acetylgruppen innerhalb des Hydrolyse-
zeitraums zum Produkt 69 stattfindet, wird nicht deutlich. In Betracht der Ergebnisse von
PAHNKE bezlglich der Hydrolyse von der peracetylierten ADPR-Verbindung 14 ist nicht davon
auszugehen, dass die beiden Acetylgruppen in dem Zeitraum abgespalten werden, dies kann
jedoch nicht aus den erhaltenen Ergebnissen ausgeschlossen werden.!% Durch eine
anschlieRende Photolyse bei 365 nm sollte die Freisetzung von ADPR 1 oder acetyliertem
ADPR 72 aus der in der Hydrolyse entstandenen caged ADPR-Verbindung tberprift werden.
Dabei wurde mit einer Halbwertszeit von ti» = 1.1 s eine Abnahme des gebildeten
Hydrolyseprodukts mit einer Retentionszeit von 10.4 min zu einer neuen Verbindung mit einer
Retentionszeit von 8.6 min beobachtet (siehe Abb. 6.14 B und D), bis das Hydrolyseprodukt
zum Zeitpunkt nach 10 s Bestrahlungsdauer nicht mehr im Chromatogramm vorhanden war.
Im Gegensatz zum Hydrolyseprodukt weist die neu gebildete Verbindung im UV-
Absorptionsspektrum keine charakteristische Nitroabsorption der Photogruppe mehr auf, was
auf eine erfolgreiche Abspaltung der Photogruppe schlie3en lasst. Durch einen Vergleich der
Retentionszeiten mit ADPR 1 konnte nicht bestimmt werden, ob freies ADPR 1 oder das
acetylierte Derivat 72 erhalten wurde. Eine Differenzierung zu AMP konnte durch Vergleich
der Retentionszeiten ebenfalls nicht erfolgen. Erwéhnenswert ist zudem auch die Bildung
eines dritten Produkts bei 8.3 min, das sich mit zunehmender Bestrahlungsdauer aus dem
Photolyseprodukt bei 8.6 min bildet. Ein erneuter Vergleich der UV-Absorptionsspektren zeigt
in beiden Verbindungen die charakteristische Adenosin-Absorption, doch das neue Produkt
besitzt zudem zwei neue lokale Absorptionsmaxima bei ca. 300 nm und 400 nm. Ob es sich
dabei um zwei separate Verbindungen handelt, die im Chromatogramm Uberlagern, oder ob
das Abspaltprodukt der Photogruppe mit zunehmender Bestrahlungsdauer mit dem
freigesetzten Produkt bei 8.6 min reagiert, kann nicht aus den Chromatogrammen differenziert

werden.

Zusammenfassend konnte durch das Modell der PLE-induzierten Hydrolyse erfolgreich die
lipophile OB-Maske abgespalten und die Photogruppe des daraus entstandenen Produkts in
einer folgenden Photolyse abgespalten werden. Inwiefern chemische oder enzymatische
Hydrolyse der Acetylgruppen erfolgt, kann aus einer alleinstehenden HPLC-Analyse nicht
bestimmt werden. Aus diesem Grund wurde sowohl die chemische Hydrolyse des acetylierten
caged OB-ADPR-Derivats 37 in PBS-Puffer als auch eine Wiederholung des PLE-Hydrolyse-
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Photolyse-Experiments via HPLC- und Flissigchromatographie-gekoppelte Massenspektro-

metrie (liquid chromatography mass spectrometry, LC-MS) Analyse untersucht.

Hierfur wurden die in Kapitel 7.1.6 aufgefuhrten Reaktionsbedingungen zur LC-MS-Verfolgung
der PLE- und PBS-Hydrolyseexperimente angewendet. Um einen Uberblick liber die potentiell
im wassrigen Medium auftretenden Nebenreaktionen des maskierten MeNV-ADPR-
Produkts 37 zu erhalten, wurde dieses Produkt in PBS-Puffer gelést und tber vier Tage bei
37 °C inkubiert. Die Ergebnisse der HPLC- und LC-MS-Analysen sind in Abb. 6.15 dargestellt.
Die in diesem Kapitel durchgefihrten LC-MS-Analysen variieren in Bezug auf Signal-
intensitaten, was nach Austausch der Saule auf Probleme mit der zuvor verwendeten Séule
zurlckgefuhrt werden konnte. Da die Experimente weiterhin qualitative Aussagen Uber die

Hydrolysereaktionen geben, werden die Ergebnisse im Folgenden diskutiert.
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Abb. 6.15: Chemische Hydrolyse von ADPR-Derivat 37 in PBS-Puffer bei 37 °C. A: Ausschnitt des
Wasserfalldiagramms der HPLC-Analyse sowie ADPR 1 und AMP 40 als Referenzen. (Vollstandiges
Diagramm siehe Anhang 3). B: Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Peaks der HPLC-Analyse.
C: Wasserfalldiagramm der LC-MS-Analyse. Zur vereinfachten Darstellung sind die extrahierten
lonenchromatogramme (extracted ion chromatogram, EIC) dargestellt und einzeln eingefarbt. D: Fir
die LC-MS-Analyse verwendete EIC-Werte, die entsprechende Farbkodierung und das zugehdrige
Molekul.
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Beginnend bei der HPLC-Analyse (siehe Abb. 6.15A und B) ist eine Abnahme des
Eduktpeaks bei 15.3 min Uber den gesamten Zeitraum des Hydrolyseexperiments mit einer
Halbwertszeit von 25.3 h zu beobachten, bis es nach vier Tagen Reaktionszeit fast komplett
degradiert wurde. Zusatzlich ist die Bildung von zwei neuen Peaks zu erkennen, die beide
vergleichbar schnell gebildet werden. Der erste neu gebildete Peak weist eine mit den
demaskierten caged MeNV-ADPR-Derivaten 65 bzw. 69 vergleichbare Retentionszeit auf, der
zweite Peak bei 8.9 min eine mit ADPR 1 oder AMP 40 vergleichbare Retentionszeit. Fir die
LC-MS-Analyse wurden die erhaltenen lonenchromatogramme ausgewertet und die
Ergebnisse in Form der extrahierten lonenchromatogramme (extracted ion chromatogram,
EIC) farblich mit den in Abb. 6.15 D aufgelisteten Werten der méglichen Hydrolyseprodukte in
Abb. 6.15 C dargestellt. Die Analyse bestatigt, dass das Edukt 37 mit der Zeit zu dem zweifach
acetylierten MeNV-ADPR 65 sowie durch Spaltung des Diphosphat-Rickgrats zu AMP 40
hydrolysiert wird. Eine Bildung des komplett deacetylierten MeNV-ADPRs 69 fand in dem
betrachteten Hydrolysezeitraum nicht statt. Es kann jedoch stattdessen beobachtet werden,
dass einfach acetyliertes MeNV-ADPR gebildet wird. Aus diesem Hydrolyseexperiment kann
geschlussfolgert werden, dass bei der Photolyse des OB-MeNV-ADPRs 37 zum lipophil-
maskierten ADPR-Derivat 74 durch eine langere Bestrahlung die thermisch-induzierte
Spaltung des Pyrophosphats-Rickgrats am Phosphattriester wahrscheinlich hauptséachlich zu
AMP 40 stattfindet, aber auch die Bildung von zweifach acetyliertem ADPR 72 mdglich ware.

Neben der PBS-Hydrolyse wurde auch die PLE-Hydrolyse erneut untersucht und via HPLC-
und LC-MS verfolgt. Die Ergebnisse sind in Abb. 6.16 dargestellt. Bei diesem Experiment
wurde die Hydrolyse bis zu 24 h via HPLC verfolgt, doch es konnte durch die langere
Reaktionszeit keine signifikante Anderung zu den zuvor beschriebenen PLE-Hydrolyse-
ergebnissen beobachtet werden Aus Grinden der Vollstéandigkeit sind auch die HPLC-
Ergebnisse aufgefihrt, die sich aber abgesehen von der langeren Hydrolysedauer mit denen
der zuvor beschriebenen PLE-Hydrolyse deckten. Fir die Halbwertszeit der Hydrolyse wurde
diesmal ein Wert von ti2; = 3.5 min und fiir die Photolyse ein Wert von ti, = 1.3 s bestimmt,
weshalb im Mittel eine Hydrolyse- und Photolysehalbwertszeit von ti» = 2.5 min bzw.
tiz = 1.2 s erhalten wird. Bei der Betrachtung der LC-MS-Analyse wird jedoch deutlich, dass
bei der enzymatischen Hydrolyse hauptsachlich das zweifach acetylierte MeNV-Derivat 65
gebildet wird, welches selbst nach sechs Stunden Hydrolysedauer keine Umsetzung zum
einfach acetylierten MeNV-ADPR erfuhr. Dementsprechend bewirkte eine folgende Photolyse
der Reaktionslosung die Entstehung des zweifach acetylierten ADPR-Derivats 72. Dieses
Derivat 72 wurde selbst nach zehn Minuten Bestrahlung bei 365 nm durch die zusatzliche
thermische Energie kaum chemisch zum einfach acetylierten ADPR-Derivat hydrolysiert. Es
ist davon auszugehen, dass das verwendete PLE-Modellenzym nicht fur die Abspaltung von

Acetylgruppen geeignet ist und diese durch einen langeren Zeitraum eher durch eine
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chemische Hydrolyse abgespalten werden. Aus diesem Grund sollte in einem weiteren

Hydrolyseexperiment

Acetylgruppen schneller oder Uberhaupt abgespalten werden kénnen.
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Abb. 6.16: Enzymatische Hydrolyse des OB-MeNV-Derivats 37 und anschliel3ende Photolyse (365 nm)
des Hydrolyseprodukts. A: Wasserfalldiagramm der EICs aus der LC-MS-Analyse der PLE-Hydrolyse.
Die farbliche Kodierung ist analog zu der in Abb. 6.15 D gezeigten Tabelle. B: Wasserfalldiagramm der
EICs aus der LC-MS-Analyse der Photolyse. Die farbliche Kodierung ist analog zu der in Abb. 6.15D
gezeigten Tabelle. C: Ausschnitt des Wasserfalldiagramms der HPLC-Analyse der PLE-Hydrolyse.
D: Ausschnitt des Wasserfalldiagramms der HPLC-Analyse der Photolyse. (Vollstandige Diagramme
siehe Anhang 3 und Anhang 4). E: Zeitlicher Verlauf der aus der HPLC-Analyse erhaltenen Integrale
der jeweiligen Peaks des Hydrolyseexperiments. F: Zeitlicher Verlauf der aus der HPLC-Analyse
erhaltenen Integrale der jeweiligen Peaks des Photolyseexperiments.



Fur die Untersuchung der Abspaltung der lipophilen OB-Maskierung und der Acetylgruppen
des zweifach acetylierten OB-maskierten MeNV-ADPRs 37 wurden Zellextrakte der humanen
T-Lymphozyten-Zelllinie CEM/0 verwendet, welche von BALZARINI und ScHOLS von der
Katholieke Universitat Leuven (Belgien) zur Verflgung gestellt und bereits von GOLLNEST zur
Untersuchung der Stabilitaten von AB-Maskierungen im Zellmedium verwendet wurden.*?!]
Die Durchfiihrung der Zellextrakthydrolyse erfolgte nach der in Kapitel 7.1.6 beschriebenen
Vorschrift fur die HPLC- und LC-MS-Verfolgung der CEM/0-Hydrolyse und die Ergebnisse sind
in Abb. 6.17 dargestellt.
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Abb. 6.17: CEM/0-Zellextrakthydrolyse mit anschlieRender Photolyse (365 nm) der Verbindung 37 mit
Reaktionsverfolgung via HPLC und LC-MS. A: Wasserfalldiagramm der EICs aus der LC-MS-Analyse
der CEM/O-Hydrolyse. Die farbliche Kodierung ist analog zu der in Abb. 6.15 D gezeigten Tabelle.
B: Wasserfalldiagramm der EICs aus der LC-MS-Analyse der Photolyse. Die farbliche Kodierung ist
analog zu der in Abb. 6.15 D gezeigten Tabelle. C: Ausschnitt des Wasserfalldiagramms der HPLC-
Analyse der Photolyse. (Vollstéandiges Diagramm siehe Anhang 4). D: Zeitlicher Verlauf der aus der
HPLC-Analyse erhaltenen Integrale der jeweiligen Peaks des Photolyseexperiments.

Bei der Betrachtung der LC-MS-Analyseergebnisse des Hydrolyseexperiments wird deutlich,
dass das OB-maskierte Derivat 37 bereits nach einer Inkubationszeit von 5 min fast vollstéandig
zum zweifach acetylierten MeNV-ADPR 65 demaskiert wurde. Gleichzeitig erfolgte bereits die
Hydrolyse einer Acetylgruppe der Verbindung 65 zum einfach acetylierten MeNV-ADPR-
Derivat. Der Peak der demaskierten Verbindung 65 erreichte nach einer Inkubationszeit von

20 min ein Maximum und die Verbindung 65 lag anschlieRend nach 180 min fast vollst&ndig
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degradiert vor. Dies galt auch fur die einfach acetylierte MeNV-ADPR-Verbindung, welche
nach 180 min Inkubationszeit fast vollstandig zum unmaskierten MeNV-ADPR 69 umgesetzt
wurde. Eine langere Inkubation der Zwischenstufen von bis zu 300 min zeigte keinen weiteren
Umsatz der Verbindungen mehr, weshalb daraufhin die Hydrolyse abgebrochen wurde. Es
wird vermutet, dass die Enzyme im Zellextrakt innerhalb des Inkubationszeitraums an Aktivitét
verloren haben oder auch zellulare Proteasen im Extrakt die nétigen Esterasen verdaut haben.
Es konnte jedoch erfolgreich eine Hydrolyse der OB-Maskierung als auch der Acetylgruppen
der Ausgangsverbindung 37 zum freien MeNV-ADPR 69 gezeigt werden. Zur Kontrolle wurde
die Reaktionslésung nach der Hydrolyse ebenfalls bei 365 nm photolysiert und es konnte via
LC-MS-Verfolgung die Bildung von freiem ADPR 1 gezeigt werden. Durch die Betrachtung der
HPLC-Verfolgung der Photolyse konnte ebenfalls fur die Abnahme des MeNV-ADPR 65 Peaks
bei einer Retentionszeit von 10.0 min eine Halbwertszeit von ti», = 4.0 s ermittelt werden,
welche deutlich groRer als der zuvor bestimmte Mittelwert der Photolysehalbwertszeit von
zweifach acetyliertem MeNV-ADPR 65 nach PLE-Hydrolyse von ti; =1.2s ist. Da die
Photolyse mechanistisch unabhangig von den Acetylgruppen erfolgt, war ein ahnlicher Wert
erwartet worden. Da die verwendeten CEM/0-Zellextrakte Suspensionen waren, wies die
Reaktionslosung zur Photolyse eine deutliche Tribung auf. Diese Tribung verhinderte
vermutlich eine effiziente Bestrahlung der gesamten Reaktionslésung, was zu diesem
Unterschied der Halbwertszeiten fuhren kann. Nichtsdestotrotz ermdglichte selbst eine
Photolysehalbwertszeit von 4.0 s weiterhin eine deutlich schnellere Freisetzung von

Substraten als Freisetzungen durch Enzymhydrolyse.

Aus diesen Ergebnissen kann das in Abb. 6.11 gezeigte Freisetzungsprinzip der acetylierten
OB-maskierten MeNV-ADPR-Derivate 36 - 39 bestatigt werden. Durch den Einsatz der
Zellextrakte konnte auch gezeigt werden, dass die Abspaltung der Acetylgruppen wesentlich
schneller als beim von PAHNKE verwendeten PLE-Hydrolysemodell erfolgt.l*%®! Es gilt jedoch
eine genaue Bestimmung der Freisetzungsgeschwindigkeit von freiem ADPR 1 aus MeNV-
ADPR 69 durch eine Photolyse ohne externe Storfaktoren, wie der Triibung durch die CEM/0-
Zellextrakte, durchzuftihren. Hierfir ist die Synthese von MeNV-ADPR 69 und MeNV-
dADPR 71 erforderlich, die anschlieBend in Photolyseexperimenten untersucht werden
konnen. Ebenso kdnnen diese Verbindungen als Vergleichssubstanzen verwendet werden.
Hierfir ware ein Vergleich der zellularen Aufnahme der beiden Verbindungen 69 und 71 mit
der Aufnahmeeffizenz der vollstandig maskierten Derivate 36 - 39 interessant. Ebenso wére
ein Vergleich der Photolyseffizienz nach aktiver Applikation der caged (d)ADPR-Derivate 69
und 71 ein hilfreicher Ansatz, um die Freisetzungseigenschaften der Zielverbindungen 36 - 39

genauer bestimmen zu kbénnen.
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6.2 Synthese und Photolyse von MeNV-ADPR und -dADPR

Fur die Synthese der caged (d)ADPR-Derivate 68 - 71 sind verschiedene Anséatze maoglich. In
Abb. 6.18 sind drei mogliche Synthesen dargestellt, die alle auf der Reaktion von Ribose-
Bausteinen mit kommerziell erhéaltichem AMP 40 bzw. dAMP 41 oder Adenosindiphosphat
(ADP) basieren.
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é OH OH NH,
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0 o 1l 9 </ | N
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) ) N
NO, R o 0

OH R

68 R=H,R'=OH
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e B
S’=o R NO, NO,
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TBSO OTBS (| > OH OH o. |
~N
N R NO,
76R=H \ 80
77R =Me F-0 o)
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Abb. 6.18: Drei retrosynthetische Ansatze zur Synthese von caged ADPR- und dADPR-
Derivaten 68 - 71 durch Kupplung mit (d)AMP 40 bzw. 41 oder ADP.

Die erste mogliche Kupplung (A) umfasst die Reaktion von ADP mit den caged Ribosen 76
oder 77, welche durch eine 5-Tosylgruppe eine gute Abgangsgruppe flr eine nucleophile
Substitution durch das terminale Phosphat des ADPs aufweisen. Eine weitere Reaktion (B)
beinhaltet die Verwendung der 2-Cyanoethylphosphoramidite 78 und 79 und den jeweiligen
Monophosphaten 40 bzw. 41 mit anschlielRender Abspaltung der Cyanoethyl-Gruppe. Dieser
Ansatz dhnelt der in Kapitel 6.1.3 beschriebenen Kupplung der Ribose-Bausteine 45 und 46
zu den OB-maskierten caged ADPR-Derivaten 36 - 39 Uber ein asymmetrisches Amidit und
stellt damit einen vielversprechenden Ansatz dar. Aul3erdem ist die Kupplung (C) von AMP 40
oder dAMP 41 mit dem caged Ribosemonophosphat 80 vielversprechend, die eine durch

vorhergehende Aktivierung einer Monophosphatgruppe erméglicht wird.
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6.2.1 Syntheseversuch von caged ADPR via Tosylverbindungen

Die direkte Kupplung von ADP mit einem tosylierten caged Ribose-Baustein wurde zuerst
verfolgt, da dieses Kupplungsprinzip bereits fir die Synthese von ADPR-ahnlichen Molekilen
Anwendung fand, wie bereits Luo et al. flr die Synthese potentieller TRPM2 Antagonisten
basierend auf ADPR-Analoga zeigen konnten.™?” Hierflir musste zuerst die Tosylgruppe an
der 5-Position der caged Ribose-Derivate 45 und 46 eingeflihrt werden, was durch eine Folge
verschiedener Schutzgruppenreaktionen durchgefihrt wurde (siehe Abb. 6.19). Es wurden
zwei Syntheserouten zur Herstellung der Vorlauferverbindungen81 und 82 der
Tosylierungsreaktion untersucht.

R NO, ) R NO,
1.5 Aquiv. TrCl
HO Ao TrO
o) . : o)
0 0.3 Aquiv. DMAP _ o
O Pyridin, 95 °C, 4-24 h 0
OH OH o. | OH OH o. |
S S
45R =H 83R=H 68%
46 R = Me 84 R = Me 80%

6.4 Aquiv. TBSCI
5.3 Aquiv. Imidazol

4.5 Aquiv. TBSCI
5.5 Aquiv. Imidazol

66%
DMF, 90 °C-Rt, 24 h DMF, Rt, 18 h
NO, R NO,
TBSO 0 TrO o
0 0
0 0
TBSO OTBS ¢ | TBSO OTBS o |
~N ~N
87 85R=H 81%

86 R = Me 85%

1.) 3.8 Aquiv. TFAA
CH2C|2, 0 oC, 5 min
2.) 2.7 Aquiv. TFA
CH2C|2, 0°C, 15 min
3.) 4.0 Aquiv. Et;N
CH,Cl,/CH5OH 2:1, 0 °C, 5 min

X AQ¥;
' R NO,

THF, H,O, TFA 4:1:1
77% R=H 80%
0°C,3h R = Me 80%

R NO, 5=0
HO o 2.1 Aquiv. TsCl O 0
0 - ©
o  Pyridin, 0 °C-Rt, 24 h TBSS  OTBS ?
TBSO OTBS ¢ I O
= 0
e roRzt 1

Abb. 6.19: Syntheseroute zur Herstellung der tosylierten caged Ribose-Verbindungen 76 und 77
ausgehend von den bereits synthetisierten NV- und MeNV-Ribose-Bausteinen 45 und 46. Fir das
MeNV-Derivat 82 wurde auRerdem eine weitere Syntheseroute Uber die Verbindung 87 verfolgt.
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Fir die erste Syntheseroute wurden in Anlehnung zur Vorschrift von DROWN et al. bzw. Kock
jeweils NV- und MeNV-Ribose 45 bzw. 46 mit Tritylchlorid unter Katalyse von N,N-
Dimethylaminopyridin (DMAP) zu den Verbindungen 83 und 84 trityliert.*2812%1 Obwohl bei
beiden Reaktionen ein vollstandiger Umsatz wahrend der Reaktion beobachtet werden konnte,
wurde fUr das NV-Derivat 83 mit 68% Ausbeute eine etwas geringere Ausbeute als beim
MeNV-Derivat 84 erzielt, welches mit einer Ausbeute von 80% erhalten werden konnte. Das
NV-Derivat 83 bendtigte jedoch eine Reaktionszeit von 24 h statt der 4 h fir das MeNV-
Derivat 84. Eine langere Reaktionszeit erhdht auch die Wahrscheinlichkeit der Photolyse
durch Tageslicht, was aufgrund der photolabilen Eigenschaften der Verbindungen auftreten
kann. Es liegt demnach die Vermutung nahe, dass bei der Reaktion, Aufarbeitung oder
Reinigung ein héherer Anteil des Produkts 83 durch Tageslicht photolysiert und somit die
allgemeine Ausbeute vermindert wurde. Nach der Tritylierung wurden ebenfalls in Anlehnung
an die Vorschrift von DROWN et al. die 2- und 3-Position der Verbindungen 83 und 84
silyliert.'28 Daftir wurden die tritylierten Edukte 83 und 84 in DMF geldst und mit Imidazol und
tert-Butyldimethylsilylchlorid versetzt und nach der Aufarbeitung und der Reinigung die
vollstandig geschitzten caged Ribose-Derivate 85 und 86 mit Ausbeuten von 81% fir das NV-
Derivat 85 und 85% fur das MeNV-Derivat 86 erhalten. Die Reaktionsbedingungen mit
Imidazol in DMF sind in diesem Fall essentiell, da fir das NV-Derivat 83 eine Silylierung nach
den in Kapitel 6.1.2 beschriebenen Bedingungen mit dem Silylierungsreagenz in Pyridin nach
zwolf Stunden Reaktionszeit bei 60 °C nur zu 11% das vollstdndig geschuitzte Derivat 85
erhalten werden konnte. Hauptsachlich wurden die monosilylierten Produkte in 31% bzw. 33%
erhalten, was auf eine erhebliche sterische Hinderung der zweiten Silylierungsreaktion
schlieBen lasst und durch die reaktiveren Bedingungen in DMF ausgeglichen werden kann. Im
nachsten Schritt wurde durch die Labilitat der Tritylgruppe gegeniiber aciden Bedingungen die
5-Position entschiitzt, indem die vollstdndig geschitzten Derivate 85 und 86 in Anlehnung zur
Vorschrift von DROWN et al. erst mit Trifluoressigsaureanhydrid (trifluoroacetic anhydride,
TFAA) und anschlieRend mit Trifluoressigsaure (trifluoroacetic acid, TFA) versetzt wurden.[*?8!
Durch die Zugabe von TFA wird die Tritylgruppe als Tritylkation abgespalten. Eine
anschlieRende Trifluoracetylierung der freien 5-Hydroxygruppe durch das TFAA verhindert
eine erneute Tritylierung durch das noch vorhandene Tritylkation in der Reaktionsldsung.
Durch die Zugabe von Triethylamin in Methanol wird der Trifluoressigsaureester basisch
gespalten und das detritylierte Produkt 81 bzw. 82 erhalten. Eine dinnschichtchromato-
graphische Verfolgung wahrend der Abspaltung lie3 den Umsatz nicht eindeutig zu erkennen,
der demnach erst nach der anschlie3enden wassrigen Aufarbeitung genauer bestimmt werden
konnte. Aus diesem Grund wird empfohlen, den Umsatz bei dieser Reaktion nach der
Aufarbeitung erneut zu Uberprifen, da der Abspaltungsschritt der Trifluoracetylgruppe nicht

immer nach der vorgeschriebenen Zeit vollstdndig stattfand. Beide Produkte 81 und 82
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konnten jeweils mit 80% Ausbeute erhalten werden und damit Uber drei Stufen ausgehend
vom caged Ribose-Derivat 45 bzw. 46 das NV-Derivat 81 mit einer Gesamtausbeute von 44%

und das MeNV-Derivat 82 mit einer Gesamtausbeute von 54% synthetisiert werden.

Es wurde eine zweite Syntheseroute fir die Herstellung des MeNV-Derivats 82 ausgehend
von ungeschutzter MeNV-Ribose 46 untersucht, indem eine vollstandige Silylierung zum
MeNV-Derivat 87 mit den zuvor beschriebenen Bedingungen (Imidazol in DMF) erfolgte. Das
Silylierungsprodukt 87 wurde mit einer Ausbeute von 66% erhalten, die vermutlich ebenfalls
durch eine sterische Hinderung der wiederholten Silylierung begriindet werden kann. Die
anschlielende Entschitzung zur 5-Hydroxy-Verbindung 82 wurde nach der Vorschrift von
DEKIERT mit Trifluoressigsaure und Wasser in Tetrahydrofuran durchgefiihrt.2? Die Reaktion
erfolgte mit einer Ausbeute von 77%, wodurch fir die Gesamtausbeute Uber zwei Stufen ein
Wert von 51% erhalten wird, der damit nur etwas geringer als die 54% der zuvor
beschriebenen Syntheseroute ausfallt. Da die zweite Route eine Stufe weniger enthalt und
trotzdem vergleichbare Ausbeuten aufweist, wird die Verwendung dieser Route zur Synthese
der 2,3-silylierten caged Ribose-Derivate 81 und 82 empfohlen. Die abschlieRende
Tosylierungsreaktion erfolgte nach der Vorschrift von JESCHIK durch Verwendung von
Tosylchlorid in Pyridin, wodurch die Tosylate 76 und 77 mit Ausbeuten von 74% bzw. 88%

erhalten wurden.[1%8!

Die Kupplung der Tosylverbindungen 76 und 77 mit Tetrabutylammonium-ADP zum TBS-
ADPR 88 bzw. 89 erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von LUO et al. (siehe Abb. 6.20:).[%7]
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76 77

1.) 1.3 Aquiv. ADP
1.6 Aquiv. ADP (2.8 Aquiv. BuyN™) BuyN*-Lsg. (40% in H,0)
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CH3CN, Rt, 4 d DMF, 0 °C-Rt, 18 h
\
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0-P-0-P-0 \ »
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OH OH
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Abb. 6.20: Syntheseversuche der ADPR-Derivate 88 und 89 aus den NV-/MeNV-Tosylaten 76 und 77.
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Zuerst wurde die Kupplung des NV-Tosylats 76 mit Tetrabutylammonium-ADP in Acetonitril
untersucht, welches zuvor durch Titration von kommerziell erhaltlichem protonierten ADP mit
Tetrabutylammoniumhydroxid-Losung (40% in Wasser) mit anschlieRender Reinigung via
automatisierter RP-Saulenchromatographie hergestellt wurde. Die Reaktion wurde in
regelmafRigen Abstanden dinnschichtchromatographisch auf den Umsatz des Edukts 76
Uberprift, jedoch konnte das NV-Derivat 76 nach einer Reaktionsdauer von insgesamt vier
Tagen noch beobachtet werden, weshalb die Reaktion an diesem Punkt abgebrochen und RP-
saulenchromatographisch fraktioniert wurde. Es wurden nur 13% des Edukts reisoliert, jedoch
konnte das Kupplungsprodukt 88 in keiner der erhaltenen Fraktionen beobachtet werden. Fir
den zweiten Syntheseversuch des caged TBS-ADPRs 89 aus dem MeNV-Tosylat 77 wurde in
Anlehnung an die Vorschrift von LUO et al. das Tetrabutylammonium-Salz des ADP direkt vor
der Kupplungsreaktion ohne weitere Reinigung hergestellt,*?” indem das vorgelegte ADP in
DMF mit Tetrabutylammoniumhydroxid-Losung versetzt wurde, bis das ADP vollstandig gelost
vorlag. Nach Entfernen des Ldsungsmittels wurde das ADP-Salz im Vakuum getrocknet,
erneut in Acetonitril geldst und mit dem Tosylat 77 versetzt. Nach dem vollstandigen Umsatz
wurde der Riickstand der Reaktion via automatisierter RP-Séaulenchromatographie gereinigt,
doch es konnte kein Produkt erhalten werden. Es wird vermutet, dass in diesem Fall ein
Uberschuss an Tetrabutylammoniumhydroxid vorlag, der mit dem Tosylat 77 reagiert hat.
DAvISSON et al. beschreiben, dass fir die Nucleosiddiphosphat-Synthese aus einem
5'-Tosylnucleosid und Tetrabutylammoniumpyrophosphat das Phosphorylierungsreagenz im
Uberschuss mit einer Gesamtkonzentration iiber 1 M in der Reaktionslésung vorliegen muss,
um einen vollstandigen Umsatz in angemessener Reaktionszeit beobachten zu konnen.*3% |n
den zuvor beschriebenen Reaktionen konnte aufgrund der geringen Léslichkeit des ADP-
Salzes die Reaktion jedoch nur mit einer ADP-Konzentration von 0.1 M durchgefiihrt werden
und somit die Verdinnung eventuell zu grof3 fir eine erfolgreiche Reaktion war. Aus den
Ergebnissen wird geschlossen, dass die Synthese von freiem caged ADPR 68 - 71 nicht Uber

die Kupplung eines Tosylats mit ADP erfolgen kann.

6.2.2 Synthese von caged dADPR via Cyanoethylphosphoramidit

Da die Synthese der acetylierten OB-maskierten caged ADPR-Derivate 36 - 39 erfolgreich
durchgefuhrt werden konnte, indem ein OB-maskiertes asymmetrisches Phosphoramidit mit
dem entsprechenden Monophosphat gekuppelt wurde, liegt es nahe, eine ahnliche Synthese
fur die caged ADPR-Derivate 68 - 71 zu verwenden. Hierfur bietet sich die Verwendung von
Cyanoethylphosphoramiditen an, die durch die Cyanoethylgruppe eine Schutzgruppe

beinhalten, die durch nicht-nucleophile Basen abgespalten werden kann.
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Ausgehend von der 2,3-silylierten caged Ribose-Verbindung 81 bzw. 82 wurde das
Cyanoethylphosphoramidit 78 bzw. 79 nach den Vorschriften von TRzUPEK et al. und
SHAH et al., unter Verwendung von 2,4,6-Collidin als sterische Base, Methylimidazol und 2-
Cyanoethylchlorphosphoramidit, hergestellt (siehe Abb. 6.21).1222.131

8.1 Aquiv. 2,4,6-Collidin >7
NO, 0.8 Aquiv. Methylimidazol >,N R NO,
HO o 2.5 Aquiv. 2-Cyanoethy|9hlor P-0 o
0 -phosphoramidit - o o
Q THF, Rt,3.5h ; Q
TBSO OTBS o | TR R N= TBSO OTBS g I
81R=H 78R=H 42%
82 R = Me 79 R = Me 45%

Abb. 6.21: Reaktionsbedingungen zur Synthese der 2-Cyanoethylphosphoramidit-Derivate 78 und 79
aus den silylierten caged Ribose-Derivaten 81 und 82.

Im Gegensatz zu den Synthesen der zuvor hergestellten Amidite darf der Zusatz von
Triethylamin bei der sdulenchromatographischen Reinigung nicht zu grof3 ausfallen, da sonst
die Cyanoethylgruppe abgespalten wird. Jedoch wird es auch nicht empfohlen, ohne Zusatz
von Base saulenchromatographisch zu reinigen, da sonst die Amidit-Gruppe reagieren kann.
In den beiden durchgefihrten Reaktionen wurde das Rohprodukt mit einem Zusatz von
0.05% - 0.1% Triethylamin gereinigt. Dies stellte jedoch keine optimale Balance zwischen
aciden und basischen Bedingungen zum Erhalt der Cyanoethylphosphoramidit-Struktur dar,
da ein erheblicher Anteil des Rohprodukts, welches aufgrund der NV- bzw MeNV-Gruppe
charakteristisch gelb gefarbt ist, nach dem Auftragen auf die stationare Phase keine Elution
aufwies und auf der stationdren Phase zurlickblieb. Dies konnte fur eine Oxidation des
Phosphoratoms oder die Spaltung der Cyanoethyl- oder Amidit-Gruppe sprechen. Aufgrund
dessen wurde das asymmetrische Amidit 78 als Gemisch von zwei Diastereomeren mit einer
Ausbeute von 42% sowie das analoge MeNV-Derivat 79 als Gemisch von vier Dieastereo-
meren mit einer Ausbeute von 45% erhalten. Die in Abb. 6.22 dargestellten 3!P-NMR-Spektren
der Verbindungen 78 und 79 zeigen die charakteristische Verschiebung der Cyanoethyl-
phosphoramiditgruppe bei ungeféahr 148 ppm sowie das Verhdltnis der Diastereomere,
welches fir das NV-Derivat 1.7:1.0 und fir das MeNV-Derivat 1.9:1.5:1.2:1.0 betragt.
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Abb. 6.22: Ausschnitte der 3!P-NMR-Spektren der Phosphoramidite: A: NV-Derivat 78 (400 MHz,
CDCls, 300 K), B: MeNV-Derivat 79 (400 MHz, CDCls, 300 K).
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AnschlieRend an die =zuvor beschriebene Synthese wurde die Kupplung der
Cyanoethylphosphoramidite mit einem Monophosphat untersucht. Fir das Monophosphat
sollte zuerst das Triethylammonium-Salz von dAMP 41 verwendet werden, da fur die in
Kapitel 6.1.3 beschriebenen Kupplungen des dAMPs 41 mit den Phosphoramiditen 41 und 42
leicht héhere Ausbeuten erzielt werden konnten. Die Kupplung des NV-Amidits 78 und
dAMP 41 erfolgte erneut durch Zugabe des Aktivators Pyridiniumtrifluoracetat mit

anschlieRender Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid (siehe Abb. 6.23).

1.) 1.4 Aquiv. JAMP 41 (1.4 Aquiv. EtsNH*)
1.3 Aquiv. PyTFA
DMF, Rt, 1 h
2.) 1.3 Aquiv. tBuOOH-Lsg.
(5.5 M in n-Decan)
>7 DMF, Rt, 40 min
>7N NO, 3. 46 Aquiv. EtzN
\ DMF, Rt, 40 min
P-0O

d o 0] 4.) RP-Saulenchromatographie
_ ;
N= TBSO OTBS o | (n.b.)
~
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| @ TBso oOTBs NH
o) 2
N
0-pP-0-P-0 \ /)
NO, o O Koj N
OH

Abb. 6.23: Umsetzung des Cyanoethylphosphoramidits 78 zum caged TBS-dADPR 90.

Daran angeschlossen wurde Triethylamin zugegeben, damit direkt nach der Kupplung die
Abspaltung der Cyanoethylgruppe erfolgt. Von einer verunreinigten Fraktion wurden nach der
automatisierten RP-sé&ulenchromatographischen Reinigung NMR-Spektren gemessen, die die
Entstehung des Produkts 90, unter anderem durch die charakteristische Verschiebung der
Signale des neu gebildeten Pyrophosphats im S3!P-NMR-Spektrum, bestatigen konnten
(Abb. 6.24 A).
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Abb. 6.24: Ausschnitte der 3!P-NMR-Spektren der caged dADPR-Derivate. A: verunreinigtes caged

TBS-dADPR 90 (400 MHz, CDsCN, 300 K), B: caged dADPR 71 (600 MHz, D20, 300 K).
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Wegen der Verunreinigungen wurde vor dem erneuten Reinigungsschritt keine Rohausbeute
der Fraktion bestimmt, doch nach dem zweiten Reinigungsschritt konnte das Produkt 90

aufgrund der geringen Substanzmenge nicht mehr isoliert werden.

Fur die Kupplung des Cyanoethylamidits 79 mit dAMP 41 wurde analog zur zuvor
beschriebenen Reaktion Pyridiniumtrifluoracetat als Aktivator, tert-Butylhydroperoxid als
Oxidationsmittel und Triethylamin zur Cyanoethylabspaltung verwendet (siehe Abb. 6.25).
1.) 1.7 Aquiv. dAMP (1.9 Aquiv. BusN*)
1.6 Aquiv. PyTFA

2.) 1.7 Aquiv. tBuOOH-Lsg.
(5.5 M in n-Decan)

3.) EsN
\/ 4.) RP-Saulenchromatographie
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O O
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~
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O
N
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Abb. 6.25: Umsetzung des Cyanoethylphosphoramidit 79 zum caged dADPR 71.

Nach der Oxidation wurde das Rohprodukt via automatisierter RP-Saulenchromatographie
vorgereinigt, wobei als wassriges Elutionsmittel TEAB-Puffer (0.1 M) verwendet wurde, um ein
konstantes Verhaltnis an Kationen und damit verbunden eine effizientere Reinigung des
Produkts gewahrleisten zu kdnnen. Die erhaltene Substanz wurde anschlieRend in einem 2:1-
Gemisch aus Triethylamin und TREAT-HF Uber einen Zeitraum von zwei Tagen desilyliert, das
Lésungsmittel entfernt, die Kationen zu Ammonium-lonen ausgetauscht und abschlieBend
erneut via RP-Saulenchromatographie gereinigt. Dabei konnte das freie caged dADPR 71 mit
einer geringen Ausbeute von 6% erhalten werden. In Abb. 6.24 B ist ein Ausschnitt des
31p-.NMR-Spektrums der Verbindung 71 in Deuteriumoxid dargestellt, in dem man die

charakteristische chemische Verschiebung fir Dinucleotide erkennen kann.

Da die Ausbeute des MeNV-dADPRs 71 uber die beschriebenen Reaktionsschritte mit 6%
gering ausgefallen ist, sollte eine effizientere Kupplungsmethode ermittelt werden, die zur
Synthese des freien MeNV-ADPRs 69 sowie des bereits synthetisierten MeNV-dADPRs 71

verwendet werden kann. Im Folgenden wurden keine weiteren NV-Derivate mehr synthetisiert,
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da diese als Referenzsubstanz mit vergleichsweise langsamen photolytischen Eigenschaften

den zusatzlichen synthetischen Aufwand nicht rechtfertigen.

6.2.3 Synthese von MeNV-ADPR und -dADPR via Methylimidazolidat

Eine weitere Option zur Synthese von Dinucleotiden wurde von MOHAMADY et al. entwickelt,
welche einen Schritt zur Aktivierung eines Monophosphats beinhaltet, das dadurch an
Elektrophilie zunimmt und so mit anderen Phosphaten reagieren und eine Phosphor-
anhydridbindung ausbilden kann.*3213% |n diesem Fall soll die Synthese von unmaskiertem
caged ADPR 69 und dADPR 71 durch Kupplung des caged Ribosemonophosphats 80 mit
AMP 40 bzw. dAMP 41 nach MOHAMADY et al. untersucht werden. Hierfir wurde zuerst das
MeNV-Ribosemonophosphat 80 durch eine Phosphorylierungsreaktion hergestellt. In diesem
Fall fand die Phosphorylierungsmethode mithilfe des Difluorenylmethylphosphoramidits 91
(Fm-Amidit) Anwendung. Das Reagenz 91 wurde zuerst nach der Vorschrift von WITT durch
Reaktion von Dichlorophosphoramidit 92 mit 9-Fluorenylmethanol mit einer Ausbeute von 81%
hergestellt (siehe Abb. 6.26).134

y o

a7 el THF, 0 °C-Rt, 18 h O O
02 81%

91

)\ J\ 2.2 Aquiv. EtsN O 5 O
N 2.1 Aquiv. 9-Fluorenylmethanol . 0" "0 .

| -

P<

Abb. 6.26: Synthese von Fm-Amidit 91 aus Dichlorophosphoramidit 92.

Im nachsten Schritt wurde das acetylierte MeNV-Ribose-Derivat 46 mit dem Fm-Amidit 92
durch Zugabe des aciden Aktivators Pyridiniumtrifluoracetat zur Reaktion gebracht und
anschlieend durch  Zugabe von tert-Butylhydroperoxid zum  Fluorenylmethyl
(Fm)-geschutzten Phosphorsauretriester 93 oxidiert (siehe Abb. 6.27). Das Produkt 93 konnte
dabei mit einer Ausbeute von 81% isoliert werden. Fur die folgende Stufe wurden
Reaktionsbedingungen gewabhlt, die sowohl das Monophosphat durch Abspaltung der Fm-
Gruppen entschiitzt als auch die Acetylgruppen entfernt. Hierfiir wurde nach der Vorschrift von
WITT das Fm-geschitzte Monophosphat 93 in einem Gemisch aus Methanol, Triethylamin und
Wasser gelost und fir 18 Stunden gertihrt.:*¥ Die Reinigung erfolgte via automatisierter RP-
Séaulenchromatographie mit TEAB-Puffer (0.1 M) als wassrigem Elutionsmittel. Daraus
resultierend konnte das MeNV-Ribosemonophosphat 80 als Triethylammonium-Salz (mit

1.2 Aquiv. Triethylammonium-lonen) mit einer Ausbeute von 61% erhalten werden.
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Abb. 6.27: Synthese des caged Ribosemonophosphats 80 aus dem acetylierten caged Ribose-
Derivat 46 Uber das Fm-geschitzte Monophosphat 93.

AnschlieRend wurde die Kupplung vom Ribosemonophosphat 80 mit AMP 40 bzw. dAMP 41
nach MOHAMADY et al. durchgefiihrt (siehe Abb. 6.28).1% Dafiir wurde das Natriumsalz von
AMP 40 oder dAMP 41 in Acetonitril suspendiert und mit einem Uberschuss an Triethylamin
und TFAA versetzt. Unter diesen Bedingungen werden alle reaktiven Gruppen trifluoracetyliert,
was eine erhebliche Steigerung der Loslichkeit des Monophosphats mit sich bringt. Zusatzlich
reagiert das Monophosphat mit TFAA zum gemischten Anhydrid aus einem Phosphorester
und einer Trifluoracetylgruppe. Das hat die Bildung des pertrifluoracetylierten AMP-Derivats 94
bzw. dAMP-Derivats 95 zur Folge, welches im Gegensatz zum eingesetzten Monophosphat
sehr gut in Acetonitril l6slich ist. Nachdem der Uberschuss an Reagenzien entfernt wurde,
erfolgte die Zugabe von einem Uberschuss an Triethylamin und Methylimidazol. Das
Methylimidazol bewirkt eine Spaltung des gemischten Anhydrids unter Eliminierung eines
Trifluoracetats zur Bildung eines Methylimidazolidats. Das gebildete Zwitterion 96 bzw. 97
weist eine erhthte Reaktivitat gegeniber Phosphatnucleophilen auf. Fir den Kupplungsschritt
wurde MeNV-Ribosemonophosphat 80 zum Imidazolidat zugegeben und fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur gertihrt. Die anschlieBende Reinigung via automatisierter RP-
Chromatographie bewirkte durch das wassrige Medium indirekt eine Spaltung der
Trifluoracetylgruppen. Die Gegenionen des Rohprodukts wurden nach dem ersten
Reinigungsschritt gegen Ammoniumionen getauscht und abschlie3end wurde das Rohprodukt
erneut RP-saulenchromatographisch gereinigt. Dabei konnten sowohl MeNV-ADPR 69 als
auch das entsprechende dADPR-Derivat 71 in Ausbeuten von 44% bzw. 77% erhalten
werden, welche in etwa der 50% - 70% der fir die angewendete Kupplungsmethode blichen

Ausbeute entsprechen.*®2 Da im Vergleich zur Synthese uber die Cyanoethylphosphor-
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amidite 78 und 79 die Ausbeuten der abschlieBenden Kupplung via Imidazolidat deutlich

hoher sind und die Reaktionsbedingungen durch den one-pot Ansatz leicht zu handhaben

sind, wird abschlieBend die Synthese von caged ADPR-Derivaten Uber das Imidazolidat

empfohlen.
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Abb. 6.28: Synthese des MeNV-ADPRs 69 und -dADPRs 71 durch Aktivierung des AMPs 40 bzw.
dAMPs 41 mit TFAA und Methylimidazol zur anschlieRenden Kupplungsreaktion mit MeNV-Ribose-

monophosphat 80.

6.2.4 Synthese von diacetylierten Referenzsubstanzen

Da die freien MeNV-ADPR und -dADPR-Derivate 69 und 71 erfolgreich als Referenzsubstanz

hergestellt werden konnten, lag ebenfalls die Synthese des zweifach acetylierten MeNV-

ADPRs 65 nahe. Mit diesem Derivat als Referenzsubstanz kann durch zelluldre Tests
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ebenfalls eingeordnet werden, inwiefern die Acetylgruppen die Lipophilie beeinflussen, und
auf agonistische Aktivitat vor und nach der Photolyse zum freien diacetyliertem ADPR 72
untersucht werden. Dementsprechend ist auch die Synthese des diacetylierten ADPRs 72
ratsam, damit diese Substanz in den standardmalfig durchgefuhrten Aktivitatstests untersucht
werden kann, ohne auf die Freisetzung durch die Photolyse zu setzen. Dies gabe zusatzlich
die Mdglichkeit, die Photolyseeffizienz des MeNV-ADPRs 65 durch einen Aktivitatenvergleich
des photolytisch freigesetzten Produkts mit dem direkt applizierten diacetylierten ADPR 72 zu
bestimmen. Die vorgeschlagene Retrosynthese des diacetylierten ADPRs 72 und dem caged
ADPR-Derivat 65 ist in Abb. 6.29 dargestellt.

OAc OAc NH2
“O<o>t e 9 N~ SN
0-P-0-P-0 ¢ | »
o o o "N
OH OH
72
OAc OAc NH2

oo 505

OH OH

65 R = MeNV
98 R = Bn
o Q
"0-P-0 j\@\ "0—-P-0 o}
| |
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Abb. 6.29: Retrosyntheseschema zur Herstellung des diacetylierten ADPR-Derivats 72, welches aus
den geschiitzten Derivaten 65 und 98 erfolgen soll. Das diacetylierte MeNV-ADPR-Derivat 65 soll aus
dem diacetylierten MeNV-Ribosephosphat 99 hergestellt werden. Die Synthese des Benzyl-
geschutzten ADPR-Derivats 98 soll aus dem Benzylribosemonophosphat 100 erfolgen.

Das acetylierte ADPR 72 kann (ber die Photolyse des ebenfalls zu synthetisierenden
acetylierten MeNV-Derivat 65 erfolgen, doch zusétzlich soll auch eine Syntheseroute
untersucht werden, die von einer photolytischen Freisetzung des Produkts unabhangig ist.
Aufgrund der 2“- und 3"-Acetylgruppen wurde eine Benzylschutzgruppe fur die 1“-Position

gewahlt, dessen Abspaltung pH-neutral durch hydrogenolytische Reduktion erfolgt. Neutrale
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Bedingungen mussen gelten, da bekanntermalRen an veresterter Ribose eine Migration der
Estergruppen bereits bei schwach aciden oder schwach basischen Bedingungen erfolgen
kann.**® Aus diesem Grund soll sowohl die Photolyse vom MeNV-Derivat 65 als auch die
Reduktion vom Benzyl-Derivat 98 in gepuffertem Ldsungsmittel erfolgen, um die Acetyl-
gruppenmigration moglichst zu unterbinden. Die geschiitzten ADPR-Derivate 65 und 98 sollen
ebenfalls per Kupplung mit AMP 40 Uber das Imidazolidat aus den entsprechenden 1“-MeNV-

Ribosemonophosphat 99 und dem 1“-Benzylribosemonophosphat 100 erfolgen.

Fur die Synthese des diacetylierten MeNV-ADPRs 65 wurde das fir die Kupplung benétigte
Monophosphat 99 hergestellt (siehe Abb. 6.30), was analog zu der in Kapitel 6.1.2
durchgefuhrten Synthese des MeNV-Ribosemonophosphats 80 erfolgte. Statt zuvor zwei
Stufen wurde die Synthese des Monophosphats 99 in einer Stufe mit zwei Reaktionsschritten
durchgefuhrt. Zunachst erfolgte die Synthese des Phosphattriesters 93, welcher nach einer
anschlielenden Oxidation direkt durch Zugabe von Triethylamin zum Monophosphat
umgesetzt wurde. Nach der RP-saulenchromatographischen Reinigung mit TEAB-Puffer
(0.1 M) wurde das zweifach acetylierte Ribosemonophosphat 99 als Salz mit 1.9 Aquiv.

Triethylammoniumionen mit einer Ausbeute von 63% erhalten.
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Abb. 6.30: Synthese des diacetylierten MeNV-Ribosemonophosphats 99 aus dem zweifach acetylierten
MeNV-Ribose-Derivat 46 durch Phosphorylierung via Fm-Amidit 91.

OAc OAc o

Vor der Kupplung des MeNV-Ribosemonophosphats 99 wird erst die Synthese des 1“-Benzyl-

Ribosemonophosphats 100 beschrieben. Dessen Synthese erfolgte analog zu der in

Kapitel 6.1.2 beschriebenen Synthese des zweifach acetylierten MeNV-Ribose-Derivats 46.

Fur die LA-vermittelte B-selektive Glycosylierungsreaktion wurden nach der Vorschrift von

DVORAKOVA et al. das tribenzoylierte Ribose-Derivat 49 mit Benzylalkohol zur Reaktion
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gebracht (siehe Abb. 6.31).1%¢ Daraus konnte das benzylierte Derivat 101 mit einer Ausbeute
von 94% als reines B-Anomer erhalten werden, was ahnlich zu der von DVORAKOVA et al.
beschriebenen quantitativen Ausbeute ist.[*3!
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Abb. 6.31: Synthese des Benzyl-Ribosemonophosphats 100 ausgehend von Glycosyl-Donor 49 und
Benzylalkohol. Nach der initialen Glycosylierungsreaktion folgen einige Schritte mit Schutzgruppen-
synthesen, bis das Monophosphat 100 durch abschlieBende reduktive Spaltung des Dibenzyl-
phosphoresters 105 erhalten werden konnte.

Die Abspaltung der Benzoylschutzgruppen erfolgte durch katalytische Mengen
Natriummethanolat in Methanol. Eine anschlieRende saulenchromatographische Reinigung
bewirkte eine vollstdndige Degradation des Produkts 102, weshalb analog zu DVORAKOVA et
al. nur eine wassrige Aufarbeitung des Reaktionsgemisches erfolgte.l**¢! So konnte die Benzyl-
Ribose 102 mit ausreichender Reinheit mit einer Ausbeute von 94% isoliert werden. Fir die

Literaturausbeute wird von DVORAKOVA et al. eine Ausbeute von 100% angegeben.3 Der

73



nachste Reaktionsschritt erfolgte analog zur in Kapitel 6.1.2 beschriebenen Synthese fir die
Silylierung der 5-Position mit anschlieender Acetylierung. Hierflir wurde erst das Benzyl-
Ribose-Derivat 102 mit tert-Butyldimethylsilylchlorid selektiv an 5-Position silyliert und
anschlieRend im gleichen Reaktionsgefal durch Essigsaureanhydrid acetyliert. Das silylierte
und acetylierte Produkt 103 wurde mit einer Ausbeute von 83% isoliert und anschlieRend
durch Verwendung von TREAT-HF an der 5-Position selektiv entschiitzt. Die in Kapitel 6.1.2
beschriebene Ausbeute fir die Desilylierungsreaktion der silylierten caged Ribose-Derivate 45
und 46 uUberstieg jeweils 96%, weshalb die Ausbeute bei der Entschitzung der
Verbindung 103 zum 5-Hydroxy-Derivat 104 mit 85% vergleichsweise etwas geringer ausfallt.
Eventuell ist die Benzylgruppe am anomeren Zentrum gegenlUber schwach acider
Bedingungen etwas labiler, wie es bereits an der Degradation der Benzyl-Ribose 102 beim
Reinigungsschritt beobachtet werden konnte. Im nachsten Reaktionsschritt wurde durch die
Reaktion des 5-Hydroxy-Derivats 104 mit dem Dibenzylphosphoramidit unter acider Katalyse
mit Pyridiniumtrifluoracetat und anschlieBender Oxidation durch tert-Butylhydroperoxid der
Dibenzylphosphattriester 105 erhalten. Die Isolation des Produkts 105 erfolgte mit einer
Ausbeute von 74%, was im Rahmen der Literaturausbeuten von 68 - 96% fur Dibenzyl-
phosphat-Synthesen liegt.[**¢ Die anschlieRende Abspaltung der Benzylgruppen am Phosphat
wurde durch eine hydrogenolytische Reduktion erreicht. Dafir wurde die doppelte
stochiometrische Menge an Triethylamin zugegeben, um das entstehende protonierte
Phosphat zu neutralisieren und das Triethylammonium-Salz zu bilden. Die Reaktion erfolgte
durch Zugabe von Palladium auf Aktivkohle (10%) als Katalysator mit anschlieRendem Rihren
der Suspension in einer Wasserstoffatmosphare. Um die Abspaltung der anomeren
Benzylgruppe zu verhindern, wurde Tetrahydrofuran als aprotisches Losungsmittel verwendet,
wodurch nach einer Reaktionsdauer von 18 Stunden und abschlieBender Reinigung das
Benzyl-Ribosemonophosphat 100 als Triethylammonium-Salz mit 1.6 Aquiv. Triethyl-
ammonium-lonen mit einer sehr guten Ausbeute von 91% erhalten werden konnte. Es kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass kleine Mengen des komplett debenzylierten
Derivats 106 entstanden sind. Da dieses Produkt 106 jedoch keine UV-Aktivitat aufweist,
wurde es nicht beim Reinigungsschritt beobachtet bzw. isoliert, weshalb keine Aussage Uber
die gebildete Menge des Nebenprodukts 106 getroffen werden kann. Sie sollte jedoch

angesichts der Ausbeute des Monophosphats 100 von 91% vernachlassigbar sein.

Fur die folgende Kupplung wurde erneut AMP 40 durch Zugabe von Triethylamin, TFAA und
Methylimidazol in das entsprechende aktive Imidazolidat umgewandelt, sodass die
anschlieRende Zugabe des Monophosphats 99 bzw. 100 zur Bildung der acetylierten ADPR-
Derivate mit der MeNV-Gruppe 65 bzw. mit der Benzylgruppe 98 gefiihrt hat (siehe Abb. 6.32).
Die Rohprodukte wurden erneut unter Verwendung von 0.1 M TEAB-Puffer RP-

saulenchromatographisch gereinigt, die Kationen auf Ammonium-lonen getauscht und
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abschliel3end erneut gereinigt. Die Ausbeute des acetylierten MeNV-Derivats von 48% ist mit
der Ausbeute von 44% fur das unmaskierte MeNV-ADPR 69 vergleichbar. Das acetylierte
Benzyl-ADPR-Derivat konnte mit einer leicht geringeren Ausbeute von 31% erhalten werden.
Es wird vermutet, dass in diesem Fall wieder die Benzylgruppe eine gewisse Labilitat aufweist
und dementsprechend die Ausbeute des gewinschten Produkts 98 leicht vermindert.
Unabhéngig davon konnten jedoch beide Dinucleotid-dhnlichen Produkte 65 und 98
erfolgreich hergestellt werden, wobei bereits das MeNV-Derivat 65 als Referenzsubstanz fur
die photolytische Freisetzung fir ADPR 1 in Zellen fungieren kann.
1.) 15 Aquiv. Et3N
15 Aquiv. TFAA
CH3CN, 0 °C, 10 min
2.) 16 Aquiv. Et3N

NH, 6 Aquiv. Methylimidazol
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Abb. 6.32: Kupplungsreaktion der Monophosphate 99 und 100 mit dem in situ aus AMP 40 hergestellten
Imidazolidat zu den acetylierten ADPR-Derivaten mit MeNV-Gruppe 65 sowie mit Benzylgruppe 98.

Zusatzlich sollte das diacetylierte ADPR-Derivat 72 fur Aktivitatsbestimmungen hergestellt
werden, indem die geschitzten Derivate 65 und 98 selektiv an der 1“-Position entschitzt
werden (siehe Abb. 6.33). Dies wurde auf zwei unterschiedliche Synthesewege versucht und
als Konstante zwischen beiden Synthesen wurden diese in PBS-Puffer durchgefuhrt. Der
durch den Puffer konstant gehaltene pH-Wert sollte eine mogliche Migration der Acetylgruppen

von der 2“- oder 3“-Position auf die 1*“-Position moglichst verhindern.

75



0 9 G A N 0 e % AR
RO 0-P-0-P-0 <N | J RO 0-P-0-P-0 <N W
O O 0 N O O 0 N
OH OH OH OH
65 R = MeNV 98 R = Bn
10 Gew.% Pd/C (10%)
Photolyse (365 nm) H,-Atmosphare
38% 28%
PBS, 0 °C, 10 min PBS, Rt, 24 h
OAc OAc NH2
HO N
0-P-0-P-0 \ Py
o O © N
OH OH
72

Abb. 6.33: Synthese des diacetylierten ADPR-Derivats 72 durch Photolyse aus dem acetylierten MeNV-
ADPR 65 bzw. durch Hydrogenolyse aus dem acetylierten Benzyl-ADPR 98.

Fur die photolytische Freisetzung des ADPR-Derivats 72 aus dem MeNV-ADPR-Derivat 65
wurde dieses in PBS-Puffer geldst und die Losung auf 0 °C gekuihlt. AnschlieRend wurde die
Reaktionslosung fiir eine Minute unter Ruhren bei 365 nm bestrahlt und anschlieend erneut
kurz mit Eiswasser gekuhlt. Dies sollte gewahrleisten, dass die zuséatzliche thermische
Energie, die durch Absorption des eingestrahlten Lichts vom Photogruppen-Spaltprodukt
freigesetzt wird, keine chemische Hydrolyse der Acetylgruppen induziert. Die Photolyse sowie
die Kuhlung wurde wiederholt, bis die Bestrahlungsdauer insgesamt zehn Minuten betrug.
Nach der anschlieRenden RP-sédulenchromatographischen Reinigung konnte das diacetylierte
ADPR-Derivat 72 mit einer Ausbeute von 38% isoliert werden. Ein Ausschnitt des 3P-NMR-
Spektrums der Verbindung 72 ist in Abb. 6.34 dargestellt und zeigt ein deutliches Singulett bei
ca. -10 ppm, welches charakteristisch fir dinucleotidische Verbindungen im wassrigen
Lésungsmittel ist. Zusatzlich wurden 37% des Edukts 65 reisoliert, wodurch sich abzlglich der
reisolierten Ausbeute eine Photolyseausbeute von 59% ergibt. Diese kann trotz der langen
Bestrahlungsdauer damit begrindet werden, dass bereits nach der ersten Minute der
Bestrahlung eine triibe Suspension entstanden ist. Diese ist vermutlich auf das Abspaltprodukt
der Photogruppe zuriickzufiihren, welches nicht in PBS-Puffer I8slich zu sein scheint. Der
ausgefallene Feststoff hat sich auf die Wand des Reaktionsgeféal3es niedergeschlagen,
wodurch vermutet wird, dass eine effiziente Bestrahlung der Reaktionslosung nicht weiter
moglich war. Ebenso kann nicht ausgeschlossen werden, dass durch die intensive

Bestrahlung des Nebenprodukts dieses mit dem Edukt reagiert hat, was einen negativen
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Einfluss auf die Gesamtausbeute haben konnte. Bei einer Wiederholung der Photolyse wird
empfohlen, die Reaktionslésung nach jedem Bestrahlungs- und vor jedem Kuhlungsschritt zu
filtrieren, bevor erneut bestrahlt wird, um das ausgefallene Spaltprodukt zu entfernen und so

eine effizientere Bestrahlung zu ermdglichen.
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Abb. 6.34: Ausschnitt des 3'P-NMR-Spektrums (500 MHz, D20, 300 K) des diacetylierten ADPRs 72,
welches durch Photolyse aus dem acetylierten MeNV-ADPR 65 erhalten wurde.

Das Benzyl-ADPR-Derivat 98 sollte durch eine hydrogenolytische Reduktion in das
diacetylierte ADPR-Derivat 72 umgesetzt werden. Dementsprechend wurde das Edukt in PBS-
Puffer gelést und mit Palladium auf Aktivkohle (10%) versetzt. Bei Verwendung einer
Wasserstoffatmosphédre zum Reduzieren der Benzyl-Gruppe konnte nach Aufarbeitung nur
das Edukt 98 isoliert werden, weshalb bei einem neuen Ansatz das Wasserstoff-Gas direkt in
die LOsung eingeleitet wurde. Nach 24 Stunden Reaktionsdauer wurde die Reaktion
abgebrochen und sédulenchromatographisch gereinigt. Als Resultat konnte eine Ausbeute von
28% fur das diacetylierte ADPR-Derivat 72 erzielt werden. Da auf3erdem 53% des Edukts
reisoliert werden konnten, betragt die effektive Ausbeute der Reduktion 50%. Es kann nur
vermutet werden, dass durch die negativen Ladungen des Pyrophosphat-Riickgrats nicht
umgesetztes Edukt 98 oder sogar das Produkt 72 am Katalysator oder der Aktivkohle
assoziiert vorlagen, was vor der saulenchromatographischen Reinigung durch Filtrieren der
Reaktionsldsung abgetrennt wurde. Zwar wurde der Rickstand im Filter mit dem PBS-Puffer
gewaschen, doch das garantiert nicht, dass assoziierte Molekiile vom Katalysator gewaschen
wurden. Es wird angenommen, dass eine héhere Ausbeute durch erhéhten Wasserstoffdruck
im Reaktionsgefald oder eine langere Reaktionszeit erzielt werden kann, da noch ein grol3er
Anteil des Edukts 98 reisoliert werden konnte. Zusammenfassend kann aus den erhaltenen
Ergebnissen geschlossen werden, dass die Synthese des diacetylierten ADPR-Derivats 72
sowohl photolytisch als auch katalytisch erfolgen kann. Dies ist insofern hilfreich, da nicht
gewahrleistet werden kann, dass jedem zur Synthese der Verbindung auch das
entsprechende Photolyse- oder Hydrogenolysematerial zur Verfiigung steht. Es wird jedoch in
Bezug auf die Handhabbarkeit der Reaktionen sowie der besseren Ausbeuten der

Syntheseweg Uber die photolytische Freisetzung des MeNV-Derivats 65 empfohlen.
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AbschlieRend wurde anhand des in Abb. 6.35 dargestellten HMBC (heteronuclear multiple
bond correlation) NMR-Spektrums Uberpriift, dass das 2“,3"“-diacetylierte Derivat erhalten
wurde und keine Migration einer Acetylgruppe zur 1“-Position stattfand. Die horizontale
Projektion des HMBC-Spektrums zeigt das *H-NMR-Spektrum der Verbindung 72, aus dem
deutlich wird, dass trotz zwei mdglicher Anomere die chemischen Verschiebungen beider
Anomere nahezu keine Unterschiede aufweisen. Dies stellt ein erstes Indiz dar, dass die
Mutarotation des anomeren Zentrums ungehindert in wassrigem LOsungsmittel stattfinden
kann. Zusatzlich sollte bei einem 1“-acetylierten Derivat ein Kreuzsignal fur das koppelnde
Kohlenstoffatom der Carbonylgruppe der Acetylgruppe und dem anomeren Proton zu

erkennen sein.
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Abb. 6.35: H-13C-HMBC-NMR-Spektrum (600 MHz, D20, 300 K) des diacetylierten ADPRs 72,
welches durch Hydrogenolyse aus dem acetylierten Benzyl-ADPR 98 erhalten wurde. Es ist der Bereich
rot markiert, in dem ein Kreuzsignal fur ein 1“-acetyliertes Nebenprodukt erwartet wird, welches durch
Acetylmigration gebildet worden wére. Die blaue Markierung zeigt, dass nur Kreuzsignale zwischen den
2"“- und 3"“-Protonen zu den Carbonylgruppen zu beobachten sind.
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Die rote Markierung zeigt, dass das Signal des anomeren Protons bei 5.57 ppm im *H-NMR-
Spektrum keine skalare 3J-Kopplung zum Carbonylkohlenstoffatom aufweist, welches eine
charakteristische chemische Verschiebung bei 173 ppm besitzt. Die Carbonylsignale der
Acetylgruppen weisen lediglich Kopplungssignale zu den 2“- und 3“-Protonen zwischen
5.30 - 5.00 ppm auf, was fur die bestehende Acetylierung dieser Positionen steht. Beim
Vergleich des zuerst gemessenen *H-NMR-Spektrums, mit dem zum HMBC-NMR-Spektrum
zugehorigen H-Spektrum ist aufgefallen, dass bereits in der Zeit zwischen den Messungen
neue Signale zu erkennen waren und somit Isomerisierungen stattgefunden haben, was
darauf schlieRen lasst, dass bei neutralem pH-Wert weiterhin die Acetylmigration, wenn auch

im geringen Ausmal, stattfindet.

6.2.5 Photolyseexperimente an caged ADPR und caged dADPR

AbschlieRend wurden Photolysen der synthetisierten Derivate MeNV-ADPR 69 und MeNV-
dADPR 71 durchgefiihrt, um deren Freisetzungsgeschwindigkeit in einen vergleichbaren
Kontext setzen zu konnen (siehe Abb. 6.36). Neben der bisher verwendeten Photolyse-
bedingungen bei 365 nm wurde bei den beiden Derivaten auch die Freisetzung des freien
ADPRs 1 bzw. dADPRs 2 bei einer Bestrahlungswellenlange von 405 nm untersucht. Damit
wurde untersucht, welchen Verlust die Freisetzungsgeschwindigkeit erfahrt, wenn bei
Wellenlangen bestrahlt wird, die fir Zellen weniger schadlich sind als das

Absorptionsmaximum der MeNV-Gruppe.
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Abb. 6.36: Photolytische Reaktion des MeNV-ADPRs 69 und -dADPRs 71 bei 365 nm und 405 nm zur
Freisetzung von ADPR 1 und dADPR 2.

Die Bestrahlung des MeNV-ADPRs 69 erfolgte nach der in Kapitel 7.1.6 aufgefiihrten
Vorschrift fir Photolysen bei einer Wellenlange von 365 nm. Die Reaktionsverfolgung erfolgte

in diesem Fall ausschlieRlich via HPLC und die Ergebnisse sind in Abb. 6.37 dargestellt. Der
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Peak des Edukts 69 weist zum Start der Photolyse eine Retentionszeit von 10.5 min auf und
nimmt mit zunehmender Bestrahlungsdauer ab. Neben wenigen Peaks geringerer Intensitat
wird die Entstehung eines neuen Peaks bei 9.1 min beobachtet, der sich innerhalb weniger
Sekunden Bestrahlungsdauer zum dominanten Peak im Chromatogramm entwickelt. Durch
einen Vergleich der Retentionszeiten konnte dieser Peak als freies ADPR 1 bestimmt werden.
Die Abnahme der Intensitéat des Eduktpeaks erfolgt mit einer Halbwertszeit von ti, = 3.3 s, was
fast dem Dreifachen der gemittelten Halbwertszeit von ti;=1.2s entspricht, die in
Kapitel 6.1.5 fir die Photolyse des zweifach acetylierten MeNV-Derivats 65 nach Hydrolyse
des vollstandig maskierten caged ADPRs 37 bestimmt wurde. Die Photolysegeschwindigkeit
der MeNV-Gruppe sollte in der Regel bei dhnlichen freizusetzenden Substraten auch ahnliche
Werte annehmen. Eine ndhere Betrachtung der UV-Spektren des Eduktsignals nach den
einzelnen Photolysezeitpunkten liefert eine Erklarung dieser Diskrepanz (siehe Abb. 6.37 C
und D).

. _ = 10.5 min
1 t12=3.38 4 52mn

Integral [mAU s]
&
8

0 5 0 15 20 25 30

Retentionszeit [min] Photolysedauer [s]
1600 o 1.0
1s =
1400 50 z
— 10s — 0.84
3 1200 20| 5
é 30s =
E. 10001 2 6l
c e -
S 800- 8
"é'_ <
(] i
Q6001 g o4
o o2
< 400 £
S 0.2
200 A
0 . : . 0.0 . ; .
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
Wellenldange [nm] Wellenldange [nm]

Abb. 6.37: Ergebnisse der Photolyse des MeNV-ADPRs 69 bei 365 nm. A: Ausschnitt des
Wasserfalldiagramms der Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte. (Vollstandiges
Diagramm siehe Anhang 5). B: Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Signale. C: UV-
Absorptionsspektren des Peaks bei einer Retentionszeit von 10.5 min zu den jeweiligen Zeitpunkten.
D: Normierte Darstellung der UV-Absorptionsspektren des Peaks bei einer Retentionszeit von 10.5 min
zu den jeweiligen Zeitpunkten.
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Wahrend das UV-Absorptionsspektrum des Eduktsignals tber die Dauer der Photolyse
erwartungsgemar absolut abnimmt, sollte sich jedoch das Absorptionsmuster bzw. die relative
Absorption einzelner Wellenlangen zueinander weiterhin nicht verédndern. Wahrend das aus
der absoluten Betrachtung der UV-Absorptionsspektren nicht sofort deutlich wird, liefert die
normierte Darstellung der UV-Absorptionsspektren ein eindeutigeres Bild. Wahrend das
Eduktsignal zum Start der Photolyse das fiir Adenosin charakteristische lokale Maximum bei
ca. 250 nm sowie das lokale Maximum der Photogruppe bei ca. 350 nm aufweist, ist eine
eindeutige Veranderung des Absorptionsmusters nach bereits 1 s Bestrahlungsdauer, noch
deutlicher beim Zeitpunkt von 5s Bestrahlungsdauer, zu erkennen. Dies lasst auf die
Entstehung eines undefinierten Nebenprodukts schlieRen, welches die gleiche Retentionszeit
wie das eingesetzte MeNV-ADPR 69 aufweist. Dementsprechend ist anzunehmen, dass die
Integrale zu den verschiedenen Zeitpunkten héher als der wahre Gehalt des Edukts 65 ausfallt
und damit die Bestimmung der Halbwertszeit zu hoheren Werten verfélscht. Da die absolute
Absorption des Nebenprodukts jedoch geringer ausfallt, wird vermutet, dass die Verfalschung
der Halbwertszeit nicht zu stark vom wahren Wert abweichen sollte.

Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei der Photolyse des MeNV-ADPRs bei einer
Wellenlange von 405 nm gemacht werden (siehe Abb. 6.38). Ebenso wie bei der Photolyse
bei 365 nm nahm die Intensitat des Eduktpeaks bei 10.5 min mit der Zeit ab und der neu
gebildete ADPR 1 Peak nahm zu. Dafir wurde eine Halbwertszeit von 13.4 s ermittelt, die
erwartungsgemalf hoher als die der Photolyse bei 365 nm ist, da die Photogruppe weniger
von der 405 nm Strahlung absorbiert und somit weniger Photolysereaktionen induziert werden.
Doch auch bei dieser Photolysereaktion zeigen die UV-Absorptionsspektren des Eduktpeaks
bei 10.5min eine Anderung des allgemeinen Absorptionsmusters mit zunehmender
Bestrahlungsdauer, weshalb hier ebenfalls von der Bildung eines Nebenprodukts
ausgegangen wird, dessen Peak sich mit dem des Edukts liberlagert. Aufféallig dabei ist, dass
sich in den normierten Spektren das Absorptionsmuster bei Wellenlangen Gber 280 nm bei
den Photolysezeitpunkten 5 s und 10 s, welche identische UV-Absorptionsspektren zeigen,
schon signifikant von dem charakteristischen Absorptionsmuster der Photogruppe
unterscheiden. Dies lasst die Vermutung aufkommen, dass bereits nach 5s
Bestrahlungsdauer der Grof3teil des Edukts photolysiert wurde und dadurch wenig Einfluss auf
das Absorptionsmuster zu diesen Zeitpunkten nimmt. JESCHIK beschreibt flr den relativen
Vergleich der Halbwertszeiten der Wellenlangen 365 nm und 405 nm zur Abspaltung einer
MeNV-Gruppe an Nucleotiden eine funffach hohere Halbwertszeit fir Photolysen bei
405 nm.12%l Angesichts der zuvor bestimmten Halbwertszeit von 3.3 s bei 365 nm flr das
MeNV-ADPR 69 entspricht der relative Unterschied zur Halbwertszeit von 13.4 s in etwa den

Erwartungen. Jedoch sind beide Ergebnisse durch die Entstehung von Nebenprodukten
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verfalscht, weshalb diese Ergebnisse nicht fur eine absolute Bestimmung, sondern lediglich

fur einen relativen Vergleich der Halbwertszeiten untereinander ausreicht.
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Abb. 6.38: Ergebnisse der Photolyse des MeNV-ADPRs 69 bei 405nm. A: Ausschnitt des
Wasserfalldiagramms der Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte. (Vollstéandiges
Diagramm siehe Anhang 5). B: Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Signale. C: UV-
Absorptionsspektren des Peaks bei einer Retentionszeit von 10.5 min zu den jeweiligen Zeitpunkten.
D: Normierte Darstellung der UV-Absorptionsspektren des Peaks bei einer Retentionszeit von 10.5 min
zu den jeweiligen Zeitpunkten.

Das MeNV-dADPR 71 wurde ebenfalls jeweils einmal bei 365 nm und 405 nm photolysiert.
Die Ergebnisse der Photolyse bei 365 nm sind in Abb. 6.39 dargestellt. Das Edukt 71 weist
bei der HPLC-Analyse eine Retentionszeit von 10.0 min auf und zeigt im UV-
Absorptionsspektrum die charakteristische nucleosidische Absorption sowie tber 300 nm das
fur Photogruppen typische Absorptionsmuster. Nach Beginn der Photolyse nimmt die Intensitét
des Peaks des Edukts 71 ab und es wird ein neuer Peak bei 8.6 min gebildet, welcher dem
Photolyseprodukt dADPR 2 zugeordnet wird. Die Freisetzung dessen erfolgt mit einer
Halbwertszeit von t1>, = 4.5 s und liegt damit sogar hoher als der Wert der 365 nm-Photolyse
des MeNV-ADPR 69. Die caged Derivate 69 und 71 unterscheiden sich lediglich in der
2'-Hydroxygruppe des AMPs, die weit entfernt vom reagierenden Zentrum der Photogruppe
liegt, weshalb fur beide Photolysen bei gleicher Wellenlange auch ein &hnlicher Wert fur die
Halbwertszeiten erwartet wird. Auch bei dieser Photolyse findet eine Verfalschung der

Halbwertszeit durch Bildung eines Nebenprodukts statt, das gleichzeitig mit dem Edukt eluiert,
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wie es durch den Vergleich der UV-Absorptionsspektren des Eduktpeaks bei verschiedenen
Photolysezeitpunkten deutlich wird. Bei den normierten UV-Absorptionsspektren wird bereits
ein deutlich anderes Absorptionsmuster nach einer Photolysedauer von 5s erkennbar,
weshalb bereits zu diesem Zeitpunkt die Photolyse des Edukts zum Uberwiegenden Teil
stattgefunden haben muss. Dies wird ebenfalls bestatigt, da das Integral des
Photolyseprodukts nach 5s Bestrahlungsdauer Uber 80% des Maximalwerts betragt.
Dementsprechend ist die bestimmte Halbwertszeit auch nur bedingt fur einen Vergleich mit
anderen Photolysen geeignet, trotz dessen konnte die erfolgreiche Photolyse des MeNV-
dADPRs 71 bei 365 nm gezeigt werden.
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Abb. 6.39: Ergebnisse der Photolyse des MeNV-dADPRs 71 bei 365 nm. A: Ausschnitt des
Wasserfalldiagramms der Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte. (Vollstandiges
Diagramm siehe Anhang 6) B: Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Signale. C: UV-
Absorptionsspektren des Peaks bei einer Retentionszeit von 10.0 min zu den jeweiligen Zeitpunkten.
D: Normierte Darstellung der UV-Absorptionsspektren des Peaks bei einer Retentionszeit von 10.0 min
zu den jeweiligen Zeitpunkten.

Ahnliche Ergebnisse werden bei der Photolyse des MeNV-dADPRs 71 bei 405 nm erhalten
(siehe Abb. 6.40). Die Intensitat des Eduktsignals nimmt nach Beginn der Photolyse
kontinuierlich ab und der mit dADPR 2 assoziierte Peak bei einer Retentionszeit von 8.5 min
wird gebildet. Die berechnete Halbwertszeit betragt in diesem Fall t1> = 8.6 s und liegt damit
deutlich unter dem Wert fiir die vergleichbare Photolyse des MeNV-ADPRs 69. Daraus kann

geschlossen werden, dass bei dieser Photolyse die Verfalschung der Integralwerte durch das
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zusatzlich entstehende Nebenprodukt weniger stark ausféllt. Bei der Betrachtung der
normierten UV-Absorptionsspektren kann nach 10s Photolysedauer ein deutlicher
Unterschied der Absorptionsmuster erkannt werden. Zu diesem Zeitpunkt waren bereits 75%
des maximalen Produktintegrals zu beobachten, was bei Berticksichtigung der berechneten

Halbwertszeit erst bei ca. 13 s Bestrahlungsdauer hatten erreicht werden sollen.
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Abb. 6.40: Ergebnisse der Photolyse des MeNV-dADPRs 71 bei 405 nm. A: Ausschnitt des
Wasserfalldiagramms der Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte. (Vollstéandiges
Diagramm siehe Anhang 6). B: Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Signale. C: UV-
Absorptionsspektren des Peaks bei einer Retentionszeit von 9.9 min zu den jeweiligen Zeitpunkten. D:
Normierte Darstellung der UV-Absorptionsspektren des Peaks bei einer Retentionszeit von 9.9 min zu
den jeweiligen Zeitpunkten.

Mittels der hergestellten Produkte MeNV-ADPR 69 und MeNV-dADPR 71 konnte sowohl bei
365 nm als auch bei 405 nm eine erfolgreiche Freisetzung der ungeschiitzten Substrate
gezeigt werden. Dies erfolgte auch innerhalb weniger Sekunden, eine genaue Bestimmung
der Halbwertszeiten war jedoch tiber diese Methode durch die Uberlagerung von Peaks nicht

moglich.
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6.3 Zweite Generation von bioreversibel-maskiertem caged ADPR

Aus den zuvor hergestellten acetylierten und bioreversibel-maskierten caged ADPR-
Derivaten 36 - 39 konnte eine erfolgreiche Freisetzung von caged ADPR 69 bzw. dADPR 71
beobachtet werden, dessen Hydrolyseprodukte anschlieend durch Photolyse bei 365 nm
oder 405 nm Bestrahlungswellenlange zum bioaktiven ADPR 1 und dADPR 2 umgesetzt
werden. Die Abspaltung der bioreversiblen Maske erfolgt dabei wesentlich schneller als die
Abspaltung der Acetylgruppen. Demnach bietet sich die Synthese eines bioreversibel-
maskierten ADPR-Derivats an, welches keine Acetylgruppen aufweist und somit einzig die
bioreversible Gruppe vor der Photolyse abgespalten werden muss. Im Folgenden wird die
Synthese eines solchen Derivats beschrieben. Zusatzlich sollen die daraus gewonnenen
Erkenntnisse zur Totalsynthese von weiteren caged ADPR-Referenzsubstanzen dienen, die

an dem literaturbekannten caged ADPR 34 (siehe Kapitel 4.6) angelehnt sind.

6.3.1 Synthese von bioreversibel-maskiertem caged ADPR

Fur die Synthese eines nicht-acetylierten maskierten caged ADPR-Derivats dienten die
acetylierten und maskierten ADPR-Derivate 36 - 39 als Vorlage. Einzig fur die Acetylgruppen
wurden Silylgruppen gewéhlt, die nach der erfolgten Kupplung zum Pyrophosphat orthogonal
zu den bioreversiblen Maskierungen abgespalten werden kdnnen. Dementsprechend wurde
das an 2- und 3-Position silylierte caged Ribose-Derivat 81 nach der Vorschrift von Kock
analog zur in Kapitel 6.1.3 beschriebenen Synthese mit dem Amidit 44 zum asymmetrischen
Amidit 107 umgesetzt (siehe Abb. 6.41).129

C7H+s
NO, =0
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Abb. 6.41. Synthese des asymmetrischen Amidits 107 aus dem Ribose-Baustein 81 und dem
Amidit 44.

Die Reaktion erfolgte ebenfalls durch die Aktivierung mit Pyridiniumtrifluoracetat und die
saulenchromatographische Reinigung erfolgte durch Zusatz von Triethylamin im Elutions-
mittel. Dabei konnte das Reaktionsprodukt 107 mit einer Ausbeute von 96% als Gemisch aus

vier Diastereomeren isoliert werden.

Fur die anschlieRende Kupplung wurden die Triethylammonium-Salze von AMP 40 und
dAMP 41 nicht via Kationenaustauschharz, sondern durch Titration der entsprechenden

protonierten Monophosphate mit Triethylamin bis pH = 7 hergestellt. Dabei konnte ein hoherer
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Anteil an Triethylammonium-lonen erhalten werden, 1.6 Aquiv. Triethylammonium fiir AMP 40
und 1.5 Aquiv. Triethylammonium fir JAMP 41. Dieser erhohte Anteil der lipophilen Kationen
hatte eine verbesserte Loslichkeit der Monophosphate in DMF zur Folge. Fur die Kupplung
wurde das asymmetrische Amidit 107 in DMF geldst und mit den Monophosphaten 40 bzw. 41
versetzt (siehe Abb. 6.42).
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Abb. 6.42: Synthese der silylierten bioreversibel-maskierten caged Derivate ADPR 108 und
dADPR 109 aus dem asymmetrischen Amidit 107 und AMP 40 bzw. dAMP 41.

Wichtig dabei war, dass abgewartet wurde, bis sich das Monophosphat vollstandig gelost
hatte. Es wird vermutet, dass die restlichen Aquivalente der Gegenionen der Monophosphate
Protonen sind, die bereits beim Ldsen die Kupplung induzieren kdénnen. Erst nachdem eine
klare Losung erhalten wurde, erfolgte die Zugabe des Aktivators Pyridiniumtrifluoracetat sowie
eine Stunde spater tert-Butylhydroperoxid. Nach der anschlieRenden RP-saulenchromato-
graphischen Reinigung konnten die Kupplungsprodukte 108 und 109 als Triethylammonium-
Salze mit Ausbeuten von 51% bzw. 46% erhalten werden. In Abb. 6.43 sind Ausschnitte der
31P-NMR-Spektren der beiden Reaktionsprodukte 108 und 109 dargestellt. Die Signale weisen
die charakteristische chemische Verschiebung fiir Diphosphat-Verbindungen in den 3!P-NMR-
Spektren auf. Zusatzlich sind die Signale der einzelnen Phosphatgruppen des Pyrophosphats
in einzelnen Signalgruppen aufgeteilt. Durch die erhaltenen vier Diastereomere ist eine
genaue Analyse der Kopplungsmuster nicht weiter mdglich, aber es ist ein deutlicher
Unterschied zwischen den Signalen des a-Phosphats sowie den Signalen des chiralen -
Phosphats erkennbar, was ein zusatzliches charakteristisches Merkmal fur die maskierten
ADPR-Derivate 108 und 109 darstellt.
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Abb. 6.43: Ausschnitte der 31P-NMR-Spektren der silylierten ADPR-Derivate 108 und 109. A: TBS-OB-
MeNV-ADPR 108 (500 MHz, DMSO-ds, 300 K). B: TBS-OB-MeNV-dADPR 109 (400 MHz, DMSO-ds,
300 K).

Die Entschitzung der silylierten Hydroxyfunktionen wurde mit verschiedenen Desilylierungs-
reagenzien untersucht. Darunter bewirkte die Verwendung von TREAT-HF und OLAH's
Reagenz (Pyridin Polyhydrofluorid) stets die Degradierung der Phosphoranhydrid-Bindung
oder der lipophilen Maske, weshalb angenommen wurde, dass die korrespondierenden Basen
in den Desilylierungsreagenzien zu basisch sind. Aus diesem Grund wurde die Entschiitzung
mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) untersucht (siehe Abb. 6.44).
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Abb. 6.44: Versuchte Abspaltung der TBS-Gruppen der ADPR-Derivate 108 und 109 mittels TBAF.
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Fir die Synthese der entschitzten Derivate 110 und 111 wurde sich an der Vorschrift von
HOGREFE et al. zur Desilylierung von geschitzten Dinucleotiden orientiert,**” indem die
silylierten ADPR-Derivate 108 und 109 jeweils in Tetrahydrofuran gelést und mit einer 1 M
Lésung von TBAF in Tetrahydrofuran versetzt wurden. Nach einer Reaktionsdauer von
24 Stunden wurde das Losungsmittel entfernt und der Rickstand in 2M
Triethylammoniumacetat (TEAA, pH7) Puffer aufgenommen. Es folgte die RP-
saulenchromatographische Reinigung mit anschlieBendem Kationenaustausch. Nach der
abschlielenden Reinigung via RP-Saulenchromatographie wurde hauptsachlich das
demaskierte MeNV-ADPR 69 bzw. MeNV-dADPR 71 beobachtet, doch es konnte zudem eine
Fraktion erhalten werden, indem ein nicht erwartetes Nebenprodukt vorlag. Fir beide
Reaktionen ausgehend vom ADPR 108 bzw. dADPR 109 wurden von den Nebenprodukten
ESI-Massenspektren aufgenommen (siehe Abb. 6.45 A und B).
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Abb. 6.45: Massenspektrometrische Analyse der Nebenprodukt-Fraktionen. A: ESI-Massenspektrum
des Nebenprodukts aus der Reaktion mit dADPR-Derivat 109 sowie berechnete exakte Massen der
vermuteten Strukturen. B: ESI-Massenspektrum des Nebenprodukts aus der Reaktion mit ADPR-
Derivat 108 sowie berechnete exakte Massen der vermuteten Strukturen. C: Vermutete Struktur des
Nebenprodukts 112 und dessen Photolyseprodukt 113. D: Vermutete Struktur des Nebenprodukts 114
und dessen Photolyseprodukt 115.
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Dabei konnten fur das Nebenprodukt der Entschiitzung von dADPR 109 eine Masse von
877.2463 Da und fur das der ADPR 108 Entschiitzung eine Masse von 893.2255 Da
beobachtet werden. Der Massenunterschied von 16 Da zwischen den beiden
Molekilgewichten entspricht dem Sauerstoffatom, welches im ADPR zusétzlich vorliegt und
bestétigt damit, dass beide Derivate 108 und 109 vergleichbare Nebenprodukte bilden und der
Adenosin- bzw. 2'-Desoxyadenosin-Teil erhalten bleibt. Bei der Berechnung von exakten
Massen einiger moglicher Reaktionsprodukte konnten 877.2428 Da fir ein dADPR-
Nebenprodukt und 893.2377 Da fiir ein ADPR-Nebenprodukt ermittelt werden, welche den
Massen eines Octanoyl-geschitzten MeNV-dADPR 112 bzw. MeNV-ADPR 114 entspréache.
Zusatzlich wurden noch exakte Massen der Photolyseprodukte der Strukturen 112 und 114
berechnet, die ebenso in den aufgenommenen Massenspektren vorzufinden sind. Da von dem
ADPR-Derivat 114 keine fur eine NMR-Analyse ausreichende Menge erhalten werden konnte,
wurden nur von der dADPR-Fraktion ein- und zweidimensionale NMR-Spektren zur
Strukturaufklarung gemessen. Da durch das chirale Zentrum an der Photogruppe zwei
Diastereomere erhalten werden und zusatzlich das Photolyseprodukt vorlag, konnte keine
exakte Aussage Uber die Struktur des Nebenprodukts getroffen werden. Zumindest sind im
HMBC-Spektrum keine Kopplungen des Aromaten der OB-Gruppe zu erkennen, aber eine 3J-
Kopplung zwischen dem Carbonylkohlenstoff der Octanoylgruppe zu einem Riboseproton bei
4.94 ppm konnte beobachtet werden. Dieses Proton weist eine 3J-Kopplung zu einem
Kohlenstoffatom mit einer Verschiebung von 81.6 ppm auf, welches im Kontext von ADPR-
Derivaten charakteristisch fur die 4-Position eines Ribose-Derivats ist. Daraus wird
geschlossen, dass das erhaltene Nebenprodukt das in Abb. 6.45 C abgebildete 2“-Octanoyl-
derivatisierte caged dADPR 112 bzw. das entsprechende Photolyseprodukt 113 sein kdnnte.
Da fir das ADPR-Derivat 114 keine NMR-Spektren vorlagen, kann hier nicht mit gleicher
Sicherheit von dem 2“-Octanoyl-derivatisierten Derivat ausgegangen werden, jedoch liegt das
in Abb. 6.45 C dargestellte Produkt 114 und das Photolyseprodukt 115 aufgrund der
Ahnlichkeit der beiden silylierten Edukte 108 und 109 nahe. Diese Erkenntnisse lassen auf die
Vermutung schlieBen, dass bei den gewahlten Reaktionsbedingungen eine intramolekulare
Umesterung vom phenylischen Ester zur Hydroxyfunktion der Ribose erfolgt. Das daraus
gebildete Phenolat wird spontan eliminiert und gibt das Pyrophosphat frei. Der gebildete
Octanoylester wird anschliel3end entweder noch in der Reaktion oder bei der Aufarbeitung
hydrolysiert, weshalb hauptsachlich die unmaskierten caged ADPR und dADPR-Derivate 69
und 71 beobachtet wurden. Dementsprechend scheint die verwendete Octanoyloxybenzyl-
Gruppe fur diese Art der Entschitzung zu labil zu sein, weshalb eine lipophile Maskierung mit
stabilerer Funktion notig ist. Dies kann durch die entsprechenden Carbonate der AB-Gruppen

(Alkylcarbonatbenzyl, ACB) erreicht werden, weshalb eine Wiederholung der
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Entschiitzungsreaktion eines ADPR-Derivats durchgefiihrt werden sollte, welches eine solche

ACB-Maske am Pyrophosphat tragt.

Hierfir wurde das zum Amidit44 analoge Carbonat-Amidit 116 ausgehend vom

4-Hydroxybenzylalkohol 49 und dem Heptylchlorformiat 117 hergestellt (siehe Abb. 6.46).

1 -

Cl OC/Hys5 N~p-N
17 oH \< 5 7/
+
OH

1.0 Aquiv. Et3N 1.7 Aquiv. EtzN
0.9 Aquiv. 117 1.1 Aquiv. 48
THF, 0°C, 2 h O\H/OC7H15 THF, 0 °C-Rt, 18 h O\H/OC7H15

49 118 116

Abb. 6.46: Synthese des Carbonat-Amidits 116 aus dem Carbonat-Derivat 118, welches zuvor aus dem
Benzylalkohol 49 und Heptylchlorformiat 117 hergestellt wurde.

Die Reaktion des Chlorformiats 117 und des Benzylalkohols 49 erfolgte hierbei nach der
Vorschrift von GOLLNEST bevorzugt zum phenylischen Carbonat-Derivat 118 mit einer
Ausbeute von 71%, die vergleichbar mit den von GOLLNEST erzielten Ausbeuten fuir Carbonat-
Masken ist.'?1 Die anschlieRende Reaktion zum Carbonat-Amidit 116 erfolgte analog zu der
in Kapitel 6.1.1 vorgestellten Synthese des Amidits 44 durch den Einsatz des N,N-
Diisopropylaminchlorphosphins 48 mit einer Ausbeute von 74%.

Das erhaltene Amidit 116 wurde via Pyridiniumtrifluoracetat-vermittelter Kupplungsreaktion mit
dem silylierten caged Ribose-Derivat 81 zum asymmetrischen Amidit 119 umgesetzt (siehe
Abb. 6.47).

H15C7O

NO, D o>=0
1.2 Aquiv. Amidit 116
HO. e} O\ N02

o 1.2 Aquiv. PyTFA

’ P_O O
O THE Rt 15 min >*NI 0
TBSO OTBS O\I 89% ) |
TBSO OTBS

81 O\
119

Abb. 6.47: Reaktion des caged Ribose-Derivats 81 mit dem symmetrischen Amidit 116 zum
asymmetrischen Amidit 119.

Die Reaktion erfolgte hierbei analog zu der in diesem Kapitel vorgestellten Synthese des
asymmetrischen Amidits 107. Das gewunschte Produkt konnte mit einer Ausbeute von 89%

erhalten werden, welche vergleichbar mit der des OB-Derivats 107 ist.
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Das asymmetrische Amidit mit der Carbonat-Maske wurde anschlielRend durch die Kupplung
mit Triethylammonium-AMP 40 (1.6 Aquiv. Triethylammonium) zum silylierten und maskierten
ADPR-Derivat 120 umgesetzt (siehe Abb. 6.48).

H45C70,
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:p_o o 1.) 1.3 Aquiv. AMP 40
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Abb. 6.48: Kupplungsreaktion des asymmetrischen Amidits 119 mit Triethylammonium-AMP 40 zum
silylierten ADPR-Derivat 120.

Die Bildung des Pyrophosphat-Rickgrats erfolgte hierbei wie zuvor beschrieben via einer
Zugabe des aciden Aktivators Pyridiniumtrifluoracetat und einer anschlieRenden Oxidation
durch tert-Butylhydroperoxid. Nach RP-saulenchromatographischer Reinigung konnte das
maskierte ADPR-Derivat 120 als Triethylammonium-Salz mit einer Ausbeute von 22% isoliert
werden. Die ermittelte Ausbeute entspricht einem zufriedenstellenden Wert vergleichbar mit
den Ausbeuten zwischen 14% und 20% der acetylierten ADPR-Derivate 36 - 39 (siehe

Kapitel 6.1.3), die aus einer analogen Kupplungsreaktion erhalten werden konnten.

Die Spaltung der Silylether der Verbindung 120 erfolgte erneut durch Verwendung von TBAF
als Desilylierungsreagenz (siehe Abb. 6.49), doch diesmal wurde nach der Vorschrift von
SMITH et al. vorgegangen, in der zusatzlich die basischen Eigenschaften des TBAF durch

Zugabe von aquimolaren Mengen Essigsaure neutralisiert wurden. 3]
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Abb. 6.49: Abspaltung der TBS-Gruppen des geschiitzten Derivats 120 durch Verwendung von TBAF
und Essigsaure zum bioreversibel-maskiertem caged ADPR 121.

Dementsprechend wurde das silylierte Edukt 120 vorgelegt und mit einem Uberschuss an
TBAF mit Essigsdure versetzt. Nach einer Reaktionsdauer von 24 Stunden wurde das
Lésungsmittel entfernt und nach der Vorschrift von HOGREFE et al. der Rickstand in TEAA-
Puffer (pH 7) aufgenommen,* RP-saulenchromatographisch gereinigt, die Kationen auf
Ammonium-lonen getauscht und abschlieRend erneut via RP-Saulenchromatographie
gereinigt. Dabei konnte das mit einer Carbonat-Maske derivatisierte caged ADPR-Derivat 121
als ein Gemisch aus vier Diastereomeren mit einer Ausbeute von 22% erhalten werden. Als
Vergleichswert fir die Ausbeute wird die von RUTHENBECK beschriebene Synthese des
zweifach OB-maskierten dADPR-Derivats 16 aus dem zweifach silylierten Derivat 18 (siehe
Kapitel 4.5) herangezogen, welche mit einer Ausbeute von 25% einen ahnlichen Wert
beschrieb, das Produkt jedoch nur verunreinigt erhalten hatte.®® Trotz dessen kann die
erhaltene Ausbeute als erstes Indiz flr eine Labilitdt der Zielverbindung 121 angesehen

werden.
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Experimente an dem maskierten ADPR-Derivat 121, die die Freisetzungsgeschwindigkeit
gegenlber chemischer oder enzymatischer Hydrolyse sowie anschlieBender Photolyse

untersuchen, werden abschlieRend im Kapitel 6.5 beschrieben.

6.3.2 Photolabile Maskierung des B-Phosphats von ADPR

Die Erkenntnisse des vorigen Kapitels zur Synthese von B-maskierten ADPR-Derivaten ohne
weitere Schutzgruppen an den Hydroxygruppen der Ribose sollte genutzt werden, um weitere
Referenzsubstanzen zu den bisher hergestellten maskierten Derivaten, als auch zu den
unmaskierten caged ADPR-Derivaten 69 und 71 herzustellen. Allem voran gilt dies fir die
Synthese einer Referenzverbindung zur literaturbekannten caged ADPR-Verbindung 34, die
von YUE et al. synthetisiert wurde (siehe Kapitel 4.6).12°1 Dabei handelte es sich um ein
Gemisch aus zwei NPE-geschitzten ADPR-Derivaten, welche durch eine unspezifische
Reaktion entweder am a- oder B-Phosphat durch die photolabile Schutzgruppe geschitzt
vorlagen. Zu dieser Verbindung soll totalsynthetisch eine Referenzsubstanz 122 hergestellt
werden, die nur am B-Phosphat mit einer NPE-Gruppe maskiert ist (siehe Abb. 6.50). Das
a-Phosphat-maskierte Regioisomer wird hier vernachlassigt, da bereits eines der beiden
Regioisomere durch das chirale Phosphat, die chirale Photogruppe und den beiden méglichen
Anomeren der terminalen Ribose acht Diastereomere aufweist und somit die erhohte
Komplexitat im Gemisch einen Vergleich erschweren kann. Diese Referenzsubstanz soll einen
Vergleich der chemischen Stabilitat dieser Verbindung zu den caged ADPR-Derivaten 69 und
71 ermoglichen. Zusatzlich ist eine Evaluation der Photolysegeschwindigkeiten mdglich, in der
Uberprift wird, ob eine Maskierung des anomeren Zentrums nachteilig gegeniber der
Maskierung einer Phosphatgruppe des Pyrophosphats ist. Neben dem Pg-NPE-ADPR 122 soll
zusétzlich das analoge Pg-MeNV-ADPR 123 hergestellt werden (siehe Abb. 6.50). Dieses
besitzt durch die Substituenten am Aromaten ein Photolyse-induzierendes Absorptions-
maximum bei hdheren Wellenldngen. Die Synthese soll einen Vergleich der
Photolysegeschwindigkeiten der beiden verwendeten Photogruppen und somit eine valide
Aussage Uber die Wahl der Photogruppe ermdglichen. Die beiden Pg-caged ADPR-
Derivate 122 und 123 sollen durch die Kupplung von AMP 40 mit dem entsprechenden
asymmetrischen  NPE-Amidit 124 bzw. MeNV-Amidit 125 erhalten werden. Die
asymmetrischen Amidite sollten Uber die Kupplungsreaktion eines silylierten Ribose-

Bausteins 126 mit dem entsprechenden caged Amidit 127 bzw. 128 erhalten werden.
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Abb. 6.50: Verkirztes Retrosyntheseschema zur Herstellung der NPE- und MeNV-caged ADPR-
Derivate 122 und 123, welche aus den asymmetrischen Amiditen 124 und 125 erhalten werden sollen.
Diese sollen zuvor aus dem Ribose-Baustein 126 und den caged Amiditen 127 und 128 hergestellt
werden.

Fur die Synthese der Amidite 124 und 125 musste zundchst der NPE-Alkohol 129 aus dem
2-Nitroacetophenon 130 hergestellt werden (siehe Abb. 6.51).

O OH
1.5 Aquiv. NaBH,
NO, > NO,
CH3;OH/THF 1:1, 0 °C-Rt, 90 min
88%
130 129

Abb. 6.51: Reduktion des 2-Nitroacetophenons 130 zum NPE-Alkohol 129 durch Einsatz von Natrium-
borhydrid.

Die Synthese erfolgte analog zu der in Kapitel 6.1.1 vorgestellten Synthese nach der Vorschrift
von JESCHIK mit Verwendung von Natriumborhydrid.'°¢! Aus dieser Reduktion konnte der NPE-
Alkohol 129 mit einer Ausbeute von 88% isoliert werden, welches im Rahmen der

Literaturausbeuten fiir analoge Reduktionsreaktionen liegt.[%!
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Die Synthese der caged Amidite 127 und 128 erfolgte analog zu der Vorschrift von JESCHIK
durch Reaktion der Alkohole 57 und 129 mit dem kommerziell erhaltlichem Chlor-
phosphin 48.12% Nach einer Reaktionsdauer von 18 Stunden und einer abschlieBenden
saulenchromatographischen Reinigung konnte das NPE-caged Amidit 127 mit einer Ausbeute
von 81% und das MeNV-caged Amidit 128 mit einer Ausbeute von 85% isoliert werden. Die
von JESCHIK erzielte Ausbeute fir das MeNV-caged Amidit 127 entspricht einem geringflgig

hoheren Wert von 88%.[108]
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Abb. 6.52: Synthese der symmetrischen caged Amidite 127 und 128 aus dem MeNV-Alkohol 57 bzw.
dem NPE-Alkohol 129.

Als nachstes sollte der dreifach silylierte b-Ribose-Baustein hergestellt werden. Hierfir wurde
ausgehend von D-Ribose 131 die Syntheseroute von DEROSA et al. herangezogen.!**°
D-Ribose 131 wurde mit Tritylchlorid in Pyridin selektiv an der 5-Hydroxygruppe zur
Tritylribose 132 trityliert (siehe Abb. 6.53). Die Reinigung des Produkts erfolgte durch eine
Fallung aus Dichlormethan mit Petrolether, wodurch das Produkt als Gemisch beider Anomere
mit einer Ausbeute von 57% isoliert werden konnte. Damit konnte die von DEROSA et al. erzielte
Ausbeute von 40% deutlich Uberschritten werden, jedoch wurde in der Literatur ein 20-fach
groRerer Ansatz verwendet, sodass durch den scale up der Reaktion eventuell Unterschiede

in den erzielten Ausbeuten mdglich sind.

Ho 1.0 Aquiv. TrCl o
o) .0 Aquiv. Tr 0
OH - OH
H Pyridin, Rt, 18 h H
OH O 579, OH O
131 132
5.2 Aquiv. Imidazol
5.0 Aquiv. TBSCI
63%
DMF, Rt, 18 h
HO Aqui ;
oTBS 4.1 Aquiv. Et3SiH
2.0 Aquiv. TFA 0
TBSO OTBS CH,Clp, 0°C,4h  TBsd  OTBS
126 63% 133

Abb. 6.53: Synthese des silylierten Ribose-Bausteins 126 ausgehend von D-Ribose 131, bei der nach
der Vorschrift von DEROSA et al. vorgegangen wurde.39]
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In der n&chsten Stufe wurden die Gbrigen Hydroxygruppen und das anomere Halbacetal der
Tritylribose 132 mit Imidazol und tert-Butyldimethylsilylchlorid geschiitzt. Dabei kénnen sowohl
das a- als auch das sterisch bevorzugte S-Anomer gebildet werden. Das Reaktionsgemisch
wurde saulenchromatographisch gereinigt und das 8-Anomer 133 mit einer Ausbeute von 63%
isoliert. DEROSA et al. geben in der Literatur eine Ausbeute von 86% fir das reine (-
Anomer 133 an. Da hier die Zugabe der Reagenzien bei Raumtemperatur und in der Literatur
bei 0 °C erfolgte, kann vermutet werden, dass die tieferen Temperaturen die sterischen Effekte
begilnstigen, somit einen hdheren Einfluss auf die Selektivitat der Anomere nimmt und das (-
Anomer 133 mit einer hoheren Ausbeute gebildet wird.**? Der nachste Reaktionsschritt diente
der Abspaltung der Tritylgruppe der Ribose-Verbindung 133 unter Verwendung von
Triethylsilan und Trifluoressigsaure. Nach abschlieRender Reinigung konnte der dreifach
silylierte Ribose-Baustein 126 mit einer Ausbeute von 63% erhalten werden. Da DEROSA et al.
auf eine Isolierung des Produkts verzichteten und das Rohprodukt direkt in der nachsten
Reaktion verwendet wurde, steht fur diese Reaktion keine Ausbeute zum Vergleich zur
Verfligung.!**9

AnschlieRend sollten die zuvor hergestellten caged Amidite 127 und 128 jeweils mit dem
silylierten Ribose-Baustein 126 zu den asymmetrischen Amiditen 124 und 125 umgesetzt
werden (siehe Abb. 6.54). Die Reaktion erfolgte analog zu den in den vorigen Kapiteln
beschrieben Amidit-Kupplungen durch Verwendung des Aktivators Pyridiniumtrifluoracetat.
Nach saulenchromatographischer Reinigung konnte das asymmetrische NPE-Amidit 124 mit
einer Ausbeute von 69% isoliert werden, wohingegen das MeNV-Derivat nicht vollstandig
gereinigt werden konnte. Die Kupplungsreaktion wurde jeweils mit einem Uberschuss des
Amidits 125 oder des Ribose-Bausteins 126 durchgefiihrt, doch in beiden Féllen konnte das
Produkt nicht rein isoliert werden. Aufgrund dessen wurde das MeNV-caged Amidit 125 nach
einer sadulenchromatographischen Reinigung direkt weiter umgesetzt. Fir den
Kupplungsschritt wurden die asymmetrischen Amidite 124 und 125 in DMF gel6st und mit dem
Triethylammonium-AMP 40 versetzt. Nachdem sich das Monophosphat vollstéandig geldst
hatte, wurde Pyridiniumtrifluoracetat zugegeben und anschlieRend mit tert-Butylhydroperoxid
oxidiert. Nachdem das Ldsungsmittel entfernt wurde, erfolgte die RP-saulenchromato-
graphische Reinigung mit TEAB-Puffer (0.1 M) als wassriges Elutionsmittel. Das silylierte Pg-
NPE-maskierte ADPR 134 konnte mit einer Ausbeute von 63% erhalten werden. Dies
entspricht einer Ausbeute von 43% Uber zwei Stufen, was somit hoher als die zweistufige
Ausbeute des Pg-MeNV-maskierten ADPRs 135 ist. Der Unterschied der Ausbeute kann zum
Beispiel auf die beim Kupplungsschritt vorhandenen Verunreinigungen zuriickgefihrt werden.
So kann ein nicht abgetrennter Uberschuss des symmetrischen Amidits 128 mit dem

Monophosphat reagieren und damit die Ausbeute leicht beeinflussen.
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Abb. 6.54: Synthese des silylierten Pg-caged ADPR-Derivats 134 bzw. 135 durch Kupplung von
AMP 40 mit den asymmetrischen Amiditen 124 und 125, nachdem diese aus dem Ribosebaustein 126
und den symmetrischen Amiditen 127 und 128 hergestellt wurden.

Die folgende Abspaltung der drei Silylgruppen der ADPR-Derivate 134 und 135 stellte eine
grolRere Herausforderung als noch beim bioreversibel-maskiertem caged ADPR-Derivat 120
(siehe Kapitel 6.3.1) dar. Die Abspaltung wurde zuerst am Pg-NPE-ADPR 134 untersucht.
Hierflr wurde das Edukt 122 in Tetrahydrofuran gelést und mit einer 1 M Lésung von TBAF
und Essigsaure in Tetrahydrofuran versetzt (siehe Abb. 6.55). Nach einer Reaktionsdauer von
24 Stunden wurde das Losungsmittel entfernt und der Rickstand mit TEAA aufgenommen und
RP-saulenchromatographisch gereinigt. Die Entschiitzung wurde mehrmals durchgefihrt,
doch wiederholt konnten nur Produkte einer Spaltung des Pyrophosphats beobachtet werden,
nachdem ein Austausch der Kationen auf Ammoniumionen und ein weiterer Reinigungsschritt
folgte. Es konnte jedoch einmal das gewilinschte Pg-NPE-ADPR 122 nach dieser Abfolge von
Aufarbeitungsschritten mit einer Ausbeute von 12% erhalten werden, welches trotzdem nur
verunreinigt erhalten werden konnte. Es wird vermutet, dass das Produkt eine signifikante
Labilitat wahrend der Reinigungsschritte aufwies, was zu einer Degradation des Produkts 122

fuhrte. Das Produkt konnte auf diese Weise erfolgreich synthetisiert werden und sollte trotz
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der Verunreinigungen fir die Photolyseexperimente verwendet werden. Fir die Entschiitzung
des silylierten MeNV-ADPR-Derivats 135 wurde die Vorschrift abgewandelt, da die zuvor
erwahnte Abfolge der Aufarbeitungsschritte stets zur Zersetzung des Produkts fuhrte. Die
abgewandelte Spaltung der Silylether erfolgte wie zuvor beschrieben mit TBAF und
Essigsaure, doch die Aufarbeitung wurde durch Zugabe eines PBS-Puffers begonnen. Dieser
sollte im Gegensatz zum TEAA-Puffer durch einen Uberschuss der Natriumionen einen
zeitgleichen Kationenaustausch erméglichen. Auf Basis dieser Vermutung wurde lediglich ein
Reinigungsschritt durchgefihrt, bei dem das Produkt mit einer Ausbeute von 70% erhalten
werden konnte. Diese Ausbeute bezieht sich jedoch auch auf ein verunreinigtes Produkt, da
die NMR-spektroskopische Analyse der Produktfraktion zeigte, dass der Austausch der
Kationen nicht wie angenommen stattgefunden hatte und noch ein Uberschuss an
Tetrabutylammoniumionen vorlag. Dieser Uberschuss wird mit Phosphat-Salzen aus dem
PBS-Puffer begrindet, welche die Uberschissigen Tetrabutylammoniumionen ionisch
gebunden haben und zeitgleich mit dem Produkt eluiert sind. Wie beim Derivat 122 wurde auf
weitere Reinigungsschritte aufgrund der vermuteten Labilitdt des Produkts verzichtet.
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Abb. 6.55: Abspaltung der TBS-Gruppen der ADPR-Derivate 134 und 135, um die Pg-caged ADPR-
Derivate 122 und 123 zu erhalten. Die Zielverbindungen 122 und 123 konnten nur verunreinigt erhalten
werden.
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6.3.3 Photolyseexperimente an Pg-caged ADPR-Derivaten

Beide synthetisierten Pg-caged ADPR-Derivate 122 und 123 sollten trotz vorhandener
Verunreinigungen auf ihre Photolyseeigenschaften bei Bestrahlung mit Wellenlangen von
365 nm und 405 nm untersucht werden. Die Ergebnisse der Photolysen des Pg-NPE-
ADPRs 122 sind in Abb. 6.56 dargestellt. In den Chromatogrammen und Integralverlaufen der
365 nm-Photolyse ist erkennbar (Abb. 6.56 A und B), dass das Edukt bei einer Retentionszeit
von 8.2 min eluiert und mit zunehmender Photolysedauer die Intensitidt des Peaks abnimmt.
Dazu wird Uber Zeit ein neuer Peak bei 9.3 min gebildet, der zum Abschluss der Photolyse der
dominante Peak ist und durch Vergleich von Retentionszeiten als ADPR 1 identifiziert werden
konnte. Die Photolyse des Edukts 122 verlauft mit einer Halbwertszeit von ti, = 2.1 s, was
vergleichbar mit den zuvor durchgefihrten Photolysen von MeNV-maskierten ADPR-
Derivaten ist.
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Abb. 6.56: Ergebnisse der Photolysen von Pg-NPE-ADPR 122. A: Ausschnitt des Wasserfalldiagramms
der Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte von der Photolyse bei 365 nm. B: Zeitlicher
Verlauf der Integrale der jeweiligen Signale. C: Ausschnitt des Wasserfalldiagramms der
Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte von der Photolyse bei 405 nm. (Vollstandige
Diagramme siehe Anhang 7). D Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Signale.
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Die Photolyse des NPE-Derivats 122 bei 405 nm zeichnet dagegen ein anderes Bild ab (Abb.
6.56 C und D). Wahrend der Photolyseverlauf gleich zur Photolyse bei 365 nm verlauft, so ist
die Halbwertszeit mit einem Wert von ti> = 16.9 s deutlich langsamer. Dies deckt sich mit den
erwarteten Werten, da die NPE-Schutzgruppe mit zunehmender Wellenlange deutlich weniger
Photonen absorbiert. Der hier ermittelte Wert ist zwar naherungsweise mit der Halbwertszeit
von 13.4 s fUr die Photolyse des MeNV-ADPRs 69 zu vergleichen (siehe Kapitel 6.2.5), doch
das ist nur bedingt sinnvoll, da der referenzierte Wert nachweislich durch die Entstehung von

Nebenprodukten zu héheren Werten verfalscht wird.

Die Ergebnisse der Photolysen des Pg-MeNV-ADPRs 123 sind in Abb. 6.57 dargestellt. Das
verwendete Edukt 122 weist zu Beginn der Photolyse bei 365 nm eine Retentionszeit
von 8.4 min auf, nimmt jedoch mit zunehmender Photolysedauer an Intensitét ab. Durch einen
Vergleich von Retentionszeiten konnte der neu gebildete Peak bei 9.4 min als ADPR 1
identifiziert werden.
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Abb. 6.57: Ergebnisse der Photolysen von Pg-MeNV-ADPR 122. A: Ausschnitt des
Wasserfalldiagramms der Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte von der Photolyse bei
365 nm. B: Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Signale. C: Ausschnitt des
Wasserfalldiagramms der Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte von der Photolyse bei
405 nm. (Vollstandige Diagramme siehe Anhang 8). D Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen
Signale.
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Fur die Photolyse bei 365 nm wurde eine Halbwertszeit von ti» = 2.2 s ermittelt, welche
demnach mit der des NPE-Derivats Ubereinstimmt. Aus diesem Ergebnis wird geschlossen,
dass zwar weniger Photonen von der NPE-Gruppe bei 365 nm absorbiert werden, diese aber
mit héherer Wahrscheinlichkeit eine erfolgreiche Photolysereaktion induzieren, sodass sich
die Eigenschaften der NPE- und MeNV-Gruppe bei 365 nm anndhern. Im Gegensatz dazu
wird das MeNV-Derivat 123 bei 405 nm mit einer Halbwertszeit von t1» = 5.3 s photolysiert.
Damit verlauft die Photolyse der MeNV-Gruppe bei 405 nm ungefahr dreimal schneller als bei
der NPE-Gruppe. Es liegt die Vermutung nahe, dass diese Ergebnisse ebenfalls fir die durch

Nebenprodukte verféalschten Halbwertszeiten der MeNV-Derivate 69 und 71 zutreffen.

Aus diesen Experimenten konnte geschlossen werden, dass die Maskierung der terminalen
Ribose durch MeNV-Gruppen keinen signifikanten Nachteil gegenuber der Maskierung des
B-Phosphats aufweist. Zudem konnte gezeigt werden, dass die neu entwickelten caged ADPR-
Derivate 69, 71 und 123 zwar ahnliche Freisetzungsgeschwindigkeiten bei 365 nm aufweisen,
aber deutlich schneller bei 405 nm freigesetzt werden kdnnen.

6.4  Dritte Generation von bioreversibel-maskiertem caged ADPR

In den vorigen Kapiteln wurde zur bioreversiblen Maskierung von caged ADPR-Derivaten auf
eine Maskierung der B-Phosphat-Ladung durch eine AB-Gruppe gesetzt. Der daraus
resultierende Phosphattriester weist durch die fehlende negative Ladung eine hoéhere
chemische Labilitaét gegentiber Nucleophilen auf, was die generelle Stabilitéat des Molekuls
sowie die Synthese dessen signifikant beeinflusst. Ein Erhalt der negativen Ladungen des
Pyrophosphat-Rickgrats wére somit vorteilhaft gegentber der Stabilitdt zu Lasten der
verminderten Polaritat, die fur eine passive Aufnahme des maskierten Substrats ins
Zellmedium nétig ist. Doch das in Kapitel 4.5 vorgestellte TriPPPro-Konzept zeigt, dass mit
entsprechender lipophiler Maskierung modifizierte Nucleosidtriphosphate trotz zweier
negativer Ladungen noch zellpermeabel sein konnen.!?Y Dementsprechend ist eine
Verfolgung des Ansatzes eines unmaskierten Pyrophosphat-Ruckgrats von ADPR
angemessen. Als einfach bioreversibel zu maskierendes Zentrum von ADPR wurde von
RUTHENBECK bereits die anomere Position der terminalen Ribose ermittelt,’® welche bei den
hier verwendeten caged ADPR-Derivaten bereits von der Photogruppe beansprucht ist. Eine
Kombination aus bioreversibler Maskierung und photolabiler Gruppe kénnte von Vorteil sein.
Ein vergleichbares Konzept wurde bereits von SCHELKLE et al. zur photolabilen Maskierung
von Glutaraldehyd 136 angewandt (siehe Abb. 6.58).1%°1 Dabei wurde Glutaraldehyd durch
zwei photolabile ortho-Nitrophenylethylenglycol-Gruppen als Acetal geschiitzt. Vergleichbar
mit dem Substitutionsmuster der MeNV-Schutzgruppe enthielten diese photolabilen Schutz-

gruppen zusétzlich zwei Ethersubstituenten, welche aus Oxyacetatestern bestanden.[*4%
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136

Abb. 6.58: Von ScHELKLE et al. synthetisierter caged Glutaraldehyd 136, dessen photolabile
Schutzgruppen zusatzlich bioreversible Ester aufweisen.[140

Die Ether sorgen vergleichbar zur MeNV-Gruppe fir eine bathochrome Verschiebung des
Absorptionsmaximums, doch die angeflgten Acetatester stellen zusatzliche Lipophilie-
steigernde bioreversible Gruppen dar. SCHELKLE et al. konnten in Modellexperimenten mit PLE
eine erfolgreiche Umwandlung des Tetraesters 136 in das entsprechende Tetracarboxylat
zeigen.* Diese Abspaltung ermoglicht durch einen ,lock-in“-Effekt ein Akkumulieren des
hydrolysierten caged Glutaraldehyds in Zellen durch die entstehenden Ladungen der
Carboxylate. Gleichzeitig konnte eine erfolgreiche Freisetzung des Glutaraldehyds in
Photolysereaktionen bei 300 nm aus dem Tetraester 136 gezeigt werden.**? Dies bedeutet,
dass die Photolysereaktion unabhangig von der enzymatischen Hydrolyse erfolgen kann,
sollte diese noch nicht an allen Estergruppen erfolgt sein. Eine Anpassung dieses Konzeptes
auf ADPR kann vielversprechend sein, da so weiterhin die photolabile Schutzgruppe an der
terminalen Ribose gebunden sein und zusatzlich eine lipophile Maskierung an der PPG die
Membranpermeabilitdit ermoéglichen kann. Beinhaltet die lipophile Maskierung eine
bioreversible Esterfunktion, kann ahnlich zum caged Glutaraldehyd 136 oder cycloSal-
maskierten Derivaten zweiter Generation (siehe Kapitel 4.5) ein ,lock-in“-Effekt erzielt
werden.["®140 Die Verwendung von zwei bioreversiblen Substituenten an der PPG verzogert
die Bildung des komplett hydrolysierten Derivats, weshalb untersucht werden soll, ob einer
dieser Substituenten mit entsprechend langer Alkylkette die Lipophilie ausreichend steigert
und trotzdem schnell abgespalten werden kann. Anhand dieser Kriterien wurde die
Zielstruktur 137 formuliert, welche in Abb. 6.59 dargestellt ist. Zusatzlich dazu wurde eine
weitere Zielstruktur 138 formuliert, welche sich in der Art der lipophilen Maskierung
unterscheidet. Wahrend die Struktur 137 nach der Hydrolyse eine Carbonsaure an der PPG
aufweist, wird bei der Struktur 138 ein Alkohol erhalten, da die Carbonylfunktion des Esters
auf Seite der lipophilen Kette vorliegt. Die in der Verbindung 138 verwendete lipophile
Maskierung basiert grundlegend auf dem Prinzip der AB-Maskierung, dessen Ester eine
langkettige Carbonséure enthdlt. Dies dient als Vergleich zwischen den Derivaten 137 und

138, inwiefern sich die Hydrolysegeschwindigkeit zwischen den beiden Strukturen veréndert.
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Abb. 6.59: Zielstrukturen 137 und 138 von caged ADPR-Derivaten mit bioreversibler Maskierung an der
photolabilen Schutzgruppe.

Diese Art der lipophilen Maskierung in der Zielstruktur 138 hatte einen Verlust des
verstarkenden ,lock-in“-Effekts durch die negative Ladung einer entstehenden Carbonsaure
an der Photogruppe zur Folge, was aber eventuell durch kirzere Hydrolysezeiten
ausgeglichen werden kénnte. Nichtsdestotrotz kann bereits der Verlust der langeren Alkylkette
zu einem signifikanten ,lock-in“-Effekt fihren, weshalb die Seite des Esters in der lipophilen
Maskierung eventuell keinen Unterschied fur diesen ausmacht. Zudem soll eine Ermittlung des
Einflusses der Substituenten auf die Photolysegeschwindigkeiten durch die Variation des
Substitutionsmusters untersucht werden, in der beide Zielstrukturen 137 oder 138 den
bioreversiblen Ethersubstituenten entweder an der 4-Position und die Methoxy-Gruppe an der
5-Position der Photogruppe oder umgekehrt vorliegen haben.

6.4.1 Syntheseversuch mit MeNV-Acetat

Zuerst sollte in Anlehnung an die von SCHELKLE et al. verwendete Photogruppe ein Derivat der
Zielstruktur 137 hergestellt werden, welches einen Acetatester als bioreversiblen
Substituenten an dem Aromaten der Photogruppe enthalt.’*? Ausgehend vom kommerziell
erhaltlichem 3-Hydroxy-4-methoxyacetophenon 139 sollte zuerst die Photogruppe 140
hergestellt werden (siehe Abb. 6.60). Dafiir wurde nach der Vorschrift von SCHELKLE et al. das
Phenol 139 unter Verwendung von Kaliumcarbonat und Methylbromacetat in DMF zum
Ether 141 umgesetzt.*% ScHELKLE et al. beschreiben fiir diese Art der Reaktion eine
guantitative Ausbeute, auch wenn diese nicht ganz mit dem hergestellten Ether 141
vergleichbar ist, da in der Literatur zwei Etherbindungen am Aromaten gebildet werden.4% Die
Reaktion zum Produkt 141 erfolgte jedoch mit einer sehr guten Ausbeute von 90%.
AnschlieBend sollte die hergestellte Verbindung 141 in der ortho-Position zum

Acetylsubstituenten nitriert werden.
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Abb. 6.60: Synthese der Photogruppe 140 ausgehend vom Phenol 139.

SCHELKLE et al. verwendeten hierfiir als Nitrierungsreagenzien nicht Salpetersaure, sondern
Kaliumnitrat in Trifluoressigsaure.*® Die Saure bewirkt die zweifache Protonierung des
Nitrats, sodass nach Dissoziation von Wasser und einem Nitroniumion die Nitrierung
stattfinden kann. Wéhrend SCHELKLE et al. fur deren Nitrierungsreaktion eine Ausbeute von
79% beschreiben, konnte fir das hier beschriebene Produkt 142 lediglich eine Ausbeute von
44% erhalten werden.*® Das Produkt 142 konnte nur nach mehrfacher saulenchromato-
graphischer Reinigung isoliert werden, da andere Reaktionsprodukte sehr ahnliche
Retentionsfaktoren aufwiesen. Da das Losungsmittel der Reaktion Trifluoressigséaure ist, kann
der Ester zudem auch durch saure Katalyse gespalten werden, was ebenfalls zu Verlusten in
der Ausbeute fuhren kann. Die Labilitdt des Esters wird auch in der folgenden Reaktion
deutlich, in der das nitrierte Derivat 142 nach der Vorschrift von JESCHIK durch Reduktion des
Ketons mit Natriumborhydrid in den Alkohol 142 umgewandelt wurde.l*°®! Wahrend in der
Regel Natriumborhydrid nicht in der Lage ist, Ester zu reduzieren, kann dies unter Verwendung
eines Uberschusses mehrerer Aquivalente in Methanol durchaus auftreten.**Y Es wird
vermutet, dass die Estergruppe des Edukts 142 durch den Akzeptoreffekt des Ethersauer-
stoffatoms eine hohere Reaktivitdt gegentber den verwendeten Reaktionsbedingungen
aufweist. Aus diesen Grinden konnte bei der Reduktion stets das vollstéandig reduzierte

Derivat 143 beobachtet werden. Es ist hierbei stets auf den Umsatz zu achten, da die
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Ausbeute des gewtiinschten Alkohols 140 nicht immer reproduzierbar bei 58% lag, sondern oft
mehr des primaren Alkohols 143 beobachtet werden konnte. Beispielsweise konnten nach drei
Stunden Reaktionszeit 82% des vollstdndig reduzierten Derivats isoliert werden. Zur
Vermeidung der Reduktion des Esters wurde auferdem die Reduktion des Ketons durch
Verwendung von Natriumcyanoborhydrid mit Essigsaure untersucht, welche jedoch keinen
Umsatz des Edukts 142 zur Folge hatte. Dementsprechend scheint die Verwendung von
Natriumborhydrid notwendig, eine mogliche Anpassung der Reaktionsbedingungen kénnte die

Ausbeute des gewlinschten Produkts 140 vermutlich verbessern.

AnschlieBend wurde analog zu der in Kapitel 6.1.2 vorgestellten Glycosylierungsreaktion nach
TRZUPEK et al. mit anschlieBender basischer Abspaltung der Benzoylschutzgruppen das
caged D-Ribose-Derivat 144 hergestellt (siehe Abb. 6.61).[122

NO,
OH 1.) 0.8 Aquiv. Bz-Ribose 49 HO 0
0.1 Aquiv. SnCly (1 M in CH,Cly) 0
02N CH,Cly, 0 °C-Rt, 18 h 0
> OH OH o. |
o/\n/o\ 2.) NaOMe
o 5 MeOH, Rt, 18 h _
~ 35% 0~ O
140 144

Abb. 6.61: Synthese des caged Ribose-Derivats 144 durch die Reaktion vom Alkohol 140 mit dem
D-Ribose-Derivat 49 mit anschlielender Abspaltung der Benzoylschutzgruppen.

Aus dieser Reaktionsfolge konnte aufgrund der Selektivitat der verwendeten Glycosylierungs-
bedingungen ausschlieBlich das [B-Anomer 144 isoliert und NMR-spektroskopisch
nachgewiesen werden. Das debenzoylierte Derivat 144 konnte mit einer Ausbeute von 35%
Uber die zwei durchgefiinrten Schritte erhalten werden. Diese Ausbeute ist deutlich geringer
als die von TRzUPEK et al. beschrieben als auch die in Kapitel 6.1.2 vorgestellten
Ausbeuten.*??l Beide Reaktionsschritte wurden mit vergleichsweise langen Reaktionszeiten
durchgefiihrt, um einen moglichst vollstandigen Umsatz zu gewéhrleisten. Da die Esterfunktion
bereits in vorigen Reaktionen eine gewisse Labilitat zeigte, wird vermutet, dass die Lewis-
Saure einen Einfluss auf die Stabilitdtt des Esters des Edukts 140 oder des
Glycosylierungsprodukts nimmt und somit eine Reaktion am Carbonylzentrum mit
beispielsweise dem Edukt 140 ermoéglicht wird. Der Glycosyl-Donor 49 sollte
dementsprechend bei einer Wiederholung der Reaktion im Uberschuss vorliegen, um

Nebenreaktionen zu vermindern.

Die nachfolgende Reaktion des caged Ribose-Derivats 144 ist in Abb. 6.62 dargestellt. Dabei
wurden durch Verwendung von tert-Butyldimethylsilylchlorid und Imidazol in DMF alle
Hydroxygruppen der Verbindung 144 silyliert und das Produkt 145 mit einer Ausbeute von
84% erhalten.
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Abb. 6.62: Silylierungsreaktion des caged Ribose-Derivats 144 zum vollstdndig geschitzten caged
Ribose-Derivat 145.

Im néchsten Schritt sollte durch eine Umesterungsreaktion mit 1-Octanol in Anwesenheit einer
Base der Methylester 145 in den entsprechenden Octylester 146 umgewandelt werden. Fir
diese Reaktion wurde sich an einer Vorschrift zur Transcarbamoylierung von RHONE et al.
orientiert und die Umesterungsreaktion durch Zugabe des Alkohols mit Kalium-tert-butanolat
untersucht (siehe Abb. 6.63).114%

N02 NOZ
TBSO o o) 4.0 Aquiv. 1-Octanol TBSO o o
1.3 Aquiv. KOtBu o
TBSO OTBS o | THE Rt 30 min TBSO OTBS o |
0> >o0” 07 >0CgH,,
145 146

Abb. 6.63: Versuch der Umesterungsreaktion vom Methylester 145 zum Octylester 146 durch Zugabe
von 1-Octanol und Kalium-tert-butanolat.

Daflr wurden zuerst der Methylester 145 und 1-Octanol in THF geldst und bereits direkt nach
der Zugabe des Kalium-tert-butanolats wurde eine Anderung der Farbe der Reaktionslésung
beobachtet. Die charakteristische Gelbfarbung des gelosten caged Derivats 145 anderte sich
augenblicklich zu einer starken Lilafarbung. Eine diinnschichtchromatographische Reaktions-
verfolgung zeigte eine Degradation des Edukts 145. JESCHIK beschrieb bereits, dass
2-Nitrobenzylbromid in stark basischem Medium, hervorgerufen durch Natriumhydrid, zur
Deprotonierung der benzylischen Position und daraus zur Entstehung eines Stilben-Derivats
fuhrt, welches der Reaktionslosung eine charakteristische Lilafarbung verlieh.[*%8! Die Farbung
wurde jedoch nicht bei der Deprotonierung des 2-Nitrobenzylalkohols mit Natriumhydrid
beobachtet.’%®l Da in diesem Fall die Photogruppe am anomeren Zentrum der D-Ribose
vorliegt, wird vermutet, dass die benzylische Position durch die starke Base Kalium-tert-
butanolat deprotoniert werden kann und so die Lilafarbung entsteht. Eine Aufarbeitung zur
Ermittlung der gebildeten Nebenprodukte erfolgte nicht und der Ansatz wurde nicht weiter
verfolgt. Es wird daraus geschlossen, dass eine Umesterung zum langerkettigen Alkylester
durch Zusatz von starken Basen nicht sinnvoll ist und dementsprechend eine vorige Spaltung

des Methylesters mit anschlielRender erneuter Veresterung vielversprechender ist.
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Die Verwendung der MeNV-Acetat-Photogruppe 140 flihrte bereits bei der Synthese dessen
und der nachfolgenden Glycosylierung fir erhéhten synthetischen Aufwand mit vergleichs-
weise geringer Ausbeute, was auf die Nahe des Estercarbonyls zur Etherbindung geschlossen
wird. Aus diesem Grund soll in einem erneuten Ansatz die bioreversible Funktion mit der
Photogruppe kombiniert und die Alkylkette zwischen der Etherbindung und der Estergruppe

verlangert werden.

6.4.2 Synthese ausgehend von MeNV-Butyrat

Fur eine langere Alkylkette zwischen Esterfunktion und Etherfunktion wurde sich entschieden,
die Kette um zwei Methyleneinheiten zu verlangern und somit die Zielstrukturen 137 und 138
ausgehend von den Butanoaten 147 und 148 zu synthetisieren, welche aus den jeweiligen
Hydroxyacetophenon-Derivaten 149 und 150 hergestellt werden konnten (siehe Abb. 6.64).
Die Synthese des 3-Methoxy-Derivats 147 erfolgte analog zu der literaturbekannten Synthese
der Verbindung 147 nach der Vorschrift von MiSAwA et al. und wurde fir die Synthese des
4-Methoxy-Regioisomers ubertragen.'*3 Hierfir wurde das entsprechende Hydroxyaceto-
phenon-Derivat 149 bzw. 150 mit Kaliumcarbonat deprotoniert und anschlieRend durch die
Reaktion mit Methyl-4-brombutyrat zu den Butanoaten 147 und 148 umgesetzt.

0] 0]
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1.5 Aquiv. Methyl-4-brombutyrat

(0] (0] 0]
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Abb. 6.64: Synthese der Butanoate 147 und 148 ausgehend von den regiosiomeren Hydroxyaceto-
phenon-Derivaten 149 und 150.

Das 3-Methoxy-Derivat 147 konnte mit einer Ausbeute von 87% und das 4-Methoxy-
Regioisomer 148 mit einer Ausbeute von 96% erhalten werden. MISAWA et al. beschrieben fir
die Synthese der Verbindung 147 eine Ausbeute von 93%, was vergleichbar mit den erzielten

Ausbeuten der Regioisomere 147 und 148 ist.[}43
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Die folgende Nitrierung der Acetophenon-Derivate 147 und 148 zu den Verbindungen 151 und
152 erfolgte ebenfalls nach der Vorschrift von MisaAwA et al. in einem Gemisch aus

Salpetersaure und Essigsaure (siehe Abb. 6.65).124%

o) 0
konz. HNO4/konz. AcOH 5:1 OoN
OR 0°C,25h OR
OR' OR'
147 R = CH, 151 R = CHj, 18%
R'= C3HgCOOCH; R'= C3HsCOOCH;
148 R = C3HgCOOCH, 152 R = C3HgCOOCH; 55%
R'= CHj3 R'= CH,4

Abb. 6.65: Nitrierung der Acetophenon-Derivate 147 und 148 zu den nitrierten Produkten 151 und 152.

Nach einer Reaktionsdauer von 2.5 Stunden wurden die Reaktionsldsungen in Eiswasser
gegeben und die Produkte dadurch geféllt. Wahrend das 4-Methoxy-Derivat 152 mit einer
Ausbeute von 55% erhalten wurde, konnte das 5-Methoxy-Regioisomer 151 nur mit einer
Ausbeute von 18% isoliert werden, obwohl MISAWA et al. fiir die Synthese dieser Verbindung
eine Ausbeute von 69% beschreiben.l**¥ Diese Literaturausbeute konnte selbst bei mehreren
Ansatzen nicht reproduziert werden. Das Filtrat wurde per Dinnschichtchromatographie
untersucht und zeigte noch erheblichen Anteil an Edukt 147 sowie Produkt 151. Demnach ist
der Umsatz nach den beschriebenen 2.5 Stunden nicht vollstandig und auch das Produkt
konnte nicht vollstdndig aus der Reaktionsldsung gefallt werden. Eine saulenchromato-
graphische Reinigung wurde fur das Gemisch nicht durchgefiihrt, da das Edukt 147 und das
Produkt 151 sehr ahnliche Retentionsfaktoren aufwiesen und das Edukt vom geschétzten
Verhéltnis deutlich Uberwog. Es ist zudem verwunderlich, warum eine deutlich héhere
Ausbeute fir das Regioisomer 152 mit den gleichen Reaktionsbedingungen erzielt werden
konnte. Eventuell kénnte flr beide Regioisomere eine langere Reaktionszeit flir erhdhten
Umsatz und daraus resultierender erhdhter Ausbeute fihren jedoch auch die
Wahrscheinlichkeit der mehrfachen Nitrierung erhéhen. Diese Vermutung wurde jedoch nicht
weiter Uberprift, sondern die nitrierten Produkte 151 und 152 in der nachsten Stufe umgesetzt.

In der nachsten Stufe sollten die Carbonylfunktionen der Acetophenon-Derivate 151 und 152
zu den entsprechenden sekundéaren Alkoholen 153 und 154 reduziert werden. Dies erfolgte
analog zu den zuvor vorgestellten Reduktionsreaktionen mit Natriumborhydrid nach der
Vorschrift von JESCHIK (siehe Abb. 6.66).1%! In diesem Fall wurde die Reaktion in einem
Gemisch aus Methanol und Dichlormethan durchgefuhrt, um eine gute L&slichkeit der
Edukte 151 und 152 zu erreichen. Fir beide Regioisomere konnten sehr gute Ausbeuten
erzielt werden. Fur das 5-Methoxy-Derivat 153 wurde eine Ausbeute von 96% und fir das 4-

Methoxy-Regioisomer 154 wurde eine Ausbeute von 98% erreicht. Im Gegensatz zur im
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vorigen Kapitel 6.4.1 vorgestellten Reduktion des Acetat-Derivats 142 zum entsprechenden
sekundaren Alkohol 140 konnte keine Reduktion der Esterfunktionen beobachtet werden. Dies
bestétigt die Vermutung, dass die Esterfunktion der MeNV-ahnlichen Acetatester im vorigen
Kapitel durch die Nahe zur Etherbindung reaktiver ist und dass die Verlangerung der Alkylkette

diese Nebenreaktion bei den hier synthetisierten Derivaten unterbindet.

(0] OH
O,N 3.7 Aquiv. NaBH, O,N
CH30OH/CH,CI, 3:1, 0 °C-Rt, 2 h
OR
OR' OR'

151 R =CHj3 153 R =CHj3 96%

R'= C3HgCOOCH; R'= C3HgCOOCH;
152 R = C3HgCOOCH; 154 R = C3HgCOOCH; 98%

R': CH3 Rl= CH3

Abb. 6.66: Reduktion der Acetophenon-Derivate 151 und 152 zu den sekundaren Alkoholen 153 und
154 unter Verwendung von Natriumborhydrid.

Im folgenden Schritt wurden in Anlehnung an die Vorschrift von TRzZUPEK et al. die sekundaren
Alkohole 153 und 154 durch LA-vermittelte Glycosylierung mit anschlielender basischer
Abspaltung der Benzoylschutzgruppen mit Natriummethanolat zu den caged Ribose-
Derivaten 155 und 156 umgesetzt (siehe Abb. 6.67).

OH . , NO,
1.) 1.2 Aquiv. Bz-Ribose 49
O,N 0.2 Aquiv. SnCl, (1 M in CH,Cl,) ~ HO o
CH,Cl,, 0 °C-Rt, 3 h o
oR > OR'
_ CH30H, Rt, 4 h 155 R = CH, 60%

153 R =CH; R'= C3HgCOOCH;

R'= CsHsCOOCH, 156 R = C4HCOOCH; 72%
154 R = C3HgCOOCH;, R'= Ol 31e®

R'= CH, 3

Abb. 6.67: Glycosylierungsreaktionen der sekundaren Alkohole 153 und 154 mit anschlieBender
Abspaltung der Benzoylgruppen zu den caged Ribose-Derivaten 155 und 156.

Aus dieser Reaktionsfolge konnte aufgrund der Selektivitat der verwendeten Glycosylierungs-
bedingungen ausschlie3lich das B-Anomer beider Regiosiomere 155 und 156 isoliert und
NMR-spektroskopisch nachgewiesen werden. Es konnte das 5-Methoxy-Regiosiomer 155 mit
einer Ausbeute von 60% und das 4-Methoxy-Regioisomer 156 mit einer Ausbeute von 72%
erhalten werden. Fur das MeNV-Ribose-Derivat 42 konnte Uber die zwei Reaktionsschritte
eine Ausbeute von 62% erreicht werden (siehe Kapitel 6.1.2), was mit den erzielten Ausbeuten
der Verbindungen 155 und 156 vergleichbar ist. Diese Ergebnisse weisen ebenfalls darauf hin,
dass die vergleichsweise geringe Ausbeute der Glycosylierungsreaktion zum Acetat-

Derivat 144 durch die Verlangerung der Alkylkette verbessert werden konnte.
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Im nachsten Schritt wurden die freien Hydroxygruppen der caged Ribose-Derivate 155 und
156 unter Verwendung von tert-Butyldimethylsilylchlorid und Imidazol in DMF silyliert (siehe
Abb. 6.68).

NO, NO,
HO o 6.4 é\qu!v. Imidazol TBSO o
o 5.0 Aquiv. TBSCI - o
OR' OR'
OH OH OR DMF, Rt, 18 h TBSO OTBS (R
155 R =CHj 157 R =CHj 95%
R'= C3HgCOOCH; R'= C3HgCOOCH;
156 R = C3HgCOOCH; 158 R = C3HgCOOCH; 80%
R'= CHj R'= CH,

Abb. 6.68: Silylierungsreaktion der caged Ribose-Derivate 155 und 156 zu den vollstandig geschitzten
Ribose-Derivaten 157 und 158.

Die erzielten Ausbeuten von 95% fiir das 5-Methoxy-Derivat 157 und 80% fir das 4-Methoxy-
Derivat 158 entsprechen den Erwartungen, da fur das Acetat-Derivat 145 unter gleichen
Bedingungen 84% (siehe Kapitel 6.4.1) und fur die vollstandige Silylierung zum MeNV-Ribose-
Derivat 87 eine Ausbeute von 66% erreicht werden konnte (siehe Kapitel 6.2.1).

Im Folgenden dienten die beiden Regioisomere 157 und 158 als Ausgangsmaterialien zur
Synthese von zwei unterschiedlichen Klassen von bioreversibel veresterten Verbindungen
entsprechend der vorgeschlagenen Zielstrukturen 137 und 138.

In der ersten Syntheseroute wurden die beiden Methylester-Regioisomere 157 und 158
verseift (siehe Abb. 6.69). Hierfiir wurden die Ester 157 und 158 zuerst in einem Gemisch aus
Methanol, Triethylamin und Wasser (2:2:1 v/v/v) geldst und anschlieend mit 1 M Natronlauge
versetzt. Ein Umsatz der Edukte konnte erst nach Zugabe der Natronlauge beobachtet
werden, weshalb dieses basische Gemisch notwendig zur Spaltung des Methylesters ist. Nach
vollstandigem Umsatz wurde das Reaktionsgemisch durch Zugabe von Salzsaure auf einen
pH-Wert < 1 eingestellt, was zur Abscheidung der Carbonsauren 159 und 160 fuhrte. Daraus
resultierend konnte das 5-Methoxy-Regioisomer 159 mit einer guten Ausbeute von 89% und

das 4-Methoxy-Regioisomer 160 mit einer Ausbeute von 85% erhalten werden.

Im nachsten Schritt sollten die Carbonsduren 159 und 160 mit 1-Heptanol verestert werden
(siehe Abb. 6.69). Hierfur wurde eine YAMAGUCHI-Veresterung in Anlehnung an die Vorschrift
von DEKIERT durchgefiihrt wurde.'%144 Dabei wurden die Carbonséuren 159 und 160 durch
Zugabe von Triethylamin zu den jeweiligen Carboxylaten deprotoniert und durch Zugabe von
2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid in ein gemischtes Anhydrid tberfiihrt. Durch die anschlie3ende
Zugabe von DMAP und 1-Heptanol erfolgte die Estersynthese durch Spaltung des gemischten
Anhydrids und die Heptylester konnten mit Ausbeuten von 78% fur das 5-Methoxy-Derivat 161
und 90% fur das 4-Methoxy-Derivat 162 erhalten werden.
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1.) CH3OH/Et3N/H,0 2:2:1

2.) Salzsaure (konz.)

TBSO

TBSO

NO,

TBSO o

0]

0]

TBSO OTBS

OR
157 R = CH,
R'= C3H6COOCH3
158 R = C3H6COOCH3
R'= CHj

Natronlauge (1 M)
Rt, 4 h

NO,

@)
@)

OR'
TBSO OTBS

159 R =CHj
R'= C3HgCOOH
160 R = C3HgCOOH 85%
R'= CHj3

1.) 1.2 Aquiv. Et3N

1.1 Aquiv. 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid

THF, Rt, 30 min
2.) 0.4 Aquiv. DMAP

1.2 Aquiv. 1-Heptanol

THF, Rt, 18 h

OR
89%

NO,
0
0
OR'
TBSO OTBS

161 R = CHj
R'= C3HGCOOC7H15

OR
78%

162 R = C3HgCOOC;H,5 90%

Rl
3.6 Aquiv. LiAlH,
THF, 0°C,1-2h
NO,
TBSO o
o)
OR'
TBSO OTBS OR
163 R=CH;  71%
R'= C4HgOH
164 R = C,HgOH 55%
R'= CHj

2.4 Aquiv. Et3N
2.1 Aquiv. Heptanoylchlorid

THF, 0 °C, 90 min

NO,
TBSO o
o)
OR'
TBSO OTBS (R
165 R = CHj 79%

R'= C4H80COCGH13
166 R = C4HsoCOCGH13 82%
R'= CH,

THF/H,O/TFA 4:1:1
0°C,2h

R'= CH,
NO,
THF/H,O/TFA 4:1:1 HO
0°C,2h o. ©
OR'
TBSO OTBS (R
167 R = CH;, 81%

R'= C3H6COOC7H15
168 R = C3H6COOC7H15 71%
R'= CHs
169 R = CH,
R'= C4HBOCOC6H13
170 R = C4HBOCOCGH13 82%
R'= CHs

77%

Abb. 6.69: Herstellung der Heptylester 167 und 168 sowie der Heptanoylester 169 und 170 ausgehend
von den regioisomeren Methylestern 157 und 158.
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Parallel zur Heptylestersynthese wurden die Methylester 157 und 158 durch Verwendung von
Lithiumaluminiumhydrid zu den entsprechenden Butylalkoholen 163 und 164 reduziert (siehe
Abb. 6.69). Dabei wurde zuerst die Reduktion des 4-Methoxy-Derivats 158 durchgefihrt,
welches vermeintlich einen vollstandigen Umsatz wahrend der dunnschichtchromato-
graphischen Reaktionsverfolgung zeigte, jedoch konnte bei der saulenchromatographischen
Reinigung neben dem Produkt zusatzlich nicht umgesetztes Edukt beobachtet werden. Fir
das 4-Methoxy-Derivat 164 konnte eine Ausbeute von 55% erzielt werden, die vermutlich auf
den unvollstandigen Umsatz zurlckzufuhren ist. AuRerdem konnten bei der Reinigung zudem
eine oder mehrere weitere Verbindungen bei der dinnschichtchromatographischen
Verfolgung beobachtet werden, welche aufgrund der hdheren Polaritat auf der Basislinie
nachgewiesen werden konnten. Dies ist in der Regel zu beobachten, wenn bei der
Aufarbeitung durch Tageslicht eine Photolyse eines photolabil-geschiitzten Derivats induziert
wird, was ebenfalls die Ausbeute des Produkts vermindert. Aus diesen Erkenntnissen wurde
die Reduktion des 5-Methoxy-Methylester 157 fir die doppelte Reaktionszeit gerihrt und
anschliel3end saulenchromatographisch gereinigt. Dabei konnte fiir den Butylalkohol 163 eine
hohere Ausbeute von 71% erzielt werden. Ebenso konnte bei dieser Reinigung wieder eine
Verbindung auf der Basislinie erkannt werden, welche auf eine Photolyse an Tageslicht
hindeutet, obwohl darauf geachtet wurde, bei der Reaktion und Aufarbeitung die Exposition
des Produkts mit Tageslicht zu minimieren. Die Photolyse kann nicht vollstandig
ausgeschlossen werden, aber es wird vermutet, dass die reduktiven Bedingungen eine andere
Nebenreaktion hervorrufen kann, wodurch die Ausbeute minimiert wird. Eine Aufklarung
dessen wurde jedoch nicht weiter durchgefiihrt und die Butylalkohole 163 und 164 wurden in

der nachsten Stufe umgesetzt.

Die Synthese der Heptanoylester 165 und 166 erfolgte analog zur Synthese der OB-Maske
(siehe Kapitel 6.1.1) durch die Reaktion der Butylalkohole 163 und 164 mit einem Uberschuss
an Heptanoylchlorid unter Zusatz von Triethylamin zum Abfangen der entstehenden Saure
(siehe Abb. 6.69). Unter diesen Bedingungen konnten fiir das 5-Methoxy-Derivat 165 eine

Ausbeute von 79% und fir das 4-Methoxy-Derivat 166 eine Ausbeute von 82% erzielt werden.

Anschlielend wurden sowohl die Heptylester 161 und 162 als auch die Heptanoylester 165
und 166 in Anlehnung an die Vorschrift von DEKIERT jeweils an der 5-Position desilyliert,2%
indem diese in einem Gemisch aus Tetrahydrofuran, Wasser und Trifluoressigsaure
(4:1:1 viviv) fur zwei Stunden geriihrt wurden. Unter diesen aciden Bedingungen erfolgt eine
selektive Abspaltung der Schutzgruppe zu den desilylierten Produkten 167 - 170. Bei den
Heptylestern 167 und 168 konnten flr das 5-Methoxy-Derivat 167 eine Ausbeute von 81% und
fur das 4-Methoxy-Derivat 168 eine Ausbeute von 71% erzielt werden. Bei den Heptanoyl-
estern 169 und 170 konnten vergleichbare Ausbeuten fir die beiden Regiosiomere mit 77%

fur das 5-Methoxy-Derivat 169 und 82% fir das 4-Methoxy-Derivat 170 erhalten werden.
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Im Folgenden sollten die desilylierten Ribose-Derivate 167 — 170 fir die Kupplung zu ADPR-

Derivaten vorbereitet werden, indem diese in die entsprechenden Monophosphate Uberfihrt

werden. Dies erfolgte analog zu der in Kapitel 6.2.3 vorgestellten Phosphorylierung unter

Verwendung vom Fm-Amidit 91 mit anschlielender Abspaltung der verwendeten Fm- und

Silylschutzgruppen (siehe Abb. 6.70).

NO, 1.) 1.5 Aquiv. Fm-Amidit 91 o NO,
HO 1.5 Aquiv. PyTFA FmO—Ilzl’—O
o9 THF, Rt, 30 min _ Fmb o9
p OR' 5 ) 1.5 Aquiv. BBUOOH-Lsg. des
TBSO OR (5.5 M in n-Decan) TBSO OR
167 R = CHj THF, Rt, 30 min 171 R = CH; 78%
R'= C3H6COOC7H15 R'= C3H6COOC7H15
168 R = C3HgCOOC;H 5 172 R = C3HgCOOC;H45 80%
R'= CH; R'= CH;
169 R = CHj 173 R = CH; 47%
R'= C4HBOCOC6H13 R'= C4H80COCGH13
170 R = C4HgOCOCgH 3 174 R = C4HgOCOCgzH 153 73%
R'= CH; R'= CH;
EtsNH* O NO,
-0-P-0 o 1.) 20 Aquiv. EtsN
O o THF, Rt, 5 min
OR ¥ -
OH OH OR 2.) 9 Aquiv. TREAT-HF
THF, Rt, 18 h
175 R = CHg 40% 3.) RP-S&ulenchromatographie

R'= C3H6COOC7H15

176 R = C3HGCOOC7H15 48%
R'= CH,
177 R = CHj 29%

R'= C4H80COC6H13
R = C4HBOCOCGH13 24%
R'= CHs

178

1.) 2.0 Aquiv. AMP 40
15 Aquiv. EtzN
15 Aquiv. TFAA
CH5CN, 0 °C, 10 min
2.) 16 Aquiv. Et;N
6 Aquiv. Methylimidazol
CH3CN, 0 °C-Rt, 10 min
3.) 0.5 Aquiv. Monophosphat
CH5CN, Rt, 2 h

OR

NO,

4.) RP-Saulenchromatographie
5.) Kationenaustausch zu NH,*
6.) RP-Chromatographie

OR'

OH OH NH,
N AN
o o7 2 o0 <1 )
0-P-0-P-0 N J
[ N

o O O

OH OH
179 R = CH,4 39%

R'= C3H6COOC7H15
180 R = C3HGCOOC7H15 40%
R'= CH,
181 R = CH,
R'= C4HgoCOC6H13
182 R = C4H80COC6H13 -
R'= CH,

31%

Abb. 6.70: Reaktionsschritte zur Synthese der caged ADPR-Verbindungen 179, 180 und 181.

ADPR-Derivat 182 konnte nicht erhalten werden.
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Hierfir wurden die desilylierten Derivate 167 - 170 zuerst in die Fm-geschitzten
Phosphattriester 171 - 174 Uberfihrt. Dies erfolgte unter Pyridiniumtrifluoracetat-vermittelter
Reaktion der Edukte mit dem Fm-Amidit 91 und anschlie@ender Oxidation mit tert-
Butylhydroperoxid. Die Reaktionsprodukte 171 - 174 konnten mit Ausbeuten von 47% - 80%
isoliert werden. Die Ausbeute des 5-Methoxy-Heptanoylesters 173 wies mit 47% dabei eine

Abweichung zu den restlichen Ausbeuten mit Werten tber 70% auf.

Im néchsten Reaktionsschritt wurden die Fm-geschitzten Monophosphate 171 - 174 in die
vollstandig entschitzten caged Ribosemonophosphate 175 - 178 tberfuhrt (siehe Abb. 6.70).
Hierfir wurde zuerst Triethylamin zur den Edukten 171-174 gegeben. Es wurde
angenommen, dass die Abspaltung der ersten Fm-Gruppe bereits zu einem Grofitell
stattgefunden hat, woraufhin die Zugabe von TREAT-HF als Desilylierungsmittel erfolgte. Die
Abspaltung der zweiten Fm-Gruppe sowie der Silylgruppen erfolgt somit gleichzeitig Gber
einen Zeitraum von mehreren Stunden. Nach einer weiteren Reaktionsdauer von 18 Stunden
wurde das Losungsmittel entfernt und das Rohprodukt via automatisierter RP-
Saulenchromatographie gereinigt. Durch die Zugabe von Triethylamin bzw. der Verwendung
von TREAT-HF konnten die freien Monophosphate 175 - 178 als Salze mit 0.9 - 1.2 Aquiv.
Triethylammonium-lonen erhalten werden. Als Referenz dient hier die in Kapitel 6.2.3
durchgefiihrte basische Abspaltung von Fm-Gruppen zum MeNV-Ribosemonophosphat 80,
welche mit 61% durchgefuhrt werden konnte. Die hier erzielten Ausbeuten liegen mit Werten
zwischen 24% und 48% deutlich unter dem Referenzwert. Auffallig dabei ist, dass die
Ausbeuten der Heptanoylester 177 und 178 mit 29% bzw. 24% unter den Ausbeuten der
Heptylester 175 und 176 liegen, welche mit 40% und 48% isoliert werden konnten. Es wird
vermutet, dass die Ester unterschiedliche Stabilititen gegenliber der verwendeten Reaktions-
bedingung aufweisen und die Heptylester 175 und 176 anfalliger gegentber einer Neben-
reaktion sind. Da bereits im Kapitel 6.3 vermutet wurde, dass Desilylierungsreagenzien zur
Spaltung der Esterbindung der verwendeten bioreversiblen Masken filhren kénnen, kann
angenommen werden, dass dies in dieser Reaktion ebenfalls der Fall ist. Eine Aufteilung der
Abspaltung der Fm-Gruppen und der Silylgruppen in zwei Reaktionsschritte kénnte
aufschlussreicher sein. Ebenso wird vermutet, dass die Verwendung des in Kapitel 6.3
angewandten Desilylierungsmittels aus TBAF und Essigsaure die Spaltung der Ester
vermindert und damit die Ausbeute Uber die zwei Stufen auf einen Wert Uber den hier

erreichten Ausbeuten der Verbindungen 175 - 178 erhdht werden kénnte.

AbschlieRend erfolgte die Kupplung der Monophosphate 175 - 178 mit AMP 40 nach der in
Kapitel 6.2.3 beschriebenen Methode von MOHAMADY et al.,'*® bei der das AMP 40 durch
Zugabe von TFAA und Methylimidazol aktiviert wird. Nach der Herstellung des
Methylimidazolidats wurde ein entsprechendes Monophosphat 175 - 178 zugegeben. Nach

der Kupplungsreaktion wurde das Rohprodukt via automatisierter RP-Saulenchromatographie
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gereinigt, anschlieRend die Kationen zu Ammoniumionen getauscht und abschlieRend das
Produkt erneut RP-saulenchromatographisch gereinigt. Die Heptylester-Derivate 179 und 180
konnten mit einer Ausbeute von 39% fur das 5-Methoxy-Regioisomer 179 und 40% fir das
4-Methoxy-Regioisomer 180 erhalten werden. Dies entspricht den Erwartungen fur die
Ausbeute der Kupplungsreaktion, wenn man die Ausbeuten mit der Ausbeute von 44% fur die
Kupplung zum MeNV-ADPR 69 vergleicht (siehe Kapitel 6.2.3). Fur die Heptanoylester-
Derivate 181 und 182 traf dies nicht zu. Wahrend das 5-Methoxy-Derivat mit einer leicht
geringeren Ausbeute von 31% isoliert werden konnte, war die Isolierung des 4-Methoxy-
Derivats nicht mdglich. Es konnte zwar im Chromatogramm der RP-saulenchromato-
graphischen Reinigung ein Signal beobachtet werden, welches durch den Vergleich der
Retentionszeiten mit dem Regioisomer 181 dem Produkt zugeordnet werden kdnnte, doch da
nach der Anzahl der Reaktionsschritte nur eine geringe Menge des Edukts caged
Ribosemonophosphat 178 vorlag, konnte keine ausreichende Menge des Produkts 182 aus
der Kupplungsreaktion erhalten werden. Da aber zumindest jeweils ein Heptylester bzw.
Heptanoylester sowie jeweils ein 4-Methoxy- und ein 5-Methoxy-Regioisomer erhalten werden
konnte, sollten die drei Verbindungen fur folgende Vergleiche in Photolyse- und
Hydrolysegeschwindigkeiten vorerst ausreichen. Zur vereinfachten Ubersicht sind die
vollstandigen Strukturformeln der erfolgreich synthetisierten caged ADPR-Derivate in
Abb. 6.71 dargestellt.
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Abb. 6.71: Strukturformeln aller synthetisierter caged ADPR 179 -181 mit Kombination aus
bioreversibler und photolabiler Gruppe.
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6.4.3 Photolyseexperimente an caged ADPR-Derivaten

AbschlieRend wurden Photolysen der caged ADPR-Verbindungen 179 - 181 durchgefuhrt, um
eine direkte Freisetzung von ADPR 1 ohne vorige Spaltung des Esters zu verifizieren. Die
Photolysen wurden bei 365 nm und 405 nm nach der in Kapitel 7.1.6 beschrieben Vorschrift

durchgefuihrt und die Halbwertszeiten der Spaltungsreaktion ermittelt.

Die Ergebnisse der Photolysen des Heptylesters 179 sind in Abb. 6.72 dargestellt. Zum Start
der 365 nm Photolyse eluiert das Edukt 179 mit einer Retentionszeit von 14.2 min mit zwei
Maxima aufgrund der zwei Diastereomere. Auffallig ist, dass mit einer Retentionszeit von
14.4 min eine Verbindung mit zwei Maxima eluiert, was auf eine caged Verbindung schlie3en
lasst. Die UV-Absorptionsspektren der Peaks bei 14.2 min und 14.4 min sind identisch,
weshalb vermutet wird, dass es sich bei beiden Verbindungen um caged ADPR-Verbindungen
handelt. Da die Vermutung nicht weiter bestatigt werden konnte, wurde zur Ermittlung der
Halbwertszeit nur der dominante Peak verwendet, sodass sich das Verhaltnis der Integrale in
Abb. 6.72 B von dem Verhaltnis in Abb. 6.72 D unterscheidet.
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Abb. 6.72: Ergebnisse der

Photolysedauer [s]

Photolysen des 5-Methoxy-Heptylesters 179. A: Ausschnitt des

Wasserfalldiagramms der Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte von der Photolyse bei
365 nm. B: Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Signale. C: Ausschnitt des
Wasserfalldiagramms der Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte von der Photolyse bei
405 nm. (Vollstdndige Diagramme siehe Anhang 9). D Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen
Signale.
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Eine Spaltung des Esters zum Carboxylat, welches aufgrund des Tetrabutylammonium-
Puffers spater als das Edukt eluieren kdnnte, ware denkbar, doch aus einer Untersuchung der
Substanz 179 via LC-MS (siehe folgendes Kapitel 6.5) wird deutlich, dass kein gespaltener
Ester in der Stammltésung der Verbindung 179 vorlag bzw. keine Spaltung im Losungsmittel
vor dem Start der Photolyse stattfindet. Es wird vermutet, dass es durch die amphiphilen
Eigenschaften der Verbindung 179 zum Teil zur Mizellenbildung im wassrigen Losungsmittel
kommen kann, die abhangig von der Pufferzusammensetzung leicht unterschiedlich zum
freien Edukt 179 eluieren. Da zuséatzlich im Laufe der Photolyse beide Peaks mit gleicher Rate
abnehmen, wurde angenommen, dass es sich um die gleiche Verbindung 179 handelt. Die
Photolyse erfolgt mit einer Halbwertszeit von ti> = 1.1 s. Bei der Photolyse wird hauptsachlich
ADPR 1 gebildet, welches mit einer Retentionszeit von 9.4 min eluiert. Zusatzlich eluieren
auch Verbindungen bei 11.8 min und 20.6 min, welche durch Betrachtung der UV-Absorptions-
spektren auf Spaltprodukte der Photogruppe schliel3en lassen. Bei der Photolyse der
Verbindung 179 bei 405 nm ist Ahnliches zu beobachten, einzig das Produkt eluiert nun
vollstandig zum gleichen Zeitpunkt bei einer Retentionszeit von 13.3 min und die Halbwertszeit
der Photolyse betragt mit t;» = 4.3 s ein vierfaches des Wertes bei 365 nm.

Bei der Photolyse der Verbindung 180 wurden &hnliche Ergebnisse wie fir die Photolyse des
Regiosiomers 179 erhalten, welche in Abb. 6.73 dargestellt sind. Die Elution des Edukts 180
erfolgte bei der HPLC-Verfolgung der 365 nm-Photolyse bei 13.3 min und bei der 405 nm-
Photolyse bei 13.0 min. Abweichungen in den Retentionszeiten kénnen durch Unterschiede
des Puffers in Bezug auf Temperatur beim Ansetzen oder bei Verwendung, leichten
Abweichungen im pH-Wert oder der Molaritat an Tetrabutylammonium-lonen hervorgerufen
werden. Wahrend die Photolyse bei 365 nm mit einer Halbwertszeit von ti, = 1.2 s ablauft,
findet die Photolyse bei 405 nm mit dem dreifachen Wert von ti; = 3.8 s statt. Wahrend die
Photolyse beider Regioisomere 179 und 180 bei 365 nm mit gleicher Halbwertszeit ablauft,
lauft die Photolyse bei 405 nm des Regioisomers 180 im Vergleich zur Photolyse des
Regioisomers 179 mit einer geringflgig kirzeren Halbwertszeit ab. Zusammenfassend kann
jedoch geschlossen werden, dass beide Regioisomere bei beiden Bestrahlungswellenlangen
ungefahr gleich schnell ablaufen. Eine Unterscheidung zur Bestimmung eines optimalen

Regioisomers ist zumindest anhand der Photolyseergebnisse nicht moglich.
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Abb. 6.73: Photolysen des 4-Methoxy-Heptylesters 180. A: Ausschnitt des Wasserfalldiagramms der
Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte von der Photolyse bei 365 nm. B: Zeitlicher
Verlauf der Integrale der jeweiligen Signale. C: Ausschnitt des Wasserfalldiagramms der
Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte von der Photolyse bei 405 nm. (Vollstandige
Diagramme siehe Anhang 10). D Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Signale.

AbschlieRend wurde das Heptanoyl-lsomer 181 in Bezug auf die Photolyseeigenschaften
untersucht. Auch hier wurden fir die beiden Photolysen bei den Wellenlangen 365 nm und
405 nm &hnliche Ergebnisse wie bei den zuvor vorgestellten Photolysen der
Verbindungen 179 und 180 erhalten. Das Edukt eluiert mit einer Retentionszeit von 13.3 min
bei der 365 nm-Photolyse und mit 13.1 min bei der 405 nm-Photolyse. Mit zunehmender
Photolysedauer nimmt das Integral des Eduktspeaks mit einer Halbwertszeit von ti, = 1.2 s
ab, was vergleichbar mit den zuvor bestimmten Photolyse-Halbwertszeiten bei 365 nm der
Verbindungen 179 und 180 ist. Auch hier kann bei beiden Bestrahlungswellenlangen die
Entstehung zwei neuer Nebenprodukte mit Retentionszeiten von 10.7 min und 19.7 min sowie
eines dritten Nebenprodukts mit einer Retentionszeit von 23.2 min beobachtet werden. Die
UV-Absorptionsspektren dieser Verbindungen lassen wie zuvor erwdhnt auf Nebenprodukte
des Spaltprodukts der Photogruppe schlielRen (siehe Kapitel 6.2.5). Fur die Photolyse bei
405 nm konnte fur die Abnahme des Edukt-Integrals eine Halbwertszeit t1, = 6.0 s bestimmt
werden, was einer Reduktion um 50% zu den Halbwertszeiten der Derivate 179 und 180

entspricht.
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Abb. 6.74: Photolysen des 5-Methoxy-Heptanoylesters 181. A: Ausschnitt des Wasserfalldiagramms
der Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte von der Photolyse bei 365 nm. B: Zeitlicher
Verlauf der Integrale der jeweiligen Signale. C: Ausschnitt des Wasserfalldiagramms der
Chromatogramme der einzelnen Photolysezeitpunkte von der Photolyse bei 405 nm. (Vollstandige
Diagramme siehe Anhang 11). D Zeitlicher Verlauf der Integrale der jeweiligen Signale.

Zusammenfassend konnte fiir alle drei bioreversiblen caged ADPR-Derivate 179 - 181 eine
erfolgreiche Photolyse sowohl bei 365 nm und 405 nm zum freien ADPR 1 beobachtet werden.
Dies bietet im Gegensatz zu den caged ADPR-Derivaten friherer Generationen (siehe
Kapitel 6.1 und 6.3) den Vorteil, dass selbst bei nicht erfolgter Spaltung der Estergruppe eine
Photolyse stets zur Freisetzung des aktiven Substrats flhrt. Bei einer Bestrahlungs-
wellenlange von 365 nm zeigen die drei Verbindungen 179 - 181 keine signifikanten
Unterschiede. Wenn eine mdglichst schnelle Photolyse bei einer Wellenlange von 405 nm
erfolgen soll, dann sollten aufgrund der kiirzeren Halbwertszeiten die Heptylester 179 und 180
verwendet werden. Nichtsdestotrotz erfolgt die Freisetzung bei 405 nm beim Heptanoyl-
Derivat 181 deutlich schneller als beim Pg-NPE-ADPR 122 bzw. gleich schnell beim Vergleich
zum Pg-MeNV-ADPR 123 (siehe Kapitel 6.3.3).
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6.5 Hydrolyse- und Photolyseexperimente in HEK293-Zellextrakt

AbschlieRend sollten alle synthetisierten Zielverbindungen auf ihre Hydrolyse- und
Photolyseeigenschaften in Zellextrakten untersucht werden. Im Gegensatz zur CEM/0-Zell-
extrakthydrolyse, die in Kapitel 6.1.5 am acetylierten bioreversibel-maskierten caged ADPR 37
durchgefuhrt wurde, sollten in diesem Fall Zellextrakte verwendet werden, welches auf einer
Zelllinie basiert, die in Experimenten mit Bezug zu ADPR 1 und TRPM2 zum Einsatz kommt.
Eine solche Zelllinie stellt die HEK293-Zelllinie dar.4-1471 Fiir die folgenden Untersuchungen
wurden HEK293-Zellextrakte verwendet, welche von FLIEGERT vom Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf hergestellt und zur Verfugung gestellt wurden. Die Herstellung der
Zellextrakte erfolgte ohne Zusatz von Proteaseinhibitoren, um keinen Einfluss auf die Aktivitat
der Esterasen zu nehmen, weshalb aber mit kurzer Aktivitatsdauer des Extrakts gerechnet
wurde. Als Referenz zur chemischen Hydrolyse wurden die Zielverbindungen mit PBS-Puffer
hydrolysiert. Die Hydrolysen wurden nach den in Kapitel 7.1.6 aufgefiihrten Vorschriften
durchgefuhrt und die Analyse aller Proben erfolgte diesmal ausschlie3lich via LC-MS. Eine
HPLC-Verfolgung der Reaktionen musste fir genauere Aussagen durch Retentions-
zeitvergleiche mit Referenzsubstanzen der Reaktionsprodukte erfolgen, die bei der Vielzahl
mdoglicher Hydrolyseprodukte mit einem synthetischen Aufwand einhergeht. Die Wahl von LC-
MS als Analysemethode bietet den Vorteil, dass Hydrolyse- oder Photolyseprodukte qualitativ
anhand ihres Molekulargewichts analysiert werden kdnnen. Eine genaue Aussage uber den
prozentualen Anteil der einzelnen Produkte kann jedoch nur eingeschrankt getroffen werden,
da die Integrale beispielsweise von der lonisierbarkeit der einzelnen Verbindungen oder
potentiell auftretenden Matrixeffekten abhé&ngen. So kann das Integral eines dominanten
Hydrolyseprodukts durch vergleichsweise geringere lonisierbarkeit kleiner als das eines
geringer konzentrierten Hydrolyseprodukts ausfallen oder beispielsweise eine biologische
Matrix suppressive oder verstarkende Effekte auf die lonisierbarkeit austiben.*® Fiir einen
entsprechenden quantitativen Vergleich mussten externe oder interne Standards verwendet
werden. Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte als Unikate, damit die Anwendbarkeit der
Methode geprift und die Stabilitdten der untersuchten Substanzen ermittelt werden konnten.
Die durchgefihrten LC-MS-Untersuchungen der Reaktionslésungen dienen somit
ausschlie3lich der qualitativen Analyse und zur Bestitigung des Hydrolyse- und
Photolysekonzepts zur Freisetzung von freiem ADPR 1 bzw. dADPR 2 aus den maskierten
Derivaten. Die aus den Hydrolyse- und Photolysestudien gewonnenen Erkenntnisse sollen

jedoch eine Basis fur zukinftige Quantifizierungen von caged ADPR-Derivaten darstellen.
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6.5.1 Acetylierte bioreversibel-maskierte caged ADPR-Derivate

Zuerst wurden die in Kapitel 6.1 hergestellten acetylierten und bioreversibel-maskierten caged
ADPR-Derivate 36 - 39 untersucht (siehe Abb. 6.75). Die Ergebnisse sind in den Abb. 6.76,
Abb. 6.77, Abb. 6.78 und Abb. 6.79 dargestellt.
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Abb. 6.75: Strukturformeln der acetylierten bioreversibel-maskierten caged ADPR-Derivate 36 - 39
(siehe Kapitel 6.1).

Die Durchfuihrung der PBS-Hydrolyse sowie der HEK-Zellextrakthydrolyse erfolgte nach der in
Kapitel 7.1.6 beschriebenen Vorschrift bei 37 °C. Bei der Zellextrakthydrolyse wurde die
Hydrolyse nach einer Dauer von vier Stunden abgebrochen und die Hydrolyselésung bei
365 nm photolysiert. Es wurden zu gewahlten Zeitpunkten bei der HEK-Hydrolyse bzw. der
Photolyse Aliquote abgenommen, die Proteine durch Zugabe von Methanol bei 0 °C gefallt
und die Probe zum Vermessen via LC-MS mit Wasser verdiinnt. Die Zugabe von Methanol
und Wasser wurde ebenfalls bei der PBS-Hydrolyse durchgefiihrt. Mégliche Hydrolyse-
produkte sind durch die Abspaltung der OB-Maske und die Deacetylierungen zu erwarten.
Zusatzlich soll die Spaltung des Pyrophosphat-Rickgrats beachtet werden, was die Bildung
von AMP 40 bzw. dAMP 41
Ribosemonophosphate (RibMP) zur Folge hétte. Als mégliche Reaktionen bei der Photolyse

sowie der entsprechenden OB-maskierten caged
wird die Abspaltung der Photogruppe der entstandenen Hydrolyseprodukte erwartet. Es
wurden die exakten Massen der mdglichen Hydrolyseprodukte in ihrer einfach deprotonierten
Form berechnet, welche in den Tabellen in Abb. 6.76 A, Abb. 6.77 A, Abb. 6.78 A und
Abb. 6.79 A aufgelistet sind. Die berechneten exakten Massen wurden zur Auswertung der
gemessenen ESI-Massenspektren herangefihrt, indem damit zur Veranschaulichung des
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Verlaufs der Hydrolyse bzw. Photolyse extrahierte lonenchromatogramme (EIC) generiert
wurden. Die entsprechenden Chromatogramme der einzelnen EIC sind farblich markiert und

zusatzlich die zeitlichen Verlaufe der entsprechenden Integrale aufgetragen.

Zuerst wird die PBS-Hydrolyse betrachtet: Jede der Zielverbindungen 36 - 39 geht im Laufe
der Inkubationszeit eine chemische Hydrolyse ein, bis diese nach einer Inkubationszeit von
72 Stunden fast vollstandig hydrolysiert wurden. Auftretende Reaktionen sind dabei die
Abspaltung der OB-Maske sowie die Spaltung des Pyrophosphat-Rickgrats. Diese
Reaktionen haben den Anstieg der EIC-Integrale des acetylierten caged ADPR 65 bzw.
dADPR 67 zur Folge, aber auch die Integrale von (d)AMP und des OB-maskierten caged
RibMP steigen leicht an. Wahrend in allen PBS-Hydrolysen das Integral der caged ADPR-
Derivate 65 und 67 denen der Monophosphate deutlich tbersteigt, kann aufgrund potentiell
unterschiedlich starker lonisierbarkeiten der Hydrolyseprodukte keine eindeutige Aussage
uber die bevorzugte Hydrolysereaktion getroffen werden. Ahnliche Ergebnisse konnten bei der
HEK-Hydrolyse der Zielverbindungen 36 - 39 erhalten werden, wobei die Hydrolyse deutlich
schneller erfolgte, da bereits nach vier Stunden Inkubationszeit fast kein Edukt mehr zu
beobachten war. Dabei konnte stets das Integral des demaskierten caged ADPRs 65 bzw.
dADPRs 71 als das dominante beobachtet werden. Trotzdem scheint die Abspaltung der OB-
Maske in diesem Zellextrakt nicht schnell genug zu erfolgen, da weiterhin die Spaltung zu
AMP 40 bzw. dAMP 41 und den maskierten caged Ribosemonophosphaten zu beobachten
ist. Auffallig ist zudem, dass die OB-Maske deutlich langsamer hydrolysiert wird, als es bei der
CEM/0-Zellextrakthydrolyse vom ADPR-Derivat 37 der Fall war (siehe Kapitel 6.1.5).
Daraufhin wurde der Proteingehalt durch spektralphotometrische Bestimmung bei einer
Wellenlange von 280 nm bestimmt. Obwohl beide Zellextrakte mit einer Zellkonzentration von
etwa 10 Millionen Zellen pro Milliliter hergestellt wurden, konnte fir die CEM/0-Zellextrakte
eine 7-fach hohere Proteinkonzentration bestimmt werden. Die Proteinbestimmung via UV-
Absorption bei 280 nm ist jedoch eher ungenau, weshalb fir einen genauen Vergleich eine
Proteinbestimmung nach BRADFORD durchgefiihrt werden miisste. Jedoch reicht die
Bestimmung via Spektralphotometer fir diese Zwecke aus, um eine Erklarung der
Unterschiede in den Hydrolysegeschwindigkeiten zu erhalten. Dies konnte auch eine
Begriindung dafir sein, dass die Deacetylierungsreaktion der caged Derivate 65 und 71 kaum
beobachtet wird, da bereits bei der hdher konzentrierten CEM/0-Zellextrakthydrolyse die
Abspaltung der Acetylgruppen mehrere Stunden in Anspruch nahm. Dementsprechend konnte
bei der anschlieRenden Photolyse hauptséchlich nur die Entstehung des zweifach acetylierten
(d)ADPRs 72 und 73 beobachtet werden. Zusatzlich dazu wird das maskierte

Ribosemonophosphat als Photolyseprodukt beobachtet.
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Abb. 6.76: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom
acetylierten bioreversibel-maskierten caged ADPR-Derivat 36. A: Zuordnung der verwendeten EIC-
Massen zu den entsprechenden Anionen. B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-

EIC Masse

Hydrolyse. D: Ergebnisse der Photolyse nach HEK-Hydrolyse.
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Abb. 6.77: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom
acetylierten bioreversibel-maskierten caged ADPR-Derivat 37. A: Zuordnung der verwendeten EIC-
Massen zu den entsprechenden Anionen. B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-
Hydrolyse. D: Ergebnisse der Photolyse nach HEK-Hydrolyse.
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Abb. 6.78: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom
acetylierten bioreversibel-maskierten caged dADPR-Derivat 38. A: Zuordnung der verwendeten EIC-
Massen zu den entsprechenden Anionen. B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-

Hydrolyse. D: Ergebnisse der Photolyse nach HEK-Hydrolyse.
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Abb. 6.79: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom
acetylierten bioreversibel-maskierten caged dADPR-Derivat 39. A: Zuordnung der verwendeten EIC-

Massen zu den entsprechenden Anionen. B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-
Hydrolyse. D: Ergebnisse der Photolyse nach HEK-Hydrolyse.



Es lasst sich zusammenfassen, dass die acetylierten bioreversibel-maskierten ADPR-
Derivate 36 - 39 Uber mehrere Stunden in PBS-Puffer stabil sind. Ebenso kann davon
ausgegangen werden, dass die Demaskierung der OB-Gruppen im HEK-Zellmedium
stattfindet, da die Abspaltung in den Zellextrakten beobachtet werden konnte. Jedoch ist die
Deacetylierungsreaktion in den HEK-Zellextrakten kaum zu beobachten, weshalb bei der

Photolyse nicht die Agonisten, sondern deren acetylierten Derivate freigesetzt wurden.

6.5.2 Nicht-acetyliertes bioreversibel-maskiertes caged ADPR

Es sollte das nicht-acetylierte ADPR-Derivat 121 (siehe Abb. 6.80) auf die Stabilitat in PBS-
Puffer und HEK-Zellextrakte mit anschlieRender Photolyse untersucht werden. Die
Durchfiihrung erfolgte analog zu den Experimenten der Zielverbindungen 36 - 39. Die

Ergebnisse sind in Abb. 6.81 dargestellt.
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Abb. 6.80: Strukturformel des bioreversibel-maskierten caged ADPR-Derivats 121 (siehe Kapitel 6.3).

Es sind zu den zuvor beschriebenen Hydrolyseprodukten der Zielverbindung 37 analoge
Hydrolyseprodukte der Zielverbindung 121 mdglich (siehe Abb. 6.81 A), lediglich die OB-
Maske ist durch eine Heptyl-ACB-Maske (C;CB-Maske) ausgetauscht. Da das Edukt 121
keine Acetylgruppen enthélt, entfallen ebenso die acetylierten Hydrolyseprodukte. Anhand der
PBS-Hydrolyse (siehe Abb. 6.81 B) wird deutlich, dass das Edukt 121 chemisch hydrolysiert
wird. Im Vergleich zur PBS-Hydrolyse des maskierten caged ADPRs 37 verlauft die chemische
Hydrolyse der Verbindung 121 schneller, da das Integral des Edukts 121 bereits nach einer
Hydrolysedauer von 24 Stunden einem Viertel des Integrals zu Anfang der Hydrolyse
entspricht. Aus dem Edukt 121 wird bei der Hydrolysereaktion hauptsachlich das MeNV-
ADPR 69 gebildet. Zeitgleich ist in den Chromatogrammen auch das Signal des ACB-
maskierten Ribosemonophosphats ohne PPG dominant, welches durch Spaltung der
maskierten Verbindung C,CB-ADPR entsteht, das zuvor durch Photolyse an Tageslicht aus
dem Edukt 121 erhalten wurde. Diese Ergebnisse decken sich mit der in Kapitel 6.3.1
aufgestellten Hypothese, dass die Zielverbindung durch die fehlenden Acetylgruppen eine
hohere Labilitdt gegeniber einer chemischen Hydrolyse besitzt, was mit einer erschwerten

Synthese einhergeht.
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Abb. 6.81: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom
bioreversibel-maskierten caged ADPR-Derivat 121. A: Zuordnung der verwendeten EIC-Massen zu den
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entsprechenden Anionen. B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-Hydrolyse.
D: Ergebnisse der Photolyse nach HEK-Hydrolyse.

Anders sieht die HEK-Zellextrakthydrolyse der Verbindung 121 aus. Leichte Schwankungen
des Eduktintegrals zu Beginn der Hydrolyse koénnen vermutlich auf unvollstandige
Vermischung der Analyt-Stammldsung und des Zellextrakts zuriickgefihrt werden. Aus dem
vollstandigen Abbau des Edukts 121 innerhalb von vier Stunden Hydrolysedauer wurde mit
dem grof3ten Integral das ACB-maskierte MeNV-Ribosemonophosphat gebildet. Analog dazu
stieg auch das Integral fur AMP 40 deutlich an, weshalb bei der Zellextrakthydrolyse bevorzugt
eine Spaltung des Pyrophosphat-Rickgrats stattfindet. Die Entstehung des demaskierten
MeNV-ADPRs 69 findet bemessen an der Integralintensitat kaum statt.

Da die Pyrophosphatspaltung in HEK-Zellextrakten deutlich schneller und im héheren Ausmaf
als bei der PBS-Hydrolyse ablauft, wird vermutet, dass Pyrophosphatasen im Extrakt dafir
verantwortlich sind. Da bei der Zellextraktherstellung HEK-Zellen ohne weitere Modifikationen
verwendet wurden, kbénnte beispielsweise die membransténdige Ectonucleotid Pyrophos-
phatase/Phosphodiesterase 1 (ENPP1) dafir in Frage kommen, welches in Nierenzellen
exprimiert wird.4%%0 Durch das Lysieren konnte das Enzym von der Zellmembran in die
Zellextrakte gelangt sein und die Extrakte somit Pyrophosphatase-Aktivitat aufweisen. Diese
scheinen jedoch die acetylierten Derivate 36 - 39 nicht oder nur kaum zu spalten sowie keine
Aktivitat gegenliber MeNV-ADPR zu besitzen. Eventuell setzen die Pyrophosphatasen nur die
labileren Triesterverbindungen um, wobei die Acetylgruppen der Verbindungen 36 - 39 die
Substraterkennung vermindern oder gar verhindern. Dementsprechend wird bei der
anschlieBenden Photolyse der Hydrolyseldsung hauptsachlich das ACB-Ribosemono-
phosphat gebildet. Das Integral fur freies ADPR 1 fallt entsprechend des zu Beginn der
Photolyse vergleichsweise geringen Gehalts an MeNV-ADPR 69 auch gering aus. Da das
Fehlen der Acetylgruppen im Vergleich zu den acetylierten Derivaten 36 - 39 sowohl die
chemische als auch die enzymatische Aktivitat der Verbindung 121 negativ beeinflusst, wird

von einer Verwendung der Zielstruktur 121 im zellularen Kontext abgeraten.
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6.5.3 Caged ADPR-Derivate

Als Referenz zu den zuvor durchgefiihrten Hydrolyse- und Photolysestudien sollten auch die
nicht maskierten MeNV-ADPR-Derivate 69 und 71, das acetylierte MeNV-ADPR 65 und die
ADPR-Derivate 122 und 123 mit PPG am $-Phosphat in analogen Experimenten untersucht
werden (siehe Abb. 6.82).
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Abb. 6.82: Strukturformeln des MeNV-geschitzten ADPRs 69 bzw. dADPRs 71, des acetylierten
MeNV-ADPRs 65, des Pg-NPE-ADPRs 122 und Pg-MeNV-ADPRs 123.

Das MeNV-ADPR 69 und dADPR-Derivat 71 sollten untersucht werden, um die Stabilitat
gegenlber einer potentiellen Pyrophosphatase-Aktivitdt zu ermitteln. Das acetylierte
Derivat 65 dient der Uberprifung, ob die Deacetylierung im HEK-Zellextrakt stattfindet, da
diese Reaktionen bei den Hydrolysen der acetylierten Derivate 36 - 39 kaum zu beobachten
waren. Das Pg-NPE-ADPR 122 und Pg-MeNV-ADPR 123 sollen zum Vergleich der Stabilitaten
der MeNV-Derivate 69 und 71 herangefiihrt werden. AuRerdem sollen sie als Referenz zur
nicht acetylierten Verbindung 121 auf die Labilitat eines Phosphattriesters mit nicht-acetylierter
terminaler Ribose hin untersucht werden. Die Durchfiihrung der Hydrolyse- und Photolyse-
studien erfolgte analog zu den zuvor durchgefiihrten Experimenten. Die Ergebnisse sind in
Abb. 6.83, Abb. 6.84, Abb. 6.85, Abb. 6.86 und Abb. 6.87 dargestellt. Fir das MeNV-
ADPR 69 und das MeNV-dADPR 71 kommen neben ADPR 1 bzw. dADPR 2 als Photolyse-
produkt primar nur die Produkte aus der Spaltung des Pyrophosphat-Rickgrats als mogliche
Hydrolyseprodukte in Frage (siehe Abb. 6.83 A und Abb. 6.84 A).
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Abb. 6.83: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom caged
ADPR-Derivat 69. A: Zuordnung der verwendeten EIC-Massen zu den entsprechenden Anionen.

B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-Hydrolyse. D: Ergebnisse der Photolyse
nach HEK-Hydrolyse.
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Abb. 6.84: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom caged
dADPR-Derivat 71. A: Zuordnung der verwendeten EIC-Massen zu den entsprechenden Anionen.
B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-Hydrolyse. D: Ergebnisse der Photolyse
nach HEK-Hydrolyse.
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Bei der PBS-Hydrolyse der Verbindungen 69 und 71 konnte keine Labilitdt gegeniber
Hydrolyse im gesamten Reaktionszeitraum von 72 Stunden beobachtet werden. Einzig
geringere Schwankungen der Integrale kénnten durch Photolyse an Tageslicht bei der
Probenaufarbeitung hervorgerufen worden sein. Ahnliches gilt auch fir die HEK-
Hydrolysestudien. Es konnte keine Spaltung zum AMP 40 bzw. dAMP 41 im Zellextrakt
beobachtet werden. Bei der Zellextrakthydrolyse konnte fir die Integrale des MeNV-ADPR 69
zu den Zeitpunkten nach 0 min und 30 min Hydrolysedauer und beim MeNV-dADPR 71 fir
das Integral nach einer Reaktionsdauer von 120 min abweichende Werte beobachtet werden.
Diese weichen deutlich von den restlichen Werten der Eduktintegrale ab, die Uber die gesamte
Dauer des Experiments einen einigermaf3en konstanten Wert annehmen. Es kénnte sich bei
den Werten um Ausreil3er handeln, doch da dies nur bei den Zellextrakthydrolysen beobachtet
wurde, wird vermutet, dass Matrixeffekte einen Einfluss auf die lonisierbarkeit der Analyten
nehmen. Diese konnen durch Coelution von im Zellextrakt vorliegenden nicht-flichtigen
Verbindungen hervorgerufen werden, die bei der Probenaufarbeitung nicht entfernt wurden. In
diesem Fall bestand die Probenaufarbeitung aus der Proteinfallung mit organischem
Losungsmittel und anschlieRender Verdinnung der Probe, was verstarkt Matrixeffekte
ermoglicht. Eine LOsung hierfur stellen geeignete Extraktionsmethoden dar, die bei der
Probenaufarbeitung den Gehalt an ionisierungssuppressiven oder -verstarkenden
Verbindungen vermindern und damit Matrixeffekte unterdriicken konnen.l48151 Sollten
Matrixeffekte aus dem Zellextrakt fur die Schwankungen des Integrals verantwortlich sein, wird
vermutet, dass dies durch Akkumulierung dieser Substanzen auf der analytischen Saule durch
zuvor gemessene Hydrolyseproben hervorgerufen wurden. Bei einer gewilnschten
Quantifizierung dieser Verbindungen im Zellextrakt sollten dementsprechend interne
Standards und Triplikate verwendet werden, um zu ermitteln, ob diese Schwankungen auf
einen statistischen Fehler oder auftretende Matrixeffekte zurickzufiihren sind.4851 Da der
Gehalt der caged ADPR-Derivate 69 und 71, abgesehen bei den zuvor genannten
Beobachtungszeitpunkten, konstant ist, wird auf eine hohe Stabilitdét der Verbindungen
gegenliber enzymatischer Hydrolyse geschlossen. Dementsprechend konnte bei der
anschlielenden Photolyse ausschlie3lich die Entstehung von ADPR 1 bzw. dADPR 2
beobachtet werden. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die
untersuchten Verbindungen 69 und 71 im beobachteten Reaktionszeitraum stabil gegentber
chemischer und enzymatischer Hydrolyse sind und Uber die Photolyse in die Agonisten

umgesetzt werden konnten.

Die gleiche Stabilitdit des Pyrophosphat-Rickgrats konnte auch fur das acetylierte MeNV-
ADPR 65 beobachtet werden, da sowohl bei der PBS- als auch HEK-Hydrolyse keine
Zunahme von AMP 40 beobachtet werden konnte. Bei der PBS-Hydrolyse konnte jedoch eine

leichte Abnahme des Eduktintegrals und dafir die Zunahme eines EIC-Signals beobachtet
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werden, welches dem einfach deacetylierten MeNV-ADPR zugeordnet wurde. Es kann jedoch
geschlossen werden, dass das Edukt 65 eine ausreichende Stabilitat Uber mehrere Tage in
PBS-Puffer aufweist. Fir die HEK-Hydrolyse des Edukts 65 konnte ein deutlicher Umsatz zum
einfach und sogar zum vollstandig deacetylierten MeNV-ADPR 69 beobachtet werden. Dies
war bei der HEK-Hydrolyse der acetylierten und maskierten caged Derivate 36 - 39 nach
Abspaltung der lipophilen Maske nicht eindeutig zu erkennen. AuRerdem ist den Ergebnissen
der Zellextrakthydrolyse analog zu den Zellextrakthydrolysen der Verbindungen 69 und 71 ein
erhdhtes Integral fir das Edukt 65 und dessen deacetyliertes ADPR-Derivat nach einer
Hydrolysedauer von 60 min zu enthehmen, welches deutlich vom zu beobachtenden Trend
der restlichen Messergebnisse abweicht. Da dies wieder bei der Verwendung eines
biologischen Mediums auftritt, liegt auch hier die Vermutung nahe, dass auftretende
Matrixeffekte die lonisierbarkeit der mit &hnlichen Retentionszeiten eluierenden Analyten
beeinflusst. Eine mdgliche Verminderung des Einflusses der biologischen Matrix fir eine
Quantifizierung der Analyten wurde zuvor bereits erwéhnt. Die Hydrolyse wurde, wie die
anderen Hydrolyseexperimente, nach vier Stunden abgebrochen, damit genug
Reaktionslosung fir die Reaktionsverfolgung der Photolyse vorhanden war. Diese zeigte
dementsprechend erwartungsgemaf hauptséchlich die Bildung des zweifach acetylierten
ADPR-Derivats 72, jedoch auch die Bildung von monoacetyliertem ADPR und freiem ADPR 1.
Daraus kann geschlossen werden, dass die Deacetylierungsreaktion durch die enzymatische
Hydrolyse schneller zum gewiinschten MeNV-ADPR 69 als durch chemische Hydrolyse fiihrte,

aber diese trotzdem eine Inkubationszeit von mehreren Stunden bendétigt.

Es wurde bereits bei der Synthese der caged ADPR-Derivate mit einer B-Phosphat-
Maskierung 122 und 123 vermutet, dass diese deutlich labiler als die nicht am Phosphat
maskierten ADPR-Derivate sind. Dies dient als Begriindung, dass die Zielverbindungen 122
und 123 auch nur verunreinigt und fiir das NPE-Derivat 122 zuséatzlich nur in geringen
Ausbeuten erhalten werden konnten. Dies wird fir beide Derivate 122 und 123 bereits bei der
PBS-Hydrolyse deutlich, da bereits nach 24 Stunden Hydrolysedauer keine Edukte mehr zu
beobachten waren. Bei der NPE-geschitzten Verbindung 122 konnte ausschlieBlich die
Bildung von AMP 40 und dem NPE-geschitzten Ribosemonophosphat beobachtet werden.
Da kein ADPR 1 entstanden ist, wird daraus geschlossen, dass die Labilitat der
Verbindung 122 auf die Hydrolyseempfindlichkeit der Pyrophosphat-Bindung zurtickzufiihren
ist. Eventuell bewirkt die Methylgruppe an der Photogruppe eine zuséatzliche sterische
Spannung am Phosphattriester, weshalb dieser labiler als der Triester einer Verbindung mit

einer bioreversiblen Maske ist.
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Abb. 6.85: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom
acetylierten caged ADPR-Derivat 65. A: Zuordnung der verwendeten EIC-Massen zu den

entsprechenden Anionen. B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-Hydrolyse.
D: Ergebnisse der Photolyse nach HEK-Hydrolyse.

135



Beim entsprechenden MeNV-Derivat ist ebenfalls hauptséchlich die Spaltung des
Pyrophosphat-Riickgrats zu beobachten, jedoch kann auch ein leichter Anstieg der
Konzentration an freiem ADPR 1 beobachtet werden, was auf eine Photolyse an Tageslicht
innerhalb des Hydrolysezeitraums zurlickgefihrt werden kdnnte. Beide maskierten
Verbindungen zeigen jedoch unterschiedliche Verhalten in der HEK-Zellextrakthydrolyse. Das
NPE-Derivat 122 wird wahrend der Hydrolyse abgebaut, sodass das Integral des Edukts nach
vier Stunden Inkubationszeit nur noch 25% des Startwerts entspricht. Dabei wird das Edukt
auch nur am Pyrophosphat gespalten und die Monophosphate gebildet. Es ist jedoch nicht
eindeutig, ob diese Spaltungsreaktion ausschlielich durch eine chemische Hydrolyse
hervorgerufen wird, oder ob auch zuséatzlich ein Abbau durch Enzymabbau vorliegt. Nach
Abbruch der Hydrolyse wurde bei 365 nm photolysiert, und erwartungsgemafd wurde der
restliche Anteil an Edukt 122 zu ADPR 1 umgesetzt. Hauptséchlich findet jedoch der
photolytische Abbau des caged Ribosemonophosphats statt. Bei der HEK-Hydrolyse des Pg-
MeNV-Derivats 122 findet auch ein schneller Abbau statt, sodass es nach der Hydrolysedauer
von vier Stunden fast komplett abgebaut wird. Doch wahrend bei den PBS-Hydrolysen der
caged Derivate 122 und 123 sowie der HEK-Hydrolyse des NPE-Derivats 122 das Integral des
caged Ribosemonophosphats am stérksten ansteigt, ist dies bei der HEK-Hydrolyse des
MeNV-Derivats 123 fur das Integral des freien ADPRs 1 der Fall. Dies konnte darauf schliel3en
lassen, dass es bei der enzymatischen Hydrolyse des Triesters zur Abspaltung der
Photogruppe statt zur Spaltung des Diphosphats kommt. Es kann jedoch auch nicht
ausgeschlossen werden, dass das Edukt lUber die Zeit der Hydrolyse photolysiert wurde und
deshalb der Anteil an ADPR 1 steigt, jedoch konnte dies nicht bei der PBS-Hydrolyse
beobachtet werden. Die anschlieRende Photolyse zeigt erneut wie beim NPE-Derivat einen
leichten Anstieg an freiem ADPR 1 durch die Photolyse des Ubrigen Anteils Edukt 123, doch

hauptséchlich wird das caged Ribosemonophosphat abgebaut.

Zusammenfassend wird aus den Ergebnissen geschlossen, dass eine photolabile Maskierung
des B-Phosphats aufgrund der hohen Labilitét in wassrigem Medium nicht sinnvoll ist bzw. eine
Anwendung im zellularen Kontext nicht geraten wird. Aufgrund dessen wurde auch auf eine
Wiederholung der PBS-Hydrolyse der Edukte 122 und 123 zur genauen Bestimmung des

Zeitpunkts der vollstdndigen Degradation verzichtet.
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Abb. 6.86: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom Pg-
NPE-ADPR-Derivat 122. A: Zuordnung der verwendeten EIC-Massen zu den entsprechenden Anionen.

B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-Hydrolyse. D: Ergebnisse der Photolyse
nach HEK-Hydrolyse.
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EIC Masse . EIC Masse .
Farbe Anion Farbe Anion
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558.06 ° ADPR 1 346.06 ° AMP 40
S
5 4.0x10 L “= 346.08
v - o -438.08
Y L Teg [ A 558.08
—30x10°] / "‘?”"-H*LH - ¥ - 767.13]
=. \‘ - L S A
A B ¢
o S
F Y .
_ G 2.0x10% e m-.
| LS = = SO Teoa
| ; ;e F £ o .
l\ . ) // __,,4’ 3 P
24 7 S
F4 & 1ox10°q 40 \
/ o ] \
L 145 > \\
// .E A
: 7 = ¥ oo v
i i T i \' T i 1 T T { z 0.0 T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 24 48 72
Retentionszeit [min] Hydrolysedauer [h]
G
c 1.6x10 = - 346.06)
e v - & -438.08
1.4%10 v & 558 06
12x100d ¥ - ¥ - 767.13]
3 M ..a
5, 1.0x1081 A---TTT
Q | AT
Ssoxtot{
@ v
Y \
£6.0x10° e
4.Ox105-£‘ D
. S oM mmem-eooo o u
2.Gx105*f/"'l'/ o~
A A
i e R L 0 001. ‘ : e
O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 =z ' 0 50 100 150 200 250
Retentionszeit [min] Hydrolysedauer [min]
G
D 1:2x10 A = 34606
-7 | e 438,08
1.0%10° - A - 558.06|
A ¥ 767.13)
- 4 T
=3 5 | \’#
Es_oxm i
Q
G 6.0x10°
i o i /g R
i / s = L]
£ e @ x ]
fn' ; - 3 4.0x10% |
1
k 4 o I -
- E i / o o E— e
J 2 20x10°{ ‘w8 -
fao L ..
_ / £ .- __
A A R S R S S SR 5T 0.0 T : +
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 15 30 45 60

Retentionszeit [min] Photolysedauer [min]

Abb. 6.87: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom Pg-
MeNV-ADPR-Derivat 123. A: Zuordnung der verwendeten EIC-Massen zu den entsprechenden
Anionen. B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-Hydrolyse. D: Ergebnisse der
Photolyse nach HEK-Hydrolyse.
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6.5.4 Bioreversible caged ADPR-Derivate

AbschlieRend wurden die gleichen Hydrolyseexperimente durch LC-MS-Verfolgung auch mit
den Heptylestern 179 und 181 sowie dem Heptanoylester 181 durchgefiihrt (siehe Abb. 6.88).
Die Durchflhrung erfolgte erneut analog zu den in Kapitel 7.1.6 beschriebenen Vorschriften.
Als mogliche Hydrolyseprodukte kommen fir die Heptylester entweder AMP 40 als
Pyrophosphat-Spaltprodukt oder analoge Butyrate aus den Esterhydrolysen infrage. Fur den
Heptanoylester 181 ist ahnliches zu erwarten, da fur das Produkt der Esterhydrolyse das
analoge Butylalkohol-Derivat gebildet werden sollte. Die Ergebnisse sind in Abb. 6.89,
Abb. 6.90 und Abb. 6.91 dargestellt.
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Abb. 6.88: Strukturformeln der bioreversiblen caged ADPR-Derivate 179 - 181 (siehe Kapitel 6.5.4).

Sowohl in der PBS-Hydrolyse als auch in der HEK-Hydrolyse zeigten die Heptylester 179 und
180 eine sehr hohe Stabilitdt und es war keine Reaktion des Edukts zu beobachten. Wéahrend
das Eduktintegral des Heptylesters 180 tber den Hydrolysezeitraum weitestgehend konstante
Werte zeigte, konnte fir den Heptylester 179 zu den beobachteten Zeitpunkten bei 120 min
und 240 min deutlich abweichende Werte beobachtet werden. Da sich der beobachtete
ADPR 1-Gehalt entsprechend nicht verandert, wird ein Einfluss durch die Photolyse bei
Tageslicht ausgeschlossen. Es liegt erneut die Vermutung nahe, dass die Zellextrakte als
biologische Matrix Einfluss auf die lonisierbarkeit nehmen. Es konnte keine enzymatisch-
induzierte Spaltung der Estergruppen beobachtet werden, weshalb Ester an der Photogruppe
auf Basis einer Butyrat-Gruppe wesentlich stabiler als die AB-Masken der zuvor hydrolysierten
Zielverbindungen sind. Die Photolyse der beiden Verbindungen bewirkt dementsprechend die

direkte Freisetzung von freiem ADPR 1.
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Abb. 6.89: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom Heptyl-
ADPR-Derivat 179. A: Zuordnung der verwendeten EIC-Massen zu den entsprechenden Anionen.

B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-Hydrolyse. D: Ergebnisse der Photolyse
nach HEK-Hydrolyse.
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Abb. 6.90: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom Heptyl-
ADPR-Derivat 180. A: Zuordnung der verwendeten EIC-Massen zu den entsprechenden Anionen.
B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-Hydrolyse. D: Ergebnisse der Photolyse

nach HEK-Hydrolyse.
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Der Heptanoylester 181 weist eine ahnlich hohe Stabilitat zu den Heptylestern 179 und 180 in
PBS-Puffer auf, da Uber den Hydrolysezeitraum von vier Tagen kein EIC-Signal des
entsprechenden Butylalkohols beobachtet werden konnte (siehe Abb. 6.91 B). Eine Erklarung
fur Integralschwankungen kénnen auftretende Photolysen bei der Probenaufarbeitung sein.
Zu Beginn der HEK-Hydrolyse des Heptanoylesters sind leichte Schwankungen der
betrachteten Integrale zu erkennen, die vermutlich durch unzureichende Mischung der Analyt-
Stammldsung mit den Zellextrakten zurlickzufihren sind. Im Gegensatz zur HEK-Hydrolyse
der Heptylester 179 und 180 konnte jedoch bei der HEK-Hydrolyse des Heptanoylesters 181
die Bildung des Esterhydrolyseprodukts beobachtet werden. Durch die Photolyse-induzierten
Schwankungen des Eduktintegrals kann jedoch kein signifikanter Abbau des Edukts zur
Bildung des Hydrolyseprodukts beobachtet werden. Die enzymatische Spaltung des Esters
scheint dementsprechend Uber mehrere Stunden abzulaufen, jedoch findet bei dieser
Verbindung, im Gegensatz zu den Heptylestern 179 und 180, eine Esterspaltung statt. Dies
stellt somit einen potentiellen ,lock-in“-Effekt dieser Verbindung durch Lipophilieverminderung
nach Verlust der Alkylkette dar. In der Photolyse konnte die erwartbare Freisetzung von freiem
ADPR 1 aus dem Edukt 181 beobachtet werden. Zusatzlich dazu konnte aber auch die
Photolyse des Hydrolyseprodukts gezeigt werden, welches ebenfalls mit zunehmender
Photolysedauer an Integralintensitat abnimmt.

Die bioreversiblen caged ADPR-Derivate 179 - 181 zeigen im Gegensatz zu den bioreversibel-
maskierten ADPR-Derivaten eine hohe Stabilitat in PBS-Puffer, jedoch konnte nur fir das
Heptanoyl-Derivat 181 auch eine enzymatische Spaltung des Esters beobachtet werden. Eine
enzymatische Hydrolyse der Heptylester 179 und 180 wurde nicht beobachtet, jedoch kann
nicht ausgeschlossen werden, dass nach der zellularen Aufnahme eine Spaltung erfolgen
kann. Die Spaltung des Esters dient in erster Linie der Ermoglichung eines ,lock-in“-Effekts
zur Akkumulierung des caged ADPRs in den Zellen. Da die Freisetzung vom Agonisten
ADPR 1 jedoch auch ohne vorige Hydrolyse der Estergruppen erfolgen kann, ist eine
langsame Spaltung der Estergruppen kein Nachteil, um eine passive Aufnahme zu
ermdglichen. Die Lipophilie der Verbindungen kann trotz stabiler Ester angepasst werden, um
eine maoglichst hohe Permeation in die Zelle zu gewahrleisten. Dementsprechend ware trotz
stabiler Estergruppen eine Anwendung der bioreversiblen Ester 179 - 181 im zellularen

Kontext moglich.
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Abb. 6.91: LC-MS-Ergebnisse der PBS- und HEK293-Hydrolyse und Photolyse bei 365 nm vom
Heptanoyl-ADPR-Derivat 181. A: Zuordnung der verwendeten EIC-Massen zu den entsprechenden
Anionen. B: Ergebnisse der PBS-Hydrolyse. C: Ergebnisse der HEK-Hydrolyse. D: Ergebnisse der

Photolyse nach HEK-Hydrolyse.
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Anhand der durchgefiihrten Hydrolyse- und Photolyseexperimente konnte erfolgreich gezeigt
werden, dass die verwendete LC-MS-Methode als Analysemethode zur chromatographischen
Trennung und qualitativen ldentifizierung der entsprechenden Produkte geeignet ist. Die hier
erhaltenen Ergebnisse dienen ausschliellich der qualitativen Analyse der Hydrolyse-
experimente, stellen aber eine Basis fur Quantifizierungsexperimente dar. Die Proben-
aufarbeitung durch Proteinfallung mit Methanol und anschlieRender Verdinnung mit Wasser
scheint prinzipiell geeignet, jedoch konnten primar bei den unmaskierten caged ADPR-
Derivaten vereinzelt vom Trend abweichende Integralwerte beobachtet werden, die eventuell
auf Matrixeffekte des HEK-Zellextrakts zurtickzufiihren sind. Um dem bei einer quantitativen
Analyse dieser Hydrolyse- und Photolysexperimente entgegenzuwirken, kdnnte eine
angepasste Aufarbeitung mittels geeigneter Extraktionsmethoden auftretende Matrixeffekte
vermindern.®? Zudem sollte die Verwendung von Triplikaten sowie einem geeigneten
internen Standard eine statistisch signifikante Quantifizierung der einzelnen Analyten

ermdglichen.
6.6 Fazit und Ausblick

Auf Basis der Erkenntnisse von PAHNKE und RUTHENBECK ist es gelungen, caged ADPR-
Verbindungen zu synthetisieren, dessen Ladung flr eine héhere Lipophilie der Verbindungen
durch eine bioreversible OB-Gruppe maskiert wurde. Die Synthese erfolgte zunéchst unter
Verwendung von Acetylschutzgruppen an der terminalen Ribose, woraus im abschliel3enden
Kupplungsschritt die maskierten caged ADPR-Verbindungen 36 - 39 mit Ausbeuten von
14% - 21% erhalten werden konnten (siehe Kapitel 6.1.3). Es wurden beispielhaft am MeNV-
geschutzten ADPR-Derivat 37 Hydrolyse- und Photolyseexperimente durchgefihrt (siehe
Kapitel 6.1.5). In der PLE-Hydrolyse konnte die erfolgreiche Abspaltung der bioreversiblen
Gruppe, jedoch keine Abspaltung der Acetylgruppen beobachtet werden. Durch die Hydrolyse
in CEM/0 Zellextrakten konnte jedoch nach mehreren Stunden Inkubationszeit die erfolgreiche
Abspaltung der Acetylgruppen zum MeNV-ADPR 69 gezeigt werden. Den Hydrolysestudien
angeschlossene Photolyseexperimente zeigten eine erfolgreiche Abspaltung der
Photogruppe, was nach der CEM/0-Zellextrakthydrolyse zur Freisetzung von freiem ADPR 1

bewirkte.

Es erfolgte die Synthese der unmaskierten caged ADPR-Verbindungen 69 und 71 (siehe
Kapitel 6.2.3 und 6.2.4). Diese konnten nach Synthese des caged Ribosemonophosphats 80
durch Kupplung des Monophosphats mit AMP 40 bzw. dAMP 41 erhalten werden. Die
Kupplung erfolgte hierbei mit Ausbeuten von 44% - 77% durch die Aktivierung der
nucleosidischen Monophosphate zu den entsprechenden Methylimidazolidaten mit
Trifluoressigsaureanhydrid und Methylimidazol. In anschlieRenden Photolyseexperimenten

der caged ADPR-Derivate 69 und 71 konnte die erfolgreiche Abspaltung der MeNV-

144



Photogruppe sowohl bei 365 nm als auch bei 405 nm gezeigt werden (siehe 6.2.5). Da das
agonistische Verhalten von 2“,3“-diacetyliertem ADPR 72 nicht bekannt ist, sollte dies zum
Einsatz in Assays zur Bestimmung der Aktivitat dargestellt werden (siehe Kapitel 6.2.4). Daflr
wurde sowohl die Synthese durch Photolyse des acetylierten MeNV-ADPRs 65 als auch eine
Photolyse-unabhangige Synthese durch reduktive Abspaltung einer Benzylschutzgruppe an
der 1“-Position eines entsprechend geschiitzten ADPR-Derivats 98 untersucht. Daflr wurden
die geschitzten ADPR-Derivate 65 und 98 ebenfalls in Kupplungsreaktionen der geschtzten
Ribosemonophosphate 99 und 100 mit dem Methylimidazolidat von AMP 40 mit Ausbeuten
von 48% bzw. 31% erhalten. Die anschlieRende Photolyse des caged ADPRs 65 sowie die
Hydrogenolyse der Benzylgruppe des ADPR-Derivats 98 erfolgte in beiden Fallen
unvollstandig, sodass Edukte reisoliert wurden. Es konnte jedoch in beiden Féllen das
acetylierte ADPR 72 in Ausbeuten von 28% - 38% isoliert werden.

Da bei der CEM/0-Zellextrakthydrolyse fur die Abspaltung der Acetylgruppen der bioreversibel-
maskierten Derivate 36 - 39 eine vielfach langere Inkubationszeit als zur Abspaltung der
bioreversiblen Maske bendtigt wird, sollte ein analoges bioreversibel-maskiertes ADPR-
Derivat synthetisiert werden, welches keine Acetylgruppen enthalt. Hierfir wurden 2% 3-
silylierte ADPR-Verbindungen hergestellt, die in einer abschlieRenden Desilylierungsreaktion
zu den bioreversibel-maskierten ADPR-Verbindungen umgesetzt werden sollten, doch es
konnte stets die Abspaltung der bioreversiblen OB-Maske beobachtet werden.
Dementsprechend wurde statt eine OB-Maske eine ACB-Maske verwendet und das
Desilylierungsreagenz TBAF mit Essigséaure neutralisiert. Dabei konnte mit einer Ausbeute von
22% das ADPR-Derivat 121 synthetisiert werden, welches ausschliel3lich eine photolabile
Schutzgruppe an der terminalen Ribose und die bioreversible ACB-Gruppe zur Maskierung
des B-Phosphats enthélt.

Da eine erfolgreiche Abspaltung von Schutzgruppen am B-Phosphat-maskierten Derivat 121
durchgefiihrt werden konnte, sollten ADPR-Referenzsubstanzen mit photolabiler Maskierung
des B-Phosphats synthetisiert werden (siehe Kapitel 6.3.2). Hierflr sollte eine NPE-
Schutzgruppe zur Synthese des NPE-ADPR-Derivats 122 als Referenz zur litertaturbekannten
NPE-caged ADPR-Verbindung 34 (siehe Kapitel 4.6) verwendet sowie das analoge MeNV-
Derivat 123 hergestellt werden. Beide Verbindungen 122 und 123 konnten via Phosphor-
amiditkupplung hergestellt werden. Die Zielverbindungen konnten nicht vollstandig isoliert
werden, da beide Verbindungen hohe Labilitaten in wassrigen Medien aufwiesen. Trotz
vorhandener Verunreinigungen wurden die Pg-photolabil maskierten Derivate 122 und 123
photolysiert (siehe Kapitel 6.3.3). Wahrend bei der Photolyse bei 365 nm die Abspaltung der
NPE- und der MeNV-Schutzgruppe &ahnlich schnell verliefen, konnte durch eine dreifach
schnellere Abspaltung die MeNV-Schutzgruppe im Vergleich zur NPE-Gruppe fiir Photolysen

bei 405 nm als vorteilhaftere Schutzgruppe ermittelt werden.
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Da fur die Phosphattriester der maskierten caged ADPR-Verbindungen 36 - 39 und 121
Indizien zur Labilitat des Triestester beobachtet werden konnten, sollte eine Kombination der
bioreversiblen Maskierung und der photolabilen Schutzgruppe erfolgen (siehe Kapitel 6.4).
Diese sollte die Stabilitdt und Lipophilie eines entsprechenden caged ADPRs erhdhen, aber
zusatzlich die Mdoglichkeit zur bioreversiblen Abspaltung der lipophilen Gruppe ermdglichen.
Hierflr wurden die Heptylester 179 und 180 sowie der Heptanoylester 181 synthetisiert, die in
den anschlieBenden Photolysen innerhalb weniger Sekunden die direkte Freisetzung von
ADPR 1 ermdglichen. Da die photolytische Freisetzung von ADPR 1 bei den bioreversiblen
caged ADPR-Derivaten 179-181 im Gegensatz zu den bioreversibel-maskierten
Derivaten 36 - 39 und 121 unabhéngig von der Spaltung der Ester erfolgt, stellt die
Kombination der Schutzgruppen einen erheblichen Vorteil fir eine zellulare Anwendung dar.

In abschlieRenden LC-MS-verfolgten PBS-Hydrolysen und HEK-Zellextrakthydrolysen mit
anschlielenden Photolysen aller Zielverbindungen (siehe Kapitel 6.5.4) konnte fir die
bioreversibel-maskierten Derivate 36 - 39 eine ausreichende Stabilitat in PBS-Puffer sowie
eine erfolgreiche Abspaltung der lipophilen Maske im HEK-Zellextrakt beobachtet werden.
Eine enzymatische Abspaltung der Acetylgruppen war innerhalb des Hydrolysezeitraums
kaum zu erkennen, weshalb bei der anschlie3enden Photolyse hauptsachlich das zweifach
acetylierte ADPR 72 beobachtet wurde. Dem gegenuber steht das nicht-acetylierte maskierte
caged ADPR-Derivat 121, welches in PBS-Puffer durch chemische Hydrolyse der
bioreversiblen Maske deutlich labilere Eigenschaften zeigte. In der HEK-Zellextrakthydrolyse
konnte jedoch hauptsachlich die Spaltung des Pyrophosphat-Rickgrats beobachtet werden,
was bei den acetylierten ADPR-Derivaten 36 - 39 zu einem deutlich geringeren Anteil
beobachtet werden konnte. Eine Anwendung des nicht-acetylierten Derivats im zellularen

Kontext wird dementsprechend nicht empfohlen.

Die Hydrolyseexperimente des MeNV-ADPR 69 und MeNV-dADPRs 71 zeigten eine deutliche
Stabilitat gegentber chemischer und enzymatischer Hydrolyse, weshalb nach abschliel3ender
Photolyse die Freisetzung von freiem ADPR 1 beobachtet werden konnte. Die Hydrolyse-
studien am acetylierten MeNV-ADPR 65 bestatigten die Abspaltung der Acetylgruppen im
Zellextrakt, wenn dies auch Uber mehrere Stunden Inkubationszeit erfolgen muss. Die
Hydrolyse der Pg-caged ADPR-Derivate 122 und 123 zeigte sowohl in der PBS- als auch in
der HEK-Hydrolyse eine deutliche Zersetzung des Produkts zu den Monophosphaten, weshalb
diese Verbindungen, die analog zur literaturbekannten caged ADPR-Verbindung 34 sind,
einen deutlichen Nachteil gegenuber der im Rahmen dieser Arbeit neu synthetisierten caged

ADPR-Derivate 69 und 71 in Bezug auf ihre Stabilitéat im wassrigen Medium aufweisen.

Es konnte fur die Heptylester 179 und 180 und den Heptanoylesters 181 in PBS-Puffer

ebenfalls eine hohe Stabilitéat ermittelt werden. Wéahrend eine enzymatische Spaltung der
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Estergruppen fur die Heptylester 179 und 180 nicht beobachtet werden konnte, konnte dies
nach mehreren Stunden Inkubationszeit in geringen Anteilen flr das Heptanoylderivat 181
festgestellt werden. Trotz einer langsamen Spaltung der Ester ist durch die hohe chemische
Stabilitéat und die erhdhte Lipophilie der Edukte ein Einsatz in Zellen moglich. Da bisher nur
Modellexperimente in HEK-Zellextrakten durchgefuhrt wurden, ist ein auftretender ,lock-in“-
Effekt bei zellularen Anwendungen nicht auszuschlieBen. Eine Kombination einer
bioreversiblen Maske und der Photogruppe konnte einen vielversprechenden Ansatz

darstellen, um einen schnelleren ,lock-in“-Effekt zu ermdglichen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mehrere bioreversibel-maskierten caged ADPR-
Verbindungen sowie demaskierte Referenzverbindungen hergestellt werden. Das neue
photolabile Maskierungskonzept am anomeren Zentrum der terminalen Ribose von ADPR
erhoht im Vergleich zu literaturbekanntem caged ADPR deutlich die Stabilitat der
Verbindungen. Die erfolgreiche Synthese eines bioreversibel-maskierten caged ADPR-
Derivats ohne zusatzliche Schutzgruppen konnte aufzeigen, dass eine Maskierung des
B-Phosphats deutlich die Stabilitdt der Verbindungen verringert. Daraufhin wurde eine neue
Klasse von bioreversiblen caged ADPR-Verbindungen entwickelt, die lipophile Estergruppen
enthalten, welche nach erfolgter Zellaufnahme gespalten werden kdénnten. Eine enzymatische
Spaltung der Ester konnte in HEK-Zellextrakten nur fir das Heptanoyl-Derivat 181 beobachtet
werden, was eine Spaltung der Ester in der Zelle jedoch nicht vollstandig ausschlief3t. Die neu
synthetisierten bioreversiblen ADPR-Verbindungen weisen sehr hohe Stabilitdten in PBS-
Puffer und sehr schnelle Photolysegeschwindigkeiten zur direkten Freisetzung des Agonisten
ADPR auf. Neben der Optimierung der Esterspaltgeschwindigkeit wére ein Einsatz dieser
Verbindungen in zellularen Anwendungen zur Ermittlung der idealen Alkylkettenlange zur
optimalen passiven Aufnahme in Zellen zur abschlieRenden Optimierung dieser neu

entwickelten Maskierungskonzepte ratsam.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Verwendete Gerate und Chemikalien

7.1.1 LoOsungsmittel

Der folgenden Auflistung kénnen die verwendeten Ldsungsmittel entnommen werden. Fir
Reaktionen unter Sauerstoff- und Feuchtigkeitsausschluss wurden die entsprechend
absoluten Losungsmittel verwendet. Weitere nicht aufgefuihrte Losungsmittel wurden ohne

weitere Reinigung, wie vom Hersteller bezogen, eingesetzt.

Aceton C3HO [58.08 g/mol]; Sdp.: 56 °C; p = 0.79 g/cm?
1.) technische Qualitat
2.) absolut: Acros Organics™ (99.8%, extra dry, < 0.005%
Wasser, iiber Molsieb (3 A))

Acetonitril C3HeO [41.05 g/mol]; Sdp.: 82 °C; p = 0.79 g/cm?
1.) absolut: Honeywell (= 99.9%, CHROMASOLV™, gradient grade,
for HPLC), mit Ldsungsmittel-Trocknungsanlage MBraun SPS-
800 getrocknet, Lagerung iiber Molsieb (4 A) und unter Stickstoff-

Atmosphére

Dichlormethan CH.Cl, [84.93 g/mol]; Sdp.: 40 °C; p = 1.33 g/cm?®
1.) technische Qualitat, bei Normaldruck destilliert
2.) absolut: Honeywell (=2 99.8%, CHROMASOLV™, for HPLC), mit
Ldsungsmittel-Trocknungsanlage MBraun SPS-800 getrocknet,
Lagerung tiber Molsieb (4 A) und unter Stickstoff-Atmosphéare

N,N-Dimethylformamid  C3H;NO [73.10 g/mol]; Sdp.: 153 °C; p = 0.95 g/cm?
1.) absolut: Acros Organics™ (99.8%, extra dry,
< 0.005% Wasser, iiber Molsieb (3 A))

Essigsaureethylester C4Hs02 [88.11 g/mol]; Sdp.: 77 °C; p = 0.90 g/cm?

1.) technische Qualitat, bei Normaldruck destilliert

Methanol CH4O [32.04 g/mol]; Sdp.: 64 °C; p = 0.79 g/cm?
1.) technische Qualitat, bei Normaldruck destilliert
2.) absolut: Acros Organics™ (99.8%, extra dry, <0.005%

Wasser, Uber Molsieb)

Petrolether (50 - 70 °C) 1.) technische Qualitat, bei Normaldruck destilliert
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Pyridin

Tetrahydrofuran

Toluol

7.1.2 Chemikalien

CsHsN [79.10 g/mol]; Sdp.: 115 °C; p = 0.98 g/cm?
1.) absolut: Honeywell (= 99.5%, Puriss. p.a., ACS reagent), mit
Ldsungsmittel-Trocknungsanlage MBraun SPS-800 getrocknet,

Lagerung tiber Molsieb (4 A) und unter Stickstoff-Atmosphéare

C4HsO [72.11 g/mol]; Sdp.: 66 °C; p = 0.89 g/cm?

1.) absolut: Honeywell (= 99.9%, CHROMASOLV™ Plus, for
HPLC, inhibitor free), mit Losungsmittel-Trocknungsanlage
MBraun SPS-800 getrocknet, Lagerung tiber Molsieb (4 A) und

unter Stickstoff-Atmosphére

C7Hs [92.14 g/mol]; Sdp.: 111 °C; p = 0.87 g/cm?
1.) absolut: Acros Organics™ (99.8%, extra dry,
< 0.005% Wasser, Uber Molsieb)

Die Ausgangsverbindungen und Reagenzien wurden in Reinheiten = 95% vom Hersteller

bezogen und, sofern nicht anders angegeben, ohne weitere Reinigung oder Trocknung

eingesetzt. Die Chemikalien wurden von den Firmen ABCR, Acros Organics, Alfa Aesar,

Carbosynth, Fluka, Fluorochem, Grissing, Merck, Sigma Aldrich, TCI oder VWR bezogen. In

folgender Auflistung kénnen Chemikalien entnommen werden, welche vor der Verwendung

gereinigt wurden.

Triethylamin

7.1.3 Pufferlésungen

Phosphatpuffer (PB)

Triethylammoniumbi-
carbonat-Puffer
(2 M, TEAB)

Zwei Tage Uber Calciumhydrid (CaHz) zum Ruckfluss erhitzt,
Lagerung tber Molsieb (4 A) und unter Stickstoff-Atmosphére

und Lichtausschluss

5.5 g Dinatriumhydrogenphosphat und 1.6 g Kaliumhydrogen-
phosphat in 1 L Reinstwasser I6sen und gewunschten pH-Wert
mit verdunnter Natronlauge bzw. verdinnter Phosphorséure

einstellen.

139.6 mL Triethylamin mit dest. Wasser auf 1.0 L auffullen und

Kohlenstoffdioxid einleiten, bis pH = 7 vorliegt.
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BusN*/AcO-Laufpuffer ~ 12.7 mL Tetrabutylammoniumhydroxid-Losung (10% in Wasser)

fir HPLC (2 mM) mit 2.4 L Reinstwasser mischen und mit Essigsaure (1 M) bis
pH = 6.0 (ca. 6 mL) versetzen.

Triethylammonium- 3.7 mL Triethylamin und 3.2 mL konz. Essigsaure mischen und

acetat-Puffer (2 M) mit dest. Wasser auf 25 mL auffillen. Der pH-Wert wurde mit

Triethylamin oder konz. Essigsaure auf pH = 7 eingestellt.

7.1.4 Chromatographiematerialien
Dunnschichtchromatographie

Es wurden mit Kieselgel (+ Fluoreszenzindikator) beschichtete Aluminiumfolien (Macherey-
Nagel ALUGRAM® Xtra SIL G/UVass Nr. 818333; Schichtdicke 0.2 mm) verwendet. Die
Laufstrecke betrug 5-6 cm. Alle Ri-Werte wurden bei Kammersattigung ermittelt. Die Detektion
der UV-aktiven Verbindungen erfolgte mit einer UV-Lampe bei einer Wellenlange von 254 nm.
Als Farbereagenz diente ein Vanillin-Farbereagenz, bestehend aus 5g Vanillin, 900 mL
Methanol, 100 mL Essigsaure und 35 mL konz. Schwefelsdure.

Saulenchromatographie

Fir saulenchromatographische Trennungen wurde Kieselgel 60 der Firma Macherey-Nagel
(0.040-0.063, 70-230 mesh ASTM) verwendet.

Die Umkehrphasenchromatographie erfolgte automatisiert an RP-18 Saulen. Es wurden daflr
Chromabond® Flash RS 40 Cig ec und Chromabond® Flash RS 16 Cis ec Saulen der Firma

Macherey-Nagel verwendet.

Hochleistungsfliissigchromatographie

Fur die HPLC-Analysen der Photolysen, Hydrolysen und der Kombinationsexperimente
wurden die analytische Saulen EC 125/3 Nucleodur 100-5 C18 ec der Firma Macherey-Nagel
verwendet.

7.1.5 Gerate

Hochleistungsflissigchromatographie-System

HPLC-Analysen wurden an einer Agilent 1260 Infinity 1l durchgefiihrt. Es wurden die
Komponenten Vialsampler G7129A, Quat Pump G7111A, G7116A MCT, G7117C DAD HS

verwendet. Die Detektion der Signale erfolgte bei 254 nm.
Fur Hydrolyse-/Photolyse-Experimente wurde folgende Methode verwendet:

0-25 min 5% CH3CN/ 95% BusN*-Laufpuffer (pH 6.0) — 100% CHsCN; Flow: 1 mL/min
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HPLC-gekoppelte Massenspektrometrie

LC-MS-Analysen wurden an einem Bruker maXis ESI-Q-TOF, gekoppelt an einer Dionex
Ultimate 3000 UPLC, durchgeflhrt. Als analytische Saule wurde eine Atlantis™ Premier BEH
C18 AX VanGuard Fit Saule (2.1 x 150 mm, 2.5 um) verwendet.

Fur die LC-MS-Analyse wurde folgende LC-Methode verwendet:
0-2 min isokratisch, 2% CH3sCN (10 mM NH4OAc)/ 98% HO (10 mM NH4OACc)

2-10 min 2% CHsCN (10 mM NH4OAc)/ 98% H>O (10 mM NH4OACc)
— 30% CH3CN (10 mM NH4OAc)/ 98% H.O (10 mM NH4OACc)

10-12min  30% CHsCN (10 mM NH4OAc)/ 98% H.0 (10 mM NH,4OAc)
— 80% CHsCN (10 mM NH4OAc)/ 98% H,O (10 mM NH4OAc)

12-15 min isokratisch, 80% CH3CN (10 mM NH4OAc)/ 98% H,O (10 mM NH4OACc)

15-16 min 80% CHsCN (10 mM NH4OAc)/ 98% H20 (10 mM NH4OAc)
— 2% CH3CN (10 mM NH4OAc)/ 98% H20 (10 mM NH4OAc)

16-20 min isokratisch, 2% CH3CN (10 mM NH4OAc)/ 98% H,O (10 mM NH4OACc)
Massenspektrometrie

Die Massenspektren wurden in der massenspektrometrischen Abteilung des Fachbereichs

Chemie der Universitat Hamburg aufgenommen.

Die (HR-)ESI-Massenspektren wurden mit einem Agilent Technologies ESI-TOF 6224
Spektrometer gemessen.

Infrarotspektroskopie

Die IR-Spektren wurden an einem Bruker ALPHA Platinum ATR-IR-Spektrometer bei

Raumtemperatur in einem Messbereich von 400 - 4000 cm™ aufgenommen.
Gefriertrocknungsanlage

Die Lyophilisierung von wassrigen Losungen erfolgte an einer ALPHA 2-4 LDpius

Gefriertrocknungsanlage.
Losungsmitteltrocknungsanlage

Die Herstellung von absoluten Lésungsmitteln erfolgte an einem MBraun MB-SPS 800 Solvent

Purification System.
Automatisierte (Umkehrphasen-)Saulenchromatographie

Die automatisierte saulenchromatographische Trennung wurde an einem modularem

Sepacore® Flash System der Firma BUCHI durchgefiuihrt. Folgende Module wurden verwendet:
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BUcHI Control Unit C-620, BUcHI Fraction Collector C-660, BUCHI UV Photometer C-640,
BUCHI Pumpen C-601.

Kernspinresonanzspektroskopie

Die NMR-Spektren wurden in der NMR-Abteilung des Fachbereichs Chemie der Universitat

Hamburg aufgenommen.

IH-NMR: Bruker Avance 400 MHz, Bruker DRX 500 MHz, Bruker Avance Ill HD 600 MHz. Die
Standardisierung erfolgte gegen CDClI; (6 = 7.26 ppm), CD3sCN (6 = 1.94 ppm), CDs0D (6 =
3.31 ppm), DO (6 = 4.79 ppm), oder DMSO-ds (6 = 2.50 ppm). Die Aufnahmen erfolgten tUber

einen Messbereich von 0 bis 14 ppm.

13C-NMR: Bruker AV 3600 (150 MHz). Die Standardisierung erfolgte gegen CDCl; (6 =
77.16 ppm), CDsCN (6 = 1.32 ppm), CDs0OD (6 = 49.00 ppm) oder DMSO-ds (6 = 39.52 ppm).
Die Aufnahmen erfolgten tber einen Messbereich von 0 bis 200 ppm.

31P-NMR: Bruker Avance | 400 MHz mit einem 5 mm BBO-Probenkopf mit ATM und
z-Gradient, Bruker Avance Ill HD 600 MHz mit einem 5 mm BBO-Probenkopf mit ATM und
z-Gradient (162 MHz). Es erfolgte keine Standardisierung. Die Aufnahmen erfolgten tber
einen Messbereich von -100 bis 200 ppm.

F-NMR: Bruker Avance Ill HD 600 MHz mit einem 5 mm BBO-Probenkopf mit ATM und
z-Gradient (565 MHz). Es erfolgte keine Standardisierung. Die Aufnahmen erfolgten Uber
einen Messbereich von -200 bis 200 ppm.

Photolyselampen

365 nm-UV-LED: bezogen von Sahlmann Photochemical Solutions, drei 1.3 W UV-LED
(NVSU233A-U365) trigonal auf passiven Kihlkorper fixiert.

405 nm-UV-LED: bezogen von Sahlmann Photochemical Solutions, drei 1.4 W UV-LED
(NVSU233A-405) trigonal auf passiven Kihlkdrper fixiert.

7.1.6 Standardverfahrensanweisungen
Photolysen

Eine 25 mM L6sung des zu untersuchenden Analyten in DMSO diente als Stammldsung. Fur
die Photolyse empfiehlt sich fur die Reaktionsldsung ein Volumen von ca. 500 pL mit einer
Analyt-Konzentration von ca. 0.45 mM. Dafir wurden zuerst 406 pL Phosphatpuffer (pH 7.4),
85.3 pL Dimethylsulfoxid und 9.1 pL der Analyt-Stammldsung gemischt. Ein Aliquot dieser
Lésung diente als Nullprobe. Die Lésung wurde in ein transparentes Glas-Vial Uberfuhrt und
dieses direkt vor die UV-Lampe platziert. Unter stdandigem Rihren erfolgte die Bestrahlung der

Probenlésung mit der entsprechenden UV-Lampe. Die Bestrahlung wurde nach definierten
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Zeitabstanden unterbrochen, ein Aliquot (35 pL) fur die HPLC-Analyse (Injektionsvolumen:

30 L) entnommen und die Photolyse anschlielend fortgesetzt.
HPLC-Verfolgung der Hydrolyse-Photolyse-Kombinationsexperimente

Eine 25mM Losung des zu untersuchenden Analyten in Dimethylsulfoxid diente als
Stammldsung. Fir die Kombination aus Hydrolyse und Photolyse empfiehlt sich fir die
Reaktionslosung ein Volumen von ca. 1 mL mit einer Analyt-Konzentration von ca. 0.45 mM.
Dafiir wurden zuerst 755 pL Phosphatpuffer (pH 7.4), 170.6 pL Dimethylsulfoxid und 18.1 uL
der Analyt-Stammlésung gemischt. Ein Aliquot dieser Ldosung diente als Nullprobe. Nach
Zugabe von 56.6 yL PLE-Stammldésung (100 U/mL) wurde die Reaktionsldsung bei 37 °C
inkubiert und nach definierten Zeitabstdnden Aliquote (35 L) fur die HPLC-Analyse

(Injektionsvolumen: 30 pL) entnommen.

Nach abgeschlossenem Hydrolyse-Experiment wurde die restliche Reaktionsldsung in ein
transparentes Glas-Vial Uberfiihrt und dieses vor die UV-Lampe platziert. Unter standigem
Ruhren erfolgte die Bestrahlung der Probenlésung mit der entsprechenden UV-Lampe. Die
Bestrahlung wurde nach definierten Zeitabstanden unterbrochen, ein Aliquot (35 pL) fur die
HPLC-Analyse (Injektionsvolumen: 30 pL) entnommen und die Photolyse anschliel3end
fortgesetzt.

HPLC-Verfolgung der Hydrolysestabilitat in PBS-Puffer

Eine 25mM Losung des zu untersuchenden Analyten in Dimethylsulfoxid diente als
Stammldsung. Zur Vergleichbarkeit mit der enzymatischen Hydrolyse empfiehlt sich eine
Analyt-Konzentration von ca. 0.45 mM. Daflr wurden zuerst 812 pL Phosphatpuffer (pH 7.4),
170.6 pL Dimethylsulfoxid und 18.1 pL der Analyt-Stamml&sung gemischt. Ein Aliquot dieser
Lésung diente als Nullprobe. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung bei 37 °C inkubiert und
nach definierten Zeitabstanden Aliquote (40 uL) fir die HPLC-Analyse (Injektionsvolumen:

30 pL.) entnommen.
LC-MS-Verfolgung der PLE- und PBS-Hydrolyseexperimente
Enzymatische Hydrolyse mit PLE

Eine 25mM Losung des zu untersuchenden Analyten in Dimethylsulfoxid diente als
Stammldsung. Fir die Kombination aus Hydrolyse und Photolyse empfiehlt sich fir die
Reaktionsldsung ein Volumen von ca. 1 mL mit einer Analyt-Konzentration von ca. 0.45 mM.
Daflr wurden zuerst 755 pL Phosphatpuffer (pH 7.4), 170.6 pL Dimethylsulfoxid und 18.1 pL
der Analyt-Stammlésung gemischt. Ein Aliquot dieser Ldosung diente als Nullprobe. Nach
Zugabe von 56.6 uL PLE-Stammldésung (100 U/mL) wurde die Reaktionsldsung bei 37 °C
inkubiert und nach definierten Zeitabstdnden Aliquote (40 pL) fur die LC-MS-Analyse

entnommen.
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Nach abgeschlossenem Hydrolyse-Experiment wurde die restliche Reaktionsldésung in ein
transparentes Glas-Vial Uberfihrt und dieses vor die UV-Lampe platziert. Unter standigem
Ruhren erfolgte die Bestrahlung der Probenlésung mit der entsprechenden UV-Lampe. Die
Bestrahlung wurde nach definierten Zeitabstanden unterbrochen, ein Aliquot (40 pL) fur die

LC-MS-Analyse entnommen und die Photolyse anschlieRend fortgesetzt.
Chemische Hydrolyse in PBS-Puffer

Eine 25mM Losung des zu untersuchenden Analyten in Dimethylsulfoxid diente als
Stammldsung. Zur Vergleichbarkeit mit der enzymatischen Hydrolyse empfiehlt sich eine
Analyt-Konzentration von ca. 6 mM. Dafir wurden zuerst 812 uL Phosphatpuffer (pH 7.4),
170.6 pL Dimethylsulfoxid und 18.1 pL der Analyt-Stammlésung gemischt. Ein Aliquot dieser
Lésung diente als Nullprobe. AnschlieRend wurde die Reaktionslosung bei 37 °C inkubiert und
nach definierten Zeitabstanden Aliquote (40 pL) fur die LC-MS-Analyse entnommen.

Probenvorbereitung fur LC-MS-Analyse

Es wurden 15 pL aus dem jeweiligen Aliquot entnommen und mit 15 pL Methanol (LC-MS-
grade) verdunnt, geschittelt und zentrifugiert. Es wurden 20 pL vom Uberstand entnommen,
mit 80 pL Wasser (LC-MS-grade) verdiunnt und die erhaltene LOsung bis zur Messung

(Injektionsvolumen: 10 L) tiefgefroren.
HPLC- und LC-MS-Verfolgung der CEM/0-Hydrolyse

Eine 25mM Losung des zu untersuchenden Analyten in Dimethylsulfoxid diente als
Stammldsung. Fir die Kombination aus Hydrolyse und Photolyse empfiehlt sich fir die
Reaktionslésung ein Volumen von ca. 1.4 mL mit einer Analyt-Konzentration von ca. 0.85 mM.
Daftr wurden zuerst 214.3 uyL Wasser, 51.4 pL der Analyt-Stammldsung und 1071.4 uL
CEM/0-Extrakt gemischt. Ein Aliquot dieser Losung diente als Nullprobe. Die Reaktionslésung
wurde bei 37 °C inkubiert und nach definierten Zeitabstanden Aliquote (60 pL) enthommen.
Die Aliquote wurden jeweils mit 60 pL Methanol (LC-MS-grade) verdinnt und fiinf Minuten auf
Eis gelagert. Die entstandene Suspension wurde zentrifugiert, 80 puL des Uberstandes wurden
abgenommen und mit 720 uL Wasser (LC-MS-grade) verdinnt. Es wurden jeweils 100 pL
dieser Losung fur die HPLC- (Injektionsvolumen: 50 pL) und LC-MS-Analyse (Injektions-

volumen: 10 pL) entnommen.
HPLC- und LC-MS-Verfolgung der PBS-Hydrolyse

Eine 25mM Losung des zu untersuchenden Analyten in Dimethylsulfoxid diente als
Stammldsung. Fir die Kombination aus Hydrolyse und Photolyse empfiehlt sich fir die
Reaktionslésung ein Volumen von ca. 500 pL mit einer Analyt-Konzentration von ca. 0.45 mM.
Dafir wurden zuerst 406 pL Wasser, 85.3 pL Dimethylsulfoxid und 9.1 pL der Analyt-

Stammlésung gemischt. Ein Aliquot dieser Losung diente als Nullprobe. Die Reaktionsloésung
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wurde bei 37 °C inkubiert und nach definierten Zeitabstadnden Aliquote (40 pL) enthommen.
Die Aliquote wurden jeweils mit 40 pL Methanol (LC-MS-grade) verdinnt und finf Minuten auf
Eis gelagert. Die Losung wurde zentrifugiert, 40 uL des Uberstandes wurden fiir die HPLC-
Analyse (Injektionsvolumen: 35 pL) sowie weitere 20 uL fur die LC-MS Analyse entnommen.
Die LC-MS-Probe wurde mit 180 pL Wasser (LC-MS-grade) verdinnt. Es wurden 50 uL dieser

Lésung fur die LC-MS-Analyse (Injektionsvolumen: 10 L) enthnommen.
HPLC- und LC-MS-Verfolgung der HEK293-Hydrolyse

Eine 25mM Losung des zu untersuchenden Analyten in Dimethylsulfoxid diente als
Stammldsung. Fir die Kombination aus Hydrolyse und Photolyse empfiehlt sich fur die
Reaktionslésung ein Volumen von ca. 750 pL mit einer Analyt-Konzentration von ca. 0.85 mM.
Dafir wurden zuerst 188.6 uL Wasser, 25.7 uyL der Analyt-Stammldsung und 535.7 UL
HEK293-Extrakt gemischt. Ein Aliquot dieser Losung diente als Nullprobe. Die
Reaktionslosung wurde bei 37 °C inkubiert und nach definierten Zeitabst&dnden Aliquote
(40 pL) entnommen. Die Aliquote wurden jeweils mit 40 pL Methanol (LC-MS-grade) verdiinnt
und funf Minuten auf Eis gelagert. Die Lésung wurde zentrifugiert, 40 uL des Uberstandes
wurden fur die HPLC-Analyse (Injektionsvolumen: 35 pL) sowie weitere 20 pL fur die LC-MS-
Analyse abgenommen. Die LC-MS-Probe wurde mit 180 uL Wasser (LC-MS-grade) verdinnt.
Es wurden 50 pL dieser Losung fiur die LC-MS-Analyse (Injektionsvolumen: 10 pL)

entnommen.
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7.2  Synthesen

7.2.1 Synthese der bioreversiblen Maske und der photolabilen Schutzgruppen
Darstellung von 4-(Hydroxymethyl)phenyloctanoat 47

Es wurden 1.0 Aquiv. 4-Hydroxybenzylalkohol 49 (2.445 g, 19.70 mmol) sowie katalytische
Mengen 4-(Dimethylamino)pyridin in 40 mL abs. Tetrahydrofuran gegeben, mit 1.0 Aquiv.
Triethylamin (2.8 mL, 20 mmol) versetzt und auf 0°C gekuhlt. Zur gekihlten Loésung wurde
langsam eine Losung aus 0.8 Aquiv. Octanoylchlorid (2.7 mL, 16 mmol) in 10 mL abs.
Tetrahydrofuran getropft. Nach vollstandiger Zugabe wurde die Reaktionslosung flr zwei
Stunden bei 0 °C gerthrt und anschlieRend filtriert. Das Losungsmittel wurde entfernt und der
erhaltene Rilckstand in Dichlormethan gel6st. Die organische Phase wurde jeweils mit ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel entfernt. Die Reinigung erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel
(PE/EE 3:1 viv).

Ausbeute: 68% (2.724 g, 10.88 mmol) eines farblosen, amorphen Feststoffes.

10 *7 5 1 13
Summenformel: CisH2203 ?
Molare Masse: 250.3380 g/mol 33

® “OH

47
DC: Ri-Wert (PE/EE 3:1 v/v): 0.30.

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.39 — 7.36 (m, 2H, H-3), 7.08 — 7.05 (m, 2H, H-2),
4.68 (s, 2H, H-5), 2.55 (t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-7), 1.75 (p, 3Jun = 7.5 Hz, H-8), 1.43 — 1.27 (m,
8H, H-9, H-10, H-11, H-12), 0.90 (t, 3Jun = 6.9 Hz, 3H, H-13).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 172.6 (C-6), 150.3 (C-1), 138.5 (C-4), 128.2 (C-3),
121.8 (C-2), 64.9 (C-5), 34.5 (C-7), 25.1 (C-8), 31.8, 29.2, 29.1, 22.7 (C-9, C-10, C-11, C-12),
14.2 (C-13).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3185, 2921, 2852, 1759, 1633, 1508, 1466, 720.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 251.1642 [M+H]", gef.: 251.1636 [M+H]".
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Darstellung von Bis(N,N-diisopropylamino)-O-(4-octanoyloxybenzyl)phosphor-
amidit 44

Es wurden 1.0 Aquiv. Bis(N,N-diisopropylamin)chlorphosphin 50 (1.231 g, 4.614 mmol) in
15 mL abs. Tetrahydrofuran suspendiert und auf 0 °C gekuhlt. Zu der gekihlten Lésung
wurden langsam 1.6 Aquiv. Triethylamin  (1.0mL, 7.2mmol) und 0.9 Aquiv.
4-(Hydroxymethyl)phenyloctanoat 47 (1.038 g, 4.146 mmol), gelést in 15 mL abs.
Tetrahydrofuran, zugetropft. Nach vollstdndiger Zugabe wurde der Ansatz langsam auf
Raumtemperatur erwarmt und fir 18 Stunden gerthrt. Die entstandene Suspension wurde
filtriert, das L6sungsmittel entfernt und der Rickstand saulenchromatographisch an Kieselgel
(PE/Et3N 95:5 viv) gereinigt.

Ausbeute: 67% (1.345 g, 2.798 mmol) eines farblosen, amorphen Feststoffes.

10 7 5 1 13
2
Summenformel: Cz7Ha9N203P 3
Molare Masse: 480.6738 g/mol /< 59 )&
L

DC: Ri-Wert (PE/EtsN 95:5 v/v): 1.00.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.37 — 7.35 (m, 2H, H-3), 7.03 - 7.01 (m, 2H, H-2),
4.63 (d, *Jup = 7.3 Hz, 2H, H-5), 3.57 (dsept, 3Jup = 10.9 Hz, 3Jun = 6.7 Hz, 4H, H-14), 2.54
(t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-7), 1.75 (quin, 3Jupn = 7.4 Hz, 2H, H-8), 1.45 — 1.29 (m, 8H, H-9, H-10,
H-11, H-12), 1.18 (d, 3Jun = 6.7 Hz, 12H, H-15), 1.17 (d, 3Jun = 6.8 Hz, 12H, H-15°), 0.89 (t,
3Jun = 6.9 Hz, 3H, H-13).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 172.6 (C-6), 149.7 (C-1), 138.2 (d, 3Jcp =
10.3 Hz, C-4), 127.9 (C-3), 121.3 (C-2), 65.8 (d, 2Jcp = 23.3 Hz, C-5), 44.6 (d, 2cp = 12.4 Hz,
C-14), 34.6 (C-7), 25.1 (C-8), 31.8, 29.2, 29.1, 22.7 (C-9, C-10, C-11, C-12), 24.8 (C-15), 24.0
(C-15'), 14.2 (C-13).

3IP_NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls, 300 K): 123.5 (s).
IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2926, 2856, 1762, 1608, 1509, 1462, 1378, 1198, 1044, 724.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 481.3554 [M+H]*, gef.: 481.3549 [M+H]".
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Darstellung von 4,5-Dimethoxy-2-nitroacetophenon 57

Es wurden 1.0 Aquiv. 3,4-Dimethoxyacetophenon58 (1.11g, 6.18 mmol) in 5mL
Essigsaureanhydrid geltst und diese Losung zu einer auf 0 °C gekihlten Mischung aus 10 mL
Salpetersaure (65%) mit 0.5 Vol-% Essigsaureanhydrid getropft. Nach vollstandiger Zugabe
wurde die Reaktionslosung flr eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieend in
Eiswasser gegeben. Der entstandene Feststoff wurde filtriert und durch abschlieRende

Umkristallisation in einem Wasser/Ethanol-Gemisch (H.O/C;HsOH 1:0.5 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 54% (0.75 g, 3.3 mmol) an feinen gelblichen Kristallen.

Summenformel: Ci10H11NOs
Molare Masse: 225.2000 g/mol

DC: R-Wert (PE/EE 1:1): 0.47.

IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.61 (s, 1H, H-3), 6.76 (s, 1H, H-6), 3.98 (s,
6H, -OCHs), 2.50 (s, 3H, H-8).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 200.2 (C-7), 154.1 (C-5), 149.7 (C-4), 138.6 (C-2),
133.0 (C-1), 108.7 (C-6), 107.0 (C-3), 56.8 (OCHs), 56.7 (OCHs), 30.5 (C-8).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm!]: 3065, 2976, 2934, 2843, 1697, 1574, 1509, 1461, 1439, 1324,
1279, 1223, 1181, 1113, 1043, 1021, 986, 953, 881, 854, 836, 788, 759, 681, 666, 599, 536.

MS: (ESI*, m/z): ber.: 226.0710 [M+H]*, gef.: 226.070 [M+H]".
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Darstellung von 1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethanol 55

Es wurden 1.0 Aquiv. 4,5-Dimethoxy-2-nitroacetophenon 57 (695 mg, 3.09 mmol) in 33 mL
abs. Methanol gelést und bei Raumtemperatur unter Rihren portionsweise 1.6 Aquiv.
Natriumborhydrid (186 mg, 4.92 mmol) hinzugegeben. Nach vollstdndigem Reaktionsumsatz
wurde die Reaktionslésung eingeengt und mit Ethylacetat verdinnt. Die organische Phase
wurde mit dest. Wasser und ges. Natriumchlorid-Loésung gewaschen, Uber Natriumsulfat

getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 87% (609 mg, 2.68 mmol) an feinen gelblichen Kristallen.

HOZ -8
51
Summenformel: C1oH13NOs O2N 6
5
3
Molare Masse: 227.2160 g/mol 4 (|3
O\
55

DC: R~Wert (PE/EE 1:1 v/v): 0.48.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.56 (s, 1H, H-3), 7.30 (s, 1H, H-6), 5.57 (q, 3Jun =
6.3 Hz, 1H, H-7), 4.00 (s, 3H, 5-OCHs), 3.94 (s, 3H, 4-OCHs), 1.55 (d,2Jun = 6.3 Hz, 3H, H-8).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 153.9 (C-5), 147.8 (C-4), 139.8 (C-2), 137.0 (C-1),
108.6 (C-6), 107.5 (C-3), 65.9 (C-7), 56.6 (OCHs), 56.5 (OCHs), 24.4 (C-8).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3284, 2991, 2966, 2929, 2841, 1614, 1580, 1523, 1500, 1467,
1439, 1394, 1364, 1325, 1265, 1220, 1190, 1165, 1093, 1054, 1038, 1020, 970, 898, 868, 846,
797, 759, 722, 695, 659, 593, 558, 474.

MS: (ESI*, m/z): ber.: 210.0766 [M-OH]*, gef.: 210.075 [M-OH]J*.
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Darstellung von 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylalkohol 54

Es wurden 1.0 Aquiv. 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzaldehyd 55 (1.926 g, 9.120 mmol) in 40 mL
abs. Methanol gelést und bei Raumtemperatur unter Rihren portionsweise 1.4 Aquiv.
Natriumborhydrid (490 mg, 13.0 mmol) hinzugegeben. Nach vollstdndigem Reaktionsumsatz
wurde die Reaktionslésung eingeengt und mit Ethylacetat verdinnt. Die organische Phase
wurde mit Wasser und ges. Natriumchlorid-L6sung gewaschen, Gber Natriumsulfat getrocknet

und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 97% (1.881 g, 8.825 mmol) eines gelben, amorphen Feststoffes.

Summenformel: CoH1:NOs

Molare Masse: 213.1890 g/mol

DC: Ri-Wert (PE/EE 1:1 v/v): 0.38.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.71 (s, 1H, H-3), 7.17 (s, 1H, H-6), 4.96 (s, 2H,
H-7), 4.01 (s, 3H, 5-OCHj), 3.96 (s, 3H, 4-OCHb).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 154.0 (C-5), 148.1 (C-4), 139.9 (C-2), 132.4 (C-1),
111.2 (C-6), 108.3 (C-3), 63.0 (C-7), 56.6 (5-OCHs), 56.5 (4-OCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3545, 2939, 2848, 1614, 1580, 1518, 1464, 1436, 1358, 1320,
1269, 1218, 1192, 1158, 1067, 1030, 982, 872, 795, 756, 598.

MS: (ESI*, m/z): ber.: 196.061 [M-OHJ*, gef.: 196.063 [M-OH]".
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7.2.2 Synthese des acetylierten caged Ribose-Bausteins

Darstellung von 1‘-(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl)-2",3",5 -tri-O-benzoyl-B-b-ribo-

furanosid 60

Es wurden 1.0 Aquiv. 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-b-ribofuranosid 49 (306 mg, 607 umol)
und 1.4 Aquiv. 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylalkohol 54 (174 mg, 816 pumol) in 8 mL abs.
Dichlormethan gel6st und die Lésung auf O °C gekihlt. Es erfolgte unter Ruhren und Kihlung
die Zugabe von 0.2 Aquiv. Zinn(IV)chlorid (1 M in Dichlormethan, 0.1 mL, 0.1 mmol). Der
Reaktionsansatz wurde fur zwei Stunden bei 0 °C und anschlieRend tber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt. Nach vollstandigem Umsatz erfolgte die Zugabe von 5 mL ges.
Natriumhydrogencarbonat-Lésung. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden jeweils
einmal mit Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, (ber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Loésungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde
séulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 3:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 99% (395 mg, 601 umol) eines gelblichen, amorphen Feststoffes. Das Produkt

29 . NO,
-8
25
28 X 5320 5 0 9
27 ;O: 10

wurde als reines B-Anomer isoliert.

O 438 271 12 0
Summenformel: CssH3iNO1» 0.0 0.0 110 |
21|20 15 16 74 "
Molare Masse: 657.6280 g/mol 22 17
23 18
24 19
60

DC: Ri-Wert (PE/EE 3:1 v/v): 0.49.
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IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 8.02 — 7.97 (m, 4H, H-17, H-27), 7.94 — 7.91 (m,
2H, H-22), 7.68 (s, 3H, H-9), 7.60 — 7.56 (m, 1H, H-19), 7.55 — 7.51 (m, 1H, H-24), 7.49 — 7.44
(m, 1H, H-29), 7.44 — 7.40 (m, 2H, H-18), 7.38 — 7.33 (m, 2H, H-23), 7.30 — 7.25 (m, 2H, H-28),
7.23 (s, 3H, H-12), 5.92 (dd, 3Jun = 6.7 Hz, 3Jupn = 4.9 Hz, 1H, H-3), 5.84 (d, 3Jun = 4.7 Hz,
1H, H-2), 5.41 (bs, 1H, H-1), 5.20 (d, 2Jun = 16 Hz, 1H, H-64), 5.03 (d, 2Jun = 15.7 Hz, 1H,
H-6,), 4.83 — 4.75 (M, 2H, H-4, H-5,), 4.54 (dd, 2Jup = 11.8 Hz, 3Jup = 4.9 Hz, 1H, H-5), 4.01
(s, 3H, H-14), 3.95 (s, 3H, H-13).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 166.2 (C-25), 165.6 (C-20), 165.5 (C-15), 154.0
(C-11), 147.8 (C-10), 139.3 (C-8), 133.7 (C-19), 133.6 (C-24), 133.2 (C-29), 129.9 (C-17),
129.8 (C-22), 129.7 (C-27), 129.6 (C-26), 129.5 (C-7), 129.2 (C-16), 129.0 (C-21), 128.7
(C-18), 128.6 (C-23), 128.4 (C-28), 109.5 (C-12), 108.1 (C-9), 105.4 (C-1), 79.5 (C-4), 75.7
(C-2), 72.4 (C-3), 66.9 (C-6), 64.4 (C-5), 56.6 (C-14), 56.5 (C-13).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2960, 1723, 1520, 1451, 1324, 1261, 1220, 1176, 1098, 1068,
1025, 873, 796, 709.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 680.1738 [M+Na]*, gef.: 680.1710 [M+Na]".
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Darstellung von 1‘-(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl)-B-D-ribofuranosid 47
Synthese 1:

Es wurden 1.0 Aquiv. 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl-2",3",5 -tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosid 60
(0.252 mg, 383 umol) in 0.6 mL Tetrahydrofuran gelést, 5 mL methanolische Ammoniak-
Lésung zugegeben (7 M, 0.04 mol) und der Reaktionsansatz Uber Nacht bei Raumtemperatur
gerihrt. Bis zum vollstandigen Umsatz wurden wiederholt 2 mL der Ammoniak-Ldsung
zugegeben und weitere 24 Stunden gerlhrt. Vollstandiger Umsatz konnte nach der Zugabe
von insgesamt 9 mL methanolischer Ammoniak-Ldsung (7 M, 0.06 mol) beobachtet werden.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel entfernt und das Rohprodukt saulenchromato-
graphisch an Kieselgel (CH.Cl./CH3;OH 19:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 90% (119 mg, 0.345 umol) eines gelblichen Harzes.
Synthese 2:

Es wurden 1.01 g (1.54 mmol, 1.0 Aquiv.) 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl-2°,3,5'-tri-O-benzoyl-
B-D-ribofuranosid 60 vorgelegt und in einer Losung aus 1.10 g (20.3 mmol, 13.3 Aquiv.)
Natriummethanolat und 40 mL Methanol suspendiert. Nach 23 Stunden Ruhren bei
Raumtemperatur wurde die Suspension mit Dowex® 50WX8 neutralisiert. Die Suspension
wurde  filtriert und das  Losungsmittel entfernt. Das  Rohprodukt  wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (CH.CI,/CHs;OH 9:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 84% (445 mg,1.29 mmol) eines gelben amorphen Feststoffes.

. NO,
8
HO 5 ') Y 9
Summenformel: Ci14H19NOg 4 302 1 10 10
(0]
11
Molare Masse: 645.6040 g/mol OH OH (ONG |13

DC: R+-Wert (CH2Cl2/CH30H 19:1 v/v): 0.17.

IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.66 (s, 1H, H-9), 7.26 (s, 1H, H-12), 5.12 (d,
3Jnn = 4.6 Hz, 1H, 2-OH), 4.98 (d, 2y = 14.8 Hz, 1H, H-64), 4.88 (bs, 1H, H-1), 4.85 (d, 3Jup =
6.8 Hz, 1H, 3-OH), 4.78 (d, 2Jup = 14.8 Hz, 1H, H-61), 4.65 (t, 3Jun = 5.7 Hz, 5-OH), 3.95 (ddd,
3Jnn = 6.6 Hz, 3Jpp = 6.6 Hz, 3Jupn = 4.8 Hz, 1H, H-3), 3.90 (s, 3H, H-14), 3.88 — 3.86 (m, 1H,
H-2), 3.86 (s, 3H, H-13), 3.80 (dt, 3Jun = 6.3 Hz, 3Jun = 3.7 Hz, 1H, H-4), 3.55 (ddd, 2Jup =
11.7 Hz, 3Jup = 5.8 Hz, 3Jup = 5.8 Hz, 1H, H-5,), 3.37 (ddd, 2Jupn = 11.7 Hz, 3Jup = 5.8 Hz,
3Jnn = 5.8 Hz, 1H, H-5y).

163



13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 153.2 (C-11), 147.4 (C-10), 139.2 (C-8), 129.4
(C-7), 110.5 (C-12), 107.9 (C-9), 106.8 (C-1), 83.8 (C-4), 74.4 (C-2), 70.7 (C-3), 65.4 (C-6),
62.7 (C-5), 56.1 (C-14), 56.0 (C-13).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3357, 2922, 2851, 1521, 1465.
HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 368.0952 [M+Na]*, gef.: 368.0961 [M+Na]*.
Darstellung von 1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl-B-D-ribofuranosid 48

Es wurden 1.0 Aquiv. 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosid 49  (6.162 g,
12.21 mmol) und 1.4 Aquiv. 1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethanol 55 (3.936 g, 17.33 mmol)
in 160 mL abs. Dichlormethan gel6st und die Losung auf O °C gekuhlt. Anschlie3end erfolgte
die Zugabe von 0.2 Aquiv. Zinn(IV)chlorid-Lésung (2 M in Dichlormethan, 2 mL, 2 mmol). Die
Lésung wurde langsam auf Raumtemperatur erwarmt und nach vollstdndigen Umsatz nach
zwei Stunden aufgearbeitet. Dazu wurden 100 mL ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung
zugegeben, die Phasen getrennt und die wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert.
Die vereinten organischen Phasen wurden mit Wasser und ges. Natriumchlorid-Losung
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel entfernt. Der
Ruckstand wurde mittels Saulenchromatographie an Kieselgel (PE/EE 2:1) vorgereinigt, der
daraus erhaltene Rickstand zu einer Suspension aus Natriummethanolat in Methanol (3.2 g
in 120 mL) gegeben und fir 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Lésung wurde durch
Zugabe von Dowex® 50WX8 neutralisiert, filtriert und das L6sungsmittel entfernt. Die
Reinigung des Produkts erfolgte séulenchromatographisch an Kieselgel
(CH2CI2/CH30H 9:1 viv).

Ausbeute: 69% (3.008 g, 8.371 mmol) eines gelben, amorphen Feststoffes als Gemisch von

zwei Diastereomeren.

7 NO,
6

Summenformel: CisH21NOg

Molare Masse: 359.3310 g/mol
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DC: Ri-Wert (CH2CI2/CH30H 9:1 v/v): 0.45.

Diastereomer 1:

H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 7.58 (s, 1H, H-10), 7.18 (s, 1H, H-13), 5.32 (q,
3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6), 5.01 (d, 3Jun = 4.9 Hz, 1H, 2-OH), 4.82 — 4.79 (m, 1H, 3-OH), 4.71 (t,
3Jun = 5.6 Hz, 1H, 5-OH), 4.43 — 4.41 (m, 1H, H-1), 3.92 (s, 3H, H-14), 3.92 — 3.89 (m, 1H,
H-3), 3.86 (s, 3H, H-15), 3.79 (ddd, 3Jun = 4.8 Hz, 3Jun = 4.8 Hz, 3Jun = 1.7 Hz, 1H, H-2),
3.75-3.71 (m, 1H, H-4), 3.54 (ddd, 2Jun = 11.4 Hz,3Jyn = 5.4 Hz, 3Jun = 4.3 Hz, 1H, H-5,),
3.41 (ddd, 2Jun = 11.4 Hz, 3Jypn = 5.8 Hz, 3Jyn = 5.8 Hz, 1H, H-5p), 1.43 (d, 3Jun = Hz, 3H,
H-7).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 153.4 (C-12), 147.6 (C-11), 140.3 (C-9), 133.7
(C-8), 109.1 (C-13), 107.5 (C-10), 104.5 (C-1), 84.0 (C-4), 74.3 (C-2), 70.9 (C-3), 68.9 (C-6),
63.1 (C-5), 56.1 (C-14), 56.1 (C-15), 23.4 (C-7).

Diastereomer 2:

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 7.56 (s, 1H, H-10), 7.23 (s, 1H, H-13), 5.28 (q,
3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6), 5.06 (d, 3Jup = 4.4 Hz, 1H, 2-OH), 4.88 (bs, 1H, H-1), 4.82 — 4.79 (m,
1H, 3-OH), 4.43 — 4.41 (m, 1H, 5-OH), 3.90 (s, 3H, H-15), 3.85 (s, 3H, H-14), 3.84 — 3.81 (m,
2H, H-2, H-3), 3.68 — 3.66 (M, 1H, H-4), 3.32 — 3.30 (M, 1H, H-5.), 3.07 (ddd, 2Jun = 11.4 Hz,
3Jnm = 5.8 Hz, 3y = 5.8 Hz, 1H, H-5,), 1.41 (d, 3Jup = 6.3 Hz, 1H, H-7).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 153.0 (C-12), 147.2 (C-11), 138.9 (C-9), 135.1
(C-8), 109.8 (C-13), 107.3 (C-10), 106.3 (C-1), 83.7 (C-4), 74.7 (C-2), 71.1 (C-3), 70.5 (C-6),
62.8 (C-5), 56.0 (C-14), 56.0 (C-15), 22.7 (C-7).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3378, 2934, 1972, 1705, 1614, 1580, 1515, 1454, 1370, 1331,
1269, 1217, 1169, 1084, 1012, 952, 876, 852, 794, 758, 735, 715, 651, 620, 593, 538, 455,
426, 397, 381.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 382.1109 [M+Na]*, gef.: 382.1100 [M+Na]*.
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Darstellung von 5°-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’,3’-O,0-diacetyl-1’-(4,5-dimethoxy-2-

nitrobenzyl)-B-b-ribofuranosid 62

Es wurden 1.0 Aquiv. 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl-B-D-ribofuranosid 47 (502 mg, 1.45 mmol)
in 2mL Pyridin gelost, mit 1.3 Aquiv. tert-Butyldimethylsilylchlorid (285 mg, 1.89 mmol)
versetzt und der Ansatz fur 18 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wurden
4.5 Aquiv. Essigsaureanhydrid (6 mL, 6 mmol) zugegeben und weitere 18 Stunden bei
Raumtemperatur gertihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Rickstand jeweils dreimal
mit Toluol und Dichlormethan coevaporiert und abschliel3end in Dichlormethan aufgenommen.
Die organische Phase wurde mit ges. Ammoniumchlorid-L6ésung, Wasser und ges.
Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Es wurde tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde séulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE
2:1 viv) gereinigt.

Do W
Summenformel: Cz4H37NO11Si /\©\

Molare Masse: 543.6410 g/mol
O O

62

Ausbeute: 81% (643 mg, 1.18 mmol) eines gelben Harzes.
DC: Ri-Wert (PE/EE 2:1 v/v): 0.50.

1H-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.72 (s, 1H, H-9), 7.25 (s, 1H, H-12), 5.44 — 5.43
(m, 1H, H-3), 5.41 (dd, 3Jun = 5.0 Hz, 3Jun = 1.4 Hz, 1H, H-2), 5.17 (d, 2Jun = 16.0 Hz, 1H,
H-62), 5.14 (d, 3Jupn = 1.7 Hz, 1H, H-1), 4.97 (d, 2Jun = 16.0 Hz, 1H, H-6), 4.23 — 4.21 (m, 1H,
H-4), 4.02 (s, 3H, H-14), 3.95 (s, 3H, H-13), 3.76 (dd, 2Jun = 10.8 Hz, 3Jun = 4.4 Hz, 1H, H-5,),
3.73 (dd, 2Jupn = 10.7 Hz, 3Jun = 4.5 Hz, 1H, H-5,), 2.11 (s, 3H, 2-OAc), 2.07 (s, 3H, 3-OAc),
0.85 (s, 9H, H-c), 0.03 (s, 3H, H-a), 0.01 (s, 3H, H-a’).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 170.0 (3-C=0), 169.9 (2-C=0), 154.0 (C-11),
147.8 (C-10), 139.2 (C-8), 130.1 (C-7), 109.4 (C-12), 108.1 (C-9), 104.9 (C-1), 81.7 (C-4), 75.1
(C-2), 71.9 (C-3), 66.6 (C-6), 63.9 (C-5), 25.9 (C-c), 20.8 (2-OCOCHs), 20.7 (3-OCOCHs), 18.4
(C-b), -5.3 (C-a), -5.4 (C-a).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3195, 2922, 2851, 1750, 1467, 1377, 721.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 580.2185 [M+Na]*, gef.: 580.2189 [M+Na]*.
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Darstellung von 5°-O-tert-Butyldimethylsilyl-2,3-di-O,0-acetyl-1*-((4,5-Dimethoxy-2-
nitrophenyl)ethyl)-B-pD-ribofuranosid 63

Es wurden 1.0 Aquiv. (507 mg, 1.41 mmol) 1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl-B-b-
ribofuranosid 48 in 10 mL abs. Pyridin gelost, 1.4 Aquiv. tert-Butyldimethylsilylchlorid (304 mg,
2.02 mmol) zugegeben und der Ansatz fUr 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Es
erfolgte die Zugabe von 4.6 Aquiv. Essigsaureanhydrid (6.0 mL, 6.5 mmol) und der Ansatz
wurde fur weitere 18 Stunden gerihrt. AnschlieRend wurde das Losungsmittel entfernt und der
Ruckstand jeweils dreimal mit Toluol und Dichlormethan coevaporiert. Der erhaltene

Ruckstand wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 1:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 85% (672 mg, 1.21 mmol) eines grlnlichen Sirups als Gemisch von zwei

Diastereomeren im Verhaltnis 1:1.

|a / NOZ

Summenformel: CasHzgNO11Si

Molare Masse: 557.6680 g/mol

DC: R+-Wert (CH2CIl2/CH30OH 9:1 v/v): 0.45.
Diastereomer 1:

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 7.58 (s, 1H, H-10), 7.16 (s, 1H, H-13), 5.57 (q,
3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6), 5.34 (dd, 3Jun = 6.0 Hz, 3Jup = 5.3 Hz, 1H, H-3), 5.31 — 5.26 (m, 1H,
H-2), 4.70 (d, ®Jun = 0.8 Hz, 1H, H-1), 4.18 (q, 3Jun = 5.7 Hz, 1H, H-4), 4.06 (s, 3H, H-15),
3.94 (s, 3H, H-14), 3.82 (dd, 23 = 10.9 Hz,3Ju = 5.0 Hz, 1H, H-5,), 3.74 (dd, 2 = 10.7 Hz,
3Jum = 5.5 Hz, 1H, H-5), 2.06 (s, 3H, OAC), 2.00 (s, 3H, OAc), 1.50 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, H-7),
0.92 (s, 9H, H-c), 0.11 (s, 3H, H-a), 0.11 (s, 3H, H-a).

1BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 169.9 (C=0), 169.8 (C=0), 154.1 (C-12),
148.0 (C-11), 140.5 (C-9), 134.4 (C-8), 109.5 (C-13), 107.5 (C-10), 102.8 (C-1), 81.5 (C-4),
75.2 (C-2), 72.6 (C-3), 70.1 (C-6), 64.8 (C-5), 56.6 (C-15), 56.5 (C-14), 26.0 (C-c), 22.7 (C-7),
20.7 (OCOCHs), 20.7 (OCOCHs), 18.5 (C-b), -5.3 (C-a), -5.3 (C-a).
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Diastereomer 2:

H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 7.57 (s, 1H, H-10), 7.24 (s, 1H, H-13), 5.52 (q,
3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6), 5.31 — 5.26 (m, 2H, H-2, H-3), 5.12 (bs, 1H, H-1), 4.06 — 4.03 (m, 1H,
H4), 4.00 (s, 3H, H-15), 3.94 (s, 3H, H-14), 3.54 (dd, 2+ = 10.7 Hz,3Jun = 4.9 Hz, 1H, H-5,),
3.40 (dd, 2Jyn = 10.7 Hz,3Jun = 5.5 Hz, 1H, H-5p), 2.10 (s, 3H, OAc), 2.03 (s, 3H, OAc), 1.50
(d, 3Jyn = 6.2 Hz, 3H, H-7), 0.81 (s, 9H, H-c), -0.05 (s, 3H, H-a), -0.08 (s, 3H, H-a’).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 170.1 (C=0), 169.9 (C=0), 153.8 (C-12),
147.8 (C-11), 139.4 (C-9), 135.4 (C-8), 108.7 (C-13), 107.8 (C-10), 103.8 (C-1), 81.2 (C-4),
75.2 (C-2), 72.2 (C-3), 71.5 (C-6), 64.2 (C-5), 56.6 (C-15), 56.5 (C-14), 25.8 (C-c), 23.9 (C-7),
20.8 (OCOCH3), 20.8 (OCOCHs), 18.3 (C-b), -5.5 (C-a), -5.6 (C-a).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3195, 2922, 2851, 1750, 1467, 1377, 721.
HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 580.2185 [M+Na]*, gef.: 580.2189 [M+Na]*.

Darstellung von 2’,3’-Di-O,0-acetyl-1’-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-B-b-ribo-
furanosid 45

Es wurden 1.0 Aquiv. 5-O-tert-Butyldimethylsilyl-2’,3’-O,0-diacetyl-1'-(4,5-dimethoxy-2-
nitrobenzyl)-B-b-ribofuranosid 62 (635 mg, 1.17 mmol) in 20 mL Acetonitril geldst und mit
3.2 Aquiv.  Triethylamin-Trihydrofluorid  (37%, 0.6 mL, 3.68 mmol) versetzt. Die
Reaktionslosung wurde 18 Stunden bei Raumtemperatur bis zum vollstdndigen Umsatz
geriihrt. Uberschiissiges Fluorid-Reagenz wurde anschlieRend durch Zugabe von Kieselgel
gequencht. Die Suspension wurde filtriert und das Ldosungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt. Die Reinigung erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 1:2 v/v).

Ausbeute: 96% (482 mg, 1.12 mmol) eines gelben, amorphen Feststoffes.

. NO,
8
HO s o™
Summenformel: Ci1gH23NO11 4 302 112 1%
11
Molare Masse: 429.3780 g/mol © © SN |13
S S 14
45
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DC: Ri-Wert (PE/EE 1:2 v/v): 0.47.

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.71 (s, 1H, H-9), 7.21 (s, 1H, H-12), 5.46 (dd,
3Jum = 6.5 Hz, 3Jnpn = 5.1 Hz, 1H, H-3), 5.40 (dd, 3Jup = 5.1 Hz, 3Juy = 0.5 Hz, 1H, H-2), 5.19
(d, 2Jup = 15.4 Hz, 1H, H-62), 5.17 (bs, 1H, H-1), 5.01 (d, 2Jup = 15.4 Hz, 1H, H-6), 4.29 (ddd,
3Jun = 6.6 Hz, 3Jup = 3.5 Hz, 3Jup = 3.5 Hz, 1H, H-4), 4.02 (s, 3H, H-14), 3.95 (s, 3H, H-13),
3.85 (dd, 2Jup = 12.4 Hz, 3Jun = 3.2 Hz, 1H, H-54), 3.67 (dd, 2Jnp = 12.3 Hz, 3Jupn = 3.9 Hz, 1H,
H-5,), 2.12 (s, 3H, 2-OAc), 2.09 (s, 3H, 3-OAc).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 170.3 (3-OC=0), 169.9 (2-OC=0), 154.1 (C-11),
148.0 (C-10), 139.4 (C-8), 129.2 (C-7), 109.7 (C-12), 108.2 (C-9), 105.3 (C-1), 82.3 (C-4), 75.4
(C-2), 70.9 (C-3), 67.2 (C-6), 62.6 (C-5), 56.7 (C-14), 56.5 (C-13), 20.8 (2-OCOCHs), 20.7
(3-OCOCH;).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3360, 2922, 2852, 1748, 1467, 1376, 1329, 722.
HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 452.1163 [M+Na]*, gef.: 452.1158 [M+Na]*.

Darstellung von 2,3-Di-O,0-acetyl-1-((4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-B-D-ribo-
furanosid 46

Es wurden 1.0 Aquiv. (669 mg, 1.20 mmol) 5-O-tert-Butyldimethylsilyl-2,3-di-O,0-acetyl-1-
((4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-B-D-ribofuranosid 63 in 20 mL Acetonitril geldst und mit
2.7 Aquiv. Triethylamin-Trihydrofluorid (37%, 3.0 mL, 3.2 mmol) versetzt. Die Reaktionslosung
wurde bei Raumtemperatur bis zum vollstandigen Umsatz geriihrt. Uberschiissiges Fluorid-
Reagenz wurde anschlieRend durch Zugabe von Kieselgel gequencht. Die Suspension wurde
filtriert und das Loésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Reinigung erfolgte

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 1:2 v/v).

Ausbeute: 99% (529 mg, 1.19 mmol) eines gelb-grinlichen Harzes als Gemisch von zwei

Diastereomeren.

7 NO,
6
HO 5
Summenformel: Ci9H2sNO11 4 30 >
. O O |
Molare Masse: 443.4050 g/mol @)
YO %
O (0]
46
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DC: Ri-Wert (PE/EE 1:2 viv): 0.51, 0.40.
Diastereomer 1:

H-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.59 (s, 1H, H-10), 7.16 (s, 1H, H-13), 5.60 (q,
3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6), 5.41 (dd, 3Jun = 6.5 Hz, 3Jyn = 5.3 Hz, 1H, H-3), 5.28 (d, 3Jun =
5.2 Hz, 1H, H-2), 4.74 (bs, 1H, H-1), 4.26 (ddd, 3J4n = 7.0 Hz, 3Jyn = 3.7 Hz, 3Jun = 3.2 Hz,
1H, H-4), 4.04 (s, 3H, H-15), 3.94 (s, 3H, H-14), 3.87 (dd, 2Jun = 12.2 Hz,3Jyn = 3.2 Hz, 1H,
H-55), 3.70 (dd, 2Jyn = 12.2 Hz, 3Jun = 4.0 Hz, 1H, H-5;), 2.07 (s, 3H, 3-OAc), 2.01 (s, 3H,
2-OAc), 1.53 (d, ®Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 170.3 (3-C=0), 169.9 (2-C=0), 153.9 (C-12),
148.1 (C-11), 140.4 (C-9), 133.9 (C-8), 108.7 (C-13), 107.8 (C-10), 103.3 (C-1), 82.4 (C-4),
75.5 (C-2), 71.2 (C-3), 70.8 (C-6), 62.8 (C-5), 56.6 (C-15), 56.5 (C-14), 24.0 (C-7), 20.7
(3-OCOCHs), 20.7 (2-OCOCHs).

Diastereomer 2:

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.56 (s, 1H, H-10), 7.18 (s, 1H, H-13), 5.54 (q,
3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6), 5.36 (dd, 3Jun = 6.7 Hz, 3Jun = 5.0 Hz, 1H, H-3), 5.32 (dd, 3Jup =
5.0 Hz,3Jupn = 0.7 Hz, 1H, H-2), 5.14 (bs, 1H, H-1), 4.14 — 4.12 (m, 1H, H-4), 4.00 (s, 3H, H-15),
3.93 (s, 3H, H-14), 3.63 (dd, 2Jn = 12.3 Hz,3Jun = 3.1 Hz, 1H, H-5,), 3.42 (dd, 2Jnn = 12.3 Hz,
3Jup = 3.7 Hz, 1H, H-5), 2.12 (s, 3H, 3-OAc), 2.06 (s, 3H, 2-OAc), 1.52 (d, 3Juu = 6.2 Hz, 3H,
H-7).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 170.2 (3-OC=0), 169.7 (2-OC=0), 154.2 (C-12),
148.2 (C-11), 139.5 (C-9), 134.6 (C-8), 109.1 (C-13), 107.6 (C-10), 104.6 (C-1), 81.9 (C-4),
75.6 (C-2), 72.3 (C-3), 70.5 (C-6), 62.1 (C-5), 56.7 (C-15), 56.5 (C-14), 23.0 (C-7), 20.8
(3-OCOCHs), 20.7 (2-OCOCH).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3362, 2923, 2851, 1749, 1582, 1467, 1376, 1336, 1275, 1046,
722.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 466.1325 [M+Na]*, gef.: 466.1321 [M+Na]*.
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7.2.3 Synthese der acetylierten OB-maskierten caged ADPR-Derivate

Darstellung von 2”,3”-Di-O,0-acetyl-1-O-B-NV-Pg-(4-octanoyloxybenzyl)adenosindi-
phosphat-ribose 36

Es wurden 1.0 Aquiv. Bis(N,N-diisopropylamino)-O-(4-octanoyloxybenzyl)phosphoramidit 44
(123 mg, 256 pmol) und 0.9 Aquiv. 2’,3’-Di-O,0-acetyl-1’-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-B-D-
ribofuranosid 45 (103 mg, 240 umol) vorgelegt und in 10 mL abs. Acetonitril geldst. Es erfolgte
unter Rihren bei Raumtemperatur die Zugabe von 1.0 Aquiv. des Aktivators
Pyridiniumtrifluoracetat (48 mg, 0.25 mmol). Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten geriihrt und das
Losungsmittel entfernt. Zu dem Ruckstand wurden 1.2 Aquiv. Triethylammonium-
Adenosinmonophosphat (1.0 Aquiv. EtsNH*, 132 mg, 294 umol) gegeben, der Ansatz in 12 mL
abs.  N,N-Dimethylformamid gelost und weitere 1.2 Aquiv. des Aktivators
Pyridiniumtrifluoracetat (58 mg, 0.30 mmol) zugegeben. Die Lésung wurde fur eine Stunde bei
30 °C erwarmt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 2.7 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid-
Losung (5.5M in n-Decan, 0.07 mL, 0.7 mmol) und es wurde weitere 30 Minuten bei
Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt mittels
automatisierter RP-S&ulenchromatographie (100% H>O — 100% CHsCN) gereinigt und die
entsprechenden Fraktionen lyophilisiert. Der erhaltene Rickstand wurde mittels
lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz Uberfuhrt, erneut
lyophilisiert und der erhaltene Ruckstand zur abschlieRenden Reinigung erneut via
automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% H,O — 100% CHsCN) gereinigt und die

entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Es wird zur vereinfachten Berechnung des Molekulargewichts und der Ausbeute ein

vollstandiger Austausch der Kationen zu Ammonium-lonen angenommen.

Ausbeute: 14% (37 mg, 34 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als Gemisch

von zwei Diastereomeren.

Summenformel: CszHsoN7O2P>

Molare Masse: 1087.9195 g/mol :

171



Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus zwei Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Aufgrund der geringen
Signalintensitat, bedingt durch die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe
der HSQC- und HMBC-Spektren zugeordnet.

'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 8.48 (brs, 2H, H-8, 2 ds), 8.18 (brs, 2H, H-2, 2
ds), 7.63 (s, 2H, H-d, 2 ds), 7.28 (s, 2H, H-g, 2 ds), 7.40 — 7.36 (m, 4H, H-I, 2 ds), 7.16 (brs,
NHz, 1 ds), 7.08 (brs, NH4*, 2 ds), 7.05 — 7.00 (m, 4H, H-m, 2 ds), 6.99 (brs, NH,, 1 ds), 5.92
—5.91 (m, 2H, H-1’, 2 ds), 5.26 — 5.23 (m, 2H, H-3”, 2 ds), 5.23 — 5.21 (m, 2H, H-2", 2 ds),
5.16 —5.14 (m, 2H, H-1", 2 ds), 5.03 — 4.99 (m, 4H, H-}, 2 ds), 4.99 — 4.96 (m, 2H, H-a,, 2 ds),
4.89 — 4.86 (m, 2H, H-ay, 2 ds), 4.60 — 4.56 (m, 2H, H-2’, 2 ds), 4.32 — 4.28 (m, 2H, H-4”, 2
ds), 4.26 — 4.20 (m, 2H, H-5",, 2 ds), 4.19 - 4.17 (m, 2H, H-3’, 2 ds), 4.15-4.10 (m, 2H, H-5",
2 ds), 4.05 - 4.03 (m, 2H, H-4’, 2 ds), 4.00 — 3.92 (m, 4H, H-5, 2 ds), 3.89, 3.88, 3.84 (s, 12
H, H-i, H-h, 2 ds), 2.57 — 2.54 (m, 2H, H-p, 1 ds), 2.07, 2.01, 1.99 (s, 12H, OAc, 2 ds),
1.65 - 1.59 (m, 4H, H-q, 2 ds), 1.38 — 1.22 (m, 16H, H-r, H-s, H-t, H-u, 2 ds), 0.87 (m, 6H, H-v,
2 ds).

1BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 172.1 (C-0), 170.0, 169.9 (COCHs), 153.5
(C-f), 151.6 (C-2), 150.5 (C-n), 148.1 (C-€), 139.9 (C-8), 139.8 (C-c), 134.5 (C-k), 129.3 (C-I),
128.4 (C-b), 122.1 (C-m), 111.9 (C-g), 108.6 (C-d), 104.9 (C-1"), 87.3 (C-1’), 84.4 (C-4’), 79.6
(C-47), 74.3 (C-2), 74.2 (C-2"), 71.4 (C-3'), 71.2 (C-3"), 67.9 (C-j), 67.6 (C-5"), 66.5 (C-a),
66.0 (C-5), 56.6, 56.4 (C-i, C-h), 33.9 (C-p), 31.5, 29.0, 22.5 (C-r, C-s, C-t, C-u), 24.8 (C-q),
20.9 (COCHs), 20.8 (COCH3), 14.5 (C-v).

3IP-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds, 300 K): -11.5 (d, 2Jpp = 21.4 Hz, Pa, 2 ds), -12.0 (d,
2Jpp = 21.3 Hz, Pg, 1 ds), -12.2 (d, 2Jpp = 21.5 Hz, Pg, 1 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 1071.2996 [M+H]*, gef.: 1071.3014 [M+H]".
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Darstellung von 2”,3”-Di-O,0-acetyl-1”’-O-B-NV-Pg-(4-octanoyloxybenzyl)-2’-desoxy-

adenosindiphosphat-ribose 38

Es wurden 1.3 Aquiv. Bis(N,N-diisopropylamino)-O-(4-octanoyloxybenzyl)phosphoramidit 44
(320 mg, 666 pumol) und 1.0 Aquiv. 2’,3’-Di-O,0-acetyl-1’-NV-B-D-ribofuranosid 45 (225 mg,
524 ymol) vorgelegt und in 20 mL abs. Acetonitril gelost. Es erfolgte unter Rihren bei
Raumtemperatur die Zugabe von 1.2 Aquiv. des Aktivators Pyridiniumtrifluoracetat (118 mg,
611 umol). Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten gerihrt und das Lésungsmittel entfernt. Zu dem
Ruckstand  wurden 1.2 Aquiv.  Triethylammonium-2‘-Desoxyadenosinmonophosphat
(1.4 Aquiv. EtsNH*, 334 mg, 683 umol) gegeben, der Ansatz in 20 mL abs. N,N-
Dimethylformamid gelost und weitere 1.2 Aquiv. des Aktivators Pyridiniumtrifluoracetat
(118 mg, 611 pmol) zugegeben. Die Losung wurde fur zehn Minuten bei 30 °C erwarmt.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 1.7 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid (5.5 mL in n-Decan,
0.16 mL, 0.88 mmol) und es wurde weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Das
Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt mittels automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% H.O — 100% CHsCN) gereinigt und die entsprechenden
Fraktionen lyophilisiert. Der erhaltene Rulckstand wurde mittels lonenaustausch-
chromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz tberfihrt, erneut lyophilisiert und der
erhaltene Rickstand zur abschlieBenden Reinigung erneut via automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% H.O — 100% CHsCN) gereinigt und die entsprechenden

Fraktionen lyophilisiert.

Es wird zur vereinfachten Berechnung des Molekulargewichts und der Ausbeute ein

vollstandiger Austausch der Kationen zu Ammonium-lonen angenommen.

Ausbeute: 15% (83 mg, 77 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als Gemisch

von zwei Diastereomeren.

Summenformel: Cs3HsoN7O21P>

Molare Masse: 1071.9205 g/mol
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus zwei Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Aufgrund der geringen
Signalintensitat, bedingt durch die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe
der HSQC- und HMBC-Spektren zugeordnet.

'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 8.51 (s, 2H, H-8, 2 ds), 8.22 (s, 1H, H-2, 1 ds),
8.22 (s, 1H, H-2, 1 ds), 7.62 (s, 1H, H-d, 1 ds), 7.62 (s, 1H, H-d, 1 ds), 7.39 — 7.36 (m, 4H, H-I,
2 ds), 7.26 (s, 1H, H-g, 1 ds), 7.26 (s, 1H, H-g, 1 ds), 7.17 (brs, NH4*, 1 ds), 7.09 (brs, NH4*, 1
ds), 7.04 — 7.00 (m, 4H, H-m, 2 ds), 6.38 — 6.35 (m, 2H, H-1’, 2 ds), 5.26 — 5.23 (m, 2H, H-3”,
2 ds), 5.23 -5.21 (m, 2H, H-2”, 2 ds), 5.16 — 5.14 (m, 2H, H-1", 2 ds), 5.03 — 5.00 (m, 4H, H-j,
2 ds), 4.99 (d, 2Jun = 14.1 Hz, 1H, H-a, 1 ds), 4.97 (d, 2Jun = 14.2 Hz, 1H, H-a, 1 ds), 4.87 (d,
2Jyn = 14.1 Hz, 1H, H-a, 1 ds), 4.87(d, 2Jun = 14.1 Hz, 1H, H-a, 1 ds), 4.46 — 4.43 (m, 2H,
H-3”, 2 ds), 4.33 — 4.28 (m, 2H, H-4", 2 ds), 4.26 — 4.21 (m, 2H, H-5”, 2 ds), 4.15 — 4.10 (m,
2H, H-5”, 2 ds), 4.01 — 3.97 (m, 2H, H-4’, 2 ds), 3.97 — 3.91 (m, 4H, H-5’, 2 ds), 3.88 (s, 6H,
H-h, 2 ds), 3.84 (s, 6H, H-I, 2 ds), 2.70 — 2.64 (m, 2H, H-2’, 2 ds), 2.57 — 2.53 (m, 4H, H-p, 2
ds), 2.30 — 2.25 (m, 2H, H-2’, 2 ds), 2.07 (s, 3H, OAc, 1 ds), 2.07 (s, 3H, OAc, 1 ds), 2.00 (s,
3H, OAc, 1 ds), 1.99 (s, 3H, OAc, 1 ds), 1.65 — 1.59 (m, 4H, H-q, 2 ds), 1.37 — 1.23 (m, 16H,
H-r, H-s, H-t, H-u, 2 ds), 0.88 — 0.85 (m 4H, H-v, 2 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 171.7 (C-0, 2 ds), 169.4 (COCHs, 2 ds), 154.1
(C-6, 2 ds), 153.2 (C-, 2 ds), 150.2 (C-2, 1 ds), 150.1 (C-2, 1 ds), 150.1 (C-n, 2 ds), 148.8
(C-4, 2 ds), 147.6 (C-e, 2 ds), 139.4 (C-8, 2 ds), 139.4 (C-e, 2 ds), 133.9 (C-k, 2 ds), 128.8
(C-l, 1 ds), 128.8 (C-l, 1 ds), 128.0 (C-b, 2 ds), 121.6 (C-m, 1 ds), 121.6 (C-m, 1 ds), 118.7
(C-5, 2 ds), 111.1 (C-g, 2 ds), 108.1 (C-d, 1 ds), 108.0 (C-d, 1 ds), 104.6 (C-1”, 2 ds), 86.2
(C-4, 2 ds), 83.0 (C-1’, 2 ds), 79.0 (C-4”, 2 ds), 73.9 (C-2”, 2 ds), 71.2 (C-3", 2 ds), 70.9 (C-3",
2 ds), 67.6 (C+j, 2 ds), 67.0 (C-5”, 2 ds), 66.1 (C-a, 2 ds), 65.6 (C-5', 2 ds), 56.2 (C-h, 2 ds),
56.0 (C-i, 2 ds), 39.9 (C-2, 2 ds), 33.4 (C-p, 2 ds), 31.1, 28.3, 22.0 (C-r, C-s, C-t, C-u), 24.3
(C-q, 2 ds), 20.4 (COCHs, 1 ds), 20.4 (COCHs, 1 ds), 20.3 (COCHs, 1 ds), 20.3 (COCHs, 1 ds),
13.9 (C-v).

31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds, 300 K): -11.5 (d, 2Jpp = 20.8 Hz, Pa, 2 ds), -12.0 (d,
2)pp = 21.5 Hz, Pg, 1 ds), -12.2 (d, 2Jpp = 20.8 Hz, Pg, 1 ds).

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 1055.3047 [M+H]*, gef.: 1055.3023 [M+H]".

174



Darstellung von 2,3”-Di-O,0-acetyl-1”-O-B-MeNV-Pg-(4-octanoyloxybenzyl)-

adenosindiphosphat-ribose 37

Es wurden 1.0 Aquiv. Bis(N,N-diisopropylamino)-O-(4-octanoyloxybenzyl)phosphoramidit 44
(199 mg, 414 pmol) und 1.0 Aquiv. 2,3-Di-O,0-acetyl-1-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-
ethyl)-B-D-ribofuranosid 46 (189 mg, 426 umol) vorgelegt und in 16 mL abs. Acetonitril gelost.
Es erfolgte unter Rihren bei Raumtemperatur die Zugabe von 1.0 Aquiv. des Aktivators
Pyridiniumtrifluoracetat (83 mg, 0.43 mmol). Der Ansatz wurde fur 30 Minuten gertihrt und das
Losungsmittel  entfernt. Zu dem Ruckstand wurden 1.2 Aquiv. Triethylammonium-
Adenosinmonophosphat (1.0 Aquiv. EtsNH*, 227 mg, 506 umol) gegeben, der Ansatz in 12 mL
abs. N,N-Dimethylformamid gelést und weitere 1.2 Aquiv. des Aktivators Pyridinium-
trifluoracetat (98 mg, 0.51 mmol) zugegeben. Die Losung wurde fur eine Stunde bei 30 °C
erwarmt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 2.9 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid-Lésung
(5.5 Min n-Decan, 0.12 mL, 1.2 mmol) und es wurde weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Das Loésungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt mittels automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% H.O — 100% CHsCN) gereinigt und die entsprechenden
Fraktionen lyophilisiert. Der erhaltene Rulckstand wurde mittels lonenaustausch-
chromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz tberfihrt, erneut lyophilisiert und der
erhaltene Rickstand zur abschlieBenden Reinigung erneut via automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% H.O — 100% CHsCN) gereinigt und die entsprechenden

Fraktionen lyophilisiert.

Es wird zur vereinfachten Berechnung des Molekulargewichts und der Ausbeute ein

vollstandiger Austausch der Kationen zu Ammonium-lonen angenommen.

Ausbeute: 21% (95 mg, 86 pumol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als Gemisch

von vier Diastereomeren.
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.

H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 8.50 — 8.45 (m, H-8, 4 ds), 8.19 —8.15 (m, H-2,
4 ds), 7.59 — 7.33 (m, H-m, H-e, 4 ds), 7.25 — 7.00 (m, H-n, H-h, 4 ds), 5.94 — 5.92 (m, H-1°, 4
ds), 5.41 -5.33 (m, H-a, 4 ds), 5.26 — 5.21 (m, H-3“, 2 ds), 5.20 — 5.12 (m, H-2“, 4 ds, H-1", 2
ds, H-3%, 2 ds), 5.12 - 5.05 (m, H-k, 2 ds), 4.99 — 4.94 (m, H-k, 2 ds), 4.72 (s, H-1%, 2 ds), 4.62
—4.56 (m, H-2°, 4 ds), 4.30 — 4.10 (m, H-3', H-4", 4 ds), 4.10 — 3.95 (m, H-4‘, H-5', H-5%, 4 ds),
3.93, 3.93, 3.88, 3.87, 3.85, 3.80, 3.79 (s, H-i, H-j, 4 ds), 2.59 — 2.54 (m, H-q, 4 ds), 2.06 — 1.97
(m, OAc, 4 ds), 1.67 — 1.59 (m, H-r, 4 ds), 1.47 — 1.40 (m, H-b, 4 ds), 1.39 — 1.26 (m, H-s, H-t,
H-u, H-v, 4 ds), 0.88 — 0.85 (m, H-w, 4 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 171.7 (C-p), 169.7, 169.7, 169.7, 169.6,
169.5, 169.4, 169.4 (COCHs3), 155.4 (C-6), 153.5, 153.2 (C-g), 151.7 (C-2), 150.2, 150.2 (C-0),
149.6 (C-4), 147.6, 147.5, 147.4 (C-f), 140.1, 139.2 (C-d), 139.6 (C-8), 134.0, 133.9 (C-I),
133.8, 132.8 (C-c), 121.7, 121.6 (C-m), 128.9, 128.9 (C-n), 118.8 (C-5), 109.7, 108.8 (C-€),
107.6, 107.5 (C-h), 104.0, 102.4 (C-1"), 86.7 (C-1°), 83.9 (C-4‘), 78.9, 78.9 (C-4”), 74.0, 73.9
(C-2"), 72.0, 69.6 (C-a), 71.0, 70.9 (C-3"), 67.6 (C-k), 67.0, 65.4 (C-5°, C-5“), 56.2, 56.0, 55.9
(C-i, C+), 33.4 (C-q), 24.3 (C-r), 23.2 (C-b), 22.0, 28.3, 31.1 (C-s, C-t, C-u, C-v), 20.4, 20.4,
20.3, 20.3, 20.3, 20.3, 20.2, 20.2 (COCHs3), 13.9 (C-w).

3IP-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds, 300 K): -11.5 (d, 2Jpp = 21.1 Hz, Pq, 2 ds), -11.6 (d,
2Jpp = 21.0 Hz, Pq, 2 ds), -11.9 (d, 2Jpp = 20.2 Hz, Pg, 1 ds), -12.0 (d, 2Jp,p = 20.6 Hz, Pg, 1 ds),
-12.1 (d, 2Jpp = 21.3 Hz, Pp, 1 ds), -12.3 (d, 2Jpp = 20.7 Hz, Pg, 1 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 1085.3152 [M+H]*, gef.: 1085.3171 [M+H]".
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Darstellung von 2”,3”-Di-O,0-acetyl-1”-O-B-MeNV-Pg-(4-octanoyloxybenzyl)-2’-desoxy-

adenosindiphosphat-ribose 39

Es wurden 1.3 Aquiv. Bis(N,N-diisopropylamino)-O-(4-octanoyloxybenzyl)phosphoramidit 44
(320 mg, 666 umol) und 1.0 Aquiv. 2',3’-Di-0O,0-acetyl-1’-(1-(4,5-dimethoxy-2-
nitrophenyl)ethyl)-B-D-ribofuranosid 46 (228 mg, 514 umol) vorgelegt und in 20 mL N,N-
Dimethylformamid gel6st. Es erfolgte unter Rihren bei Raumtemperatur die Zugabe von
1.2 Aquiv. des Aktivators Pyridiniumtrifluoracetat (120 mg, 621 pmol). Der Ansatz wurde fiir
15 Minuten bei 30 °C geriihrt. Zu dem Riickstand wurden 1.5 Aquiv. Triethylammonium-2‘-
Desoxyadenosinmonophosphat (1.4 Aquiv. EtzNH*, 400 mg, 818 umol) sowie weitere
1.5 Aquiv. des Aktivators Pyridiniumtrifluoracetat (147 mg, 761 umol) gegeben. Die Lésung
wurde fur 70 Minuten bei 30 °C erwarmt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 1.9 Aquiv. tert-
Butylhydroperoxid-L6sung (5.5 M in n-Decan,0.18 mL, 0.99 mmol) und es wurde weitere
30 Minuten bei Raumtemperatur gertihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und das
Rohprodukt mittels automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% H,O — 100% CHsCN)
gereinigt und die entsprechenden Fraktionen lyophilisiert. Der erhaltene Rickstand wurde
mittels lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz Uberfuhrt,
erneut lyophilisiert und der erhaltene Ruckstand zur abschlieBenden Reinigung erneut via
automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% H.O — 100% CHsCN) gereinigt und die
entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Es wird zur vereinfachten Berechnung des Molekulargewichts und der Ausbeute ein

vollstandiger Austausch der Kationen zu Ammonium-lonen angenommen.

Ausbeute: 20% (109 mg, 100 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als

Gemisch von vier Diastereomeren.
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.

H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 8.51 (s, H-8, 1 ds), 8.50 (s, H-8, 1 ds), 8.49 (s,
H-8, 1 ds), 8.48 (s, H-8, 1 ds), 8.21 (s, H-2, 4 ds), 7.57 (s, H-e, 1 ds), 7.56 (s, H-e, 1 ds), 7.51
(s, H-e, 1 ds), 7.50 (s, H-e, 1 ds), 7.49 — 7.44 (m, H-m, 2 ds), 7.40 — 7.36 (m, H-m, 2 ds), 7.24
—7.22 (m, H-h, 2 ds), 7.19 (brs, NH*), 7.17 — 7.15 (m, H-h, 2 ds), 7.12 — 7.01 (m, NH4*, H-n,
4 ds), 6.40 — 6.35 (m, H-1’, 4, ds), 5.40 — 5.34 (m, H-a, 4 ds), 5.25 - 5.22 (m, H-3", 2 ds), 5.19
—-5.13 (m, H-17, 2ds, H-2”, 4 ds, H-3", 2 ds), 5.12 — 5.08 (m, H-ka, 4 ds), 5.00 — 4.94 (m, H-kp,
4 ds), 4.72 (s, H-1”, 2 ds), 4.48 — 4.42 (m, H-3’, 4 ds), 4.30 — 3.90 (m, H-4”, 4 ds, H-4’, 4 ds,
H-5, 4 ds, H-5", 4 ds), 3.93, 3.93, 3.87, 3.87, 3.85, 3.80, 3.79 (s, H-i, H-j, 4 ds), 2.72 — 2.64
(m, H-2’3, 4 ds), 2.58 — 2.53 (m, H-q, 4 ds), 2.32 — 2.25 (m, H-2',, 4 ds), 2.05 (s, Ac, 1 ds), 2.04
(s, Ac, 1 ds), 1.99 (s, Ac, 1 ds), 1.98 — 1.97 (s, Ac, 4 ds), 1.97 (s, Ac, 1 ds), 1.66 — 1.59 (m,
H-r, 4 ds), 1.46 — 1.40 (m, H-b, 4 ds), 1.37 — 1.32 (m, H-s, H-t, H-u, H-v, 4 ds), 0.88 — 0.84 (m,
H-w, 4 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 171.7 (C-p), 169.7, 169.5, 169.4 (COCHs),
154.6 (C-6), 153.6, 153.2 (C-g), 150.3 (C-0), 150.2 (C-2), 148.9 (C-4), 147.8, 147.6 (C-f), 139.9
(C-8), 139.2, 140.2 (C-d), 133.8, 132.9 (C-c), 128.9, 128.8 (C-m, C-I), 121.7, 121.7, 121.6
(C-n), 118.7 (C-5), 109.4, 108.6 (C-h), 107.6, 107.5 (C-€), 104.0, 102.2 (C-1"), 83.3 (C-1’),
78.9, 78.6 (C-4”), 86.0 (C-4'), 73.9 (C-2"), 71.8, 69.5 (C-a), 70.9 (C-3"), 67.5 (C-k), 67.0 (C-5"),
65.6 (C-5'), 56.2, 56.0, 55.9 (C-i, C-j), 39.6 (C-2), 33.5 (C-q), 31.2, 28.3, 22.0 (C-s, C-t, C-u,
C-v), 24.3 (C-r), 23.1 (C-b), 20.4 ,20.3, 20.2 (COCHs).

3IP-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds, 300 K): -11.4 — -11.6 (m, P, 4 ds), -11.8 — -12.0 (m,
Pg, 2 ds), -12.1 (d, 2Jpp = 20.5 Hz, Pp, 1 ds), -12.3 (d, 2Jpp = 20.6 Hz, Pg, 1 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 1069.3203 [M+H]*, gef.: 1069.3209 [M+H]".
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7.2.4 Synthese von MeNV-ADPR und -dADPR

Darstellung von 1‘-(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl)-5’-O-triphenylmethyl-B-D-ribo-

furanosid 83

Es wurden 1.0 Aquiv. 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl-B-b-ribofuranosid 45 (675 mg, 1.95 mmol),
1.5 Aquiv. Triphenylmethylchlorid (827 mg, 2.97 mmol) und 0.3 Aquiv. 4-(Dimethylamino)-
pyridin (69 mg, 0.56 mmol) in 10 mL abs. Pyridin gelést und unter Rihren bis zum
vollstandigen Umsatz bei 95 °C erhitzt. Das Losungsmittel wurde entfernt, der Rickstand
jeweils dreimal mit Toluol und Dichlormethan coevaporiert und in Ethylacetat aufgenommen.
Die organische Phase wurde mit ges. Ammoniumchlorid-Losung, Wasser und ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen, dber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte sédulenchromatographisch an
Kieselgel (PE/EE 1:1 — EE v/v).

Ausbeute: 68% (777 mg, 1.32 mmol) eines gelben, amorphen Feststoffes.

Summenformel: CszHz3sNOg

Molare Masse: 587.6250 g/mol

DC: Ri-Wert (EE): 0.76.

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.69 (s, 1H, H-9), 7.44 — 7.41 (m, 6H, H-c), 7.25
—7.21 (m, 6H, H-d), 7.21 — 7.17 (m, 3H, H-e), 7.04 (s, 1H, H-12), 5.15 (bs, 1H, H-1), 5.12 (d,
2Jupn = 15.0 Hz, 1H, H-64), 4.96 (d, 2Jupn = 15.0 Hz, 1H, H-6v), 4.41 — 4.37 (m, 1H, H-3), 4.26
—4.23 (M, 1H, H-2), 4.16 — 4.12 (m, 1H, H-4), 3.95 (s, 3H, H-13), 3.71 (s, 3H, H-14), 3.34 (dd,
2Jum = 9.7 Hz, 3Jup = 4.6 Hz, H-5,), 3.26 (dd, 2Jupn = 9.6 Hz, 3Jun = 4.7 Hz, 1H, H-5,), 2.62 (d,
3Jun = 4.0 Hz, 1H, 2-OH), 2.32 (d, 3Jun = 6.1 Hz, 1H, 3-OH).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 153.6 (C-11), 147.8 (C-10), 143.9 (C-b), 139.5
(C-8), 129.8 (C-7), 128.7 (C-c), 128.0 (C-d), 127.2 (C-e), 110.1 (C-12), 108.1 (C-9), 107.2
(C-1), 86.9 (C-a), 82.6 (C-4), 75.5 (C-2), 72.6 (C-3), 67.0 (C-6), 64.8 (C-5), 56.5 (C-13), 56.3
(C-14).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3416, 3060, 2926, 2868, 1581, 1520, 1492, 1462, 1448, 1396,
1327, 1275, 1220, 1162, 1099, 1067, 1032, 987, 952, 875, 795, 766, 747, 706.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 610.2048 [M+Na]*, gef.: 610.2060 [M+Na]*.
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Darstellung von 1°-(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-5’-O-triphenylmethyl-g-D-

ribofuranosid 84

Es wurden 1.0 Aquiv. 1‘-(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-B-d-ribofuranosid 46 (731 mg,
2.03 mmol), 1.4 Aquiv. Triphenylmethylchlorid (799 mg, 2.87 mmol) und 0.3 Aquiv.
4-(Dimethylamino)pyridin (73 mg, 0.29 mmol) in 10 mL abs. Pyridin gel6ést und unter Rihren
fur vier Stunden bis zum vollstdndigen Umsatz bei 95 °C erhitzt. Das Ldsungsmittel wurde
entfernt, der Rickstand jeweils dreimal mit Toluol und Dichlormethan coevaporiert und in
Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wurde mit ges. Ammoniumchlorid-
Lésung, Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte

séulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:1 v/v).

Ausbeute: 80% (0.981 mg, 1.63 mmol) eines gelben, amorphen Feststoffes als Gemisch von

zwei Diastereomeren.

Summenformel: CzsH3sNOg

Molare Masse: 601.6520 g/mol

DC: Ri-Wert (PE/EE 1:1 v/v): 0.63; 0.46.
Diastereomer 1:

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.57 (s, 1H, H-10), 7.52 — 7.48 (m, 3H, H-€), 7.37
—7.31 (m, 6H, H-d), 7.28 — 7.19 (m, 6H, H-c), 7.12 (s, 1H, H-13), 5.57 (q, *Jun = 6.3 Hz, 1H,
H-6), 4.72 (d, 3Jupn = 1.5 Hz, 1H, H-1), 4.32 (q, *Jnn = 5.3 Hz, 1H, H-3), 4.15 — 4.10 (m, 1H,
H-2), 4.10 — 4.04 (m, 1H, H-4), 3.94 (s, 3H, H-14), 3.91 (s, 3H, H-15), 3.32 (dd, 2Jun = 9.8 Hz,
3Jum = 5.3 Hz, 1H, H-54), 3.29 (dd, 2Jun = 9.9 Hz, 3Jup = 5.1 Hz, 1H, H-5p), 2.50 (d, 3Jup =
4.2 Hz, 1H, OH), 2.26 (d, 3Jun = 5.5 Hz, 1H, OH), 1.37 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 154.0 (C-12), 148.0 (C-11), 143.7 (C-b), 140.8
(C-9), 134.6 (C-8), 128.8 (C-e), 128.1 (C-d), 127.4 (C-c), 108.9 (C-10), 107.7 (C-13), 105.1
(C-1), 87.0 (C-a), 82.5 (C-4), 75.7 (C-2), 72.9 (C-3), 70.4 (C-6), 65.1 (C-5), 56.5 (C-14), 56.5
(C-15), 23.8 (C-7).
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Diastereomer 2:

H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.53 (s, 1H, H-10), 7.52 — 7.48 (m, 3H, H-e), 7.37
—7.31 (m, 6H, H-d), 7.28 — 7.19 (m, 6H, H-c), 7.13 (s, 1H, H-13), 5.50 (q, 3Jun = 6.2 Hz, 1H,
H-6), 5.06 (d, 3Jun = 1.5 Hz, 1H, H-1), 4.25 (q, ®Jun = 5.3 Hz, 1H, H-3), 4.19 — 4.15 (m, 1H,
H-2), 4.00 — 3.94 (m, 1H, H-4), 3.92 (s, 3H, H-14), 3.70 (s, 3H, H-15), 3.19 (dd, 2Jun = 9.6 Hz,
3Jun = 4.7 Hz, 1H, H-5,), 3.09 (dd, 2Jun = 9.6 Hz, 3Jun = 6.1 Hz, 1H, H-5;), 2.60 (d, 3Jun =
3.8 Hz, 1H, OH), 2.35 (d, 3Jun = 5.1 Hz, 1H, OH), 1.48 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 153.9 (C-12), 147.7 (C-11), 143.9 (C-b), 139.2
(C-9), 135.8 (C-8), 128.7 (C-e), 128.1 (C-d), 127.3 (C-c), 108.8 (C-10), 107.7 (C-13), 105.7
(C-1), 87.0 (C-a), 81.7 (C-4), 75.9 (C-2), 73.3 (C-3), 71.5 (C-6), 64.9 (C-5), 56.5 (C-14), 56.3
(C-15), 23.0 (C-7).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3058, 2956, 2927, 2870, 1578, 1518, 1491, 1449, 1374, 1333,
1271, 1218, 1170, 1077, 1014, 955, 900, 877, 795, 763, 734, 700, 647, 632.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 624.2204 [M+Na]*, gef.: 624.2199 [M+Na]*.
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Darstellung von 2°,3’-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-5’-
O-triphenylmethyl-B-D-ribofuranosid 85

Es wurden 1.0 Aquiv. 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl-5’-O-triphenylmethyl-B-D-ribofuranosid 83
(105 mg, 179 umol), 5.1 Aquiv. tert-Butyldimethylsilylchlorid (137 mg, 909 pmol) und
5.2 Aquiv. Imidazol (63 mg, 0.93 mmol) in 0.5 mL abs. N,N-Dimethylformamid gelést und der
Ansatz fur 18 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Lésungsmittel wurde entfernt und
der Ruckstand in Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wurde mit ges.
Ammoniumchlorid-Lésung, Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, lber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel entfernt. Die Reinigung des

Rohprodukts erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 7:1 — EE v/v).

Ausbeute: 81% (118 mg, 145 umol) eines gelben, amorphen Feststoffes.

e
Summenformel: CssHs1NOgSiy
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DC: R+-Wert (PE/EE 7:1 v/v): 0.30.

IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.70 (s, 1H, H-9), 7.49 — 7.47 (m, 6H, H-c), 7.23 —
7.17 (m, 9H, H-d, H-€), 7.01 (s, 3H, H-12), 5.19 (d, 2Jun = 14.7 Hz, 1H, H-64), 5.07 (d, 3Jun =
0.7 Hz, 1H, H-1), 5.06 (d, 2Jun = 14.6 Hz, 1H, H-6,), 4.29 (dd, 3Jun = 7.1 Hz, 3Jun = 4.0 Hz,
1H, H-3), 4.19 (ddd, 3Jun = 7.1 Hz, 3Jun = 4.7 Hz, 3Jun = 2.4 Hz, 1H, H-4), 4.08 (dd, 3Jun =
3.9 Hz, 3Jun = 2.4 Hz, 1H, H-2), 3.95 (s, 3H, H-13), 3.58 (s, 3H, H-14), 3.40 (dd, 2Juy =
10.3 Hz, 3Jun = 2.3 Hz, 1H, H-5,), 3.01 dd, 24y = 10.3 Hz, 3Jun = 4.8 Hz, 1H, H-5p), 0.91 (s,
9H, SiC(CHa)s), 0.74 (s, 9H, SIC(CHa)s), 0.12 (s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 3H, SiCHs), -0.04 (s, 3H,
SiCHs), -0.20 (s, 3H, SiCHs).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 153.5 (C-11), 147.8 (C-10), 144.1 (C-b), 139.8
(C-8), 129.9 (C-7), 128.9 (C-c), 127.8 (C-d), 127.1 (C-e), 110.5 (C-12), 108.2 (C-9), 107.4
(C-1), 86.5 (C-a), 82.0 (C-4), 76.4 (C-2), 72.3 (C-3), 67.2 (C-6), 64.2 (C-5), 56.5 (C-13), 56.1
(C-14), 25.9 (SiC(CHa)s), 25.8 (SiC(CHa)s), 18.2 (SiC(CHa)s), 18.1 (SiC(CHa)s), -4.1
(SiCHs), -4.2 (SiCHs), -4.4 (SiCHs), -4.9 (SiCH).
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IR (ATR): Wellenzahl # [cmY]: 3061, 3022, 2953, 2929, 2856, 1581, 1520, 1491, 1463, 1449,
1361, 1327, 1275, 1254, 1219, 1162, 1128, 1097, 1068, 1033, 1009, 954, 937, 871, 834, 795,
775, 737, 700, 672, 632.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 838.3777 [M+Na]*, gef.: 838.3768 [M+Na]*.

Darstellung von 2’°,3’-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-
ethyl)-5’-O-triphenylmethyl-B-D-ribofuranosid 86

Es wurden 1.0 Aquiv. 1‘(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-5"-O-triphenylmethyl-B-D-
ribofuranosid 84 (539 mg, 896 umol), 4.6 Aquiv. tert-Butyldimethylsilylchlorid (620 mg,
4.11 mmol) und 5.7 Aquiv. Imidazol (345 mg, 5.07 mmol) in 5 mL abs. N,N-Dimethylformamid
geldst und der Ansatz fur 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde
entfernt und der Rickstand in Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wurde mit
ges. Ammoniumchlorid-Losung, Wasser und ges. Natriumchlorid-L6sung gewaschen, tber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel entfernt. Die Reinigung des

Rohprodukts erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 7:1 viv).

Ausbeute: 85% (632 mg, 761 umol) eines gelben, amorphen Feststoffes als Gemisch von

zwei Diastereomeren.

Summenformel: CssHsaNOgSio

Molare Masse: 830.1780 g/mol

86

DC: R+-Wert (PE/EE 7:1 v/v): 0.50; 0.45.
Diastereomer 1:

1H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.62 (s, 1H, H-10), 7.57 — 7.54 (m, 6H, H-c), 7.37
—7.31 (m, 6H, H-d), 7.24 — 7.18 (m, 4H, H-e, H-13), 5.78 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6), 4.59 (bs,
1H, H-1), 4.35 (dd, 3Jun = 8.3 Hz, 3Jun = 4.0 Hz, 1H, H-3), 4.12 — 4.08 (m, 1H, H-4), 3.98 — 3.95
(m, 1H, H-2), 3.97 (s, 3H, H-14), 3.96 (s, 3H, H-15), 3.42 (dd, 2Jun = 10.3 Hz, 3Jun = 1.7 Hz,
1H, H-54), 3.01 (dd, 2Jun = 10.4 Hz, 3Jup = 4.9 Hz,1H, H-5,), 1.44 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, H-7),
0.92 (s, 9H, SiC(CHs)3), 0.71 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.00 (s, 3H, SiCHs), -0.01 (s, 3H, SiCHs), -0.02
(s, 3H, SiCHs), -0.15 (s, 3H, SiCHa).
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13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 153.8 (C-12), 148.0 (C-11), 144.2 (C-b), 141.0
(C-9), 135.3 (C-8), 129.0 (C-c), 127.9 (C-d), 127.1 (C-e), 108.8 (C-13), 107.8 (C-10), 105.0
(C-1), 86.6 (C-a), 81.4 (C-4), 76.5 (C-2), 71.8 (C-3), 69.9 (C-6), 63.9 (C-5), 56.5 (C-15), 56.5
(C-14), 26.0 (SiC(CHs)s), 25.9 (SiC(CHs)s), 23.9 (C-7), 18.3 (SiC(CHs)s), 18.1 (SiC(CHs)s), -3.9
(SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.6 (SiCHs).

Diastereomer 2:

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.54 (s, 1H, H-10), 7.41 — 7.37 (m, 6H, H-c), 7.24
—7.18 (m, 10H, H-d, H-e, H-13), 5.59 (q, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6), 5.00 (d, 3Jun = 2.3 Hz, 1H,
H-1), 4.12 — 4.08 (m, 1H, H-3), 4.04 — 4.01 (m, 2H, H-2, H-4), 3.91 (s, 3H, H-14), 3.64 (s, 3H,
H-15), 3.25 (dd, 2Jupn = 10.2 Hz, 3Jupn = 3.4 Hz, 1H, H-5,), 2.92 (dd, 2Jupn = 10.2 Hz, 3Jpp =
4.6 Hz, 1H, H-5p), 1.52 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7), 0.78 (s, 9H, SiC(CHs)3), 0.77 (s, 9H,
SiC(CHa)s), 0.13 (s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 3H, SiCHs), -0.17 (s, 3H, SiCHs), -0.19 (s, 3H, SiCHa).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 153.6 (C-12), 147.6 (C-11), 144.0 (C-b), 139.2
(C-9), 136.2 (C-8), 128.8 (C-c), 127.8 (C-d), 127.0 (C-e), 109.5 (C-13), 107.7 (C-10), 106.2
(C-1), 86.5 (C-a), 82.3 (C-4), 76.5 (C-2), 72.5 (C-3), 71.7 (C-6), 64.1 (C-5), 56.4 (C-14), 56.2
(C-15), 25.9 (SiC(CHa)s), 25.8 (SiC(CHs)s), 23.2 (C-7), 18.1 (SiC(CHz)s), 18.0 (SIC(CHa)s), -4.2
(SICH3), -4.3 (SiCHs), -4.8 (SiCHs), -4.9 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2955, 2927, 2856, 1583, 1521, 1492, 1462, 1449, 1377, 1362,
1335, 1273, 1256, 1220, 1166, 1095, 1081, 1031, 959, 938, 899, 874, 836, 794, 777, 747, 705,
632.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 852.3934 [M+Na]*, gef.: 852.3956 [M+Na]".
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Darstellung von 2,3,5-0,0,0-Tri(tert-butyldimethylsilyl)-1’-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitro-
phenyl)ethyl)-B-D-ribofuranosid 87

Es wurden 1.0 Aquiv. 1’-(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-B-b-ribofuranosid 46 (750 mg,
2.09 mmol), 6.4 Aquiv. Imidazol (907 mg, 13.3 mmol) und 5.3 Aquiv. tert-Butyldimethyl-
silylchlorid (1.666 g, 11.05 mmol) in 5mL abs. N,N-Dimethylformamid geldst. Die
Reaktionslosung wurde fir sechs Stunden bei 90 °C und anschlieBend weitere 18 Stunden
bei Raumtemperatur gerthrt. Das Ldsungsmittel wurde entfernt und der Rickstand in
Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wurde mit verdiinnter Salzsaure (1 M),
Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (PE/EE 6:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 66% (971 mg, 1.38 mmol) eines gelblichen Ols als Gemisch von zwei

Diastereomeren.

Summenformel: CzzHesNOgSiz

Molare Masse: 702.1200 g/mol

DC: R+-Wert (PE/EE 3:1 v/v): 0.56.

IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.59 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.55 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.28 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.12 (s, 1H, H-13, 1ds), 5.56 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.45
(q, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.87 (d, 3Jun = 2.7 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.53 (s, 1H, H-1, 1 ds),
4.18 (dd, 3Jup = 7.2 Hz, 3Jup = 4.1 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.07 (t, 3Jun = 4.7 Hz, 1H, H-3, 1 ds),
3.98 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.97 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.96 — 3.92 (m, 2H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds),
3.94 (s, 3H, H-15, 1 ds), 3.94 (s, 3H, H-15, 1 ds), 3.90 — 3.82 (m, 3H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds, H-5,
1 ds), 3.63 (dd, 2Jup = 11.6 Hz, 3Jup = 4.5 Hz, 1H, H-5, 1 ds), 3.61 (dd, 2Jupn = 11.3 Hz, 3Jup =
4.2 Hz, 1H, H-5, 1 ds), 3.45 (dd, 2Jup = 11.1 Hz, 3Jup = 4.7 Hz, 1H, H-5, 1 ds), 1.51 (d, 3Jup =
6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.48 (d, 3Juu = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 0.95 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.91 (s,
9H, SiC(CHs)s), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.83 (s, 9H, SiC(CH3)s), 0.79
(s, 9H, SiC(CHa)s), 0.13 (s, 3H, SiCHs), 0.12 (s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 9H, SiCHs), 0.09 (s, 3H,
SiCHs), 0.08 (s, 3H, SiCHs), 0.03 (s, 3H, SiCHs), 0.01 (s, 3H, SiCHs), -0.02 (s, 3H, SiCHs), -
0.05 (s, 3H, SiCHa).
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13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 153.6 (C-12, 2 ds), 147.9 (C-11, 1 ds), 147.7
(C-11, 1 ds), 141.0 (C-9, 1 ds), 139.5 (C-9, 1 ds), 136.3 (C-8, 1 ds), 134.9 (C-8, 1 ds), 109.7
(C-13, 1 ds), 109.0 (C-13, 1 ds), 107.7 (C-10, 1 ds), 107.7 (C-10, 1 ds), 106.1 (C-1, 1 ds),
104.7 (C-1, 1 ds), 83.8 (C-4, 1 ds), 82.9 (C-4, 1 ds), 76.8 (C-2, 1 ds), 76.6 (C-2, 1 ds), 72.1
(C-3, 1 ds), 71.9 (C-6, 1 ds), 71.5 (C-3, 1 ds), 69.6 (C-6, 1 ds), 63.6 (C-5, 1 ds), 63.5 (C-5, 1
ds), 56.5 (C-14, 1 ds), 56.5 (C-14, 1 ds), 56.4 (C-15, 1 ds), 56.4 (C-15, 1 ds), 26.3 (SiC(CHs)s),
26.0 (SiC(CHs)s), 26.0 (SiC(CHs)s), 25.8 (SIC(CHs)s), 24.1 (C-7, 1 ds), 23.2 (C-7, 1 ds), 18.8
(SIC(CHa)s), 18.5 (SiC(CHs)s), 18.3 (SIC(CHs)s), 18.2 (SiC(CHs)s), 18.2 (SIC(CHa)s), -4.0, -4.2,
-4.3,-4.6,-4.7, 5.1, -5.2, -5.3, -5.4 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl # [cm™]: 2954, 2929, 2898, 2857, 1522, 1472, 1463, 1389, 1362, 1335,
1273, 1254, 1220, 1165, 1124, 1097, 1081, 1025, 1005, 971, 939, 922, 873, 836, 777.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 724.3703 [M+Na]*, gef.: 724.3650 [M+Na]*.
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Darstellung von 2°,3’-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-g-

D-ribofuranosid 81

Es wurden 1.0 Aquiv. 2’,3'-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-5'-
O-triphenylmethyl-8-D-ribofuranosid 85 (297 mg, 364 umol) in 3 mL abs. Dichlormethan geltst
und auf 0°C gekihlt. Zu dieser Lésung wurden 3.8 Aquiv. Trifluoressigsaureanhydrid
(0.20 mL, 1.4 mmol), geldst in 0.8 mL abs. Dichlormethan, zugegeben und der Ansatz fur funf
Minuten bei 0 °C geruihrt. Zu dieser Losung wurden 2.7 Aquiv. Trifluoressigsaure (0.08 mL,
1 mmol), gel6st in 0.6 mL abs. Dichlormethan, zugegeben und der Ansatz fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurden 4.1 Aquiv. Triethylamin (0.21 mL, 1.5 mmol)
und 1.5 mL Methanol zugegeben und fir weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt.
Nach der Zugabe von Wasser wurden die Phasen getrennt und die wassrige Phase dreimal
mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel entfernt. Zum Abspalten des 5‘-Trifluoracetylesters
wurde der Rickstand erneut in 10 mL Methanol gel6st, mit 0.4 mL Triethylamin versetzt und
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur gertihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und das erhaltene Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE
2:1 viv) gereinigt.

Ausbeute: 80% (168 mg, 293 umol) eines orangen Harzes.

NO,
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DC: R+-Wert (PE/EE 2:1 v/v): 0.58.

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 7.65 (s, 1H, H-12), 7.27 (s, 1H, H-9), 4.99 (d,
2Jun = 14.3 Hz, 1H, H-64), 4.86 (d, 3Jun = 1.2 Hz, 1H, H-1), 4.82 (d, 2Jun = 14.3 Hz, 1H, H-6y),
4.68 (t, Jupn = 5.5 Hz, 1H, 5-OH), 4.20 (dd, 3Jun = 6.6 Hz, *Jnpn = 4.2 Hz, 1H, H-3), 4.00 (dd,
3Jun = 4.1 Hz, 3Jun = 1.2 Hz, 1H, H-2), 3.89 (s, 3H, H-13), 3.86 (s, 3H, H-14), 3.84 — 3.82 (m,
1H, H-4), 3.58 (ddd, 2Jupn = 11.9 Hz, 3Jup = 5.0 Hz, 3Jup = 3.7 Hz, 1H, H-5,), 3.37 (ddd, 2Jpp =
11.5 Hz, 3Jun = 5.8 Hz, 3y = 5.6 Hz, 1H, H-5,), 0.88 (s, 9H, SiC(CHa)s), 0.87 (s, 9H,
SiC(CHa)s), 0.08 (s, 3H, SiCHs), 0.08 (s, 3H, SiCHs), 0.07 (s, 3H, SiCHa), 0.07 (s, 3H, SiCHa).
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13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 153.0 (C-11), 147.4 (C-10), 139.5 (C-8), 128.9
(C-7), 110.8 (C-9), 107.9 (C-12), 105.9 (C-1), 83.0 (C-4), 75.9 (C-2), 71.6 (C-3), 65.7 (C-6),
61.1 (C-5), 56.1 (C-14), 56.0 (C-13), 25.7 (SiC(CHs)s), 25.6 (SiC(CHs)s), 17.8 (SIC(CHa)s), 17.8
(SiC(CHa)s), -4.5, -4.7, -4.7, -5.1 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl # [cm™]: 3562, 2952, 2929, 2857, 1618, 1582, 1521, 1463, 1439, 1391,
1361, 1327, 1275, 1254, 1220, 1161, 1089, 1067, 1028, 987, 940, 916, 872, 831, 794, 774,
755.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 596.2682 [M+Na]*, gef.: 596.2713 [M+Na]*.

Darstellung von 2’°,3’-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-
ethyl)-B-D-ribofuranosid 82

Synthese 1:

Es wurden 1.0 Aquiv. 2’,3’-Di-O,O-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-
ethyl)-5’-O-triphenylmethyl-B-D-ribofuranosid 86 (323 mg, 389 pumol) in 3 mL abs.
Dichlormethan gelést und auf 0°C gekihlt. Zu dieser Losung wurden 3.7 Aquiv.
Trifluoressigsaureanhydrid (0.20 mL, 1.4 mmol), gelést in 0.8 mL abs. Dichlormethan,
zugegeben und der Ansatz bei 0 °C fur funf Minuten gerihrt. Zu dieser Lésung wurden
2.7 Aquiv. Trifluoressigsaure (0.08 mL, 1 mmol), gelést in 0.6 mL abs. Dichlormethan,
zugegeben und der Ansatz fur 15 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt. Anschlieend wurden
3.9 Aquiv. Triethylamin (0.21 mL, 1.5 mmol) und 1.5 mL Methanol zugegeben und fur weitere
15 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. Nach der Zugabe von Wasser wurden die Phasen
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
entfernt. Zum Abspalten des 5'-Trifluoracetylesters wurde der Rickstand erneut in 10 mL
Methanol gel6st, mit 0.4 mL Triethylamin versetzt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene

Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 6:1 — 1:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 80% (192 mg, 327 umol) eines orangen Harzes.

Summenformel: C7H49NOgSiz

Molare Masse: 587.8570 g/mol
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Synthese 2:

Es wurden 1.0 Aquiv. 2,3,5-0,0,0-Tri(tert-butyldimethylsilyl)-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitro-
phenyl)ethyl)-B-D-ribofuranosid 87 (959 mg, 1.37 mmol) in 8 mL Tetrahydrofuran geldst und
die Reaktionslésung auf 0 °C gekuhlt. Es erfolgte die Zugabe von 2 mL Wasser und 2 mL
Trifluoressigsaure. Die Reaktionsldsung wurde flr drei Stunden bei 0 °C gerihrt und durch
Zugabe von ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung und Dichlormethan beendet. Die Phasen
wurden getrennt und die wassrige Phase zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel entfernt.

Die Reinigung erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 4:1 v/v).
Ausbeute: 77% (615 mg, 1.05 mmol) eines orangen Harzes.

DC: Ri-Wert (PE/EE 6:1 v/v): 0.31; 0.23.

Diastereomer 1:

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.58 (s, 1H, H-10), 7.18 (s, 1H, H-13), 5.46 (q,
3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6), 4.90 (bs, 1H, H-1), 4.24 (dd, 3Jun = 7.7 Hz, 3Jup = 4.1 Hz, 1H, H-3),
4.00 — 3.98 (M, 1H, H-2), 3.98 (s, 3H, H-15), 3.96 — 3.94 (M, 1H, H-4), 3.94 (s, 3H, H-14), 3.65
(dd, 2up = 12.2 Hz, 3Jupn = 2.5 Hz, 1H, H-5,), 3.36 (dd, 2Jup = 12.2 Hz, 3Jupn = 2.8 Hz, 1H,
H-5p), 1.49 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7), 0.90 (SiC(CHs)3), 0.89 (SiC(CHs)s), 0.11 (SiCHs), 0.11
(SiCH3), 0.09 (SiCHs), 0.00 (SiCHs).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 153.8 (C-12), 147.9 (C-11), 139.3 (C-9), 135.4
(C-8), 109.1 (C-13), 107.8 (C-10), 106.9 (C-1), 82.5 (C-4), 77.0 (C-2), 72.2 (C-6), 70.7 (C-3),
61.0 (C-5), 56.5 (C-15), 56.4 (C-14), 26.0 (SiC(CHs)s), 25.9 (SiC(CHa)s), 23.4 (C-7), 18.2
(SiC(CHa)s), 18.2 (SIC(CHa)s), -4.1, -4.4, -4.5, -4.5 (SiCHs).

Diastereomer 2:

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.56 (s, 1H, H-10), 7.11 (s, 1H, H-13), 5.52 (q,
3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-6), 4.54 (bs, 1H, H-1), 4.33 (dd, 3Jun = 8.0 Hz, 3Jup = 4.0 Hz, 1H, H-3),
4.03 (ddd, 3Jup = 7.9 Hz, 3Jup = 2.8 Hz, 3Jun = 2.6 Hz, 1H, H-4), 3.99 (s, 3H, H-15), 3.95 (s,
3H, H-14), 3.89 — 3.85 (M, 2H, H-2, H-54), 3.59 (dd, 2Juu = 12.1 Hz, 3Jun = 3.0 Hz, 1H, H-5p),
1.53 (d, 3Jup = 6.4 Hz, 3H, H-7), 0.90 (SiC(CHs)s), 0.80 (SIiC(CHs)s), 0.11, 0.10, 0.08, -0.13
(SiCHa).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 153.8 (C-12), 148.1 (C-11), 140.8 (C-9), 134.5
(C-8), 108.8 (C-13), 107.7 (C-10), 105.5 (C-1), 82.5 (C-4), 76.9 (C-2), 70.6 (C-3), 70.3 (C-6),
61.3 (C5), 56.6 (C-15), 56.5 (C-14), 25.9 (SiC(CHs)s), 25.8 (SiC(CHs)s), 24.1 (C-7), 18.2
(SIC(CHa)s), 18.2 (SiC(CHa)s), -4.1 (SiCHs), -4.4 (SiCHs), -4.6 (SiCHs), -4.8 (SiCHs).
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IR (ATR): Wellenzahl # [cmY]: 2954, 2927, 2856, 1580, 1522, 1462, 1377, 1362, 1335, 1274,
1220, 1189, 1164, 1119, 1087, 1024, 996, 970, 942, 875, 836, 814, 795, 777.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 588.3019 [M+Na]*, gef.: 588.3018 [M+Na]*.

Darstellung von 2°,3’-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-5’-
O-tosyl-B-D-ribofuranosid 76

Es wurden 1.0 Aquiv. 2’,3'-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1’-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-B-b-
ribofuranosid 81 (107 mg, 186 umol) in 1 mL abs. Pyridin geldst und auf 0 °C gekuhlt. Zu
dieser Losung wurden 2.1 Aquiv. Tosylchlorid (76 mg, 0.40 mmol) zugegeben. Die Reaktion
wurde nach 24 Stunden Ruhren bei Raumtemperatur abgebrochen. Das Losungsmittel wurde
entfernt und der Riickstand jeweils dreimal mit Toluol und Dichlormethan ceovaporiert und in
Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wurde mit ges. Ammoniumchlorid-
Losung, Wasser und mit ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Lo6sungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 3:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 74% (100 mg, 137 umol) eines orangefarbenes Harzes.

Summenformel: CasHssNO1:SSiy ke 302 1 12 0
11
~ . |
Molare Masse: 728.0130 g/mol >‘/Si/o ° S||ﬁ< Ol 13
14

DC: Ri-Wert (PE/EE 3:1 v/v): 0.62.

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 7.71 (s, 1H, H-12), 7.63 — 7.59 (m, 2H, H-b),
7.24 — 7.21 (m, 2H, H-c), 7.20 (s, 1H, H-9), 4.91 (d, 2Jun = 14.5 Hz, 1H, H-64), 4.88 (bs, 1H,
H-1), 4.82 (d, 2Jun = 14.3 Hz, 1H, H-61), 4.36 (dd, 3Jup = 7.8 Hz, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, H-3), 4.20
(dd, 2Jpn = 10.6 Hz, 3Jupn = 2.3 Hz, 1H, H-54), 4.13 — 4.10 (m, 1H, H-4), 4.08 (dd, 2Jun =
10.6 Hz, 3Jnn = 3.4 Hz, 1H, H-5p), 4.01 (s, 3H, H-14), 3.99 (d, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, H-2), 3.96 (s,
3H, H-13), 2.39 (s, 3H, H-e), 0.88 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.87 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.09 (s, 3H,
SiCHs), 0.08 (s, 3H, SiCHs), 0.07 (s, 3H, SiCHs), 0.06 (s, 3H, SiCHs).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 153.8 (C-11), 148.0 (C-10), 145.1 (C-d), 139.7
(C-8), 132.7 (C-a), 129.9 (C-c), 129.6 (C-7), 127.9 (C-b), 110.8 (C-9), 108.0 (C-12), 106.5
(C-1), 79.3 (C-4), 76.2 (C-2), 71.4 (C-3), 68.5 (C-5), 66.5 (C-6), 56.5 (C-13), 56.4 (C-14), 25.9
(SiC(CHs)s), 25.8 (SIC(CHs)s), 21.7 (C-€), 18.2 (SiC(CHs)s), 18.1 (SiC(CHs)s), -4.1, -4.4, -4.5,
-4.9 (SiCHs).
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IR (ATR): Wellenzahl # [cmY]: 2954, 2929, 2857, 1582, 1520, 1463, 1395, 1361, 1328, 1275,
1259, 1221, 1189, 1176, 1166, 1097, 1076, 1017, 987, 943, 912, 869, 835, 794, 776, 732, 706,
670.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 728.2951 [M+Na]*, gef.: 728.2938 [M+Na]*.

Darstellung von 2°,3’-Di-O,O-tert-butyldimethylsilyl-1*-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-
ethyl)-5’-O-tosyl-B-D-ribofuranosid 77

Es wurden 1.0 Aquiv. 2',3’-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1°-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-
ethyl)-B-D-ribofuranosid 82 (186 mg, 316 pumol) in 2.5 mL abs. Pyridin gelost. Zu dieser Losung
wurden 2.5 Aquiv. Tosylchlorid (150 mg, 787 umol) gegeben und der Ansatz anschlieRend fiir
18 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel entfernt, der
Ruckstand jeweils dreimal mit Toluol und Dichlormethan coevaporiert und in Dichlormethan
aufgenommen. Die organische Phase wurde mit ges. Ammoniumchlorid-L6sung, Wasser und
ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, (ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
abschlieRend das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch

an Kieselgel (PE/EE 6:1 — 5:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 88% (207 mg, 279 umol) eines gelben, amorphen Feststoffes.

20

)
. 18 x4 ona O, 5
Summenformel: CssHssNO11SSiz 73 4 -
Molare Masse: 742.0400 g/mol ~5;-©

77
DC: Ri-Wert (PE/EE 6:1 v/v): 0.39.

191



H-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.88 — 7.85 (m, 2H, H-17, 1 ds), 7.60 (s, 1H, H-10,
1ds), 7.59-7.57 (m, 2H, H-17, 1 ds), 7.56 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.45—7.41 (m, 2H, H-18, 1 ds),
7.27 —7.24 (m, 2H, H-18, 1 ds), 7.24 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.09 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.47 — 5.42
(m, 2H, H-6, 2 ds), 4.86 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.42 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.36 (dd, 3J4n = 8.2 Hz,
3Jun = 3.8 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.11 — 4.05 (m, 3H, H-3, 1 ds, H-5, 1 ds), 4.04 — 4.01 (m, 1H,
H-4, 1 ds), 4.00 (s, 3H, H-15, 1 ds), 3.98 (s, 3H, H-15, 1 ds), 3.96 — 3.93 (m, 3H, H-2, 1 ds,
H-4, 1 ds, H-5,, 1 ds), 3.94 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.94 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.89 — 3.84 (m, 1H,
H-2, 1 ds), 3.87 — 3.83 (m, 1H, H-5p, 1 ds), 2.47 (s, 3H, H-20, 1 ds), 2.41 (s, 3H, H-20, 1 ds),
1.49 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.46 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 0.89 (s, 9H,
SiC(CHa)s, 1 ds), 0.88 (s, 9H, SiC(CHz)s3, 1 ds), 0.85 (s, 9H, SiC(CHzs)s3, 1 ds), 0.78 (s, 9H,
SiC(CHa)s, 1 ds), 0.14 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), 0.10 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), 0.09 (s, 6H, SiCHs, 2 ds),
0.07 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), 0.03 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), 0.00 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), -0.13 (s, 3H,
SiCHg, 1 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 153.9 (C-12, 1 ds), 153.7 (C-12, 1 ds), 148.0
(C- 11, 1 ds), 147.8 (C-11, 1 ds), 145.1 (C-19, 1 ds), 144.9 (C-19, 1 ds), 141.0 (C-9, 1 ds),
139.3 (C-9, 1 ds), 135.7 (C-8, 1 ds), 134.6 (C-8, 1 ds), 132.9 (C-16, 1 ds), 132.6 (C-16, 1 ds),
130.2 (C-18, 1 ds), 129.9 (C-18, 1 ds), 128.2 (C-17, 1 ds), 127.9 (C-17, 1 ds), 109.5 (C-13, 1
ds), 108.6 (C-13, 1 ds), 107.8 (C-10, 1 ds), 107.8 (C-10, 1 ds), 106.2 (C-1, 1 ds), 104.3 (C-1,
1 ds), 79.4 (C-4, 1 ds), 79.0 (C-4, 1 ds), 76.4 (C-2, 1 ds), 76.3 (C-2, 1 ds), 72.0 (C-3, 1 ds),
72.0 (C-6, 1 ds), 71.2 (C-3, 1 ds), 69.2 (C-6, 1 ds), 69.1 (C-5, 1 ds), 68.5 (C-5, 1 ds), 56.5,
56.5, 56.5 (C-14, C15, 2 ds), 25.9 (SiC(CHs)3), 25.9 (SIC(CHa)s), 25.9 (SiC(CHa)s), 25.7
(SIC(CHs)s), 23.7 (C-7, 1 ds), 22.9 (C-7, 1 ds), 21.8 (C-20, 1 ds), 21.8 (C-20, 1 ds), 18.2
(SIC(CHs)s), 18.1 (SIC(CHs)s), 18.1 (SIC(CHs)s), 18.1 (SIC(CHa)s), -4.0, -4.2,-4.3, -4.4, -4.5, -
4.9, -4.9 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2954, 2927, 2856, 1737, 1581, 1520, 1462, 1364, 1336, 1274,
1220, 1189, 1177, 1097, 1082, 1061, 1020, 984, 969, 870, 838, 815, 778.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 764.2927 [M+Na]*, gef.: 764.2941 [M+Na]".
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Versuch der Darstellung von 2, 3-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1’-O-B-(4,5-dimeth-

oxy-2-nitrobenzyl)-adenosindiphosphat-ribose 88

Es wurden 1.0 Aquiv. 2’,3'-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-5'-
O-tosyl-B-D-ribofuranosid 76 (96 mg, 0.13 mmol) in 1 mL abs. Acetonitril gelost und 1.6 Aquiv.
Tetrabutylammonium-Adenosindiphosphat (2.8 Aquiv. BusN*, 226 mg, 207 umol) zugegeben.
Die Reaktionsldsung wirde flr sechs Stunden bei Raumtemperatur gertihrt und anschlieRend
fur vier Tage bei 40 °C gerthrt. AnschlieRend wurde das Ldsungsmittel entfernt und der
Ruckstand mittels automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% H.O — 100% CHsCN)

gereinigt.

Das gewiinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.

Summenformel: C35H56N8018P28i2

Molare Masse: 1017.0795 g/mol

88

Versuch der Darstellung von 2“,3“-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1”’-O-8-(1-(4,5-di-
methoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-adenosindiphosphat-ribose 89

Es wurden 1.3 Aquiv. Adenosindiphosphat (56 mg, 0.13mmol) in 1mL abs. N,N-
Dimethylformamid suspendiert und mit 0.1 mL Triethylamin versetzt. Es erfolgte die Zugabe
von Tetrbutylammoniumhydroxid-Lésung (40% in Wasser), bis eine klare Losung erhalten
wurde. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Rickstand mit abs. Acetonitril coevaporiert.
AnschlieRend wurden 1.0 Aquiv. 2',3'-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-
nitrophenyl)ethyl)-5’-O-tosyl-B-D-ribofuranosid 77 (75 mg, 0.10 mmol) in 1 mL abs Acetonitril
gel6st und die Lésung auf 0 °C gekuhlt. Es erfolgte die Zugabe des Adenosindiphosphats,
welches zuvor in abs. Acetonitril gelost wurde. Die Reaktionsldsung wurde fiir eine Stunde bei
0 °C geruhrt und anschlieend die Kihlung entfernt. Nach einer Reaktionszeit von 18 Stunden
wurde das Losungsmittel entfernt und der Rickstand mittels automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% H>O — 100% CH3zCN) gereinigt.

Das gewiinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.
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Summenformel: Cs7HgsNsO1P2Siz O ) (.?B Ha s || °N
e NN SN0-PR0-PT0 5 4 P2
Molare Masse: 1031.1065 g/mol NO, O O . 3'O > ¢
b *NH4 *NH,
OH OH

89

Darstellung von 2°,3’-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-5’-
(2-cyanoethyl-diisopropylaminophosphoramidit)-B-D-ribofuranosid 78

Es wurden 1.0 Aquiv. 2',3'-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-B-b-
ribofuranosid 81 (214 mg, 373 umol) in 1 mL abs. Tetrahydrofuran geldst und anschlieRend zu
einer Suspension, bestehend aus 8.3 Aquiv. 2,4,6-Collidin (0.41 mL, 3.1 mmol), 0.7 Aquiv.
Methylimidazol (0.01 mL, 0.2mmol) und 3.0 Aquiv. 2-Cyanoethyl-N,N-diisopropyl-
chlorphosphoramidit (0.25 mL, 1.1 mmol) in 1 mL abs. Tetrahydrofuran, gegeben. Die
Suspension wurde fiir 2.5 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt, anschlieBend in 50 mL
Ethylacetat aufgenommen und die organische Phase mit 50 mL verdunnter
Natriumhydrogencarbonat-Losung (5% in Wasser) gewaschen. Die wassrige Phase wurde
erneut mit Ethylacetat extrahiert, die vereinten organischen Phasen Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel entfernt. Das Produkt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 7:3 v/v + 0.1% Et3N) gereinigt.

Ausbeute: 42% (121 mg, 156 umol) eines gelben Feststoffes.

Mo
16
}N‘ . NO:
/P_O 5 O 7 9
Summenformel: CssHeaN3O10PSio 18 17() A O 12 10
N='¢/ k3 2} o
Molare Masse: 774.0518 g/mol 19 0 O 110\ I13
>( I Ij< 14
78
DC: R+-Wert (PE/EE 7:3 v/v): 0.71.

Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus zwei Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitdt durch Uberlagernde Signale nur
eingeschrankt ausgewertet werden. Aufgrund der geringen Signalintensitét, bedingt durch die
geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.
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IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 7.70 (s, 1H, H-9, 1 ds), 7.69 (s, 1H, H-9, 1 ds),
7.22 (s, 2H, H-12, 2 ds), 5.16 (d, 2Jun = 15.5 Hz, 1H, H-6,, 1 ds), 5.14 (d, 2Jun = 15.6 Hz, 1H,
H-6, 1 ds), 4.17 — 4.10 (m, 2H, H-3, 2 ds), 4.05 —3.99 (m, 2H, H-4, 2 ds), 3.99 (s, 6H, H-14/H-
13, 2 ds), 3.95 (s, 6H, H-14/H-13, 2 ds), 3.90 — 3.48 (m, 8H, H-17, 2 ds, H-15, 2 ds), 2.58 (t,
3Jun = 6.4 Hz, 2H, H-18, 1 ds), 2.57 (t, 3Jun = 6.3 Hz, 2H, H-18, 1 ds), 1.13 (d, 3Jun = 7.2 Hz,
2H, H-16, 1 ds), 1.11 (d, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-16, 1 ds), 0.91 (s, 9H, SiC(CHa)s, 1 ds), 0.90 (s,
9H, SIiC(CHsa)s, 1 ds), 0.10 (s, 6H, SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 153.4 (C-11, 2 ds), 147.7 (C-10, 2 ds), 139.7
(C-8, 2 ds), 130.0 (C-7, 2 ds), 117.6 (C-19, 2 ds), 110.1 (C-12, 2 ds), 108.1 (C-9, 2 ds), 106.8
(C-1, 2 ds), 82.1 (C-4, 2 ds), 76.9 (C-2, 2 ds), 72.2 (C-3, 2 ds), 66.6 (C-6, 2 ds), 63.6 (C-5,
2 ds), 58.5 (C-17, 2 ds), 56.5, 56.5 (C-13, C-14, 2 ds), 43.5 (C-15, 2 ds), 26.0 (SiC(CHa)s), 25.9
(SIC(CHs)s), 24.9 (C-16, 2 ds), 20.4 (C-18, 2 ds), -4.1, -4.3, -4.4 (SiCHs).

31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls, 300 K): 147.9 (s, 1 ds), 147.6 (s, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2958, 2929, 2857, 1581, 1520, 1463, 1394, 1362, 1327, 1275,
1257, 1220, 1163, 1126, 1068, 1024, 1006, 998, 948, 873, 835, 794, 775, 672, 521.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 774.3946 [M+H]*, gef.: 774.3936 [M+H]*.
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Versuch der Darstellung von 2, 3-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1’-O-B-(4,5-dimeth-

oxy-2-nitrobenzyl)-2‘-desoxyadenosindiphosphat-ribose 90

Es wurden 1.0 Aquiv. 2’,3'-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-5'-
(2-cyanoethyl-diisopropylaminophosphoramidit)-g8-D-ribofuranosid 78 (119 mg, 154 mmol) in
20 mL abs. N,N-Dimethylformamid gelost und 1.4 Aquiv. Triethylammoniun-2‘-Desoxy-
adenosinmonophosphat (1.4 Aquiv. EtsNH*, 107 mg, 219 mmol) zugegeben. Die Reaktions-
lbsung wurde fir 70 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend 1.3 Aquiv. tert-
Butylhydroperoxid-Lésung (5.5 M in n-Decan, 0.02 mL, 0.2 umol) zugegeben und die Lésung
weitere 40 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Es erfolgte die Zugabe von 46 Aquiv.
Triethylamin (1.0 mL, 7.2 mmol) und nach weiteren 40 Minuten Reaktionszeit wurde das
Losungsmittel entfernt und der Ruckstand mittels automatisierter RP-Saulenchromatographie
(100% H>O — 100% CH3CN) gereinigt.

Das gewiinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.

Summenformel: C35H56N8017P28i2

Molare Masse: 1001.0805 g/mol
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Darstellung von 2’°,3’-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-
ethyl)-5’-(2-cyanoethyl-diisopropylaminophosphoramidit)-B-D-ribofuranosid 79

Es wurden 1.0 Aquiv. 2’,3’-Di-O,O-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-
ethyl)-B-D-ribofuranosid 82 (218 mg, 371 umol) in 3 mL abs. Tetrahydrofuran geldst, mit
8.1 Aquiv. 2,4,6-Collidin (0.40 mL, 3.0 mmol) und 0.8 Aquiv. Methylimidazol (0.02 mL,
0.3 mmol) versetzt. Nach Zugabe von 2.5 Aquiv. 2-Cyanoethyl-N,N-diisopropylchlor-
phosphoramidit (0.21 mL, 0.94 mmol) wurde der Ansatz fur 3.5 Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. AnschlieBend wurden 70 mL Ethylacetat zugegeben und die organische Phase mit
70 mL verdiunnter Natriumhydrogencarbonat-Lésung (5% in Wasser) und ges. Natriumchlorid-
Ldsung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel entfernt. Das

Produkt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 4:1 v/v + 0.05% Et3N) gereinigt.

Ausbeute: 45% (132 mg, 167 umol) eines gelben Ols.

N
f I P-Os
Summenformel: CssHssN3O10PSiz o]
__19/18 4 <3
N=
Molare Masse: 788.0788 g/mol 20 \Si/o
o1
79

DC: R-Wert (PE/EE 4:1 v/v + 0.05% Et3N): 0.69.

Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *3C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.
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H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 7.59 (s, H-10, 1 ds), 7.59 (s, H-10, 1 ds), 7.55
(s, H-10, 1 ds), 7.55 (s, H-10, 1 ds), 7.28 (s, H-13, 1 ds), 7.24 (s, H-13, 1 ds), 7.11 (s, H-13,
1ds), 7.11 (s, H-13, 1 ds), 5.59 — 5.50 (m, H-6, 2 ds), 5.49 — 5.43 (m, H-16, 2 ds), 4.91 (d,
3Jun = 1.5 Hz, H-1, 1 ds), 4.86 (d, 3Jun = 2.2 Hz, H-1, 1 ds), 4.52 (s, H-1, 1 ds), 4.46 (s, H-1,
1ds), 4.24 (dd, 3Jyn = 8.0 Hz, 3Jun = 4.0 Hz, H-3, 1 ds), 4.13 (dd, Iy = 7.7 Hz, 3Jun = 4.0 Hz,
H-3, 1 ds), 4.09 —4.04 (m, H-3, 1 ds, H-4, 2 ds), 4.03 - 3.85 (m, H-2, 4 ds, H-3, 1 ds, H-4, 2 ds,
H-5, 1 ds, H-18, 2 ds), 3.99 (s, H-14/H-15, 1 ds), 3.98 (s, H-14/H-15, 1 ds), 3.98 (s, H-14/H-15,
1 ds), 3.94 (s, H-14/H-15, 1 ds), 3.94 (s, H-14/H-15, 1 ds), 3.82 — 3.70 (m, H-18, 2 ds),
3.70 — 3.59 (m, H-16, 2 ds, H-5, 1 ds), 3.59 — 3.45 (m, H-16, 2 ds, H-5, 1 ds), 3.37 — 3.31 (m,
H-5, 1 ds), 3.31 - 3.24 (m, H-5, 1 ds), 2.71 — 2.65 (m, H-19, 2 ds), 2.61 — 2.54 (m, H-19, 2 ds),
1.53 (d, 3Jun = 6.4 Hz, H-7, 1 ds), 1.50 (d, 3Jun = 6.4 Hz, H-7, 1 ds), 1.47 (d, *Jun = 6.2 Hz,
H-7, 2 ds), 1.25 — 1.20 (m, H-17, 4 ds), 1.15 (d, 3Jun = 6.8 Hz, H-17, 1 ds), 1.13 (d, 3Jun =
6.8 Hz, H-17, 1 ds), 1.10 (d, 3Jun = 6.8 Hz, H-17, 1 ds), 1.07 (d, 3Jun = 6.8 Hz, H-17, 1 ds),
0.90, 0.90, 0.89, 0.88, 0.80, 0.80 (SiC(CHs)3), 0.12, 0.11, 0.10, 0.09, 0.09, 0.08, 0.08, 0.06,
0.02, 0.01, -0.11, -0.13 (SiCHg).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 153.7 (C-12), 148.1, 147.9 (C-11), 141.0,
140.9, 139.3, (C-9), 136.4, 135.8, 134.9 (C-8), 109.7, 108.9 (C-13), 107.8, 107.5 (C-10), 106.4,
106.2, 104.9, 104.3 (C-1), 82.5, 82.1, 81.6 (C-4), 76.7 (C-2), 72.6, 72.2 (C-3), 71.6, 69.6, 68.8
(C-6), 64.8, 64.5, 63.5 (C-5), 58.8 (C-18), 56.5 (C-14/C15), 43.2 (C-16), 26.0, 25.8 (SiC(CH=)a),
24.9, 24.8, 24.7 (C-17), 23.8, 23.1 (C-7), 20.6 (C-19), 18.2, 18.1 (SiC(CHa)s), -4.3, -4.5, -4.7
(SiCHa).

31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls, 300 K): 148.4 (s, 1 ds), 148.3 (s, 1 ds), 148.0 (s, 1 ds),
147.1 (s, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2960, 2930, 2857, 1519, 1463, 1364, 1334, 1271, 1219, 1164,
1121, 1080, 1024, 975, 873, 834, 794, 775, 734.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 810.3917 [M+H]*, gef.: 810.3934 [M+H]".
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Darstellung von Bis-O-(9H-fluoren-9-yImethyl)-N,N-diisopropylaminophosphor-
amidit 91

Es wurden 1.0 Aquiv. Dichlor-N,N-diisopropylaminophosphin 92 (3.9 mL, 19 mmol) in 40 mL
abs. Tetrahydrofuran gel6st und auf 0 °C gekuhlt. Zu der gekihlten Lésung wurden langsam
2.2 Aquiv. Triethylamin (5.8 mL 42 mmol) und 2.1 Aquiv. 9-Fluorenmethanol (7.800 g,
39.75 mmol), geldst in 40 mL abs. Tetrahydrofuran, zugetropft. Nach vollstandiger Zugabe
wurde der Ansatz langsam auf Raumtemperatur erwarmt und fir 18 Stunden gerihrt. Die
entstandene Suspension wurde filtriert, der Rickstand mit Ethylacetat gewaschen, das
Lésungsmittel entfernt und der Riuckstand mittels automatisierter Saulenchromatographie an
Kieselgel (PE/EE 96:4 viv + 1% EtsN) gereinigt.

Ausbeute: 81% (8.197 g, 15.71 mmol) eines gelblichen Harzes.

2

Summenformel: CzsHzsNO,P O. o’ O 3

Molare Masse: 521.6408 g/mol O 6

91
DC: Ri-Wert (PE/EE 96:4 v/v + 1% EtsN): 0.90.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.77 — 7.71 (m, 4H, H-9), 7.67 — 7.60 (m, 4H, H-6),
7.41—7.33 (M, 4H, H-8), 7.32 — 7.23 (m, 4H, H-7), 4.21 — 4.15 (m, 2H, H-4), 4.00 (ddd, 33y =
7.3 Hz, 3Jup = 7.3 Hz, 2Jup = 9.9 Hz, 2H, H-34), 3.80 (ddd, 3Jun = 7.3 Hz, 3Jup = 7.3 Hz, 2Jup =
9.9 Hz, 2H, H-3v), 3.65 (dsept, 3Jun = 6.5 Hz, 3Jup = 7.3 Hz, 2H, H-1), 1.15 (d, 3Jun = 6.8 Hz,
12H, H-2).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 145.1, 144.8 (C-5, C-5), 141.5, 141.4 (C-10,
C-10°), 127.5, 127.5 (C-8, C-8'), 127.0, 126.9 (C-7, C-7°), 125.6, 125.3 (C-6, C-6'), 120.0, 119.9
(C-9, C-9'), 66.1 (d, 2Jcp = 17.2 Hz, C-3, C-3), 49.3 (d, 3Jcp = 7.5 Hz, C-4, C-4’), 43.2 (d,
2Jcp = 12.5 Hz, C-1), 24.8 (d, 3Jcp = 7.4 Hz, C-2).

3Ip-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls, 300 K): 146.2 (s).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3065, 3039, 2964, 2927, 2863, 1477, 1448, 1395, 1363, 1318,
1261, 1236, 1199, 1183, 1155, 1126, 1102, 1068, 1008, 973, 937, 884, 860, 796, 780, 757,
735, 661, 643, 621.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 544.2376 [M+Na]*, gef.: 544.2422 [M+Na]".
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Darstellung von Bis-O-(9H-fluoren-9-ylmethyl)-(2,3-di-O,0-acetyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-
2-nitrophenyl)ethyl)-b-ribosyl)-5*-monophosphat 93

Es wurden 1.0 Aquiv. 2’,3-Di-O,0-acetyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-B-b-
ribofuranosid 46 (504 mg, 1.14 mmol) in 20 mL abs. Tetrahydrofuran geldst, mit 1.2 Aquiv. Bis-
O-(9H-fluoren-9-ylmethyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 91 (705 mg, 1.35 mmol) und
1.4 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (297 mg, 1.54 mmol) versetzt. Die Reaktionslésung wurde
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieRend 1.2 Aquiv. tert-
Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan, 0.25mL, 1.4 mmol) zugegeben und fir weitere
30 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Produkt

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 1:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 81% (814 mg, 925 umol) eines gelben, amorphen Feststoffes als Gemisch von

zwei Diastereomeren.

Summenformel: C47H46NO14P

Molare Masse: 879.8518 g/mol

93

DC: Ri-Wert (PE/EE 1:1 v/v): 0.13.

'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.74 — 7.68 (m, 8H, H-22, 2 ds), 7.61 — 7.46 (m,
10H, H-10, 2 ds, H-19, 2 ds), 7.41 — 7.31 (m, 8H, H-21, 2 ds), 7.31 — 7.21 (m, 8H, H-20, 2 ds),
7.14 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.12 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.61 — 5.53 (m, 2H, H-6), 5.34 — 5.31 (m, 1H,
H-3, 1 ds), 5.30 — 5.25 (m, 3H, H-3, 1 ds, H-2, 2 ds), 5.10 (d, 3Jun = 0.9 Hz, 1H, H-1, 1 ds),
4.70 (s, 1H, H-1), 4.37 — 4.32 (m, 2H, H-16, 1 ds), 4.30 — 4.25 (m, 3H, H-16, 1 ds, H-4, 1 ds),
4.25-4.16 (m, 5H, H-16, 2 ds, H-4, 1 ds, H-17, 2 ds), 4.16 — 4.03 (m, 6H, H-5, 2 ds, H-17, 2
ds), 4.01 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.93 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.85 (s, 3H, H-15, 1 ds), 3.78 (s, 3H,
H-15, 1 ds), 2.10 (s, 3H, Ac, 1 ds), 2.00 (s, 3H, Ac, 1 ds), 1.98 (s, 6H, Ac, 2 ds), 1.46 — 1.44
(m, 6H, H-7, 2 ds).
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13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 169.9, 169.8, 169.7 (C=0, 2 ds), 154.1, 153.8
(C-12, 2 ds), 148.1, 147.8 (C-11, 2 ds), 143.3 — 143.1 (m, C-18, 2 ds), 141.5, 141.5, 141.4,
141.4 (C-23, 2 ds), 140.5, 139.4 (C-9, 2 ds), 134.7, 133.9 (C-8, 2 ds), 128.0, 128.0, 128.0
(C-21, 2 ds), 127.3, 127.2 (C-20, 2 ds), 125.3, 125.3, 125.3, 125.3 (C-19, 2 ds), 120.1, 120.1,
120.1 (C-22, 2 ds), 109.2, 108.6 (C-13, 2 ds), 107.8, 107.6, (C-10, 2 ds), 104.1, 103.0 (C-1, 2
ds), 79.2 (d, ®Jpc = 8.3 Hz, C-4, 1.ds), 79.0 (d, 3Jpc = 7.7 Hz, C-4, 1 ds), 74.9, 74.8 (C-2, 2 ds),
71.9(C-6,1ds), 71.7, 71.2 (C-3, 2 ds), 70.2 (C-6, 1 ds), 69.6 — 69.5 (m, C-16, 2 ds), 67.7 — 67.5
(m, C-5, 2 ds), 56.6, 56.6, 56.5, 56.3 (C-14, 2 ds, C-15, 2 ds), 48.1 — 47.9 (m, C-17, 2 ds),
23.8,22.7 (C-7, 2 ds), 20.7 — 20.5 (C=OCHs, 2 ds).

31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls, 300 K): -1.5 (s, 1 ds), -1.6 (s, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2954, 2925, 2853, 1749, 1580, 1519, 1450, 1373, 1334, 1273,
1242, 1219, 1171, 1017, 991, 900, 876, 843, 795, 759, 741.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 902.2548 [M+Na]*, gef.: 902.2614 [M+Na]*.

Darstellung von 1°-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl-d-ribosyl)-5‘-mono-
phosphat 80

Es wurden 1.0 Aquiv. Bis-O-(9H-fluoren-9-yImethyl)-(2,3-di-O,0-acetyl-1-(4,5-dimethoxy-2-
nitrophenyl)ethyl-D-ribosyl)-5-monophosphat 93 (742 mq, 843 umol) in 22 mL
Methanol/Triethylamin/Wasser 7:3:1 v/v gelost und fur 18 Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel entfernt, der Riickstand in Dichlormethan und
Wasser aufgenommen, die Phasen geschittelt und mittels Zentrifugation (8000 rpm, 3 °C,
3 Minuten) wieder getrennt. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wassrige Phase
zwei weitere Male mit Dichlormethan und einmal mit Petrolether gewaschen. Die wassrige
Phase wurde gefriergetrocknet und das Rohprodukt via automatisierter RP-
Saulenchromatographie  (100% 0.1 M TEAB — 100% CHsCN) gereinigt  und die

entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Ausbeute: 61% (289 mg, 515 pumol) eines gelben, amorphen Feststoffes als Gemisch von
zwei Diastereomeren. Das Produkt wurde als Triethylammoniumsalz mit 1.2 Aquiv.
Triethylammonium erhalten. Fir die restlichen Gegenionen wurden Protonen zur Berechnung

des Molekulargewichts angenommen.

EtsNH* O 7 NO,
1l 6
_O_FI’_O 5
Summenformel: Cz1Hs7N201,P OH |05
Molare Masse: 540.5028 g/mol OH OH
80
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IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDsOD, 300 K): 7.59 (s, 2H, H-10, 2 ds), 7.33 (s, 1H, H-13, 1 ds),
7.24 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.46 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.42 (q, 3Jnn = 6.2 Hz, 1H, H-6,
1 ds), 4.95 (d, 3Jupn = 2.0 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.57 (d, 3Jun = 1.6 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.22 (1,
3Jun = 5.2Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.13 (dd, 3Jup = 5.6 Hz, 3Jun = 5.1 Hz, 1H, H-3, 1 ds),
4.09 — 3.95 (m, 6H, H-4, 2 ds, H-2, 2 ds, H-5, 1 ds), 3.98 (s, 3H, H-15, 1 ds), 3.96 (s, 3H, H-15,
1 ds), 3.90 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.89 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.80 (ddd, 2Jun = 10.9 Hz, 3Jup =
7.2 Hz,3Jupn = 5.6 Hz, 1H, H-5,, 1 ds), 3.72 (ddd, 23 = 10.8 Hz, 33 = 7.0 Hz, 3Jup = 6.1 Hz,
1H, H-55, 1 ds), 3.11 (g, 3Jun = 7.3 Hz, N(CH2CHs)s), 1.50 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds),
1.47 (d, 3Jnp = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.28 (d, 3Jun = 7.3 Hz, N(CH2CHa)s).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDsOD, 300 K): 155.3 (C-12, 1 ds), 155.2 (C-12, 1 ds), 149.5
(C-11, 1 ds), 149.3 (C-11, 1 ds), 142.2 (C-9, 1 ds), 140.7 (C-9, 1 ds), 136.6 (C-8, 1 ds), 135.3
(C-8, 1 ds), 111.0 (C-13, 1 ds), 110.2 (C-13, 1 ds), 108.8 (C-10, 1 ds), 108.8 (C-10, 1 ds),
108.2 (C-1, 1 ds), 106.3 (C-1, 1 ds), 84.0 (d, 3Jpc = 8.5 Hz, C-4, 1 ds), 83.6 (d, 3Jp.c = 7.7 Hz,
C-4,1ds), 76.7 (C-2, 1 ds), 76.5 (C-2, 1 ds), 73.4 (C-3, 1 ds), 73.3 (C-3, 1 ds), 73.2 (C-6, 1 ds),
71.1 (C-6, 1 ds), 67.7 (d, 2Jpc = 28.0 Hz, C-5, 1 ds), 67.6 (d, 2Jpc = 28.2 Hz, C-5, 1 ds), 57.1,
56.8, 56.8, 56.8 (C-14, 2 ds, C-15, 2 ds), 47.4 (N(CH2CHa)s), 24.0 (C-7, 1 ds), 23.2 (C-7, 1 ds),
9.3 (N(CH2CHs)s).

31P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDsOD, 300 K): 2.5 (s, 1 ds), 2.4 (s, 1 ds).

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 462.0772 [M+Na]*, gef.: 462.0718 [M+Na]".
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Darstellung von 2°-3'-Di-O,0-acetyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl-D-ribosyl)-
5‘-monophosphat 99

Es wurden 1.0 Aquiv. 2’,3-Di-O,0-acetyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-B-b-
ribofuranosid 46 (457 mg, 1.03 mmol) und 1.6 Aquiv. Bis-O-(9H-fluoren-9-ylmethyl)-N,N-diiso-
propylaminophosphoramidit 91 (848 mg, 1.63 mmol) in 20 mL Dichlormethan gel6st, mit
1.5 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (292 mg, 1.51 mmol) versetzt und fir 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurden 1.3 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-
Decan, 0.25 mL, 1.4 mmol) zugegeben und weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt.
Die Loésung wurde mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung, Wasser und ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel entfernt. Der Rickstand wurde in 20 mL abs. Acetonitril geldst und mit 5 mL
Triethylamin versetzt. Die Reaktionslésung wurde 18 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.
AnschlieRend wurde das Losungsmittel entfernt, der Rickstand in 0.1 M
Triethylammoniumbicarbonat-Puffer aufgenommen und die wéassrige Phase zweimal mit
Dichlormethan gewaschen. Die vereinten organischen Phasen wurden mit Wasser extrahiert
und anschlielRend die wassrigen Phasen mit Petrolether gewaschen. Die wéassrige Phase
wurde lyophilisiert und das Rohprodukt via automatisierter RP-Saulenchromatographie
(100% 0.1 M TEAB — 100% CH3CN) gereinigt und die entsprechenden Fraktionen
lyophilisiert.

Ausbeute: 63% (469 mg, 653 pumol) eines farblosen, amorphen Feststoffes als Gemisch von
zwei Diastereomeren. Das Produkt wurde als Triethylammoniumsalz mit 1.9 Aquiv.
Triethylammonium erhalten. Fir die restlichen Gegenionen wurden Protonen zur Berechnung

des Molekulargewichts angenommen.

1l 6
"0-P-0
Summenformel: CsHs1N2O14P OH

Molare Masse: 624.5768 g/mol

99

Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus zwei Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschréankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.
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H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDsCN, 300 K): 7.56 (s, 1H, H-10 1 ds), 7.55 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.31 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.22 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.45 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.43
(9, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.26 (dd, 3Jun = 6.2 Hz, 3Jun = 5.3 Hz, 1H, H-3, 1 ds),
5.23 -5.18 (m, 3H, H-2, 2 ds, H-3, 1 ds), 5.10 (d, 3Jun = 1.6 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.70 (d, 3Jun =
1.0 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.24 (dt, 3Jyn = 6.1 Hz,3Jyn = 4.5 Hz, 1H, H-4, 1 ds), 4.13 (dt, 3Jun =
5.1 Hz,3Jun = 5.1 Hz, 1H, H-4, 1 ds), 3.98 — 3.95 (m, 2H, H-5, 1 ds), 3.96 (s, 3H, H-15, 1 ds),
3.95 (s, 3H, H-15, 1 ds), 3.89 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.86 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.75 (ddd, 2Jup =
11.3 Hz,3Jun =7.1 Hz,3Jyn = 4.6 Hz, 1H, H-5,, 1 ds), 3.65 (ddd, 2Jupe =11.3 Hz,3Jun = 7.7 Hz,
3Jun = 5.7 Hz,, 1H, H-5;, 1 ds), 2.71 (q, 3Jun = 7.2 Hz, N(CH2CHa)3), 2.03 (s, 3H, OAc, 1 ds),
2.01 (s, 3H, OAc, 1 ds), 2.00 (s, 3H, OAc, 1 ds), 1.95 (s, 3H, OAc, 1 ds), 1.52 (d, 3Jun = 6.2 Hz,
3H, H-7, 1 ds), 1.47 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.09 (t, 3Jun = 7.2 Hz, N(CH2CHs)s).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDsCN, 300 K): 171.0 (COCHs), 170.7 (COCH3), 155.0 (C-12,
1 ds), 154.7 (C-12, 1 ds), 149.0 (C-11, 1 ds), 148.9 (C-11, 1 ds), 141.3 (C-9, 1 ds), 140.0 (C-9,
1 ds), 135.4 (C-8, 1 ds), 134.6 (C-8, 1 ds), 110.9 (C-13,1 ds), 110.1 (C-13, 1 ds), 108.6
(C-10,1 ds), 108.5 (C-10, 1 ds), 105.6 (C-1, 1 ds), 103.8 (C-1, 1 ds), 81.5 (m, C-4, 1 ds), 81.4
(m, C-4, 1 ds), 75.8 (C-2, 1 ds), 75.5 (C-2, 1 ds), 73.3 (C-6, 1 ds), 72.8 (C-3, 1 ds), 72.4 (C-3,
1 ds), 70.7 (C-6, 1 ds), 65.9 (m, C-5, 2 ds), 57.2 (C-15, 1 ds), 56.9 (C-15, 1 ds), 56.9 (C-14,
1 ds), 56.9 (C-14, 1 ds), 46.7 (N(CH2CHz)3), 23.9 (C-7, 1 ds), 23.1 (C-7, 1 ds), 20.8 (COCHs,
1 ds), 20.8 (COCHs, 1 ds), 20.8 (COCHs, 1 ds), 20.8 (COCHs, 1 ds), 10.6 (N(CH,CHs)s).

31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CD3CN, 300 K): 1.0 (s, 1 ds), 0.9 (s, 1 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 546.0983 [M+Na]*, gef.: 546.0966 [M+Na]*.
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Darstellung von 1”’-O-B-(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-adenosindiphosphat-
ribose 69

Es wurden 2.0 Aquiv. Natriumadenosinmonophosphat (100 mg, 256 pmol) vorgelegt und in
5mL abs. Acetonitril suspendiert, auf 0°C gekuhlt und anschlieRend mit 29.6 Aquiv.
Triethylamin (0.53 mL, 3.8 mmol) und 29.7 Aquiv. Trifluoressigsaureanhydrid (0.53 mL,
3.8 mmol) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur gerthrt,
das Lésungsmittel entfernt und der Rickstand erneut in 5 mL abs. Acetonitril gelést. Es wurde
der Ansatz erneut auf 0 °C gekiihlt, erneut 31.9 Aquiv. Triethylamin (0.57 mL, 4.1 mmol) und
11.7 Aquiv. Methylimidazol (0.12 mL, 1.5 mmol) hinzugegeben, die Kiihlung entfernt und der
Ansatz weitere zehn Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurden 1.0 Aquiv.
Triethylammonium-1-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl-D-ribosyl)-5-monophosphat 80

(1.2 Aquiv. EtsNH*, 72 mg, 0.13 mmol), gelost in 5 mL abs. Acetonitril, zugetropft und die
Reaktionslosung fir zwei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 0.1 M Triethylammoniumbicarbonat-Puffer beendet, die Losung lyophilisiert und
der Riickstand mittels automatisierter RP-Sé&ulenchromatographie (100% TEAB —
100% CHsCN) gereinigt. Der erhaltene Ruckstand wurde mittels lonenaustausch-
chromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz tberfihrt, erneut lyophilisiert und der
erhaltene Rickstand zur abschlieBenden Reinigung erneut via automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% H.O — 100% CHsCN) gereinigt und die entsprechenden

Fraktionen lyophilisiert.

Es wird zur vereinfachten Berechnung des Molekulargewichts und der Ausbeute ein

vollstandiger Austausch der Kationen zu Ammonium-lonen angenommen.

Ausbeute: 44% (46 mg, 57 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als Gemisch

von zwei Diastereomeren.

NH,
N 56\
Summenformel: CzsHaoNsgO1sP> C..)B Qe 8 || N
B0-PTO 5 WP
Molare Masse: 802.5802 g/mol o O =¥y,
b “NH. *NH 43 2/ 1
¢+ 7% OH OH
69
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus zwei Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.

H-NMR: 6 [ppm] (600 MHz, D20, 300 K): 8.49 (s, 1H, H-8, 1 ds), 8.43 (s, 1H, H-8, 1 ds), 8.26
(s, 1H, H-2, 1 ds), 8.26 (s, 1H, H-2, 1 ds), 7.54 (s, 1H, H-e, 1 ds), 7.49 (s, 1H, H-e, 1 ds), 7.16
(s, 1H, H-h, 1 ds), 7.06 (s, 1H, H-h, 1 ds), 6.08 (d, 3Jun = 5.6 Hz, 1H, H-1’, 1 ds), 6.01 (d, 3Jun =
5.5 Hz, 1H, H-1°, 1 ds), 5.41 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-a, 1 ds), 5.37 (q, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-a,
1ds), 5.03 (d, 3Jun = 2.4 Hz, 1H, H-1“, 1 ds), 4.74 — 4.71 (m, 2H, H-1”, 1 ds, H-2’, 1 ds), 4.66
(t, 3Jun = 5.4 Hz, 1H, H-2', 1 ds), 4.54 — 4.52 (m, 1H, H-3’, 1 ds), 4.51 — 4.49 (m, 1H, H-3,
1ds), 4.41 — 4.39 (m, 1H, H-4’, 1 ds), 4.33 (dd, 3Jun = 6.1 Hz,3*Jnn = 5.0 Hz, 1H, H-3”, 1 ds),
4.29 -4.26 (m, 1H, H-5’, 1 ds), 4.24 — 4.20 (m, 2H, H-3", 1 ds, H-5’, 1 ds), 4.18 — 4.11 (m, 3H,
H-2”, 1 ds, H-4”, 1 ds, H-5", 1 ds), 4.08 — 3.99 (m, 4H, H-2", 1 ds, H-4”, 1 ds, H-5”, 2 ds),
3.94 —3.88 (m, 1H, H-5”, 1 ds), 3.93 (s, 3H, H-}, 1 ds), 3.92 (s, 3H, H-}, 1 ds), 3.89 (s, 3H, H-i,
1ds), 3.85 (s, 3H, H-i, 1 ds), 1.46 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-b, 1 ds), 1.41 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H,
H-b, 1 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, D,0O, 300 K): 153.2 (C-g, 1 ds), 153.1 (C-6, 2 ds), 153.0 (C-g,
1ds), 149.4 (C-2, 1 ds), 149.2 (C-2, 1 ds), 148.6 (C-4, 1 ds), 148.5 (C-4, 1 ds), 147.2 (C-f,
1 ds), 147.0 (Cf, 1 ds), 140.7 (C-8, 1 ds), 140.7 (C-8, 1 ds), 140.0 (C-d, 1 ds), 139.1 (C-d, 1
ds), 134.4 (C-c, 1 ds), 133.4 (C-c, 1 ds), 118.4 (C-5, 2 ds), 109.5 (C-h, 1 ds), 108.9 (C-h, 1 ds),
107.9 (C-e, 1 ds), 107.6 (C-e, 1 ds), 106.6 (C-1”, 1 ds), 105.0 (C-1“, 1 ds), 87.3 (C-1’, 1 ds),
87.2 (C-1’, 1 ds), 83.9 (C-4’, 1 ds), 83.8 (C-4, 1 ds), 81.5 (C-4”, 2 ds), 74.8 (C-2”, 1 ds), 74.5
(C-2', 1 ds), 74.4 (C-2, 1 ds), 74.4 (C-2”, 1 ds), 73.1 (C-a, 1 ds), 71.1 (C-a, 1 ds), 70.9 (C-3",
1 ds), 70.8 (C-3”, 1 ds), 70.2 (C-3', 1 ds), 70.2 (C-3, 1 ds), 66.6 (m, C-5”, 2 ds), 65.2 (m, C-5/,
2 ds), 56.3, 56.2, 56.1, 56.0 (C-i, 2 ds, C-j, 2 ds), 22.4 (C-b, 1 ds), 21.7 (C-b, 1 ds).

31p-NMR: & [ppm] (162 MHz, D0, 300 K): -11.0 — -11.4 (m, 4P, P, 2 ds. Pg, 2 ds).

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 769.1478 [M+H]*, gef.: 769.1466 [M+H]".
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Darstellung von 1”’-O-B-(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-2’-desoxyadenosin-
diphosphat-ribose 71

Synthese 1:

Es wurden 2.1 Aquiv. Natrium-2‘-desoxyadenosinmonophosphat (100 mg, 267 umol)
vorgelegt und in 5 mL abs. Acetonitril suspendiert, auf 0 °C gekihlt und anschlieend mit
29.6 Aquiv. Triethylamin (0.53 mL, 3.8 mmol) und 29.7 Aquiv. Trifluoressigsaureanhydrid
(0.53 mL, 3.8 mmol) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur
gerihrt, das Lésungsmittel entfernt und der Riuckstand erneut in 5 mL abs. Acetonitril geldst.
Es wurde der Ansatz erneut auf 0 °C gekihlt, erneut 31.9 Aquiv. Triethylamin (0.57 mL,
4.1 mmol) und 11.7 Aquiv. Methylimidazol (0.12 mL, 1.5 mmol) hinzugegeben, die Kiihlung
entfernt und der Ansatz weitere zehn Minuten bei Raumtemperatur gertihrt. Anschlie3end
wurden 1.0 Aquiv. Triethylammonium-1-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl-D-ribosyl)-5-
monophosphat 80 (1.2 Aquiv. EtsNH*, 72 mg, 0.13 mmol), geldst in 5 mL abs. Acetonitril,
zugetropft und die Reaktionslosung fir zwei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 1 M Triethylammoniumbicarbonat-Puffer beendet, die
Losung lyophilisiert und der Ruckstand mittels automatisierter RP-Saulenchromatographie
(100% 0.1 M TEAB — 100% CHsCN) gereinigt. Der erhaltene Rickstand wurde mittels
lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz tberfiihrt, erneut
lyophilisiert und der erhaltene Rickstand zur abschlieRenden Reinigung erneut via
automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% H.O — 100% CH3CN) gereinigt und die

entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Es wird zur vereinfachten Berechnung des Molekulargewichts und der Ausbeute ein

vollstandiger Austausch der Kationen zu Ammonium-lonen angenommen.

Ausbeute: 77% (77 mg, 0.10 mmol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als

Gemisch von zwei Diastereomeren.

Summenformel: CasHsoNgO17P>

Molare Masse: 786.5815 g/mol

207



Synthese 1:

Es wurden 1.0 Aquiv. 2’,3’-Di-O,O-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-
ethyl)-5-(2-cyanoethyl-diisopropylaminophosphoramidit)-3-D-ribofuranosid 79 in 1.5 mL abs.
N,N-Dimethylformamid geldst und die Lésung auf 40 °C erhitzt. Es erfolgte die gleichzeitige
Zugabe von 1.7 Aquiv. Tetrabutylammonium-2‘-Desoxyadenosinmonophosphat (1.9 Aquiv.
BusN*, 215mg, 281 umol) und 1.6 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (50 mg, 0.26 mmol)
zugegeben und die Reaktionslésung fiir eine Stunde geriihrt. Nach der Zugabe von 1.7 Aquiv.
tert-Butylhydroperoxid-Lésung (5.5 M in n-Decan, 0.05 mL, 0.3 mmol) wurde die Ldsung
weitere 30 Minuten bei 40 °C gerthrt und anschlieend das Lésungsmittel entfernt. Der
Ruckstand mittels automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% 0.1 M
TEAB — 100% CHsCN) gereinigt und die entsprechende Fraktion lyophilisiert. Der erhaltene
Ruckstand wurde in 5 mL abs. Acetonitril gelést und mit 1 mL Triethylamin und 0.5 mL
Triethylamin-Trihydrofluorid (37%) versetzt. Der Ansatz wurde fiur zwei Tage bei
Raumtemperatur gerihrt. Uberschiissiges Fluorid-Reagenz wurde anschlieRend durch
Zugabe von Kieselgel gequencht. Die Suspension wurde filtriert und das Filtrat verwendet um
das Produkt mittels lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz
zu Uberfiihren, erneut lyophilisiert und der erhaltene Riickstand zur abschlieRenden Reinigung
erneut via automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% H.O — 100% CHsCN) gereinigt
und die entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus zwei Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.

H-NMR: & [ppm] (600 MHz, D0, 300 K): 8.45 (s, 1H, H-8, 1 ds), 8.38 (s, 1H, H-8, 1 ds), 8.22
(s, 1H, H-2, 1 ds), 8.22 (s, 1H, H-2, 1 ds), 7.51 (s, 1H, H-e, 1 ds), 7.46 (s, 1H, H-e, 1 ds), 7.14
(s, 1H, H-h, 1 ds), 7.03 (s, 1H, H-h, 1 ds), 6.44 (t, 3Jun = 6.7 Hz, 1H, H-1°, 1 ds), 6.35 (t, 3Jun =
6.8 Hz, 1H, H-1°, 1 ds), 5.40 (q, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-a, 1 ds), 5.35 (q, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-a,
1ds), 5.05 (d, 3Jun = 6.1 Hz, 1H, H-1“, 1 ds), 4.77 — 4.70 (m, 3H, H-1", 1 ds, H-3’, 2 ds), 4.33
(dd, ®Jun = 6.5 Hz,3Jun = 4.9 Hz, 1H, H-3", 1 ds), 4.30 — 4.26 (m, 1H, H-4’, 1 ds), 4.26 — 4.18
(m, 3H, H-3”, 1 ds, H-5', 1 ds), 4.18 — 4.09 (m, 5H, H2”, 1 ds, H-4”, 1 ds, H-5', 1 ds, H-5",
1 ds), 4.08 — 3.99 (m, 4H, H-4”, 1 ds, H-2", 1 ds, H-5”, 1 ds), 3.94 — 3.86 (m, 1H, H-5", 1 ds),
3.92 (s, 3H, H-j, 1 ds), 3.89 (s, 3H, H-j, 1 ds), 3.88 (s, 3H, H-i, 1 ds), 3.83 (s, 3H, H-i, 1 ds),
2.77 (ddd, 2Jun = 13.9 Hz, 3Jup = 7.2 Hz, 3Jupn = 6.5 Hz, 1H, H-2'5, 1 ds), 2.71 (ddd, 2nn =
13.9 Hz,3Jyn = 6.3 Hz, ®Jun = 3.7 Hz, 1H, H-2'5, 1 ds), 2.58 (ddd, 2Jun = 13.9 Hz,3Jyn = 6.3
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Hz,3Jun = 3.7 Hz, 1H, H-2%, 1 ds), 2.50 (ddd, 2Jup = 14.1 Hz, 3Jup = 6.2 Hz, 33wy = 3.5 Hz, 1H,
H-2', 1 ds), 1.44 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-b, 1 ds), 1.37 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, H-b, 1 ds).

BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, D0, 300 K): 153.2 (C-6, 2 ds), 153.2 (C-g, 1 ds), 153.0 (C-g, 1
ds), 149.5 (C-8, 1 ds), 149.5 (C-8, 1 ds), 148.2 (C-4, 1 ds), 148.1 (C-4, 1 ds), 147.2 (C-f, 1 ds),
146.9 (C-f, 1 ds), 140.7 (C-2, 1 ds), 140.6 (C-2, 1 ds), 140.0 (C-d, 1 ds), 139.1 (C-d, 1 ds),
134.3 (C-c, 1 ds), 133.4 (C-c, 1 ds), 118.3 (C-5, 2 ds), 109.4 (C-h, 1 ds), 108.9 (C-h, 1 ds),
107.8 (C-e, 1 ds), 107.6 (C-e, 1 ds), 106.4 (C-1’, 1 ds), 104.9 (C-1°, 1 ds), 85.8 (C-4', 1 ds),
85.8 (C-4', 1 ds), 83.9 (C-1, 1ds), 83.9 (C-1’, 1 ds), 81.5 (C-4“, 1 ds), 81.5 (C-4“, 1 ds), 74.7
(C-2%,1ds), 74.4 (C-2“,1ds), 72.8 (C-a, 1 ds), 71.1 (C-3“, 1 ds), 71.0 (C-3', 1 ds), 71.0 (C-3".
1 ds), 70.8 (C-a, 1 ds), 70.8 (C-3“. 1 ds), 66.6 (m, C-5”, 2 ds), 65.4 (m, C-5', 2 ds), 56.3 (C-j,
1 ds), 56.2 (C+j, 1 ds), 56.1 (C-i, 1 ds), 56.0 (C-i, 1 ds), 39.2 (C-2', 1 ds), 39.1 (C-2', 1 ds), 22.4
(C-b, 1 ds), 21.6 (C-b, 1 ds).

SIP-NMR: & [ppm] (162 MHz, D20, 300 K): -11.0 — -11.4 (m, 4P, Pq, 2 ds. Pg, 2 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 769.1478 [M+H]", gef.: 769.1466 [M+H]".
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Darstellung von 2°,3”-Diacetyl-1”-O-B-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-

adenosindiphosphat-ribose 65

Es wurden 2.0 Aquiv. Natriumadenosinmonophosphat (110 mg, 281 pmol) vorgelegt und in
5mL abs. Acetonitril suspendiert, auf 0°C gekuhlt und anschlieRend mit 28.8 Aquiv.
Triethylamin (0.58 mL, 4.2 mmol) und 28.8 Aquiv. Trifluoressigsaureanhydrid (0.58 mL,
4.2 mmol) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur gerihrt,
das Losungsmittel entfernt und der Rickstand erneut in 5 mL abs. Acetonitril gelost. Der
Ansatz wurde auf 0 °C gekiihlt, erneut 35.7 Aquiv. Triethylamin (0.72 mL, 5.2 mmol) sowie
13.0 Aquiv. Methylimidazol (0.15 mL, 1.9 mmol) hinzugegeben, die Kiihlung entfernt und der
Ansatz weitere zehn Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurden 1.0 Aquiv.
Triethylammonium-2‘-3‘-Di-O,0-acetyl-1'-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl-D-ribosyl)-5-
monophosphat 99 (1.9 Aquiv. Ets3NH*, 104 mg, 145 umol), geldst in 5 mL abs. Acetonitril,
zugetropft und die Reaktionslésung fir zwei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Das
Losungsmittel wurde entfernt und der Ruickstand mittels automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CHsCN) gereinigt. Der erhaltene
Ruckstand wurde mittels lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammonium-
Salz Gberfuhrt, erneut lyophilisiert und der erhaltene Riickstand zur abschlie3enden Reinigung
erneut via automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% H.O — 100% CHsCN) gereinigt
und die entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Es wird zur vereinfachten Berechnung des Molekulargewichts und der Ausbeute ein

vollstandiger Austausch der Kationen zu Ammonium-lonen angenommen.

Ausbeute: 48% (59 mg, 70 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als Gemisch

von zwei Diastereomeren.

J

NH,
5\ 5 6
. N
Summenformel: CagH44NgO20P2 s H o </ |
5 0-PLO-PIO_ s Ny P2
Molare Masse: 886.6545 g/mol NO o O o) N
2 4G 271
b *NH, *NH,4
OH OH
65
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'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, D20, 300 K): 8.56 (s, 1H, H-8, 1 ds), 8.47 (s, 1H, H-8, 1 ds), 8.30
(s, 1H, H-2, 1 ds), 8.29 (s, 1H, H-2, 1 ds), 7.48 (s, 1H, H-e, 1 ds), 7.46 (s, 1H, H-e, 1 ds), 7.16
(s, 1H, H-h, 1 ds), 7.08 (s, 1H, H-h, 1 ds), 6.10 (d, 3Jun = 5.5 Hz, 1H, H-1’, 1 ds), 5.99 (d, 3Jun =
5.3 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 5.40 (q, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-a, 1 ds), 5.38 — 5.31 (m, 2H, H-3", 1 ds,
H-a, 1 ds), 5.30 — 5.27 (m, 2H, H-2", 1 ds, H-3", 1 ds), 5.19 (dd, 3Jyn = 5.1 Hz,3Jun = 1.2 Hz,
H-2”, 1 ds), 5.16 (s, 1H, H-1", 1 ds), 4.84 (d, 3Jun = 1.1 Hz, 1H, H-1", 1 ds), 4.72 (t, 3Jnn =
5.3 Hz, 1H, H-2, 1 ds), 4.64 (t, 3Jun = 5.2 Hz, 1H, H-2', 1 ds), 4.54 (dd, 3Jun = 4.8 Hz, 3Jpn =
4.5 Hz, 1H, H-3", 1 ds), 4.49 (dd, 3Jun = 4.8 Hz, 3Jupn = 4.4 Hz, 1H, H-3¢, 1 ds), 4.42 — 4.36 (m,
2H, H-4’, 1 ds, H-4”, 1 ds), 4.35 — 4.25 (m, 4H, H-4', 1 ds, H-4”, 1 ds, H-5, 1 ds), 4.23 — 4.17
(m, 3H, H-5’, 1ds, H-5", 1 ds), 4.11 —3.99 (m, 2H, H-5", 1 ds), 3.96 — 3.90 (m, 1H, H-5", 1 ds),
3.94 (s, 3H, H-j, 1 ds), 3.92 (s, 3H, H-}, 1 ds), 3.85 (s, 3H, H-i, 1 ds), 3.83 (s, 3H, H-i, 1 ds),
2.12 (s, 3H, OAc, 1 ds), 2.10 (s, 3H, OAc, 1 ds), 2.08 (s, 3H, OAc, 1 ds), 2.02 (s, 3H, OAc, 1
ds), 1.43 (d, 3Jun = 6.3 Hz, H-b, 1 ds), 1.42 (d, 3Jun = 6.4 Hz, H-b, 1 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DO, 300 K): 172.8 (COCHg, 1 ds), 172.8 (COCHg, 1 ds), 172.7
(COCHs, 1 ds), 172.5 (COCHgs, 1 ds), 153.2 (C-g, 1 ds), 153.0 (C-g, 1 ds), 151.8 (C-6, 1 ds),
151.7 (C-6, 1 ds), 148.4 (C-4, 1 ds), 148.3 (C-4, 1 ds), 147.5 (C-2, 1 ds), 147.4 (C-2, 1 ds),
147.2 (C-f, 1 ds), 147.0 (C-f, 1 ds), 141.3 (C-8, 1 ds), 141.2 (C-8, 1 ds), 139.9 (C-d, 1 ds),
139.1 (C-d, 1 ds), 134.0 (C-c, 1 ds), 133.4 (C-c, 1 ds), 118.3 (C-5, 1 ds), 118.2 (C-5, 1 ds),
109.3 (C-h, 1 ds), 108.9 (C-h, 1 ds), 107.7 (C-e, 1 ds), 107.5 (C-e, 1 ds), 104.2 (C-1%, 1 ds),
103.4 (C-1%. 1ds), 87.5 (C-1°, 1 ds), 87.4 (C-1’, 1 ds), 83.8 (m, C-4’,1 ds), 83.8 (m, C-4', 1 ds),
79.7 (m, C-4%, 1 ds), 79.5 (m, C-4‘, 1 ds), 74.8, 74.7, 74.6, 74.5 (C-2°, 2 ds, C-2", 2 ds), 72.8
(C-a, 1ds), 71.6 (C-3%, 1ds), 71.4 (C-3, 1ds, C-a, 1 ds), 70.2 (C-3/, 1 ds), 70.1 (C-3', 1 ds),
66.2 (m, C-5%, 1ds), 66.0 (m, C-5”, 1ds), 65.0 (m, C-5, 1 ds), 64.9 (m, C-5’, 1 ds), 56.3, 56.2,
56.0, 56.0 (C-i, C-j, 2 ds), 22.4 (C-b, 1 ds), 21.6 (C-b, 1 ds), 20.0 (COCHjs, 1 ds), 19.9 (COCHs,
1 ds), 19.9 (COCHgs, 1 ds), 19.8 (COCHs, 1 ds).

31p-NMR: & [ppm] (242 MHz, D,0, 300 K): -11.1 — -11.6 (m, 2P, Pq, Pg, 2 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 769.1478 [M+H]*, gef.: 769.1466 [M+H]*.
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7.2.5 Synthese von bioreversibel-maskiertem caged ADPR

Darstellung von (2°,3’-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1’-O-MeNV-B-D-ribofuranosyl)-(4-
octanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 107

Es wurden 1.0 Aquiv. 2’,3’-Di-O,O-tert-butyldimethylsilyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-
ethyl)-B-D-ribofuranosid 81 (790 mg, 1.34 mmol) und 1.2 Aquiv. Bis(N,N-diisopropylamino)-O-
(4-octanoyloxybenzyl)phosphoramidit 44 (788 mg, 1.64 mmol) in 10 mL abs. Tetrahydrofuran
gelést, mit 1.1 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (289 mg, 1.50 mmol) versetzt und der
Reaktionsansatz fur 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Das LOosungsmittel wurde
anschliel3end entfernt und der erhaltene Rickstand s&ulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt (PE/EtsN 19:1 v/v).

Ausbeute: 96% (1.253 mg, 1.295 mmol) eines gelben Ols.

25 26 29
OW 30
023 24 27 28
22
21
Summenformel: CsgHgsN2012PSi; 20 19 180
Molare Masse: 967.3378 g/mol N/P_O 5 o 0O
17 ;
~..O0O O..- 0O |
>(Si Sll ~ 14
15

107

Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.

DC: R-Wert (PE/EtsN 19:1 v/v): 0.19.

212



H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.56 (s, H-10, 1 ds), 7.55 (s, H-10, 2 ds), 7.55 (s,
H-10, 1 ds), 7.40 — 7.35 (m, H-20, 2 ds), 7.33 — 7.27 (m, H-20, 2 ds, H-13, 2 ds), 7.12 (s, H-13,
2 ds), 7.11 (s, H-13, 2 ds), 7.05 - 6.99 (m, H-21, 4 ds), 5.57 (q, 3Jun = 6.4 Hz, H-6, 1 ds), 5.54
(q, ®Jun = 6.4 Hz, H-6, 1 ds), 5.48 (q, 3Jun = 6.2 Hz, H-6, 2 ds), 4.90 (d, 3Jun = 2.0 Hz, H-1,
1 ds), 4.88 (d, *Jun = 2.0 Hz, H-1, 1 ds), 4.82 — 4.52 (m, H-18, 4 ds), 4.56 (s, H-1, 1 ds), 4.50
(s, H-1, 1ds), 4.34 (d, 3Jun = 7.7 Hz, 3Jun = 4.0 Hz, H-3, 1 ds), 4.16 (d, 3Jun = 7.2 Hz, 3Jnpn =
3.9 Hz, H-3, 1 ds), 4.12 — 4.05 (m, H-3, 2 ds, H-4, 2 ds), 4.01 — 3.87 (m, H-4, 2 ds, H-2, 4 ds,
H-5, 1 ds), 3.97, 3.96, 3.94, 3.93, 3.91, 3.90, 3.87 (H-14, H-15, 4 ds), 3.81 — 3.74 (m, H-5,
1ds), 3.74-3.63 (m, H-5, 2 ds, H-16, 2 ds), 3.63 — 3.48 (m, H-5, 2 ds, H-16, 2 ds), 3.45 — 3.37
(m, H-5, 1 ds), 2.58 — 2.50 (m, H-24, 4 ds), 1.80 — 1.69 (m, H-25, 2 ds), 1.51 (d, 3Jun = 6.4 Hz,
H-7,1ds), 1.49-1.44 (m, H-7, 3ds), 1.44 - 1.27 (m, H-26, H-27, H-28, H-29, 4 ds), 1.27 — 1.18
(m, H-17, 2 ds), 1.17 — 1.09 (m, H-17, 2 ds), 0.02, 0.01, -0.11, -0.13 (SiCHj).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 172.5 (C-23, 4 ds), 153.6 (C-12, 4 ds), 150.0
(C-22, 4 ds), 148.0, 147.9 (C-11, 4 ds), 141.2, 139.7 (C-9, 4 ds), 137.7 (C-19, 4 ds), 136.6,
135.2 (C-8, 4 ds), 128.1, 128.0, 127.9 (C-20, 4 ds), 121.5, 121.4, 121.4 (C-21, 4 ds), 109.9,
109.2 (C-13, 4 ds), 107.7 (C-10, 4 ds), 106.7, 105.3, 104.4 (C-1, 4 ds), 82.9, 82.0 (C-4, 4 ds),
76.9 (C-2, 4 ds), 72.8, 72.5, 72.0 (C-3, 4 ds), 72.5, 70.0, 69.5 (C-6, 4 ds), 65.0 (C-18, 4 ds),
64.9, 64.5, 63.9, 62.7 (C-5, 4 ds), 56.5 (C-14, 4 ds, C-15, 4 ds), 43.1 (C-16, 4 ds), 35.0 (C-24,
4 ds), 31.8, 29.2, 29.2, 29.1 (C-26, C-27, C-28, C-29, 4 ds), 26.0, 25.1, 25.1 (SIC(CHs)s), 25.8
(C-25, 4 ds), 24.7 (C-17, 4 ds), 23.7, 22.7 (C-7, 4 ds), 18.2 (SiC(CHs)s), 14.2 (C-30, 4 ds), -0.4
(SiCHs).

31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls, 300 K): 147.5 (s, 1 ds), 147.3 (s, 1 ds), 147.3 (s, 1 ds),
146.8 (s, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2957, 2929, 2857, 1760, 1581, 1520, 1462, 1363, 1334, 1272,
1219, 1198, 1184, 1164, 1088, 1025, 994, 973, 873, 834, 793, 774, 972, 640.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 989.5114 [M+Na]*, gef.: 989.5088 [M+Na]".
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Darstellung von 2°,3”-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1"’-O-B-MeNV-Pg-(4-octanoyloxy-
benzyl)adenosindiphosphat-ribose 108

Es wurden 1.0 Aquiv. (2,3’-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1’-O-MeNV-B-bd-ribofuranosyl)-(4-
octanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 107 (145 mg, 150 pmol) und
1.2 Aquiv. Triethylammonium-Adenosinmonophosphat (1.6 Aquiv. EtsNH*, 91 mg, 0.18 mmol)
vorgelegt, in 25 mL abs. N,N-Dimethylformamid geldst und auf 40 °C erwarmt. Es erfolgte die
Zugabe von Pyridiniumtrifluoracetat (48 mg, 0.25 mmol) und der Ansatz wurde fiir eine Stunde
bei 40 °C geriihrt. AnschlieRend wurden 1.8 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan,
0.05 mL, 0.3 mmol) zugegeben und fir weitere 30 Minuten bei 30 °C geriihrt. Es wurde das
Lésungsmittel entfernt und das Rohprodukt via automatisierter RP-Saulenchromatographie
(100% 0.1 M TEAB — 100% CHsCN) gereinigt und die entsprechenden Fraktionen
lyophilisiert.

Ausbeute: 51% (100 mg, 76.3 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als
Gemisch von vier Diastereomeren. Das Produkt wurde als Triethylammoniumsalz mit
0.8 Aquiv. Triethylammonium erhalten. Fur die restlichen Gegenionen wurden Protonen zur

Berechnung des Molekulargewichts angenommen.
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschréankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die 3C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.
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H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): .43 (s, H-8, 1 ds), 8.43 (s, H-8, 1 ds), 8.42 (s,
H-8, 1 ds), 8.41 (s, H-8, 1 ds), 8.14 (s, H-2, 1 ds), 8.13 (s, H-2, 3 ds), 7.53 (s, H-e, 2 ds), 7.50
(s, H-e, 1 ds), 7.49 (s, H-e, 1 ds), 7.48 — 7.45 (m, H-m, 2 ds), 7.38 — 7.35 (m, H-m, 2 ds),
7.25—-7.21 (m, H-h, 2 ds), 7.16 (s, H-h, 1 ds), 7.15 (s, H-h, 1 ds), 7.10 — 7.02 (m, H-n, 4 ds),
5.94 -5.90 (m, H-1’, 4 ds), 5.33 - 5.25 (m, H-a, 4 ds), 5.16 — 5.05 (m, H-k, 2 ds), 4.98 (d, H-k,
3Jup = 6.5 Hz, 1 ds), 4.94 (d, H-k, 3Jup = 6.5 Hz, 1 ds), 4.84 (d, 3Jyn = 6.5 Hz, H-1“, 1 ds), 4.83
(d, 3Jun = 6.5 Hz, H-1“, 1 ds), 4.64 — 4.57 (m, H-2", 4 ds), 4.42 (s, H-1“, 2 ds), 4.23 — 4.16 (m,
H-3’, H-3”, 4 ds), 4.09 — 3.90 (m, H-2", H-4’, 4 ds, H-5'/H-5", 4 ds), 3.90, 3.89, 3.86, 3.85 (s,
H-j, 4 ds), 3.84, 3.80, 3.79 (s, H-i, 4 ds), 3.78 — 3.73 (m,1H, H-5/H-5", 1 ds), 3.11 — 3.04 (m,
N(CH2CHa)s), 2.58 — 2.54 (m, H-q, 4 ds), 1.67 — 1.59 (m, H-r, 4 ds), 1.46 (d, %Jun = 6.4 Hz,
H-b, 1 ds), 1.44 (d, 3Jun = 6.4 Hz, H-b, 1 ds), 1.41 (d, 3Jun = 6.3 Hz, H-b, 2 ds), 1.39 — 1.21
(m, H-s, H-t, H-u, H-v, 4 ds), 1.16 (t, *Jun = 7.3 Hz, N(CH.CHz)3), 0.87, 0.86, 0.81, 0.81, 0.74
(SiC(CHgs)3), 0.10, 0.08, 0.04, 0.03, 0.03, 0.02, 0.00, 0.00, -0.03 (SiCH3).

BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 171.7 (C-p, 4 ds), 156.0 (C-6, 4 ds), 153.3
(C-g, 2 ds), 153.1 (C-g, 2 ds), 152.5 (C-2, 4 ds), 150.1 (C-0, 4 ds), 149.7 (C-4, 4 ds), 147.7
(C-f, 2 ds), 147.3 (C-f, 2 ds), 140.0 (C-d, 2 ds), 139.2 (C-8, 4 ds), 139.1 (C-d, 2 ds), 134.2 (C-c,
2 ds), 134.1 (C-l, 4 ds), 132.9 (C-c, 2 ds), 128.9 (C-m, 4 ds), 121.6 (C-n, 4 ds), 118.9 (C-5, 4
ds), 109.7 (C-h, 2 ds), 109.1 (C-h, 2 ds), 107.7 (C-e, 4 ds), 105.9 (C-1%, 2 ds), 104.5 (C-1*, 2
ds), 86.6 (C-1, 4 ds), 84.0 (C-4’, 4 ds), 81.5 (C-4”, 2 ds), 80.4 (C-4”, 2 ds), 73.8 (C-2', 4 ds),
72.1(C-a, 2 ds), 71.2 (C-3, 4 ds), 71.0 (C-3”, 4 ds), 69.1 (C-a, 2 ds), 67.6 (m, H-k, 4 ds), 66.5,
65.4 (M, H-5", H-5”, 4 ds), 56.1, 56.0 (C-i, C-j, 4 ds), 45.6 (N(CH2CHs)s), 33.5 (C-q, 4 ds), 31.1,
28.3,22.0 (C-s, C-t, C-u, C-v, 4 ds), 25.7, 25.6, 25.6, 25.5 (SiC(CHa)s), 24.3 (C-r, 4 ds), 23.0
(C-b, 4 ds), 17.8, 17.8, 17.6, 17.6 (SiC(CHs)s), 13.8 (C-w, 4 ds), 8.6
(N(CH2CHa)s), -4.5, -4.6, -4.7, -4.8, -4.9, -5.0, -5.1 (SiCHs).

31P-NMR: & [ppm] (202 MHz, DMSO-dg, 300 K): -10.2 — -10.5 (m, 1P, Pq, 4 ds), -10.6 —-11.0
(m, 1P, Pg, 4 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 1229.4670 [M+H]*, gef.: 1229.4625 [M+H]".
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Darstellung von 2°,3”-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1"’-O-B-MeNV-Pg-(4-octanoyloxy-
benzyl)-2’-desoxyadenosindiphosphat-ribose 109

Es wurden 1.0 Aquiv. (2,3’-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1’-O-MeNV-B-bd-ribofuranosyl)-(4-
octanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 107 (161 mg, 166 umol) und
1.2 Aquiv. Triethylammonium-2‘-desoxyadenosinmonophosphat (1.5 Aquiv. EtsNH*, 99 mg,
0.20 mmol) vorgelegt, in 20 mL abs. N,N-Dimethylformamid vollstandig gel6ést und auf 40 °C
erwarmt. Es erfolgte die Zugabe von Pyridiniumtrifluoracetat (48 mg, 0.25 mmol) und der
Ansatz wurde fir 30 Minuten bei 40 °C geriihrt. AnschlieBend wurden 1.7 Aquiv. tert-
Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan, 0.05mL, 0.3 mmol) zugegeben und fir weitere
30 Minuten bei 30 °C geruhrt. Es wurde das Losungsmittel entfernt und das Rohprodukt via
automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CH3sCN) gereinigt
und die entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Ausbeute: 46% (138 mg, 105 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als
Gemisch von vier Diastereomeren. Das Produkt wurde als Triethylammoniumsalz mit
0.95 Aquiv. Triethylammonium erhalten. Fr die restlichen Gegenionen wurden Protonen zur
Berechnung des Molekulargewichts angenommen.
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.
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H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 8.41 (s, H-8, 1 ds), 8.40 (s, H-8, 1 ds), 8.39 (s,
H-8, 1 ds), 8.38 (s, H-8, 1 ds), 8.13 (s, H-2, 4 ds), 7.53 (s, H-e, 2 ds), 7.50 — 7.44 (m, H-e, 2 ds,
H-m, 2 ds), 7.39 — 7.34 (m, H-m, 2 ds), 7.26 — 7.21 (m, H-h, 2 ds), 7.16 (s, H-h, 1 ds), 7.15 (s,
H-h, 1 ds), 7.10 — 7.00 (m, H-n, 4 ds), 6.40 — 6.33 (m, H-1’, 4 ds), 5.34 — 5.25 (m, H-a, 4 ds),
5.18 - 5.05 (m, H-k, 2 ds), 4.98 (d, 3Jup = 6.4 Hz, H-k, 1 ds), 4.93 (d, 3Jup = 6.5 Hz, H-k, 1 ds),
4.85 (d, *Jnn = 2.6 Hz, H-1%, 1 ds), 4.84 (d, 3Jun = 2.5 Hz, H-1%, 1 ds), 4.49 — 4.41 (m, H-1",
2 ds, H-3', 4 ds), 4.24 - 4.16 (m, H-5%, 1 ds, H-3", 2 ds), 4.09 — 3.88 (m, H-5“, 1 ds, H-3", 2 ds,
H-2”, 4 ds, H-4”, 2 ds, H-4', 2 ds), 3.87 — 3.83 (m, H-4”, 2 ds, H-5, 2 ds, H-5", 1 ds), 3.90 (s,
H-15, 1 ds), 3.86 (s, H-15, 1 ds), 3.85 (s, H-15, 2 ds), 3.84 (s, H-14, 1 ds), 3.80 (s, H-14, 1 ds),
3.79 (s, H-14, 2 ds), 3.81 — 3.71 (m, H-5", 1 ds), 3.10 — 3.01 (m, N(CH2CHz3)3), 2.76 — 2.65 (m,
H-2', 4 ds), 2.56 (t, 3Jun = 7.3 Hz, H-q, 4 ds), 2.30 — 2.21 (m, H-2', 4 ds), 1.68 — 1.58 (m, H-r,
4 ds), 1.48 — 1.39 (M, H-b, 4 ds), 1.39 — 1.22 (m, H-s, H-t, H-u, H-v, 4 ds), 1.15 (t, 3Jyn =
7.3 Hz, N(CH2CHs)3), 0.89 — 0.82 (m, H-w, 4 ds), .86, 0.81, 0.74 (SiC(CHs)3), 0.10, 0.07, 0.03,
0.03, 0.02, 0.01, 0.00, -0.03, -0.16 (SiCHs3).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds, 300 K): 171.7 (C-p, 4 ds), 155.9 (C-6, 4 ds), 153.2
(C-g, 2 ds), 153.0 (C-g, 2 ds), 150.2 (C-0, 4 ds), 149.2 (C-4, 4 ds), 147.7 (C-f, 2 ds), 147.4 (Cf,
2 ds), 140.7 (C-d, 2 ds), 139.1 (C-d, 2 ds), 134.2 (C-I, 4 ds), 134.1 (C-c, 2 ds), 132.8 (C-c,
2 ds), 128.9 (C-m, 2 ds), 128.8 (C-m, 2 ds), 121.6 (C-n, 2 ds), 121.5 (C-n, 2 ds), 118.9 (C-5,
4 ds), 109.7 (C-h, 2 ds), 109.1 (C-h, 2 ds), 107.4 (C-e, 2 ds), 107.3 (C-e, 2 ds), 106.0 (C-1*,
2 ds), 104.5 (C-1*, 2 ds), 86.0 (C-4’, 2 ds), 83.1 (C-4’, 2 ds), 81.4 (C-4”, 2 ds), 80.2 (C-4”,
2 ds), 75.9 (C-2”, 2 ds), 75.6 (C-2”, 2 ds), 72.0 (C-3”, 2 ds), 71.4 (C-3”, 2 ds), 71.3 (C-3", 2 ds),
71.1(C-3, 2 ds), 69.2 (C-a, 2 ds), 67.4 (C-a, 2 ds), 67.4, (m, C-k, 4 ds), 66.8, 65.5 (C-5', C-5",
4 ds), 56.1, 56.1, 55.9 (C-i, C-j, 4 ds), 45.5 (N(CH2CHs)s), 39.5 (C-2”, 4 ds), 33.4 (C-q, 4 ds),
31.1, 28.3, 22.0 (C-s, C-t, C-u, C-v, 4 ds), 25.6, 25.6, 25.5 (SiC(CHs)s), 24.3 (C-r, 4 ds), 23.2,
22.6, 225 (C-b, 4 ds), 17.7, 17.6, 17.6 (SiC(CHs)s), 13.9 (C-w, 4 ds), 85
(N(CH.CHz)s), -4.5, -4.7, -4.9, -5.0, -5.2 (SiCHa).

31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-dg, 300 K): -11.4 —-11.8 (m, 1P, Pq, 4 ds), -12.0 — -12.3
(m, 1P, Pg, 4 ds).

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 1213.4721 [M+H]*, gef.: 1213.4702 [M+H]".
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Versuch der Darstellung von 1”’-O-B-MeNV-Pg-(4-octanoyloxybenzyl)-2’-desoxy-
adenosindiphosphat-ribose 110

Es wurden 1.0 Aquiv. 2”,3”-Di-O,O-tert-butyldimethylsilyl-1”-O-B-MeNV-Ps-(4-octanoyloxy-
benzyl)-adenosindiphosphat-ribose 108 (0.8 Aquiv. EtsNH*, 38 mg, 29.0 umol) in 2 mL abs.
Tetrahydrofuran gelést und mit 10 Vol.% Tetrabuylammoniumfluorid-Lésung (1 M in
Tetrahydrofuran) versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 24 Stunden wurde
Triethylammoniumacetat-Puffer zugegeben (2M) und die Lésung mittels automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CH3CN) gereinigt und die
entsprechenden Fraktionen lyophilisiert. Der erhaltene Rickstand wurde mittels
lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz Uberfuhrt, erneut
lyophilisiert und der erhaltene Rickstand zur abschlieRenden Reinigung erneut via
automatisierter RP-S&aulenchromatographie (100% H-O — 100% CHsCN) gereinigt und die
entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Das gewiinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.
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Versuch der Darstellung von 1”’-O-B-MeNV-Pg-(4-octanoyloxybenzyl)-2’-desoxy-
adenosindiphosphat-ribose 111

Es wurden 1.0 Aquiv. 2”,3”-Di-O,O-tert-butyldimethylsilyl-1”-O-B-MeNV-Ps-(4-octanoyloxy-
benzyl)-2’-desoxyadenosindiphosphat-ribose 109 (0.8 Aquiv. EtsNH*, 104 mg, 80.4 pmol) in
6 mL abs. Tetrahydrofuran gelést und mit 10 Vol.% Tetrabuylammoniumfluorid-Lésung (1 M
in Tetrahydrofuran) versetzt. Nach einer Reaktionszeit von 24 Stunden wurde
Triethylammoniumacetat-Puffer zugegeben (2M) und die Lésung mittels automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CH3CN) gereinigt und die
entsprechenden Fraktionen lyophilisiert. Der erhaltene Rickstand wurde mittels
lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz Uberfuhrt, erneut
lyophilisiert und der erhaltene Rickstand zur abschlieBenden Reinigung erneut via
automatisierter RP-S&aulenchromatographie (100% H-O — 100% CHsCN) gereinigt und die
entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Das gewiinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.
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Darstellung von 4-(Hydroxymethyl)phenylheptylcarbonat 118

Es wurden 1.0 Aquiv. 4-Hydroxybenzylalkohol 49 (3.014 g, 24.28 mmol) in 40 mL abs.
Tetrahydrofuran gegeben, mit 1.0 Aquiv. Triethylamin (3.4 mL, 24 mmol) versetzt und auf 0°C
gekiihlt.  Zur gekihlten Lésung wurde langsam eine Loésung aus 0.9 Agquiv.
n-Heptylchlorformiat 117 (3.8 mL, 21 mmol) in 10 mL abs. Tetrahydrofuran getropft. Nach
vollstandiger Zugabe wurde die Reaktionslosung fur zwei Stunden bei 0 °C gerthrt und
anschlieend filtriert. Das Losungsmittel wurde entfernt und der erhaltene Rlckstand in
Dichlormethan gel6st. Die organische Phase wurde mit ges. Natriumhydrogencarbonat-
Lésung und Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel

entfernt. Die Reinigung erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 4:1 v/v).

Ausbeute: 71% (3.995 g, 15.00 mmol) eines farblosen Ols.
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Summenformel: CisH2204
Molare Masse: 266.3370 g/mol 33

® “OH

118
DC: Ri-Wert (PE/EE 4:1 v/v): 0.33.

1H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.40 — 7.36 (m, 2H, H-3), 7.18 — 7.15 (m, 2H, H-2),
4.68 (s, 2H, H-5), 4.24 (t, 2H, 3Jun = 6.7 Hz, H-7), 1.74 (p, 3Jup = 7.1 Hz, H-8), 1.45 — 1.38 (m,
2H, H-9), 1.38 — 1.26 (m, 6H, H-10, H-11, H-12), 0.90 (t, 3H, 3Jun = 6.9 Hz, H-13).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 153.9 (C-6), 150.7 (C-1), 138.8 (C-4), 128.2 (C-3),
121.3 (C-2), 69.2 (C-7), 64.8 (C-5), 31.8, 29.0, 22.7, (C-10, C-11, C-12), 28.7 (C-8), 25.8 (C-9),
14.2 (C-13).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3356, 2956, 2927, 2857, 1758, 1608, 1508, 1466, 1419, 1391,
1244, 1210, 1044, 1014, 958, 820, 779, 724, 603, 507.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 289.1410 [M+Na]*, gef.: 289.1393 [M+Na]".
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Darstellung von Bis(N,N-diisopropylamino)-O-(4-heptyloxycarbonyloxybenzyl)-
phosphoramidit 116

Es wurden 1.0 Aquiv. Bis(N,N-diisopropylamin)chlorphosphin 48 (1.616 g, 6.057 mmol) in
15 mL abs. Tetrahydrofuran suspendiert und auf 0 °C gekuhlt. Zu der gekihlten Lésung
wurden langsam 1.7 Aquiv. Triethylamin (1.3 mL 9.3 mmol) und 0.9 Aquiv. 4-(Hydroxymethyl)-
phenylheptylcarbonat 118 (1.453 g, 5.455 mmol), gelést in 15 mL abs. Tetrahydrofuran,
zugetropft. Nach vollstandiger Zugabe wurde der Ansatz langsam auf Raumtemperatur
erwarmt und fur 18 Stunden gerthrt. Die entstandene Suspension wurde filtriert, das
Lésungsmittel entfernt und der Rickstand saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EtsN

95:5 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 74% (2.010 g, 4.047 mmol) eines farblosen Ols.
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DC: Ri-Wert (PE/EtsN 95:5 v/v): 1.00.

IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.39 — 7.35 (m, 2H, H-3), 7.14 — 7.11 (m, 2H, H-2),
4.63 (d, 3Jup = 7.1 Hz, H-5), 4.24 (t, 2Jupn = 6.7 Hz, H-7), 3.57 (d, 2Jnp = 10.9 Hz, 3Jupn = 6.7 Hz,
H-14), 1.74 (p, 3Jupn = 7.1 Hz, H-8), 1.44 — 1.24 (m, 8H, H-9, H-10, H-11, H-12), 1.18 (d, 3Jup =
6.7 Hz, H-15), 1.17 (d, 3Jun = 6.8 Hz, H-15), 0.89 (t, *Jun = 6.9 Hz, H-13).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 154.0 (C-6), 150.2 (C-1), 138.5 (d, 3Jcp =
10.1 Hz, C-4), 127.9 (C-3), 120.8 (C-2), 69.1 (C-7), 65.7 (d, 2Jcp = 23.9 Hz, C-5), 44.7 (d,
2Jcp = 12.4 Hz, C-14),31.8, 29.0, 25.8, 22.7 (C-9, C-10, C-11, C-12), 28.8 (C-8), 24.8 (d, 3Jcp =
7.9 Hz, C-15), 24.0 (d, 3Jcp = 5.8 Hz, C-15), 14.2 (C-13).

3Ip-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls, 300 K): 124.6 (s).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2963, 2928, 2862, 1761, 1508, 1457, 1390, 1378, 1362, 1244,
1219, 1198, 1184, 1157, 1116, 1046, 1016, 951, 866, 780, 749, 694, 642, 625, 526.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 497.3503 [M+H]*, gef.: 497.3478 [M+H]".
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Darstellung von (2’,3’-Di-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-1’-O-MeNV-B-D-ribofuranosyl)-(4-
heptyloxycarbonyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 119

Es wurden 1.0 Aquiv. 2’,3’-Di-O,0-tert-Butyldimethylsilyl-1‘-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)-
ethyl)-B-D-ribofuranosid 81 (249 mg, 423 umol) und 1.2 Aquiv. Bis(N,N-diisopropylamino)-O-
(4-heptyloxycarbonyloxybenzyl)phosphoramidit 116 (252 mg, 507 umol) in 10 mL abs.
Tetrahydrofuran gelost, mit 1.2 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (101 mg, 523 pmol) versetzt
und der Reaktionsansatz fir 15 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel
wurde anschlielend entfernt und der erhaltene Rlckstand saulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt (PE/EtsN 19:1 v/v).

Ausbeute: 89% (370 mg, 376 pmol) eines grinlichen Ols.
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschréankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.

DC: R+-Wert (PE/Et;N 19:1 v/v): 0.23.
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H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.56 (s, H-10, 1 ds), 7.55 (s, H-10, 2 ds), 7.55 (s,
H-10, 1 ds), 7.40 — 7.36 (m, H-20, 2 ds), 7.34 — 7.26 (m, H-20, 2 ds, H-13, 2 ds), 7.16 — 7.09
(m, H-21, 4 ds, H-13, 2 ds), 5.61 — 5.51 (m, H-6, 2 ds), 5.48 (q, 3Jun = 6.2, H-6, 2 ds), 4.90 (d,
3Jun =2.2,H-1, 1ds), 4.88 (d, Jun = 2.8, H-1, 1 ds), 4.82 — 4.49 (m, H-18, 4 ds), 4.55 (s, H-1,
1 ds), 4.50 (s, H-1, 1 ds), 4.33 (dd, 3Jun = 7.7,3Jun = 4.0, H-3, 1 ds), 4.26 — 4.21 (m, H-24, 4
ds), 4.15 (dd, 3Jun = 7.3, 3Iun = 4.0, H-3, 1 ds), 4.12 — 4.04 (m, H-4, 2 ds, H-3, 2 ds),
4.01 - 3.86 (m, H-4, 2 ds, H-2, 4 ds, H-5, 1 ds), 3.97 (s, H-14/H-15, 1 ds), 3.96 (s, H-14/H-15,
1 ds), 3.94 (s, H-14/H-15, 1 ds), 3.93 (s, H-14/H-15, 1 ds), 3.92 (s, H-14/H-15, 1 ds), 3.91 (s,
H-14/H-15, 1 ds), 3.90 (s, H-14/H-15, 1 ds), 3.87 (s, H-14/H-15, 1 ds), 3.82 — 3.63 (m, H-5, 1
ds, H-16, 2 ds), 3.63 — 3.48 (m, H-16, 2 ds, H-5, 1 ds), 3.45 - 3.36 (m, H-5, 1 ds), 1.79 — 1.69
(m, H-25, 4 ds), 1.53 — 1.45 (m, H-7, 4 ds), 1.43 — 1.27 (m, H-27, H-27, H-28, H-29, 4 ds),
1.27 - 1.18 (m, H-17, 2 ds), 1.17 - 1.09 (m, H-17, 2 ds), 0.93 — 0.84 (m, H-30, 4 ds).

13C.NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 153.9 (C-23), 153.6 (C-12), 150.4 (C-22), 147.8
(C-11), 140.8, 139.2 (C-9), 137.5 (C-19), 136.5, 135.1 (C-8), 128.1, 128.0, 127.9 (C-20), 120.9,
120.9 (C-21), 109.9, 108.9 (C-13), 107.7 (C-10), 106.6, 105.3, 104.4 (C-1), 82.6, 81.7 (C-4),
76.9 (C-2), 72.5, 69.4 (C-6), 72.5, 71.7 (C-3), 69.2 (C-24), 65.2, 64.8 (C-18), 64.4, 63.8, 62.7
(C-5), 56.5, 56.4 (C-14/C-15), 43.2 (C-16), 31.8, 29.0, 25.4, 22.7 (C-26, C-27, C-28, C-29),
28.7 (C-25), 26.0, 25.9, 25.8 (SiC(CHs)s), 24.9, 24.7 (C-17), 24.0, 23.3 (C-7), 18.3, 18.2
(SiC(CHs)3), 14.2 (C-30), -4.3, -4.6 (SiCHa).

31p-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls, 300 K): 147.6 (s, 1 ds), 147.4 (s, 2 ds), 146.8 (s, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl # [cm™]: 2958, 2929, 2857, 1762, 1581, 1520, 1462, 1390, 1363, 1334,
1271, 1250, 1218, 1185, 1165, 1122, 1087, 1015, 973, 873, 834, 793, 774, 733, 672, 594, 508.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 983.5244 [M+H]*, gef.: 983.5296 [M+H]".
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Darstellung von 2”,3”-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1”’-O-B-MeNV-Pg-(4-heptyloxy-

carbonyloxybenzyl)adenosindiphosphat-ribose 120

Es wurden 1.0 Aquiv. (2,3’-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1’-O-MeNV-B-bd-ribofuranosyl)-(4-
octanoyloxybenzyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 119 (359 mg, 365 umol) und
1.3 Aquiv. Triethylammonium-Adenosinmonophosphat (1.6 Aquiv. EtaNH*, 225 mg, 469 umol)
vorgelegt, in 5 mL abs. N,N-Dimethylformamid geltst und auf 35 °C erwarmt. Es erfolgte die
Zugabe von 1.2 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (84 mg, 0.43 mmol) und der Ansatz wurde fiir
eine halbe Stunde bei 35 °C geriihrt. AnschlieRend wurden 1.5 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid
(5.5 M in n-Decan, 0.10 mL, 0.55 mmol) zugegeben und fir weitere 30 Minuten bei 30 °C
gerihrt. Es wurde das Losungsmittel entfernt und das Rohprodukt via automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CHsCN) gereinigt und die ent-
sprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Ausbeute: 22% (110 mg, 81.7 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als
Gemisch von vier Diastereomeren. Das Produkt wurde als Triethylammoniumsalz mit

1.0 Aquiv. Triethylammonium erhalten.
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschréankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die 3C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.
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H-NMR: & [ppm] (500 MHz, DMSO-ds, 300 K): 8.40 (s, H-8, 1 ds), 8.40 (s, H-8, 1 ds), 8.37 (s,
H-8, 1 ds), 8.36 (s, H-8, 1 ds), 8.14 (brs, H-2, 4 ds), 7.52 — 7.41 (m, H-m, 2 ds, H-e, 4 ds),
7.39—-7.31 (m, H-m, 2 ds), 7.24 (s, H-h, 1 ds), 7.23 (s, H-h, 1 ds), 7.18 — 7.06 (m, H-h, 2 ds,
H-n, 4 ds), 6.01 — 5.97 (m, H-1’, 4 ds), 5.43 — 5.35 (m, H-a, 4 ds), 5.21 — 5.15 (m, H-k, 2 ds),
5.01 — 491 (m, H-1%, 2 ds, H-k, 2 ds), 4.60 — 4.51 (m, H-2’, 4 ds), 4.49 (s, H-1”, 2 ds),
4.46 — 4.37 (m, H-3% 2 ds), 4.32 — 4.02 (m, H-3", 2 ds, H-3°, 4 ds, H-4’, 4 ds, H-q, 4 ds,
H-5'/H-5”, 3 ds), 4.00 — 3.90 (m, H-4“, 4 ds, H-2“, H-4 ds), 3.91 (s, H-i/H-j, 1 ds), 3.90 (s,
H-i/H-j, 1 ds), 3.88 (s, H-i/H-j, 1 ds), 3.85 (s, H-i/H-j, 1 ds), 3.85 (s, H-i/H-j, 1 ds), 3.82 — 3.76
(m, H-5/H-5", 1 ds), 3.80 (s, H-i/H-j, 1 ds), 3.79 (s, H-i/H-j, 1 ds), 2.99 (q, 3Jun = 7.3,
N(CH2CHs)3), 1.74 — 1.66 (m, H-r, 4 ds), 1.49 — 1.42 (m, H- b, 4 ds), 1.42 — 1.25 (m, H-s, H-t,
H-u, H-v, 4 ds), 1.16 (t, 3Jun = 7.3, N(CH2CHs)s), 0.93 — 0.86 (m, H-w, 4 ds), 0.89 (s, SiC(CHs)s,
1 ds), 0.89 (s, SIC(CHgs)s, 1 ds), 0.85 (s, SIC(CHs)s, 1 ds), 0.84 (s, SiC(CHa)s, 1 ds), 0.83 (s,
SiC(CHa)s, 1 ds), 0.82 (s, SiC(CHa)s, 1 ds), 0.77 (s, SiC(CHa)s, 1 ds), 0.76 (s, SiC(CHs)s, 1 ds),
0.12 (s, SiCHg), 0.12 (s, SiCHs), 0.10 (s, SiCHs), 0.10 (s, SiCHs), 0.06 (s, SiCHs), 0.06 (s,
SiCHs), 0.06 (s, SiCHgs), 0.05 (s, SiCHs3), 0.04 (s, SiCHs), 0.03 (s, SiCHs), 0.01 (s, SiCHs), 0.00
(s, SiCHs), -0.01 (s, SiCHs), -0.14 (s, SiCHg), -0.15 (s, SiCHs).

BC-NMR: & [ppm] (126 MHz, DMSO-ds, 300 K): 154.8, 154.4 (C-g), 154.8 (C-p), 152.1 (C-0),
149.0, 148.8 (C-f), 140.4 (C-d), 139.8 (C-8), 137.8 (C-I), 136.1 (C-c), 130.2 (C-m), 122.3 (C-n),
110.9, 110.8, 110.2 (C-h), 108.5 (C-€), 106.9, 106.1 (C-1"), 89.1 (C-1°), 84.1 (C-4’), 82.3, 81.5
(C-4"), 77.4 (C-2"), 76.1 (C-2'), 73.3 (C-3'), 72.6 (C-a), 72.6, 71.6 (C-3"), 70.5 (C-a), 69.8
(C-q), 69.4 (C-k), 68.8, 66.5 (C-5', C-5"), 57.1, 56.9, 56.8 (C-i, C-j), 46.9 (N(CH2CHs)s), 32.5,
29.6, 26.4, 23.3 (C-s, C-t, C-u, C-v), 29.3 (C-r), 26.8, 26.1 (SiC(CHs)3), 24.0, 22.9 (C-b), 18.8,
18.7, 18.6 (SIC(CHs)s), 14.4 (C-w), 9.0 (N(CH,CHz)3), -3.9, -4.0, -4.1, -4.2, -4.3, -4.4, -4.6, -4.6
(SiCHa).

31p-NMR: & [ppm] (202 MHz, DMSO-ds, 300 K): -10.5 — -11.1 (m, P, Pg, 4 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 1245.4620 [M+H]*, gef.: 1245.4718 [M+H]".
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Darstellung von 1”’-O-B-MeNV-Pg-(4-heptyloxycarbonyloxybenzyl)adenosindiphosphat-
ribose 121

Es wurden 1.0 Aquiv. 27,3”-Di-O,0-tert-butyldimethylsilyl-1”-O-B8-MeNV-Pg-(4-heptyloxy-
carbonyloxybenzyl)adenosindiphosphat-ribose 120 (1.0 Aquiv. EtNH*, 90 mg, 67 umol) in
18 mL abs. Tetrahydrofuran gelést und mit 4.5 Aquiv. einer Lésung aus Tetrabutyl-
ammoniumfluorid und Essigséaure in Tetrahydrofuran (1 M, 0.30 mL, 0.30 mmol) versetzt. Der
Ansatz wurde fur 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt, anschlieend das Lésungsmittel
entfernt und der Ruckstand in Triethylammoniumacetat-Puffer (2 M) aufgenommen. Die
Lésung wurde mittels automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB —
100% CHsCN) gereinigt und die entsprechenden Fraktionen lyophilisiert. Der erhaltene
Ruckstand wurde mittels lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammonium-
Salz Uberfuhrt, erneut lyophilisiert und der erhaltene Riickstand zur abschlie3enden Reinigung
erneut via automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% H,O — 100% CHsCN) gereinigt
und die entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Es wird zur vereinfachten Berechnung des Molekulargewichts und der Ausbeute ein

vollstandiger Austausch der Kationen zu Ammonium-lonen angenommen.

Ausbeute: 22% (15 mg, 15 pumol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als Gemisch

von vier Diastereomeren.
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschréankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die 3C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.
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H-NMR: & [ppm] (500 MHz, DMSO-dg, 300 K): 8.57 (s, H-8, 1 ds), 8.56 (s, H-8, 1 ds), 8.55 (s,
H-8, 1 ds), 8.54 (s, H-8, 1 ds), 8.25 (s, H-2, 2 ds), 8.25 (s, H-2, 2 ds), 7.56 (s, H-e, 2 ds),
7.51—7.46 (s, H-e, 2 ds, H-m, 2 ds), 7.40 — 7.35 (s, H-m, 2 ds), 7.23 - 7.13 (m, H-n, 4 ds, h,
4 ds), 7.09 (brs, NH4"), 6.99 (brs, NH4*), 5.95 (d, 3Jyn = 5.9, H-1°, 2 ds), 5.94 (d, 3Jyn = 5.9,
H-1‘, 2 ds), 5.31 — 5.24 (m, H-a, 4 ds), 5.12 — 5.06 (m, H-k, 2 ds), 4.93 (d, 2Jun = 6.6, H-K,
2 ds), 4.87 (s, H-17, 1 ds), 4.85 (s, H-1", 1 ds), 4.61 — 4.55 (m, H-2’, 4 ds), 4.44 (s, H-1”, 2 ds),
4.23-3.80 (m, H-2", 4 ds, H-4', 4 ds, H-4”, 4 ds, H-3', 4 ds, H-3”, 4 ds, H-q, 4 ds, H-5, 3 ds),
3.90 (s, H-i/H-}, 1 ds), 3.89 (s, H-i/H-}, 1 ds), 3.89 (s, H-i/H-j, 1 ds), 3.85 (s, H-i/H-j, 1 ds), 3.85
(s, H-ilH-j, 2 ds), 3.78 (s, H-i/H-j, 1 ds), 3.77 (s, H-i/H-}, 1 ds), 3.75 — 3.69 (m, H-57H-5, 1 ds),
1.70 - 1.62 (m, H-r, 4 ds), 1.41 (d, 3Jyn = 6.7, H-b, 1 ds), 1.40 (d, 3Jun = 6.3, H-b, 1 ds), 1.38
(d, 3Jun =5.9, H-b, 1 ds), 1.37 — 1.21 (m, H-s, H-t, H-u, H-v, 4 ds), 1.35 (d, 3J4n = 6.4, H-b,
1 ds), 0.89 (m, H-w, 4 ds).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, DMSO-ds, 300 K): 154.2 (C-6), 153.4, 153.0 (C-g), 152.9 (C-p),
150.4 (C-0), 149.9 (C-2), 149.3 (C-4), 147.5, 147.3 (C-f), 140.2, 138.8 (C-d), 139.2 (C-8),
134.4, 133.3 (C-c), 134.3 (C-I), 128.9 (C-m), 121.1 (C-n), 118.4 (C-5), 109.8, 109.1 (C-h),
107.5, 107.4 (C-€), 106.4, 104.8 (C-1"), 86.9 (C-1’), 83.9 (C-4’), 80.7, 80.6 (C-4"), 74.8, 74.3
(C-2"), 74.0 (C-2’), 70.8, 70.6 (C-3', C-3"), 70.7, 69.0 (C-a), 68.5 (C-q), 67.9, 67.6, 67.5, 65.5
(C-5, C-5”), 67.4 (C-K), 56.1, 56.0, 55.9 (C-i, C-j), 31.1, 28.2, 25.0, 22.0 (C-s, C-t, C-u, C-v),
27.9 (C-r), 23.8, 23.6, 23.3, 22.5 (C-h), 13.9 (C-w).

31p-NMR: & [ppm] (202 MHz, DMSO-de, 300 K): -10.5 — -11.2 (m, 2P, Pq, Pg, 2 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 1017.2890 [M+H]*, gef.: 1017.2911 [M+H]".
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7.2.6 Photolabile Maskierung des B-Phosphats von ADPR
Darstellung von 5-Tritylribose 132

Es wurden 1.0 Aquiv. D-Ribose 131 (4.920 g, 32.77 mmol) in 15 mL Pyridin suspendiert und
mit 1.0 Aquiv. Tritylchlorid (9.116 g, 32.70 mmol) versetzt. Die Reaktionslosung wurde fiir
18 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt, anschlieBend das Losungsmittel entfernt und der
Ruckstand jeweils dreimal mit Toluol und Dichlormethan coevaporiert. Der Rickstand wurde
in Dichlormethan aufgenommen, die organische Phase dreimal mit ges. Natriumchlorid-
Losung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel entfernt. Der
Ruckstand wurde in 220 mL eines Gemisches aus Petrolether und Dichlormethan
(PE/CH:CI> 10:1 v/v) aufgenommen. Die entstandene Suspension wurde filtriert und der
Ruckstand in 20 mL Dichlormethan aufgenommen und unter Rihren tropfenweise mit
insgesamt 200 mL Petrolether versetzt. Der entstandene farblose Feststoff wurde filtriert und
getrocknet.

Ausbeute: 57% (7.343 g, 18.71 mmol) eines farblosen Feststoffes als Gemisch beider

Anomere.

Summenformel: C4H2405

Molare Masse: 392.4510 g/mol

132

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDsOD, 300 K): 7.51 — 7.47 (m, 6H, H-8, 1 ds), 7.45 — 7.43 (m,
6H, H-8, 1 ds), 7.32 — 7.27 (m, 12H, H-9, 1 ds), 7.25 — 7.20 (m, 6H, H-10, 1 ds), 5.33 (d, 3Jun =
4.2 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 5.18 (d, 3Jup = 1.4 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.18 — 4.13 (m, 2H, H-3, 1 ds,
H-4, 1 ds), 4.08 (dd, 3Jun = 5.6 Hz, 3Jun = 4.4 Hz, 1H, H-2, 1 ds), 4.06 — 4.03 (m, 1H, H-4,
1 ds), 4.00 (dd, 3Jup = 5.6 Hz, 3Jun = 4.7 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 3.84 (dd, 3Jun = 1.4 Hz, 3Jppn =
4.7 Hz, 1H, H-2, 1 ds), 3.30 — 3.26 (M, 2H, H-5a1, 1 ds, H-542), 3.19 (dd, 2y = 9.8 Hz, 3Jup =
5.8 Hz, 1H, H-5p1, 1 ds), 3.10 (dd, 2Jup = 10.1 Hz, 33y = 4.5 Hz, 1H, H-5r2, 1 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CD30D, 300 K): 145.5 (C-7, 2 ds), 130.0 (C-8, 1 ds), 129.9 (C-8,
1 ds), 128.8 (C-9, 1 ds), 128.7 (C-9, 1 ds), 128.1 (C-10, 1 ds), 128.0 (C-10, 1 ds), 103.1 (C-1,
1 ds), 98.1 (C-1, 1 ds), 87.9 (C-6, 1 ds), 87.8 (C-6, 1 ds), 83.8 (C-4, 1 ds), 82.8 (C-4, 1 ds),
77.1(C-2,1ds), 72.8(C-3,1ds), 72.7 (C-2, 1ds), 72.5 (C-3, 1 ds), 66.6 (C-5, 1 ds), 65.4 (C-5,
1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3394, 3058, 2954, 2924, 2854, 1490, 1448, 1377, 1264, 1218,
1082, 1032, 1001, 900, 765, 738, 701, 645, 632.
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HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 415.1516 [M+Na]*, gef.: 415.1511 [M+Na]".
Darstellung von 1,2,3-Tri(tert-butyldimethylsilyl)-5-trityl-D-ribose 133

Es wurden 1.0 Aquiv. 5-Trityl-D-ribose 132 (1.968 g, 5.015 mmol) in 20 mL N,N-Dimethyl-
formamid gelost. Zur Lésung wurden 5.2 Aquiv. Imidazol (1.774 g, 26.06 mmol) und 5.0 Aquiv.
tert-Butyldimethylsilylchlorid (3.800 g, 25.21 mmol) gegeben. Die Reaktionslésung wurde fir
18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieRend durch Uberfiihren in Eiswasser
abgebrochen. Die erhaltene Suspension wurde dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die
organische Phase wurde mit Wasser und ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, Uber
Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt mehrmals

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/DCM 3:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 63% (2.317 g, 3.151 mmol) eines farblosen, amorphen Feststoffes.

Summenformel: Cs2HgsOsSi3 O \
o
Molare Masse: 735.2400 g/mol 22
\ 0 o./
Si Sl
>( \ /
133

DC: R-Wert (PE/DCM 3:1): 0.40.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.53 — 7.49 (m, 6H, H-8), 7.30 — 7.25 (m, 6H, H-9),
7.23 — 7.18 (m, 3H, H-10), 5.18 (d, 3Jun = 0.6 Hz, 1H, H-1), 4.14 (dd, 3Jun = 7.5 Hz, 3Jup =
3.7 Hz, 1H, H-3), 4.12 — 4.07 (m, 1H, H-4), 3.79 (dd, 3Jux = 3.8 Hz, 3Jun = 1.0 Hz, 1H, H-2),
3.33 (dd, 2Jup = 10.0 Hz, 3Jup = 2.2 Hz, 1H, H-54), 3.00 (dd, 2Jnp = 10.1 Hz, 33k = 5.3 Hz, 1H,
H-55), 0.91 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.88 (s, 9H, SiC(CHz)s), 0.74 (s, 9H, SiC(CHa)s), 0.15 (s, 3H,
SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs3), 0.08 (s, 3H, SiCH3), 0.07 (s, 3H, SiCHs), -0.05 (s, 3H, SiCHs), -0.19
(s, 3H, SiCHa).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 144.3 (C-7), 129.1 (C-8), 127.8 (C-9), 126.9
(C-10), 102.3 (C-1), 86.5 (C-6), 81.1 (C-4), 78.3 (C-2), 72.1 (C-3), 64.8 (C-5), 26.0 (SiC(CHs)s),
26.0 (SiC(CHs)s), 25.9 (SIC(CHa)s), 18.2 (SiC(CHa)s), 18.1 (SiC(CHs)s), 18.1 (SiC(CHs)s), -3.9
(SiCHs), -4.1 (SiCHs), -4.1 (SiCHs), -4.4 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2928, 2856, 1491, 1471, 1449, 1361, 1252, 1220, 1156, 1098,
1060, 1032, 1002, 958, 938, 874, 833, 774, 744, 703.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 757.4110 [M+Na]*, gef.: 757.4084 [M+Na]*.
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Darstellung von 1,2,3-0,0,0-Tri(tert-butyldimethylsilyl)-B-D-ribose 126

Es wurden 1.0 Aquiv. 1,2,3-0,0,0-Tri(tert-butyldimethylsilyl)-5-O-triphenylmethyl-B-b-
ribose 133 (2.317 g, 3.151 mmol) in 20 mL Dichlormethan gel6ést und die Losung auf 0 °C
gekiihlt.. Zur Lésung wurden 4.1 Aquiv. Triethylsilan (2.0 mL, 13 mmol) und 2.0 Aquiv.
Trifluoressigsaure (0.81 mL, 6.3 mmol) gegeben und die Reaktionslésung fir vier Stunden bei
0 °C geruhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung
abgebrochen. Die Phasen wurden getrennt, die organische Phase wurde mit ges.
Natriumhydrogencarbonat- und ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wurde entfernt und der Riuckstand

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 50:1 — PE/EE 25:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 63% (1.023 g, 2.075 mmol) eines farblosen Ols.

HO 5 0"\
Summenformel: Cx3Hs205Si3 4 30 27
\ /
Molare Masse: 492.9190 g/mol XSFO O\Si
\ / 7<
126

DC: R-Wert (PE/EE 25:1): 0.28.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 5.05 (s, 1H, H-1), 4.38 (dd, 3Jun = 7.9 Hz, 3Juy =
3.8 Hz, 1H, H-3), 4.02 (dt, 3Jun = 8.0 Hz, 3Jup = 2.5 Hz, 1H, H-4), 3.80 (dt, 2Jun = 12.2 Hz,
3Jum = 2.5 Hz, 1H, H-54), 3.77 (d, 3Jun = 3.9 Hz, 1H, H-2), 3.55 (dd, 2Jup = 12.0 Hz, 3Jup =
9.8 Hz, 3Jup = 2.4 Hz, 1H, H-5,), 1.97 (dd, 3Jup = 9.9 Hz, 3Jun = 2.4 Hz, 1H, OH), 0.90 (s, 9H,
SiC(CHs)3), 0.90 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.89 (s, 9H, SiC(CHa)s), 0.12 (s, 3H, SiCHs), 0.11 (s, 3H,
SiCHs), 0.10 (s, 3H, SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs), 0.08 (s, 6H, SiCHs, SiCHa).

3C.NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 101.9 (C-1), 82.2 (C-4), 78.6 (C-2), 70.3 (C-3),
60.9 (C-5), 26.1 (SIC(CHa)s), 25.9 (SIC(CHs)s), 25.7 (SiC(CHs)3), 18.2 (SiC(CHs)s), 18.2
(SiC(CH3)3), 17.9 (SiC(CHs)a), -4.1 (SiCHa3), -4.2 (SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.4 (SiCHs), -4.9
(SiCHa), -5.0 (SiCHa).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2929, 2858, 1463, 1361, 1252, 1161, 1085, 1031, 996, 972,
939, 873, 830, 773.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 515.3015 [M+Na]*, gef.: 515.3013 [M+Na]*.
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Darstellung von O-(1-(4‘,5°-Dimethoxy-2‘-nitrophenyl)ethyl)-bis-(N,N-diisopropylamin)-
phosphoramidit 128

Es wurden 1.0 Aquiv. Bis(N,N-diisopropylamin)chlorphosphin 48 (589 mg, 2.21 mmol) in
20 mL abs. Tetrahydrofuran suspendiert und die Suspension auf 0 °C gekuihlt. Es wurden
1.3 Aquiv. 1-(4‘,5-Dimethoxy-2‘-nitrophenyl)ethanol 57 (668 mg, 2.94 mmol) und 3.3 Aquiv.
Triethylamin (1.0 mL, 7.2 mmol), geldst in 20 mL abs. Tetrahydrofuran, langsam zur gekuhlten
Losung getropft. Die Kihlung wurde entfernt und die Reaktion fir 18 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Anschlielend wurde die Suspension filtriert und der Rickstand mit
Ethylacetat gewaschen. Das Ldsungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 5:1 + 5% Et3N v/v) gereinigt.

Ausbeute: 81% (816 mg, 1.78 mmol) eines gelblichen, amorphen Feststoffes.

~

N\P/N 11 12
|

Summenformel: CsHsoN3OsP O

Molare Masse: 457.5518 g/mol 8

DC: Ri-Wert (PE/EE 5:1 + 5% EtzN v/v): 0.85.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.56 (s, 1H, H-3), 7.40 (s, 1H, H-6), 5.52 (dq,
3Jun = 6.2 Hz, 3np = 12.4 Hz, 1H, H-7), 3.96 (s, 3H, H-10), 3.93 (s, 3H, H-9), 3.60 — 3.42 (m,
4H, H-11), 1.53 (d, 3Jup = 6.2 Hz, 3H, H-8), 1.32 (d, 3Jun = 6.8 Hz, 6H, H-12), 1.21 (d, 3Jup =
6.6 Hz, 6H, H-12°), 1.18 (d, 3Jup = 6.8 Hz, 6H, H-12%), 1.05 (d, 3Jun = 6.6 Hz, 6H, H-12").

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 153.7 (C-5), 147.5 (C-4), 139.4 (C-2), 138.1 (d,
3Jcp = 2.4 Hz, C-1), 109.6 (C-6), 107.4 (C-3), 67.0 (d, 2Jcp = 17.5 Hz, C-7), 56.4 (C-10), 56.3
(C-9), 44.9 (d, 2Jcp = 12.9 Hz, C-11), 44.8 (d, 2Jcp = 13.1 Hz, C-11), 25.1 ((d, *Jcp = 3.4 Hz,
C-8), 24.5 — 24.3 (m, C-11, C-11°, C-11”, C-11"").

3Ip-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls, 300 K): 112.3 (s).

IR (ATR): Wellenzahl # [cm™]: 3368, 2965, 2926, 1636, 1519, 1335, 1271, 1218, 1184, 1022,
953, 794, 771, 737, 703, 642, 624.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 480.2603 [M+Na]*, gef.: 480.2588 [M+Na]".
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Darstellung von 1-(2-Nitrophenyl)ethanol 129

Es wurden 1.0 Aquiv. 2-Nitroacetophenon 130 (3.000 g, 18.18 mmol) in einem Gemisch aus

15 mL Methanol und 15 mL Tetrahydrofuran gelést und die Lésung auf 0 °C geklhlt. Zur

Loésung wurden 1.5 Aquiv. Natriumborhydrid (1.019 g, 27.27 mmol) gegeben und die

Suspension wurde fir 45 Minuten bei 0°C und anschlieBend weitere 45 Minuten bei

Raumtemperatur gertihrt. Das Lésungsmittel wurde entfernt und der Rickstand in Ethylacetat

aufgenommen, die organische Phase mit Wasser gewaschen und die erhaltene wassrige

Phase zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit

Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert

und das Losungsmittel entfernt. Die  Reinigung des

séulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 4:1 v/v).

Ausbeute: 88% (2.661 g, 15.92 mmol) eines gelben Ols.

HOZ -®
Summenformel: CsHoNO3 0N 246
Molare Masse: 167.1640 g/mol 3 : 5

129

DC: RWert (PE/EE 4:1 v/v): 0.66.

Produkts erfolgte

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.90 (dd, 3Jun = 8.2 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, H-3),
7.84 (dd, 3Jupn = 7.9 Hz, *Jupn = 1.2 Hz, 1H, H-6), 7.65 (dd, 3Jun = 7.6 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H,
H-5), 7.45 — 7.40 (m, 1H, H-4), 5.43 (q, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-7), 1.58 (q, 3Jun = 6.2 Hz, 1H,

H-8).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 148.1 (C-2), 141.0 (C-1), 133.8 (C-5), 128.3 (C-4),

127.7 (C-6), 124.5 (C-3), 65.8 (C-7), 24.3 (C-8).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3364, 2979, 2932, 2871, 1609, 1578, 1518, 1444, 1342, 1297,
1192, 1164, 1146, 1103, 1069, 1006, 959, 897, 854, 787, 767, 744, 705, 674, 614, 564, 540.

MS: (ESI*, m/z): ber.: 150.0550 [M-OH]J*, gef.: 150.0534 [M-OH]".
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Darstellung von O-(1-(2‘-Nitrophenyl)ethyl)-bis-(N,N-diisopropylamin)-phosphor-
amidit 127

Es wurden 1.0 Aquiv. Bis(N,N-diisopropylamin)chlorphosphin 48 (667 mg, 2.50 mmol) in
20 mL abs. Tetrahydrofuran suspendiert und die Suspension auf 0 °C gekuihlt. Es wurden
1.2 Aquiv. 1-(2-Nitrophenyl)ethanol 129 (501 mg, 3.00 mmol) und 3.0 Aquiv. Triethylamin
(1.0 mL, 7.5 mmol), geldst in 20 mL abs. Tetrahydrofuran, langsam zur geklhlten Lésung
getropft. Die Kuhlung wurde entfernt und die Reaktion fur 18 Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt. AnschlieBend wurde die Suspension filtriert und der Rickstand mit Ethylacetat
gewaschen. Das Losungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch

an Kieselgel (PE + 5% Et3N) gereinigt.

Ausbeute: 85% (842 mg, 2.12 mmol) eines gelblichen Ols.

N~p-No 10
|
Summenformel: CaoHasN3O3P \6( 07 7/
5 1
Molare Masse: 397.4998 g/mol 8
4 2°NO,
127

DC: Ri-Wert (PE + 5% EtsN): 0.83.

1H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.90 (dd, 3Jun = 8.0 Hz, “Jup = 1.2 Hz, 1H, H-6),
7.88 (dd, 3Jun = 8.2 Hz, “Jupn = 1.2 Hz, 1H, H-3), 7.60 (dt, 3Jupn = 7.6 Hz, “Jun = 1.1 Hz, 1H,
H-5), 7.39 — 7.34 (m, 1H, H-4), 5.36 (dq, 3Jun = 6.4 Hz, 3Jup = 12.5 Hz, 1H, H-7), 3.56 (dsept,
3Jup = 10.2 Hz, 3Jup = 6.6 Hz, 2H, H-9), 3.46 (dsept, 2Jup = 9.8 Hz, 3Jun = 6.5 Hz, 2H, H-9"),
1.55 (d, 3Jup = 6.3 Hz, 3H, H-8), 1.20 (d, 3Jun = 6.7 Hz, 6H, H-10), 1.17 (d, 3Jun = 7.0 Hz, 6H,
H-10), 1.12 (d, 3Jun = 6.6 Hz, 6H, H-10), 1.01 (d, 3Jun = 6.6 Hz, 6H, H-10).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 147.4 (C-2), 142.2 (d, 3Jcp = 2.3 Hz, C-1), 133.4
(C-5), 128.9 (C-6), 127.6 (C-4), 124.0 (C-3), 67.3 (d, 2Jcp = 19.4 Hz, C-7), 44.9 (d, 2Jcp =
13.1 Hz, C-9), 44.8 (d, 2Jcp = 13.4 Hz, C-9'), 25.4 (d, 3Jcp = 4.0 Hz, C-8), 24.4 (C-10), 24.3
(C-10'), 24.3 (C-10"), 24.3 (C-10™).

3Ip-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls, 300 K): 114.1 (s).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3339, 2967, 2929, 2872, 2722, 2504, 2356, 1611, 1526, 1460,
1399, 1366, 1345, 1260, 1205, 1155, 1094, 1076, 1056, 1024, 987, 943, 856, 799, 747, 705,
677, 556, 521.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 398.2567 [M+H]*, gef.: 398.2552 [M+H]".
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Darstellung von 1,2,3-O0,0,0-Tri(tert-butyldimethylsilyl)-B-D-ribofuranosyl)-(1-(2-nitro-
benzyl)ethyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 124

Es wurden 1.0 Aquiv. 1,2,3-0,0,0-Tri(tert-butyldimethylsilyl)-B-b-ribose 126 (253 mg,
514 pmol) und 1.3 Aquiv. O-(1-(2‘-Nitrophenyl)ethyl)-bis-(N,N-diisopropylamin)-
phosphoramidit 127 (263 mg, 662 umol) in abs. Acetonitrii gelost und 1.1 Aquiv.
Pyridiniumtrifluoracetat (109 mg, 564 umol) zugegeben. Die Lésung wurde flr eine Stunde bei
Raumtemperatur gerthrt und anschlieend das Ldsungsmittel entfernt. Das Rohprodukt

wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (PE + 2% Et;N) gereinigt.

Ausbeute: 69% (282 mg, 357 umol) eines gelblichen Ols.

11 10

12 NO,
13 8\6
: : 0 \ J<
Summenformel: C37H74NOsPSi3 ‘P_O 5 Si
’ O’ \
Molare Masse: 744.2288 g/mol >7N 4 30 >

13 \ 7
S.O 0.

124

Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.
DC: R~Wert (PE + 2% EtsN): 0.82.

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.95 — 7.86 (m, H-10, H-13, 4 ds), 7.64 — 7.34 (m,
H-11, 4 ds), 7.40 — 7.34 (m, H-12, 4 ds), 5.61 — 5.49 (m, H-6, 4 ds), 5.13 — 5.09 (m, H-1, 2 ds),
5.08 — 5.05 (m, H-1, 2 ds), 4.14 — 4.04 (m, H-3, 2 ds, H-4, 2 ds), 4.04 — 3.96 (m, H-3, 2 ds,
H-4, 2 ds), 3.84 — 3.78 (m, H-2, 2 ds), 3.78 (m, H-2, 2 ds, H-5, 4 ds, H-12, 4 ds), 1.61 — 1.53
(m, H-7, 4 ds), 1.21 — 1.10 (m, H-13, 4 ds), 0.93 — 0.83 (m, SiC(CHs)s, 4 ds), 0.13 (m, SiCHs,
4 ds).
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13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 133.3 (C-11, 4 ds), 128.8 (C-10/C-13, 4 ds), 127.5
(C-12, 4 ds), 124.0 (C-10/C-13, 4 ds), 102.3 (C-1, 2 ds), 102.2 (C-1, 2 ds), 81.8 (C-4, 4 ds),
78.5 (C-2, 4 ds), 73.6 (C-3, 2 ds), 73.5 (C-3, 2 ds), 67.6 (C-6, 4 ds), 65.1 (C-5, 4 ds), 43.0
(C-12, 4 ds), 26.0 (SIC(CHa)s), 25.2 (C-7, 4 ds), 24.7 (C-13, 4 ds), 18.2 (SiC(CHa)s), -4.4
(SiCHg, 4 ds).

31P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls, 300 K): 147.9 (s, 1 ds), 147.7 (s, 1 ds), 147.4 (s, 1 ds),
147.4 (s, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl # [cm™]: 2954, 2930, 2888, 2858, 1687, 1652, 1532, 1472, 1463, 1408,
1389, 1362, 1252, 1224, 1187, 161, 1096, 1030, 1005, 972, 940, 901, 874, 837, 778, 732, 670,
650, 562.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 766.4454 [M+Na]*, gef.: 766.3921 [M+Na]*.
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Darstellung von 1%-B-2”,3"-Tri-O,O-tert-butyldimethylsilyl-Pg-NPE-adenosindi-
phosphat-ribose 134

Es wurden 1.0 Aquiv. 1,2,3-O,0,0-Tri(tert-butyldimethylsilyl)-B-p-ribofuranosyl)-(1-(2-
nitrobenzyl)ethyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 124 (282 mg, 357 umaol), in 5 mL abs
N,N-Dimethylformamid geldst, die Losung auf 40 °C erhitzt und anschlieBend 1.2 Aquiv.
Adenosinmonophosphat (1.5 Aquiv. EtsNH*, 214 mg, 425 pmol) zugegeben. Nachdem das
Monophosphat vollstandig geldst vorlag, wurden 1.3 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (86 mg,
0.45 mmol) zugegeben, der Ansatz fir 15 Minuten bei 40 °C gerihrt und anschlieRend
1.2 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan, 0.08 mL, 0.8 mmol) zugegeben und fiir
weitere funf Minuten bei 30 °C gerlUhrt. Es wurde das Lésungsmittel entfernt und das
Rohprodukt via automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100%
CHsCN) gereinigt und die entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Ausbeute: 63% (260 mg, 226 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als
Gemisch von vier Diastereomeren. Das Produkt wurde als Triethylammoniumsalz mit

1.0 Aquiv. Triethylammonium erhalten.

29 %\ EtNH GNHz
1 4" N5
. . \ e} O h (l?B 90 8</ f\N
Summenformel: Ca7Hg7N7016P-Sis S 5 0-P-0-P-0_ 5 N N/)Z
\ 0 O 0
Molare Masse: 1152.4485 g/mol X h . e 4‘k3' 2'} 1
g@\)\b OH OH
"N aNO,
134

Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschréankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.
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H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDsCN, 300 K): 8.33 (s, H-8, 1 ds), 8.32 (s, H-8, 1 ds), 8.29 (s,
H-8, 1 ds), 8.27 (s, H-8, 1 ds), 8.19 (s, H-2, 1 ds), 8.18 (s, H-2, 3 ds), 7.97 — 7.89 (m, H-e,
4ds), 7.88 — 7.81 (m, H-h, 4 ds), 7.74 — 7.63 (m, H-g, 4 ds), 7.53 — 7.35 (m, H-f, 4 ds),
6.33 — 6.08 (m, H-a, 4 ds), 5.98 (d, 3Jun = 4.2, H-1’, 1 ds), 5.97 (d, 3Jun = 4.3, H-1", 1 ds), 5.95
(d, 3y =4.0, H-1’, 1 ds), 5.94 (d, 3Jun = 3.5, H-1°, 1 ds), 5.08 (d, 3Jun = 1.0, H-1”, 1 ds), 5.07
(s, H-1“, 1 ds), 5.06 (d, *Jyn = 0.9, H-1", 1 ds), 5.04 (s, H-1“, 1 ds), 4.66 — 4.51 (m, H-2', 2 ds),
4.49 (t, 3Jnn = 4.5, H-2’, 1 ds), 4.45 (t, 3Jun = 4.5, H-2’, 1ds), 4.41 — 4.36 (m, H-3', 2 ds), 4.31
(t, 3Jun = 4.9, H-3', 2 ds), 4.25 — 4.16 (m, H-5/H-5“, 1 ds), 4.16 — 4.01 (m, H-5', 2 ds, H-5",
2 ds, H-3%, 4 ds, H-4’, 4 ds), 4.01 — 3.87 (m, H-5/, 2 ds, H-5", 2 ds, H-4", 4 ds), 3.86 — 3.79 (m,
H-2, 4 ds), 2.96 (q, 3Jun = 7.3, N(CH2CHz3)s), 1.67 (d, 3Jun = 6.4, H-b, 1 ds), 1.66 (d, 3Jun =
6.1, H-b, 2 ds), 1.65 (d, 3Jun = 6.1, H-b, 1 ds), 1.16 (t, 3Jun = 7.4, N(CH2CHa)3), 0.91 (s,
SiC(CHsa)s, 1 ds), 0.90 (s, SiC(CHsa)s, 1 ds), 0.89 (s, SiC(CHsa)s, 1 ds), 0.89 (s, SiC(CHs)s, 1 ds),
0.87 (s, SIC(CHa)s, 1 ds), 0.86 (s, SIC(CHs)s, 1 ds), 0.85 (s, SIC(CHs)s, 1 ds), 0.83 (s,
SiC(CHa)s, 1 ds), 0.11 (s, SiCHs), 0.10 (s, SiCHs), 0.10 (s, SiCHs), 0.09 (s, SiCHs), 0.08 (s,
SiCHs), 0.08 (s, SiCHgs), 0.07 (s, SiCHs), 0.07 (s, SiCHs3), 0.06 (s, SiCHs), 0.06 (s, SiCHz), 0.06
(s, SICHgs), 0.05 (s, SiCHs), 0.03 (s, SiCHs3), 0.02 (s, SiCHs), -0.02 (s, SiCHa).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDsCN, 300 K): 157.1 (C-6), 153.8 (C-2), 150.8 (C-4), 141.3
(C-d), 140.4 (C-8), 139.1 (C-c), 135.0 (C-g), 129.7 (C-f), 129.0 (C-h), 125.3 (C-e), 120.5 (C-5),
103.0 (C-1"), 89.1 (C-1"), 84.5 (C-4’), 81.3 (C-4"), 78.9 (C-2"), 76.0 (C-2), 73.3 (C-3"), 73.2
(C-a), 71.5, 71.0 (C-3'), 69.9, 66.3 (C-5", C-5"), 46.8 (N(CH2CHa)s), 26.3, 26.3, 26.3, 26.3, 26.2,
26.1 (SiIC(CHs);), 24.8 (C-b), 187, 187, 186, 185 (SiC(CHs)s), 9.2
(N(CH2CHs)s), -3.8, -3.8, -4.0 (SiCHs).

3IP-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDsCN, 300 K): -11.9 —-12.2 (m, 4P, Pq, 4 ds), -12.5 —-13.0 (m,
4P, Pg, 4 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 1051.3861 [M+H]*, gef.: 1051.3415 [M+H]".
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Darstellung von 1%-8-2”,3”-Tri-O,0O-tert-butyldimethylsilyl-Pg-MeNV-adenosindi-
phosphat-ribose 135

Es wurden 1.0 Aquiv. 1,2,3-0,0,0-Tri(tert-butyldimethylsilyl)-B-b-ribose 126 (248 mg,
503 umol) und 1.2 Aquiv.  O-(1-(4‘,5-Dimethoxy-2‘-nitrophenyl)ethyl)-bis-(N,N-diiso-
propylamin)-phosphoramidit 128 (276 mg, 603 umol) in 10 mL abs. Dichlormethan gel6st und
1.0 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (101 mg, 523 umol) zugegeben. Die Reaktionslésung
wurde fur 30 Minuten gerihrt und anschlieRend das Lésungsmittel entfernt. Der Rickstand
wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (PE + 2% EtsN) gereinigt. Das erhaltene
Produkt wurde in 5 mL abs. N,N-Dimethylformamid geldst, auf 40 °C erwarmt und 1.5 Aquiv.
Triethylammonium-Adenosinmonophosphat (1.5 Aquiv.  EtzNH*, 336 mg, 752 pumol)
zugegeben. Der Ansatz wurde bei 40 °C gerthrt bis der Feststoff vollstdndig geldst war.
AnschlieBend wurden 1.3 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (126 mg, 652 pmol) zugegeben und
der Ansatz fur 15 Minuten gertihrt. Es wurden 1.8 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-
Decan, 0.16 mL, 0.88 mmol) zugegeben und fir weitere 30 Minuten bei 30 °C geruhrt. Es
wurde das Losungsmittel entfernt und das Rohprodukt via automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CHsCN) gereinigt und die
entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Ausbeute: 29% (181 mg, 149 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als
Gemisch von vier Diastereomeren. Das Produkt wurde als Triethylammoniumsalz mit

1.0 Aquiv. Triethylammonium erhalten.

29 QN EtNH? NHz
1 4 5 2N
o) o, O ) N
Summenformel: C49H91N7018P28i3 \SI’O 5" O_ll:l)Eo_lggo 5 8<N 4' N/)z
\ o o o)
Molare Masse: 1212.5005 g/mol 0.9 h . ]a 43 2/
ad b OH OH
N0 ™1 NO,
135

Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.
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H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDsCN, 300 K): 8.34 (s, H-8, 1 ds), 8.32 (s, H-8, 1 ds), 8.30 (s,
H-8, 1 ds), 8.28 (s, H-8, 1 ds), 8.18 (s, H-2, 2 ds), 8.18 (s, H-2, 2 ds), 7.56 (s, H-e, 1 ds), 7.55
(s, H-e, 1 ds), 7.53 (s, H-e, 1 ds), 7.52 (s, H-e, 1 ds), 7.37 (s, H-h, 1 ds), 7.33 (s, H-h, 1 ds),
7.29 (s, H-h, 1 ds), 7.28 (s, H-h, 1 ds), 6.33 (brs, NH,), 6.26 — 6.19 (m, H-a, 4 ds), 5.97 (d,
3Jun =4.4 Hz, H-1",1ds), 5.96 (d, 3Jun = 4.4 Hz, H-1°, 1 ds), 5.94 (d, 3Jun = 4.4 Hz, H-1°, 2 ds),
5.08 (d, ®Jun = 0.8 Hz, H-1°, 1ds), 5.07 (s, H-1", 1 ds), 5.05 (d, 3Jun = 0.8 Hz, H-1°, 1 ds), 5.03
(s, H-1", 1 ds), 4.72 — 4.59 (brs, OH), 4.54 (t, *Jun = 4.5 Hz, H-2', 1 ds), 4.52 (t, *Jun = 4.5 Hz,
H-2°, 1 ds), 4.49 (t, 3Jyn = 4.5 Hz, H-2', 1 ds), 4.45 (t, 3Jun = 4.6 Hz, H-2', 1 ds), 4.43 - 4.34
(m, H-3’, 2ds), 4.32 (t, 3Jun = 4.6 Hz, H-3', 1ds), 4.26 (t, 3Jyn = 4.8 Hz, H-3', 1 ds), 4.24 - 4.19
(m, H-5/H-5", 1 ds), 4.17 — 4.10 (m, H-5'/H-5", 2 ds, H-4’, 2 ds, H-3”, 2 ds), 4.10 — 4.01 (m,
H-5'/H-5", 1 ds, H-4’, 2 ds, H-3”, 2 ds), 4.01 — 3.92 (m, H-5'/H-5", 2 ds, H-4”, 2 ds), 3.95 (s,
H-j, 1 ds), 3.94 (s, H-j, 1 ds), 3.93 (s, H-j, 1 ds), 3.92 — 3.88 (m, H-5/H-5", 1 ds, H-4”, 2 ds),
3.89 (s, H+j, 1 ds), 3.86 — 3.78 (m, H-2”, 4 ds), 3.85 (s, H-i, 1 ds), 3.84 (s, H-i, 1 ds), 3.83 (s,
H-i, 1 ds), 3.80 (s, H-i, 1 ds), 2.97 (q, 3Jun = 7.3, N(CH2CH3)s), 1.68 — 1.62 (m, H-b, 4 ds), 1.15
(t, 3Jun = 7.4, N(CH2CHa)s), 0.90 (s, SiC(CHg)s, 1 ds), 0.89 (s, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.89 (s,
SiC(CHa)s, 1 ds), 0.88 (s, SiC(CHsa)s, 1 ds), 0.88 (s, SiC(CHsa)s, 1 ds), 0.86 (s, SiC(CHs)s, 1 ds),
0.86 (s, SIC(CHa)s, 1 ds), 0.84 (s, SIC(CHs)s, 1 ds), 0.84 (s, SIC(CHs)s, 1 ds), 0.83 (s,
SiC(CHa)s, 1 ds), 0.82 (s, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.81 (s, SIC(CHs)s, 1 ds), 0.10 (s, SiCHz), 0.09 (s,
SiCHs), 0.09 (s, SiCHgs), 0.09 (s, SiCHs), 0.08 (s, SiCHs), 0.08 (s, SiCHs), 0.07 (s, SiCHz), 0.06
(s, SICHs3), 0.06 (s, SiCHs3), 0.05 (s, SiCHs), 0.05 (s, SiCHs), 0.04 (s, SiCHs), 0.03 (s, SiCHs),
0.02 (s, SiCHs), 0.01 (s, SiCHz), 0.00 (s, SiCHsa), -0.03 (s, SiCHsa).

3C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDsCN, 300 K): 156.4 (C-6), 155.0 (C-f), 153.7 (C-2), 150.7
(C-4), 149.1 (C-f), 140.3 (C-d), 140.3 (C-8), 134.1 (C-c), 120.4 (C-5), 110.3, 110.2, 110.1,
110.0 (C-h), 108.5 (C-e), 103.0 (C-1“), 89.1 (C-1°), 84.2, 84.1 (C-4°), 81.2 (C-4“), 78.9 (C-2"),
76.0 (C-2'), 73.5 (C-a), 73.3, 73.1 (C-3"), 71.6 (C-3"), 69.8, 69.1, 66.3 (C-5', C-5*), 57.2, 57.1
(C-j), 56.9, 56.8 (C-i), 46.8 (N(CH2CHs)s), 26.3, 26.2, 26.0 (SiC(CHs)s), 24.7 (C-b), 18.7, 18.6,
18.4 (SiC(CHa)s), 9.0 (N(CH2CHa)s), -3.8, -3.9, -4.0, -4.1, -4.1, -4.2, -4.2, -4.2, -4.5, -4.6, -4.6,
-4.7,-4.9, -5.0, -5.0 (SiCHa).

31P-NMR: 6 [ppm] (202 MHz, CDsCN, 300 K): -10.8 —-11.2 (m, 1P, Pg, 4 ds), -11.4 —-11.9 (m,
1P, Pq, 4 ds).

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 1111.4072 [M+H]*, gef.: 1111.4066 [M+H]".
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Darstellung von Pg-NPE-adenosindiphosphat-ribose 122

Es wurden 1.0 Aquiv. 1“-B-2”,3"-Tri-O,O-tert-butyldimethylsilyl-Ps-NPE-adenosindiphosphat-
ribose 134 (150 mg, 143 pmol) in 18 mL abs. Tetrahydrofuran gelést und mit 6.9 Aquiv. einer
Lésung aus Tetrabutylammoniumfluorid und Essigsaure in Tetrahydrofuran (1 M, 1.05 mL,
1.05 mmol) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt,
anschlieBend das Lodsungsmittel entfernt und der RUckstand via automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CHsCN) gereinigt, indem der Riickstand
vorher in 3 mL TEAA-Puffer (2 M) aufgenommen wurde. Die entsprechenden Fraktionen
wurden lyophilisiert. Der erhaltene Rickstand wurde mittels lonenaustauschchromatographie
in das entsprechende Ammonium-Salz tberflhrt, erneut lyophilisiert und der Rickstand zur
abschlielenden Reinigung erneut via automatisierter RP-S&ulenchromatographie
(100% H.O — 100% CH3CN) gereinigt und die entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Ausbeute: [12%)] (12 mg, 17 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als Gemisch

von vier Diastereomeren. Das Produkt konnte nur verunreinigt erhalten werden konnte.

,OH OH NH,
3 6
HOw(,, }4” N
" 07 | Q 9 8¢ f\N

5 0-P-0-P-0_s i P2
Summenformel: C2sHzoNsO16P2 O OH 0 N
3 271

Molare Masse: 708.4665 g/mol g O(:\)\b OH OH
FN4NO,

e
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, D0, 300 K): 8.44 (s, H-8, 2 ds), 8.43 — 8.38 (m, H-8, 2 ds),
8.36 — 8.33 (m, H- 2, 4 ds), 8.05 — 8.03 (m, H-h, 2 ds), 7.99 — 7.90 (m, H-h, 2 ds, H-g, 2 ds),
7.83—-7.78 (m, H-g, 1 ds, H-f, 2 ds), 7.76 — 7.72 (m, H-g, 1 ds, H-f, 1 ds), 7.70 — 7.63 (m, H-f,
1 ds), 7.58 — 7.53 (m, H-e, 2 ds), 7.51 — 7.38 (m, H-e, 2 ds), 6.19 — 6.18 (m, H-a, 2 ds),
6.15 — 6.07 (m, H-a, 2ds, H-1", 4 ds), 5.28 (d, 3Jun = 4.1 Hz, H-1', 1 ds), 5.26 (d, *Jun = 3.7 Hz,
H-1', 1 ds), 5.24 — 5.20 (m, H-1', 1 ds), 5.18 = 5.16 (m, H-1', 1 ds), 4.75 — 4.63 (m, H-2", 4 ds),
4.47 — 4.40 (m, H-3", 4 ds), 4.37 — 4.29 (m, H-4", 4 ds), 4.29 — 4.09 (m, H-3', 2 ds, H-4', 2 ds,
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H-5'/5", 4 ds), 4.06 — 4.00 (m, H-3', 1 ds, H-4', 2 ds, H-5'/5", 4 ds), 3.99 — 3.85 (m, H-2', 4 ds,
H-3', 1 ds), 1.69 — 1.63 (m, H-b, 4 ds).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0, 300 K): 156.8 (C-6), 155.0 (C-2), 148.3 (C-4), 135.6 (C- 8),
121.46 (C-f), 121.0 (C-5), 116.06 (C-e), 115.68 (C-e), 114.81 (C-g), 111.41 (C-h), 88.1 (C-1Y),
83.5 (C- 1), 74.9 (C-a), 70.58 (C-4"), 67.8 (C-4'), 62.0 (C-2), 61.5 (C-2"), 61.3 (C-1"), 57.1
(C-3), 55.0 (C-5'/5"), 52.7 (C-5/5"), 51.1 (C-3"), 10.3 (C-b).

31P-NMR: & [ppm] (242 MHz, D20, 300 K): -10.6 — -10.7 (m, 4P, P, 4 ds), -12.5 — -12.6 (m,
4P, Pg, 4 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 709.1120 [M+H]*, gef.: 709.1285 [M+H]*.
Darstellung von Pg-MeNV-adenosindiphosphat-ribose 123

Es  wurden 1.0 Aquiv. 1%-B-2”,3”-Tri-O,0-tert-butyldimethylsilyl-Pg-MeNV-adenosin-
diphosphat-ribose 135 (162 mg, 134 umol) in 15 mL abs. Tetrahydrofuran gelost und mit
6.9 Aquiv. einer Lésung aus Tetrabutylammoniumfluorid und Essigsaure in Tetrahydrofuran
(A M, 0.87mL, 0.87 mmol) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fir 24 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt, anschlieend das Ldsungsmittel entfernt und der Rickstand via
automatisierter RP-Séulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CH3CN) gereinigt,

indem der Rickstand vorher in 3 mL Phosphatpuffer aufgenommen wurde.

Ausbeute: [70%)] (95 mg, 94 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als Gemisch
von vier Diastereomeren. Zur Ausbeuteberechnung wurden 1.0 Aquiv. Tetrabutylammonium-
lonen herangezogen, da das Produkt nur verunreinigt mit Tetrabutylammonium-Salzen

erhalten werden konnte.

LOH OH NH,
3 6
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus vier Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.
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IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, D0, 300 K): 8.62 (s, H-8), 8.38 (s, H-2), 7.62 (s, H-e, 1 ds), 7.61
(s, H-e, 1 ds), 7.29 (s, H-h), 6.16 (d, 3Jun = 5.6 Hz, H-1"), 5.49 (q, 3Jun = 6.4 Hz, H-a), 5.37 (d,
3Jun = 4.1 Hz, H-1", 1 ds), 5.23 (d, 3Jun = 2.1 Hz, H-1", 1 ds), 4.77 (d, 3Juu = 5.4 Hz, H-2),
4.58 — 4.55 (m, H-3), 4.44 — 4.42 (m, H-4"), 4.33 (t, 3Jun = 5.2 Hz, H-3", 1 ds), 4.29 — 4.23 (m,
H-5', H-4", 1 ds), 4.21 (t, 3Jup = 5.0 Hz, H-3", 1 ds), 4.17 — 4.13 (m, H-2", 1 ds, H-5", 1 ds),
4.11—4.09 (m, H-4", 1 ds, H-5", 1 ds), 4.04 — 4.01 (m, H-2", 1 ds), 3.98 (s, H-ifj), 3.90 (s, H-ij),
1.50 (d, 33y = 6.4 Hz, H-b).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, D,0, 300 K): 153.3 (C-g), 151.0 (C-6), 148.4 (C-4), 146.9 (C-2),
146.4 (C-f), 141.9 (C-8), 139.3 (C-d), 136.7 (C-c), 118.4 (C-5), 108.5 (C-h), 101.1 (C-1", 1 ds),
96.4 (C-1", 1 ds), 87.7 (C-1'), 84.2 (C-4'), 81.1 (C-4", 1 ds), 81.0 (C-4", 1 ds), 75.1 (C-2", 1 ds),
74.6 (C-2), 70.7 (C-2", 1 ds), 70.4 (C-3"), 70.3 (C-3", 1 ds), 70.0 (C-3", 1 ds), 66.4 (C-5", 1 ds),
65.5 (C-5'), 65.2 (C-a), 65.0 (C-5", 1 ds), 56.1 (C-ifj), 56.1 (C-ilj), 23.2 (C-b).

SIP-NMR: & [ppm] (242 MHz, D;0, 300 K): -11.0 — -11.2 (m, 4P, Pq, 4 ds), -11.3 — -11.4 (m,
4P, P, 4 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 767.1332 [M-H], gef.: 767.1318 [M-H].
7.2.7 Synthese von diacetyliertem ADPR
Darstellung von 2,3,5-Tri-O-benzoyl-1-O-benzyl-B-D-ribose 101

Es wurden 1.0 Aquiv. 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosid 49  (1.089 g,
2.158 mmol) und 1.4 Aquiv. Benzylalkohol (0.33 mL, 3.2 mmol) vorgelegt und in 40 mL abs.
Dichlormethan geldst. Es erfolgte unter Riihren und Kiihlung die Zugabe von 0.2 Aquiv.
Zinn(IV)chlorid (1 M in Dichlormethan, 0.5 mL, 0.5 mmol). Der Reaktionsansatz wurde fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur gertihrt. Nach vollstandigem Umsatz erfolgte die Zugabe von ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 3:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 94% (1.126 g, 2.038 mmol) einer farblosen, sirupartigen Flissigkeit. Das Produkt

wurde als reines B-Anomer isoliert.
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Summenformel: CzsH»g0g

Molare Masse: 552.5790 g/mol

101

DC: Ri-Wert (PE/EE 3:1 v/v): 0.65.

IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 8.00 — 7.97 (m, 2H, H-c/H-c/H-c*), 7.97 — 7.93
(m, 2H, H-c/H-c'/H-c*), 7.83 — 7.80 (m, 2H, H-c/H-c'/H-c*), 7.54 — 7.49 (m, 1H, H-e/H-e‘/H-e"),
7.47 — 7.42 (m, 2H, H-e/H-e‘/H-e“), 7.39 — 7.33 (m, 2H, H-d/H-d/H-d"), 7.28 — 7.18 (m, 9H,
H-d/H-d"/H-d*, H-8, H-9, H-10), 5.87 (dd, ®Jxn = 7.1 Hz, 2Juy = 4.8 Hz, 1H, H-3), 5.71 (d, *Jn =
4.8 Hz, 1H, H-2), 5.28 (s, 1H, H-1), 4.76 (d, 2Jn = 11.8 Hz, 1H, H-64), 4.72 — 4.64 (m, 2H, H-4,
H-5.), 4.54 (d, 2Jun = 11.9 Hz, 1H, H-61), 4.53 — 4.47 (m, 1H, H-5y).

BBC-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCl;, 300 K): 166.4 (C-a/C-a’/C-a“), 165.5 (C-a/C-a‘/C-a"),
165.4 (C-a/C-a‘/C-a“), 136.9 (C-7), 133.6 (C-e/C-e'/C-e“), 133.5 (C-e/C-e'/C-e"), 133.2
(C-elC-e*/C-e*), 130.0 (C-b/C-b/C-b*), 129.9 (C-c/C-c'/C-c*), 129.9 (C-c/C-c'/C-c*), 129.8
(C-c/C-c'/C-c*), 129.4 (C-b/C-b*/C-b*), 129.1 (C-b/C-b‘/C-b*), 128.6 (C-d, C-d’, C-d*), 128.5
(C-8/C-9/C-10), 128.1 (C-8/C-9/C-10), 128.1 (C-8/C-9/C-10), 104.7 (C-1), 79.3 (C-4), 75.8
(C-2), 72.6 (C-3), 69.8 (C-6), 64.9 (C-5).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2957, 2924, 2871, 2855, 1722, 1602, 1452, 1378, 1315, 1260,
1177, 1096, 1068, 1025, 967, 940, 861, 802, 737, 706.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 575.1676 [M+Na]*, gef.: 575.1676 [M+Na]".
Darstellung von 1-O-Benzyl-B-D-ribose 102

Es wurden 1.0 Aquiv. 2,3,5-Tri-O-benzoyl-1-O-benzyl-B-b-ribose 101 (1.126 g, 2.038 mmol) in
20 mL Methanol suspendiert und mit 0.1 mL ges. methanolischer Natriummethanolat-Lésung
versetzt. Der Ansatz wurde flr zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt und anschliel3end
durch Zugabe von Dowex® 50WX8 neutralisiert, filtriert und das Losungsmittel entfernt. Der
Ruckstand wurde mit Wasser und Petrolether versetzt, die Phasen getrennt und die wassrige
Phase zweimal mit Petrolether gewaschen. Das Lésungsmittel der wassrigen Phase wurde

entfernt und das Produkt ohne weitere Reinigung erhalten.

Ausbeute: 94% (1.126 g, 2.038 mmol) eines farblosen, amorphen Feststoffes.
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6 8

HOLs o Ny ©
Summenformel: C12H160s5 (0]
4k3 2}1 10

Molare Masse: 240.2550 g/mol OH OH

102

DC: R+-Wert (CH2CIl»/CHsOH 9:1 v/v): 0.43.

IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.39 — 7.26 (m, 5H, H-8, H-9, H-10), 5.03 (d, 3Ju =
4.4 Hz, 1H, 2-OH), 4.82 — 4.81 (m, 2H, H-1, 3-OH), 4.68 (d, 2Jyp = 11.5 Hz, 1H, H-6,), 4.65 (t,
3Jnn = 5.7 Hz, 1H, 5-OH), 4.40 (d, 2Jun = 11.8 Hz, 1H, H-6,), 3.93 (ddd, 2Jp = 11.7 Hz, 3Jup =
5.9 Hz, 334y = 5.9 Hz, 1H, H-5,), 3.91 (ddd, 3Jun = 6.8 Hz, 3Jun = 6.8 Hz, 3Jupn = 4.8 Hz, 1H,
H-3), 3.81 — 3.76 (m, 2H, H-2, H-4), 3.56 (ddd, 2Jup = 11.6 Hz, 3y = 5.7 Hz, 3Jun = 3.8 Hz,
1H, H-5.).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 138.0 (C-7), 128.2 (C-9), 127.7 (C-8), 127.4
(C-10), 106.1 (C-1), 83.7 (C-4), 74.4 (C-2), 71.0 (C-3), 68.0 (C-6), 63.2 (C-5).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3354, 3088, 3066, 3033, 2954, 2908, 1497, 1454, 1393, 1371,
1357, 1335, 1393, 1261, 1222, 1209, 1189, 1141, 1107, 1089, 1074, 1016, 950, 890, 832, 785,
733, 694, 659, 628, 592, 538.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 263.0890 [M+Na]*, gef.: 263.0888 [M+Na]*.
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Darstellung von 2,3-Di-O,0-acetyl-1-O-benzyl-5-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribose 103

Es wurden 1.0 Aquiv. 1-O-Benzyl-B-D-ribose 102 (456 mg, 1.90 mmol) in 10 mL abs. Pyridin
gelést und mit 2.4 Aquiv. tert-Butyldimethylsilylchlorid (683 mg, 4.53 mmol) versetzt. Der
Ansatz wurde fir 18 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Anschliel3end erfolgte die Zugabe
von 8.4 Aquiv. Essigsaureanhydrid (1.5 mL, 16 mmol) und der Ansatz wurde fur drei Tage
gerihrt. Das Lésungsmittel wurde entfernt und der Rickstand jeweils dreimal mit Toluol und
Dichlormethan coevaporiert, in Dichlormethan aufgenommen und mit ges. Ammoniumchlorid-
Lésung, Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 4:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 83% (690 mg, 1.57 mmol) eines farblosen Ols.

| 6 8
%sl;i—o 5 o N0
Summenformel: CxH340,Si 4k3027|1 10

Molare Masse: 438.2074 g/mol ijo O\fo

103
DC: R+-Wert (PE/EE 4:1 v/v): 0.54.

IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.37 — 7.27 (m, 5H, H-8, H-9, H-10), 5.39 (dd,
3Jup = 6.1 Hz, 3Jup = 5.0 Hz, 1H, H-3), 5.31 — 5.29 (m, 1H, H-2), 5.07 (d, 3Jun = 1.3 Hz, 1H,
H-1), 4.76 (d, 2Jun = 11.9 Hz, 1H, H-64), 4.53 (d, 2Jup = 11.8 Hz, 1H, H-6y), 4.18 (d, 3Jun =
5.5 Hz, 1H, H-4), 3.77 (dd, 2Jun = 10.7 Hz, 3Jup = 5.3 Hz, 1H, H-5,), 3.73 (dd, 2Jun = 10.7 Hz,
3Jup = 5.2 Hz, 1H, H-55), 2.08 (s, 3H, Ac), 2.03 (s, 3H, Ac), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.06 (s,
3H, SiCHa), 0.05 (s, 3H, SiCHs).

1BC-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 169.8 (C=0), 137.3 (C-7), 128.5 (C-9), 128.0
(C-8), 127.9 (C-10), 104.3 (C-1), 81.6 (C-4), 75.2 (C-2), 72.4 (C-3), 69.4 (C-6), 64.6 (C-5), 26.0
(SiC(CHs)s), 20.8 (COCHs), 20.7 (COCHs), 18.4 (SiC(CHa)s), -5.3 (SiCHs), -5.4 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2954, 2928, 2857, 1750, 1497, 1462, 1370, 1240, 1215, 1068,
1020, 960, 937, 898, 834, 776, 735, 697, 667, 627, 601.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 461.1966 [M+Na]*, gef.: 461.1958 [M+Na]*.
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Darstellung von 2,3-Di-O,0-acetyl-1-O-benzyl-B-D-ribose 104

Es wurden 1.0 Aquiv. 2,3-Di-O,0-acetyl-1-O-benzyl-5-O-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribose 104
(675 mg, 1.54 mmol) in 20 mL Dichlormethan geldst und mit 3.0 Aquiv. Triethylamin-Trihydro-
fluorid (37%, 3.0 mL, 3.2 mmol) versetzt. Die Reaktionsldsung wurde bei Raumtemperatur bis
zum vollstandigen Umsatz geriihrt. Uberschussige Fluorid-Reagenzien wurden anschlieRend
durch Zugabe von Kieselgel gequencht. Die Suspension wurde filtriert und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (PE/EE 1:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 85% (422 mg, 1.30 mmol) eines leicht braunlichen Ols.

6 8
HO 5 o) U 9
Summenformel: CisHz007 A \/_30_\(2 1 .
Molare Masse: 324.3290 g/mol Oﬁ/o O\fo
104

DC: R--Wert (PE/EE 1:1 v/v): 0.44.

IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.38 — 7.30 (m, 5H, H-8, H-9, H-10), 5.41 (dd,
8Jun =6.2 Hz, 3Jun = 5.3 Hz, 1H, H-3), 5.32 (d, 3Jun = 5.1 Hz, 1H, H-2), 5.11 (s, 1H, H-1), 4.76
(d, 23upn = 11.9 Hz, 1H, H-64), 4.60 (d, 2Jun = 11.9 Hz, 1H, H-6p), 4.23 (dd, 3Jun = 6.5 Hz, 3Jpp =
3.8 Hz, 1H, H-4), 3.80 (dd, 2Ju = 12.2 Hz, 3Jun = 3.3 Hz, 1H, H-5,), 3.65 (dd, 2Jun = 12.2 Hz,
3Jun = 4.3 Hz, 1H, H-5), 2.10 (s, 3H, Ac), 2.06 (s, 3H, Ac).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 170.2 (C=0), 169.8 (C=0), 136.9 (C-7), 128.7
(C-9), 128.3 (C-10), 128.1 (C-8), 104.8 (C-1), 82.6 (C-4), 75.6 (C-2), 71.4 (C-3), 70.4 (C-6),
63.1 (C-5), 20.8 (COCH3), 20.7 (COCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3479, 2956, 2925, 1746, 1455, 1433, 1372, 1240, 1217, 1068,
1025, 971, 951, 899, 740, 700, 604.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 347.1101 [M+Na]*, gef.: 347.1112 [M+Na]".
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Darstellung von 5-(Dibenzylphosphoryl)-2,3-di-O,0-acetyl-1-O-benzyl-B-D-ribose 105

Es wurden 1.0 Aquiv. 2,3-Di-O,0-acetyl-1-O-benzyl-B-D-ribose 104 (414 mg, 1.28 mmol) und
1.2 Aquiv. Dibenzyl-N,N-diisopropylaminophosphoramidit (0.52 mL, 1.5 mmol) in 20 mL
Tetrahydrofuran gelést und mit 1.2 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (287 mg, 1.49 mmol)
versetzt. Die Losung wurde fir 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und anschliel3end mit
1.2 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid (5.5M in n-Decan, 0.28 mL, 1.5 mmol) versetzt. Nach
weiteren 30 Minuten Ruhren bei Raumtemperatur wurde das Ldsungsmittel entfernt. Der
Ruckstand wurde in Ethylacetat aufgenommen, mit Wasser und ges. Natriumchlorid-L&sung
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt

wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 1:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 74% (673 mg, 1.15 mmol) eines farblosen Ols.

Ovlan, 2
7
0-P-0 9
Summenformel; CsoH33010P O 4k ; 10
fj Y

5
o O
3 271
Molare Masse: 584.5578 g/mol O O\fo
105

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

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.35 — 7.22 (m, 15H, H-Ph, H-8, H-9, H-10), 5.35
(dd, 3Jup = 6.9 Hz, 3Jun = 4.9 Hz, 1H, H-3), 5.28 (d, 3Jun = 4.9 Hz, 1H, H-2), 5.04 (s, 1H, H-1),
5.02 (d, *Jup = 8.1 Hz, 1H, CH.Ph), 5.01 (d, %Jup = 7.9 Hz, 1H, CH.Ph), 4.71 (d, 2Jun =
11.7 Hz, 1H, H-64), 4.45 (d, 2Jun = 11.9 Hz, 1H, H-6p), 4.32 — 4.26 (m, 1H, H-4), 4.20 — 4.14
(M, 1H, H-5,), 4.13 — 4.06 (M, 1H, H-5), 2.07 (s, 3H, Ac), 1.99 (s, 3H, Ac).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 169.7 (C=0), 169.7 (C=0), 136.9 (C-Ar), 135.9
(C-Ar), 135.8 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 128.6 (C-Ar), 128.1 (C-Ar), 128.1 (C-Ar), 128.0
(C-Ar), 104.3 (C-1), 79.4 (d, 3Jcp = 8.1 Hz, C-4), 74.9 (C-2), 71.5 (C-3), 69.6 (d, 2Jcp = 5.6 Hz,
CH.Ph), 69.5 (C-6), 67.9 (d, 2Jcp = 5.5 Hz, C-5), 20.7 (COCHs), 20.6 (COCHs).

SIp-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls, 300 K): -1.1 (s).

IR (ATR): Wellenzahl % [cmY]: 3064, 3033, 2958, 1750, 1498, 1456, 1373, 1240, 1216, 1068,
1010, 897, 802, 738, 698, 601.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 607.1704 [M+Na]*, gef.: 607.1685 [M+Na]*.
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Darstellung von 2,3-Di-O,0-acetyl-1-O-benzyl-B-D-ribose-5-phosphat 100

Es wurden 1.0 Aquiv. 5-(Dibenzylphosphoryl)-2,3-di-O,0-acetyl-1-O-benzyl-B-D-ribose 105
(665 mg, 958 umol) und 2.0 Aquiv. Triethylamin (0.27 mL, 1.9 mmol) in 10 mL Tetrahydrofuran
geldst und mit 10 Gew.% Palladium/Aktivkohle (10%, 73 mg) versetzt. Die Atmosphéare wurde
mit Wasserstoff gesattigt und die Reaktion Uber Nacht unter Wasserstoff-Atmosphare bei
Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend wurde die Lésung mit Acetonitril verdinnt, Gber
Celite® 545 filtriert, mit Wasser und Acetonitril gewaschen und die Lésung gefriergetrocknet.
Der Ruckstand wurde in Acetonitril aufgenommen, mehrmals Uber Spritzenfilter filtriert und

erneut gefriergetrocknet.

Ausbeute: 91% (491 mg, 873 umol) eines leicht braunlichen Ols. Das Produkt wurde als
Triethylammoniumsalz mit 1.6 Aquiv. Triethylammonium erhalten. Fir die restlichen

Gegenionen wurden Protonen zur Berechnung des Molekulargewichts angenommen.

Et;NH* O 6 8
0-P-0 5 o ™Ny?
|
: OH O
Summenformel: C2HzsNO10P 43 2/ 1 10
0.0 0.0
Molare Masse: 505.5008 g/mol j’ \f
100

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDsCN, 300 K): 7.42 — 7.27 (m, 5H, H-8, H-9, H-10), 5.23 (dd,
3Jun = 6.1 Hz, 3Jppn = 5.2 Hz, 1H, H-3), 5.17 (dd, 3Jupn = 1.0 Hz, 3Jup = 5.0 Hz, 1H, H-2), 5.06
(d, 3Jup = 0.9 Hz, 1H, H-1), 4.77 (d, 2Jup = 11.6 Hz, 1H, H-64), 4.48 (d, 2Jun = 11.4 Hz, 1H,
H-6p), 4.26 (dd, 3Jun = 4.3 Hz, 3Jup = 6.9 Hz, 1H, H-4), 3.98 — 3.84 (M, 2H, H-5), 2.80 (9, 3Jun =
7.2, N(CH,CHz)s), 2.03 (s, 3H, Ac), 2.00 (s, 3H, Ac), 1.13 (t, 3Jun = 7.3, N(CH2CHa)s).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDsCN, 300 K): 170.9 (C=0), 170.7 (C=0), 138.6 (C-7), 129.4
(C-9), 129.2 (C-8), 128.7 (C-10), 105.3 (C-1), 81.4 (d, 3Jcp = 8.4 Hz, C-4), 75.5 (C-2), 72.7
(C-3), 70.0 (C-6), 66.2 (d, 2Jcp = 5.0 Hz, C-5), 46.5 (N(CH,CHs)s), 20.8 (COCH3), 20.8
(COCHs), 9.9 (N(CH2CHz)s).

31P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDsCN, 300 K): 2.2 (s).

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 427.0765 [M+Na]*, gef.: 427.0718 [M+Na]".
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Darstellung von 2”,3”-Diacetyl-1”-O-B-benzyladenosindiphosphat-ribose 98

Es wurden 2.0 Aquiv. Natriumadenosinmonophosphat (171 mg, 437 umol) vorgelegt und in
5mL abs. Acetonitril suspendiert, auf 0°C gekuhlt und anschlieRend mit 29.8 Aquiv.
Triethylamin (0.91 mL, 6.5 mmol) und 29.9 Aquiv. Trifluoressigsaureanhydrid (0.91 mL,
6.5 mmol) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur geruhrt,
das Losungsmittel entfernt und der Rickstand erneut in 5 mL abs. Acetonitril gelost. Der
Ansatz wurde auf 0 °C gekiihlt, erneut 32.1 Aquiv. Triethylamin (0.98 mL, 7.0 mmol) und
12.0 Aquiv. Methylimidazol (0.21 mL, 2.6 mmol) hinzugegeben, die Kiihlung entfernt und der
Ansatz weitere zehn Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurden 1.0 Aquiv.
2,3-Di-0,0-acetyl-1-O-benzyl-B-D-ribose-5-phosphat 100 (1.6 Aquiv. EtzNH*, 123 mg,
219 pmol), geldstin 5 mL abs. Acetonitril, zugetropft und die Reaktionsldsung fir zwei Stunden
bei Raumtemperatur gerihrt. Das Lésungsmittel wurde entfernt und der Rickstand mittels
automatisierter RP-Séulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CH3CN) gereinigt.
Der erhaltene Rulckstand wurde mittels lonenaustauschchromatographie in das
entsprechende Ammonium-Salz Uberfihrt, erneut lyophilisiert und der erhaltene Rickstand
zur abschlieBenden Reinigung erneut via automatisierter RP-Saulenchromatographie (100%
H.O — 100% CHsCN) gereinigt und die entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Es wird zur vereinfachten Berechnung des Molekulargewichts und der Ausbeute ein

vollstandiger Austausch der Kationen zu Ammonium-lonen angenommen.

Ausbeute: 31% (52 mg, 68 umol) eines farblosen, amorphen Feststoffes.
O O
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H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): 8.45 (s, 1H, H-8), 8.14 (s, 1H, H-2), 7.40-7.21
(m, 13H, H-c, H-d, H-e, NH4"), 5.91 (d, 3Jun = 4.6 Hz, 1H, H-1°), 5.17 (dd, 3Jyn = 6.0 Hz, 3Jnn =
5.2 Hz, 1H, H-3%), 5.13 (dd, 3Jun = 0.8 Hz, 3Jun = 5.0 Hz, 1H, H-2“), 5.07 (d, %Jun = 0.6 Hz,
1H, H-1%),4.72 (d, 2Jyn = 11.7 Hz, 1H, H-aa), 4.48 — 4.43 (m, 1H, H-2), 4.46 (d, 2Jun = 11.6 Hz,
1H, H-ap), 4.33 (t, 3Jun = 4.5 Hz, 1H, H-3'), 4.25 (dt, 3Jun = 5.0 Hz, 3Jyn = 6.0 Hz, 1H, H-4%),
4.07 - 3.99 (m, 3H, H-4%, H-5%), 3.99 — 3.91 (m, 1H, H-5%,), 3.91 — 3.84 (m, 1H, H-5%), 2.05 (s,
3H, Ac), 2.00 (s, 3H, Ac).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds, 300 K): 169.6 (C=0), 169.4 (C=0), 155.9 (C-6), 152.5
(C-2), 149.3 (C-4), 139.2 (C-8), 137.2 (C-b), 128.3 (C-d), 128.1 (C-c), 127.6 (C-e), 118.8 (C-5),
103.6 (C-17), 87.2 (C-1°), 83.0 (C-4), 79.5 (C-4*), 74.0 (C-2*), 73.9 (C-2), 71.5 (C-3"), 69.6
(C-3'), 68.5 (C-a), 65.9 (C-5"), 64.2 (C-5), 20.3 (COCHs), 20.3 (COCHs).

SIP-NMR: & [ppm] (242 MHz, DMSO-ds, 300 K): -11.6 (d, 2Jpp = 20.9 Hz, Pu/Pg), -11.8 (d,
2Jpp = 21.5 Hz, Po/Pp).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 734.1470 [M+H]", gef.: 734.1525 [M+H]".
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Darstellung von 2”,3”-Diacetyl-adenosindiphosphat-ribose 72
Synthese 1:

Es wurden 1.0 Aquiv. 2”,3”-Diacetyl-1"-O--(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-adenosin-
diphosphat-ribose 65 (52 mg, 62 umol) in 5 mL Phosphatpuffer gelést und fur eine Minute mit
einer Wellenldnge von 365 nm bestrahlt und anschlieBend das Reaktionsgefal auf 0 °C
gekuhlt. Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis die Reaktionslosung flr insgesamt zehn
Minuten bestrahlt wurde. Die erhaltene Reaktionslésung wurde mittels automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CH3sCN) gereinigt.

Ausbeute: 38% (15 mg, 23 umol) eines farblosen, amorphen Feststoffes.
Synthese 2:

Es wurden 1.0 Aquiv. 2”,3"-Diacetyl-1"-O--(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-adenosin-
diphosphat-ribose 98 (72 mg, 94 umol) in 3 mL Phosphatpuffer gelést, mit 10 Gew.%
Palladium auf Aktivkohle (10%) versetzt und anschlieBend fir 24 Stunden Wasserstoff in die
Suspension eingeleitet. Die Reaktionslésung wurde filtriert und mittels automatisierter RP-
Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CHsCN) gereinigt.

Ausbeute: 28% (17 mg, 26 umol) eines farblosen, amorphen Feststoffes.

Summenformel: Ci19H27NsO16P2

Molare Masse: 643.3915 g/mol

72

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, D20, 300 K): 8.53 (s, 1H, H-8, 1 ds), 8.52 (s, 1H, H-8, 1 ds), 8.26
(s, 1H, H-2, 1 ds), 6.14 (d, 3Jupn = 5.7 Hz, 2H, H-1, 2 ds), 5.57 (d, 3Jun = 4.6 Hz, 1H, H-1", 1
ds), 5.35 (d, 3Jup = 2.5 Hz, 1H, H-1", 1 ds), 5.28 (t, 3Juy = 5.4 Hz, 1H, H-3”, 1 ds), 5.25 (dd,
3Jnn = 6.4 Hz, 3Jnp = 2.7 Hz, 1H, H-3", 1 ds), 5.15 (dd, 3Jun = 5.0 Hz, 3Jup = 2.6 Hz, 1H, H-2",
1 ds), 5.05 (dd, 3Jup = 6.4 Hz, 3Jnp = 4.6 Hz, 1H, H-2", 1 ds), 4.77 — 4.73 (m, H-2', 2 ds), 4.55
— 4.52 (m, H-3, 2 ds), 4.42 — 4.38 (m, H-4', 2 ds, H-4", 1 ds), 4.28 — 4.21 (m, H-4°, 1 ds, H-5',
1ds), 4.15 - 4.10 (m, H-5%, 1 ds), 4.10 — 3.99 (m, H-5', 1 ds, H-5”, 1 ds), 2.12 (s, 3H, COCHa),
2.10 (s, 3H, COCHs), 2.09 (s, 3H, COCHs), 2.06 (s, 3H, COCHs).
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13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, D;0, 300 K): 173.0 (C=0), 172.7 (C=0), 172.7 (C=0), 172.4
(C=0), 155.4 (C-6, 2 ds), 152.5 (C-2, 2 ds), 149.1 (C-4, 2 ds), 139.9 (C-8, 2 ds), 118.6 (C-5, 2
ds), 99.3 (C-1”, 1 ds), 94.4 (C-1”, 1 ds), 87.0 (C-1’, 2 ds), 83.8 (C-4’, 2 ds), 80.7 (C-4”, 1 ds),
79.2 (C-4”, 1ds), 75.3 (C-2”, 1 ds), 74.3 (C-2’, 2 ds), 71.3 (C-3”, 1 ds), 71.2 (C-2”, 1 ds), 71.0
(C-3”, 1 ds), 70.2 (C-3, 2 ds), 66.0 (C-5”, 1 ds), 65.5 (C-57, 1 ds), 65.1 (C-5', 2 ds), 20.1
(COCHs), 19.9 (COCHs), 19.9 (COCH3), 19.8 (COCHs).

31P-NMR: & [ppm] (202 MHz, D0, 300 K): -10.1 (s, Pq, Pg).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 642.0855 [M+H]*, gef.: 642.0673 [M+H]*.
7.2.8 Synthese von bioreversiblen caged ADPR-Derivaten
Darstellung von Methyl-2-(5-acetyl-2-methoxyphenoxy)acetat 141

Es wurden 2.1 Aquiv. wasserfreies Kaliumcarbonat (1.813 g, 13.12 mmol) vorgelegt, mit
10 mL abs. N,N-Dimethylformamid suspendiert und 1.0 Aquiv. 3-Hydroxy-4-methoxy-
acetophenon 139 (1.062 g, 6.391 mmol) zugegeben. Der Ansatz wurde fur 15 Minuten bei
0 °C suspendiert, dann 2.0 Aquiv. Methylbromacetat (1.2 mL, 13 mmol) zugetropft und
anschliel3end fir sechs Stunden bei 40 °C erhitzt. Zum Beenden der Reaktion wurden 10 mL
Natronlauge (1 M) zugegeben und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur gertihrt. Die Losung
wurde dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit
Wasser gewaschen, tUber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel entfernt. Der
erhaltene Rickstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 90% (1.375 g, 5.772 mmol) eines farblosen amorphen Feststoffes.

Summenformel: C12H140s5

Molare Masse: 238.2390 g/mol

141
DC: Ri-Wert (PE/EE 2:1 v/v): 0.31.
H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.63 (dd, 3Jun = 8.4 Hz, “Jyn = 2.0 Hz, 1H, H-6),

7.46 (d, “Jupn = 2.0 Hz, 1H, H-2), 6.92 (d, 3Jun = 8.4 Hz, 1H, H-5), 4.75 (s, 2H, H-9), 3.95 (s,
3H, H-12), 3.80 (s, 3H, H-11), 2.54 (s, 3H, H-8).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 196.6 (C-7), 169.1 (C-10), 153.9 (C-4), 147.3
(C-3), 130.5 (C-1), 124.6 (C-6), 112.8 (C-2), 110.9 (C-5), 66.1 (C-9), 56.3 (C-12), 52.4 (C-11),
26.3 (C-8).
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IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2955, 2924, 2869, 2852, 1757, 1672, 1587, 1586, 1510, 1457,
1424, 1377, 1360, 1265, 1202, 1176, 1150, 1136, 1083, 1020, 973, 879, 813, 786, 768, 642.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 239.0914 [M+H]*, gef.: 239.0915 [M+H]".
Darstellung von Methyl-[(5-ethanoyl-2-methoxy-4-nitrophenyl)oxy]acetat 142

Es wurden 1.3 Aquiv. Kaliumnitrat (552 mg, 5.46 mmol) vorgelegt, in 7 mL Trifluoressigsaure
suspendiert und auf 0 °C gekiihlt. Zu der gekihlten Suspension wurden 1.0 Aquiv. Methyl-2-
(5-acetyl-2-methoxyphenoxy)acetat 141  (1.003 g, 421.0 mmol), gelést in 6 mL
Trifluoressigsaure, getropft. Nach vollstandiger Zugabe wurde die Kihlung entfernt und der
Ansatz fur 18 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Das Lésungsmittel wurde entfernt, der
Ruckstand in Ethylacetat und Wasser aufgenommen. Die Phasen wurden getrennt und die
wassrige Phase zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden
dreimal mit ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte saulenchromatographisch
an Kieselgel (PE/EE 2:1 v/v).

Ausbeute: 44% (0.525 g, 1.85 mmol) eines leicht gelblichen amorphen Feststoffes.

Summenformel: C1oH13NO>

Molare Masse: 283.2360 g/mol

DC: Ri-Wert (PE/EE 2:1 v/v): 0.30.

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.63 (s, 1H, H-3), 6.69 (s, 1H, H-6), 4.79 (s, 2H,
H-9), 3.99 (s, 3H, H-12), 3.82 (s, 3H, H-11), 2.48 (s, 3H, H-8).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 199.6 (C-7), 168.0 (C-10), 151.9 (C-5), 150.3
(C-4), 139.9 (C-2), 132.2 (C-1), 111.1 (C-6), 107.7 (C-3), 66.2 (C-9), 56.8 (C-12), 52.8 (C-11),
30.5 (C-8).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2955, 2924, 2852, 1756, 1704, 1576, 1520, 1439, 1399, 1337,
1289, 1273, 1204, 1179, 1117, 1071, 1039, 974, 957, 871, 799, 791, 759.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 284.0765 [M+H]*, gef.: 284.0766 [M+H]".
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Darstellung von Methyl-[(5-(1-hydroxyethyl)-2-methoxy-4-nitrophenyl)oxy]acetat 140
Synthese 1:

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-[(5-ethanoyl-2-methoxy-4-nitrophenyl)oxylacetat 142 (51 mg,
0.18 mmol) in 5 mL Methanol suspendiert. Es erfolgte die Zugabe von Dichlormethan, bis das
Edukt vollstandig gelost war. AnschlieBend wurden 1.5 Aquiv. Natriumborhydrid (10 mg,
0.26 mmol) zugegeben und der Ansatz bei Raumtemperatur bis zum vollstandigen Umsatz
gerihrt. Die Reaktionslésung wurde mit Ethylacetat verdinnt, einmal mit Wasser und ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und abschlieRend das
Lésungsmittel entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte saulenchromatographisch an
Kieselgel (PE/EE 1:1.5).

Ausbeute: 58% (30 mg, 0.11 mmol) eines leicht gelblichen Feststoffes.
Syntheseversuch 2:

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-[(5-ethanoyl-2-methoxy-4-nitrophenyl)oxy]acetat 142 (740 mg,
2.61 mmol) in 20 mL Methanol suspendiert. Dazu wurde eine Losung aus 8.2 Aquiv.
Natriumcyanoborhydrid (1.350 g, 21.48 mmol) in 3.3 mL Wasser gegeben und zigig 4.0 mL
Eisessig zugegeben. Die Reaktionslosung wurde fur 18 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt,
Dichlormethan zugegeben und die organische Phase abschlie3end mit ges. Natriumhydrogen-
carbonat-L6sung gewaschen.

Es konnte kein Umsatz des Edukts beobachtet werden.

HoZ -°
O.N._ s
Summenformel: C12H1sNO> 2 5 9
3 10,0
Molare Masse: 285.2520 g/mol 4 o/\ﬂ/ "
O O
12
140
DC: R+-Wert (PE/EE 1:1 v/v): 0.50.
H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.56 (s, 1H, H-3), 7.21 (s, 1H, H-6), 5.50 (q, 3Jun =
6.3 Hz, 1H, H-7), 4.81 (s, 2H, H-9), 3.94 (s, 3H, C-12), 3.80 (s, 3H, C-11), 1.50 (d, 3Jun =
6.3 Hz, 3H, H-8).
13C_.NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 168.4 (C-10), 151.8 (C-5), 148.2 (C-4), 140.8
(C-2), 136.5 (C-1), 110.7 (C-6), 108.4 (C-3), 66.0 (C-9), 65.7 (C-7), 56.6 (C-12), 52.6 (C-11),
24.4 (C-8).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2958, 2847, 1712, 1506, 1335, 1310, 1266, 1212, 1189, 1171,

1097, 1066, 1030, 1015, 1002, 979, 879, 865, 801.
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HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 268.0816 [M-H,O+H]*, gef.: 268.0796 [M-H.O +H]*.
Darstellung von Methyl-2-(5-(1-(ribofuranyl)ethyl)2-methoxy-4-nitrophenoxy)acetat 144

Es wurden 1.0 Aquiv. 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranosid 49 (850 mg,
1.68 mmol) und 1.2 Aquiv. Methyl-[(5-(1-hydroxyethyl)-2-methoxy-4-nitrophenyl)oxy]-
acetat 140 (591 mg, 2.07 mmol) in 20 mL abs. Dichlormethan geldst und auf 0 °C gekihlt. Zur
gekiihlten Losung wurden 0.1 Aquiv. Zinn(IV)chlorid (1 M in Dichlormethan, 0.25 mL,
0.25 mmol) getropft und der Reaktionsansatz fur 30 Minuten bei 0 °C geriihrt Die Kihlung
wurde entfernt und weitere 18 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung beendet. Die Phasen wurden
getrennt, die wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen lber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel entfernt. Der
Ruckstand wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:1 v/v) gereinigt. Der
erhaltene Ruckstand wurde in 20 mL abs. Methanol suspendiert, mit Natriummethanolat
(480 mg, 8.89 mmol) versetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Die
Reaktionslosung wurde durch Zugabe von Dowex® 50WX8 neutralisiert, filtriert und das
Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel
(CH2CI2/CH30H 9:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 35% (246 mg, 589 umol) eines gelben, amorphen Feststoffes als Gemisch von

zwei Diastereomeren.

Summenformel: C17H2sNO1; 4

Molare Masse: 417.3670 g/mol

144

DC: Ri-Wert (CH2CI2/CH30H 9:1 v/v): 0.45.
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IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.60 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.58 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.09 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.05 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.26 (g, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.23
(G, 3Jnn = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.05 (d, 3Jun = 2.5 Hz, 1H, -OH, 1 ds), 4.99 (d, 2Ju = 18.4 Hz,
2H, H-15, 1 ds), 4.99 (d, 2Jun = 17.6 Hz, 2H, H-15, 1 ds), 4.89 (d, 3Jun = 2.5 Hz, 1H, -OH, 1
ds), 4.87 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.84 (d, 3Jun = 5.8 Hz, 1H, -OH, 1 ds), 4.78 (d, 3Jun = 4.7 Hz, 1H,
-OH, 1 ds), 4.69 (d, 3Jup = 5.4 Hz, 1H, -OH, 1 ds), 4.40 — 4.38 (m, 2H, H-1, 1 ds, -OH, 1 ds),
3.93 - 3.88 (m, 1H, H-2, 1 ds), 3.88 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.87 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.78 — 3.77
(m, 2H, H-2, 1 ds, H-3, 1 ds), 3.75 — 3.72 (m, 2H, H-3, 1 ds, H-4, 1 ds), 3.73 (s, 3H, H-17, 1
ds), 3.72 (s, 3H, H-17, 1 ds), 3.67 — 3.65 (m, 1H, H-4, 1 ds), 3.56 — 3.53 (m, 1H, H-5, 1 ds),
3.42 — 3.38 (m, 1H, H-5, 1 ds), 3.31 — 3.28 (M, 1H, H-5, 1 ds), 3.04 — 3.00 (m, 1H, H-5, 1 ds),
1.38 (d, 3Jup = 6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.37 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7, 1 ds).

1BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 168.5 (C-16, 2 ds), 151.4 (C-12, 1 ds), 151.1
(C-12, 1 ds), 147.7 (C-11, 1 ds), 147.3 (C-11, 1 ds), 141.0 (C-9, 1 ds), 139.6 (C-9, 1 ds), 134.4
(C-8, 1 ds), 133.0 (C-8, 1ds), 111.1 (C-13, 1 ds), 110.4 (C-13, 1 ds), 108.0 (C-10, 1 ds), 107.8
(C-10, 1 ds),105.7 (C-1, 1 ds), 104.4 (C-1, 1 ds), 83.8 (C-4, 1 ds), 83.7 (C-4, 1 ds), 74.7 (C-3,
1 ds), 74.3 (C-3, 1 ds), 71.1 (C-2, 1 ds), 71.0 (C-2, 1 ds), 69.6 (C-6, 1 ds), 68.5 (C-6, 1 ds),
65.2 (C-15, 2 ds), 63.2 (C-5, 1 ds), 62.9 (C-5, 1 ds), 56.2 (C-14, 1 ds), 56.1 (C-14, 1 ds), 52.1
(C-17, 1 ds), 52.0 (C-17, 1 ds), 23.5 (C-7, 1 ds), 22.3 (C-7, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3423, 2954, 2927, 1757, 1692, 1581, 1519, 1440, 1396, 1336,
1269, 1207, 1172, 1084, 1030, 975, 877, 796, 759, 733.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 440.1163 [M+Na]*, gef.: 440.1166 [M+Na]".
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Darstellung von Methyl-2-(5-(1-(2,3,5,tri-tert-butyldimethylsilylribofuranyl)ethyl)2-
methoxy-4-nitrophenoxy)acetat 145

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-2-(5-(1-(ribofuranyl)ethyl)2-methoxy-4-nitrophenoxy)acetat 144
(152 mg, 364 umol), 7.1 Aquiv. Imidazol (177 mg, 2.60 mmol) und 6.5 Aquiv. tert-Butyl-
dimethylsilylchlorid (355 mg, 2.36 mmol) vorgelegt und in 5 mL abs. N,N-Dimethylformamid
geldst und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Nach vollstandigem Umsatz wurde das
Lésungsmittel entfernt und der Ruckstand in Dichlormethan aufgenommen. Die organische
Phase wurde mit ges. Ammoniumchlorid-Lésung, Wasser sowie ges. Natriumchlorid-Losung
gewaschen und anschlieRend Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel

entfernt. Die Reinigung erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 7:1 v/v).

Ausbeute: 84% (233 mg, 307 umol) eines gelben, amorphen Feststoffes als ein Gemisch aus

zwei Diastereomeren.

DC: RWert (PE/EE 7:1 v/v): 0.55, 0.44.

Summenformel: CzsHesNO11Sis

Molare Masse: 760.1560 g/mol

145

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.60 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.56 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.20 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.07 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.49 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.42
(0, 3Jnn = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.84 (d, 3Jun = 2.8 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.80 (d, 2Jun = 16.1 Hz,
1H, H-15, 1 ds), 4.79 (d, 2un = 15.6 Hz, 1H, H-15, 1 ds), 4.75 (d, 2Jun = 15.7 Hz, 1H, H-15, 1
ds), 4.73 (d, 2Ju = 15.8 Hz, 1H, H-15, 1 ds), 4.52 (d, 3Jun = 1.0 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.15 (dd,
8Jun =7.1Hz,3Jyn =4.1 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.07 (dd, 3Jun =4.9 Hz,3ynu =4.7 Hz, 1H, H-3, 1
ds), 3.95 - 3.91 (m, 2H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds), 3.94 (s, 6H, H-14, 2 ds), 3.90 — 3.86 (m, 1H,
H-2, 1 ds), 3.86 — 3.80 (m, 2H, H-4, 1 ds, H-5, 1 ds), 3.83 (s, 3H, H-17, 1 ds), 3.81 (s, 3H, H-
17, 1 ds), 3.63 (dd, 2Jun = 11.2 Hz, 3Jun = 4.9 Hz, 1H, H-5, 1 ds), 3.61 (dd, 2Jun = 11.1 Hz,
8Jun = 4.4 Hz, 1H, H-5, 1 ds), 3.47 (dd, 2Jyn = 11.1 Hz,3Jyn = 4.6 Hz, 1H, H-5, 1 ds), 1.48 (d,
3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.44 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 0.94 (s, 9H, SiC(CHa)s3),
0.90 (s, 9H, SIC(CHa)3), 0.89 (s, 9H, SIC(CHz3)3), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs)3), 0.84 (s, 9H,
SiC(CHs)s), 0.80 (s, 9H, SiC(CHs)3), 0.13 (s, 3H, SiCHs), 0.11 (s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 3H,
SiCHa), 0.09 (s, 3H, SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs), 0.08 (s, 3H, SiCHz), 0.07 (s, 3H, SiCHa), 0.02
(s, 9H, SiCHj3), -0.01 (s, 3H, SiCHs), -0.02 (s, 3H, SiCHs), -0.11 (s, 3H, SiCHs).
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13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 168.3 (C-16, 1 ds), 168.2 (C-16, 1 ds), 151.6
(C-12, 1 ds), 151.5 (C-12, 1 ds), 148.4 (C-11, 1 ds), 148.1 (C-11, 1 ds), 142.1 (C-9, 1 ds),
140.5 (C-9, 1 ds), 135.7 (C-8, 1 ds), 134.3 (C-8, 1 ds), 111.8 (C-13, 1 ds), 111.7 (C-13, 1 ds),
108.4 (C-10, 1 ds), 108.3 (C-10, 1 ds), 106.0 (C-1, 1 ds), 104.8 (C-1, 1 ds), 83.9 (C-4, 1 ds),
83.0 (C-4, 1 ds), 76.7 (C-2, 1 ds), 76.5 (C-2, 1 ds), 72.0 (C-3, 1 ds), 71.6 (C-6, 1 ds), 71.5 (C-3,
1 ds), 69.4 (C-6, 1 ds), 66.3 (C-15, 1 ds), 66.0 (C-15, 1 ds), 63.6 (C-5, 1 ds), 63.5 (C-5, 1 ds),
56.6 (C-14, 1 ds), 56.5 (C-14, 1 ds), 52.6 (C-17, 1 ds), 52.5 (C-17, 1 ds), 26.3 (SiC(CHs)s),
26.0 (SiC(CHs)s), 25.9 (SiC(CHs)s), 25.8 (SIC(CHs)s), 24.1 (C-7, 1 ds), 23.0 (C-7, 1 ds), 18.8
(SIC(CHa)s), 18.5 (SiC(CHa)s), 18.3 (SIC(CHa)s), 18.2 (SiC(CHs)s), 18.2 (SIC(CHa)s), 18.1
(SIC(CHa)s), -4.0 (SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.4 (SiCHs), -4.5 (SiCHa), -4.7 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2953, 2929, 2896, 2857, 1766, 1748, 1523, 1472, 1463, 1441,
1389, 1361, 1337, 1280, 1253, 1204, 1169, 1124, 1084, 1028, 1004, 967, 939, 875, 836, 777,
672.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 782.3758 [M+Na]*, gef.: 782.3741 [M+Na]*.

Versuch der Darstellung von Octyl-2-(5-(1-(2,3,5,tri-tert-butyldimethylsilylribofuranyl)-
ethyl)2-methoxy-4-nitrophenoxy)acetat 146

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-2-(5-(1-(2,3,5,tri-tert-butyldimethylsilylribofuranyl)ethyl) 2-
methoxy-4-nitrophenoxy)acetat 145 (357 mg, 469 umol), 4.1 Aquiv. Octanol (0.3 mL, 2 mmol)
und 6.5 Aquiv. Kalium-tert-butanolat (64 mg, 0.57 mmol) vorgelegt und in 10 mL abs.
Tetrahydrofuran gelost. Der Ansatz wurde fir 30 minuten bei Raumtemperatur geruhrt.
Dunnschichtchromatographische Reaktionsverfolgung zeigte vollstdndige Degradation des
Edukts.

Summenformel: C42H79NO11Sis

Molare Masse: 858.3450 g/mol
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Darstellung von Methyl-4-(5-acetyl-2-methoxyphenoxy)butyrat 148

Es wurden 1.6 Aquiv. wasserfreies Kaliumcarbonat (4.032 g, 29.18 mmol) vorgelegt, mit
20mL abs. N,N-Dimethylformamid  suspendiert und 1.0 Aquiv.  3-Hydroxy-4-
methoxyacetophenon 150 (3.008 g, 18.10 mmol) zugegeben. Der Ansatz wurde fir funf
Minuten bei Raumtemperatur gerithrt und anschlieRend wurden 1.5 Aquiv. Methyl-4-
brombutyrat (3.4 mL, 27 mmol) zugetropft. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur
gerihrt, dann mit Wasser und Dichlormethan versetzt, die Phasen getrennt und die wassrige
Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit
Diethylether verdinnt, mit Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber
Natriumsulfat getrocknet und abschlieend das Losungsmittel entfernt. Die Reinigung des

Rohprodukts erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:1 v/v).

Ausbeute: 87% (4.200 g, 15.77 mmol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes.

o 8
7
)
6 2
Summenformel: C14H150s 5 9 1
12 0
5 ~
Molare Masse: 266.2930 g/mol 40 O/\m/\([)]/ 13
N

148
DC: R+-Wert (PE/EE 2:1 v/v): 0.38.
H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.57 (dd, 3Jun = 8.4 Hz, “Jun = 2.0 Hz, 1H, H-6),
7.51 (d, “Jun = 2.0 Hz, 1H, H-2), 6.88 (d, %Jun = 2.7 Hz, 1H, H-5), 4.11 (t, Jnun = 2.7 Hz, 2H,
H-9), 3.92 (s, 3H, H-14), 3.69 (s, 3H, H-13), 2.57 — 2.53 (m, 5H, H-8, H-11), 2.17 (quint, 3Jun
= 6.8 Hz, 2H, H-10).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 196.9 (C-7), 173.6 (C-12), 153.9 (C-4), 148.3
(C-3), 130.6 (C-1), 123.5 (C-6), 112.1 (C-2), 110.5 (C-5), 68.0 (C-9), 56.2 (C-14), 51.8 (C-13),
30.6 (C-11), 26.3 (C-8), 24.6 (C-10).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2952, 2842, 1733, 1672, 1586, 1511, 1426, 1359, 1264, 1214,
1176, 1148, 1133, 1079, 1022, 948, 884, 810.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 267.1227 [M+H]*, gef.: 267.1227 [M+H]".
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Darstellung von Methyl-4-(4-acetyl-2-methoxyphenoxy)butyrat 147

Es wurden 1.8 Aquiv. wasserfreies Kaliumcarbonat (4.446 g, 32.17 mmol) vorgelegt, mit
20mL abs. N,N-Dimethylformamid  suspendiert und 1.0 Aquiv.  4-Hydroxy-3-
methoxyacetophenon 149 (3.015 g, 18.14 mmol) zugegeben. Es wurden 1.5 Aquiv. Methyl-4-
brombutyrat (3.4 mL, 27 mmol) zugetropft. Der Ansatz wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur
gerihrt, dann mit Wasser und Dichlormethan versetzt, die Phasen getrennt und die wassrige
Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit
Diethylether verdinnt, zweimal mit Wasser und einmal mit ges. Natriumchlorid-Lésung
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und abschlieRend das Losungsmittel entfernt. Die

Reinigung des Rohprodukts erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:1 viv).

Ausbeute: 96% (4.636 g, 17.41 mmol) eines farblosen, amorphen Feststoffes.

Summenformel: C14H180s5

Molare Masse: 266.2930 g/mol

DC: R+-Wert (PE/EE 2:1 v/v): 0.38.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.54 (dd, 3Jun = 8.3 Hz, “Jun = 2.0 Hz, 1H, H-6),
7.51 (d, “Jup = 2.0 Hz, 1H, H-2), 6.88 (d, 3Jun = 8.2 Hz, 1H, H-5), 4.13 (t, 3Jup = 6.3 Hz, 1H,
H-10), 3.90 (s, 3H, H-9), 3.69 (s, 3H, H-14), 2.57 — 2.54 (m, 5H, H-8, H-12), 2.18 (quint, 3Jun =
6.8 Hz, 2H, H-11).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 196.9 (C-7), 173.6 (C-13), 152.8 (C-4), 149.5 (C-
3), 130.7 (C-1), 123.3 (C-6), 111.5 (C-5), 110.7 (C-2), 67.9 (C-10), 56.1 (C-9), 51.8 (C-14),
30.5 (C-12), 26.3 (C-8), 24.4 (C-11).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2952, 1734, 1672, 1587, 1510, 1466, 1436, 1417, 1357, 1267,
1219, 1175, 1150, 1135, 1079, 1030, 978, 947, 877, 807.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 289.1046 [M+Na]*, gef.: 289.1079 [M+Na]".
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Darstellung von Methyl-4-[(5-ethanoyl-2-methoxy-4-nitrophenyl)oxy]butyrat 152

Es wurde ein Gemisch aus 40 mL konz. Salpetersaure und 8 mL konz. Essigsaure vorgelegt
und auf 0°C gekihlt. Zu diesem gekuhlten Gemisch wurde langsam eine Ldsung aus
1.0 Aquiv. Methyl-4-(5-acetyl-2-methoxyphenoxy)butyrat 148 (4.080 g, 15.32 mmol) in 8 mL
konz. Essigsaure getropft. Nach vollstandiger Zugabe wurde der Ansatz fir 2.5 Stunden bei
0 °C gerihrt. AnschlieBend wurde der Ansatz in 300 mL Eiswasser gegeben und die
entstandene Suspension filtriert. Der Rickstand wurde mit Wasser gewaschen, in
Dichlormethan gel6st, die Losung Uber Natriumsulfat getrocknet und abschlieBend wurde das
Lésungsmittel entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte séaulenchromatographisch an
Kieselgel (PE/EE 1.5:1 viv).

Ausbeute: 55% (2.63 g, 8.45 mmol) eines gelblichen amorphen Feststoffes.

Summenformel: C14H17NOs

Molare Masse: 311.2900 g/mol

DC: R+-Wert (PE/EE 1.5:1 v/v): 0.54.

H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.59 (s, 1H, H-3), 6.76 (s, 1H, H-6), 4.15 (t, 3Jyn =
6.3 Hz, 2H, H-9), 3.95 (s, 3H, H-14), 3.69 (s, 3H, H-13), 2.54 (t, 3Jun = 6.9 Hz, 2H, H-11), 2.48
(s, 3H, H-8), 2.19 (quint, 3Jyn = 6.7 Hz, 2H, H-10).

1BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 200.1 (C-7), 173.3 (C-12), 153.4 (C-5), 150.0
(C-4), 138.6 (C-2), 132.9 (C-1), 109.8 (C-6), 107.2 (C-3), 68.6 (C-9), 56.6 (C-14), 51.9 (C-13),
30.5 (C-8), 30.3 (C-11), 24.3 (C-10).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2956, 2926, 2852, 1733, 1705, 1574, 1519, 1461, 1440, 1394,
1335, 1280, 1212, 1175, 1116, 1041, 959, 935, 869, 797, 759.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 334.0897 [M+Na]*, gef.: 334.0906 [M+Na]".
Darstellung von Methyl-4-[(4-ethanoyl-2-methoxy-5-nitrophenyl)oxy]butyrat 151

Es wurde ein Gemisch aus 40 mL konz. Salpetersaure und 8 mL konz. Essigsdure vorgelegt
und auf 0 °C gekihlt. Zu diesem gekuhlten Gemisch wurde langsam eine Ldsung aus
1.0 Aquiv. Methyl-4-(4-acetyl-2-methoxyphenoxy)butyrat 147 (4.484 g, 16.84 mmol) in 8 mL
konz. Essigsaure getropft. Nach vollstandiger Zugabe wurde der Ansatz fur 2.5 Stunden bei
0 °C geriuhrt. AnschlieBend wurde der Ansatz in 300 mL Eiswasser gegeben und die
entstandene Suspension filtriert. Der Rickstand wurde mit Wasser gewaschen, in
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Dichlormethan geldst, die Losung uUber Natriumsulfat getrocknet und abschlieend das
Lésungsmittel entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte sédulenchromatographisch an
Kieselgel (PE/EE 1.5:1 v/iv).

Ausbeute: 18% (937 mg, 3.01 mmol) eines gelblichen amorphen Feststoffes.

Summenformel: C14H17NOs

Molare Masse: 311.2900 g/mol

DC: R+-Wert (PE/EE 1.5:1 v/v): 0.39.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.60 (s, 1H, H-3), 6.74 (s, 1H, H-6), 4.15 (t, 3Juy =
6.3 Hz, 2H, H-10), 3.95 (s, 3H, H-9), 3.70 (s, 3H, H-14), 2.56 (t, 3Jun = 7.1 Hz, 2H, H-12), 2.49
(s, 3H, H-8), 2.20 (quint, 3Jun = 6.7 Hz, 2H, H-11).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 200.2 (C-7), 173.4 (C-13), 154.4 (C-5), 149.0
(C-4), 138.5 (C-2), 133.0 (C-1), 108.9 (C-6), 108.2 (C-3), 68.6 (C-10), 56.7 (C-9), 51.9 (C-14),
30.5 (C-8), 30.4 (C-12), 24.3 (C-11).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [em™]: 2951, 1732, 1706, 1575, 1517, 1467, 1438, 1418, 1335, 1281,
1212, 1176, 1116, 1038, 928, 873, 811, 759.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 312.1078 [M+H]*, gef.: 312.1068 [M+H]*.
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Darstellung von Methyl-4-[(5-(1-hydroxyethyl)-2-methoxy-4-nitrophenyl)oxy]-
butyrat 154

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-4-[(5-ethanoyl-2-methoxy-4-nitrophenyl)oxy]butyrat 152
(512 mg, 1.64 mmol) in einem Gemisch aus 30 mL abs. Methanol und 10 mL abs.
Dichlormethan geldst und die Lésung auf 0 °C gekuihlt. Es wurden 3.8 Aquiv. Natriumborhydrid
(234 mg, 6.19 mmol) zugegeben und die Losung flr eine Stunde bei 0 °C gerlhrt, die Kiihlung
entfernt und bis zum vollstandigen Umsatz bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wurde
eine Losung aus 36 g Citronensaure in 60 mL Wasser zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde
mit Dichlormethan versetzt, die Phasen getrennt und die wassrige Phase dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden (ber Natriumsulfat
getrocknet und abschlieBend das Ldsungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde
séulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 1:1.5) gereinigt.

Ausbeute: 98% (507 mg, 1.62 mmol) eines gelben, amorphen Feststoffes.

HO.Z -°
0N s
Summenformel: C14H19NOs 2 5 9 1
3 12,0
Molare Masse: 313.3060 g/mol 4 O/\m/\ﬂ/ 13
O 0
14
154

DC: R+-Wert (PE/EE 1:2 v/v): 0.65.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.55 (s, 1H, H-3), 7.30 (s, 1H, H-6), 5.55 (dq,
3Jun = 6.2 Hz, 3Jup = 3.8 Hz, 1H, H-7), 4.19 (t, 3Jun = 6.4 Hz, 2H, H-9), 3.91 (s, 3H, H-14),
3.70 (s, 3H, H-13), 2.56 (t, 3Jupn = 7.1 Hz, 2H, H-11), 2.36 (d, 3Jun = 3.8 Hz, 1H, -OH), 2.20
(quint, 3Jun = 6.7 Hz, 2H, H-10), 1.54 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-8).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 173.5 (C-12), 153.2 (C-5), 148.1 (C-4), 139.8
(C-2), 136.9 (C-1), 109.8 (C-6), 108.1 (C-3), 68.2 (C-9), 65.9 (C-7), 56.5 (C-14), 51.9 (C-13),
30.4 (C-11), 24.4 (C-8), 24.3 (C-10).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3520, 2954, 1733, 1613, 1578, 1515, 1440, 1331, 1265, 1213,
1166, 1099, 1058, 1029, 987, 937, 874, 798, 760.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 336.1054 [M+Na]*, gef.: 336.1056 [M+Na]".
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Darstellung von Methyl-4-[(4-(1-hydroxyethyl)-2-methoxy-5-nitrophenyl)oxy]-
butyrat 153

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-4-[(5-(1-hydroxyethyl)-2-methoxy-4-nitrophenyl)oxy]butyrat 151
(515 mg, 1.65 mmol) in einem Gemisch aus 30 mL abs. Methanol und 10 mL abs.
Dichlormethan geldst und die Lésung auf 0 °C gekuihlt. Es wurden 3.7 Aquiv. Natriumborhydrid
(229 mg, 6.05 mmol) zugegeben und die Losung flr eine Stunde bei 0 °C gerlhrt, die Kiihlung
entfernt und bis zum vollstandigen Umsatz bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wurde
eine Losung aus 36 g Citronensaure in 60 mL Wasser zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde
mit Dichlormethan versetzt, die Phasen getrennt und die wéassrige Phase dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden (ber Natriumsulfat
getrocknet und abschlieBend das Ldsungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde
séulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 1:2) gereinigt.

Ausbeute: 96% (499 mg, 1.59 mmol) eines gelben, amorphen Feststoffes.

HoZ -°®
0,N__ s
Summenformel: C14H19NOs 2 5 9
3 o~ o
) 4
Molare Masse: 313.3060 g/mol O\/11\)1J3\o/ 14
10 12
153

DC: Ri-Wert (PE/EE 1:2 v/v): 0.60.

IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.56 (s, 1H, H-3), 7.29 (s, 1H, H-6), 5.56 (dq,
3Jum = 6.3 Hz, 3Jpn = 3.7 Hz, 1H, H-7), 4.11 (dt, 3Jup = 6.2 Hz, “Inpn = 1.4 Hz, 2H, H-10), 3.97
(s, 3H, H-9), 3.70 (s, 3H, H-14), 2.55 (t, 3Jun = 7.2 Hz, 2H, H-12), 2.33 (d, 3Juy = 3.6 Hz, 1H,
OH), 2.18 (quint, 3Jup = 6.7 Hz, 2H, H-11), 1.55 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-8).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 173.5 (C-13), 154.3 (C-5), 147.1 (C-4), 139.7
(C-2), 137.0 (C-1), 109.3 (C-3), 108.9 (C-6), 68.4 (C-10), 65.9 (C-7), 56.5 (C-9), 51.9 (C-14),
30.5 (C-12), 24.4 (C-8), 24.4 (C-11).

IR (ATR): Wellenzahl # [cmY]: 3437, 2930, 1733, 1613, 1578, 1514, 1440, 1400, 1365, 13331,
1262, 1212, 1166, 1099, 1059, 1017, 936, 876, 853, 800, 759, 709.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 336.1054 [M+Na]*, gef.: 336.1039 [M+Na]*.
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Darstellung von Methyl-4-(5-(1-(B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-4-nitrophenoxy)-
butyrat 156

Es wurden 0.8 Aquiv. Methyl-4-[(5-(1-hydroxyethyl)-2-methoxy-4-nitrophenyl)oxy]butyrat 156
(892 mg, 287 mmol) in 20 mL abs. Dichlormethan gelést, mit 1.0 Aquiv. 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-
O-benzoyl-B-b-ribofuranosid 49 (1.717 g, 3.403 mmol) versetzt und die Loésung auf 0 °C
gekiihlt. Nach der Zugabe von 0.2 Aquiv. Zinn(IV)chlorid (1 M in Dichlormethan, 0.5 mL,
0.5 mmol) wurde die Reaktion fir 30 Minuten bei 0 °C gerihrt, anschlieRend die Kuhlung
entfernt und weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von ges. Natriumhydrogencarbonat-Losung beendet. Die Phasen wurden getrennt
und die wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurde uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel entfernt. Der
Ruckstand wurde in 10 mL abs. Methanol suspendiert, mit 0.1 mL ges. Natriummethanolat-
Losung versetzt und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. AbschlieRend wurde die
Reaktionsldsung mit konz. Salzsaure neutralisiert und das Losungsmittel entfernt. Das

Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (CH.CIl,/CHs;OH 19:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 72% (916 mg, 206 umol) eines orangen Harzes.

Summenformel: Ci19H27NO11

Molare Masse: 445.4210 g/mol

DC: Ri-Wert (CH2CI2/CH30H 19:1 v/v): 0.12.
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IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 7.57 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.55 (s, 1H, H-10, 1
ds), 7.20 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.15 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.30 (q, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-6, 1 ds),
5.26 (0, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.04 (d, 3Jun = 2.8 Hz, 1H, 2-OH/3-OH, 1 ds), 4.96 (d,
3Jun = 3.9 Hz, 1H, 2-OH, 1 ds), 4.86 (d, 3Jupn = 0.9 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.82 — 4.76 (m, 2H,
3-OH, 1 ds, 2-OH/3-OH, 1 ds), 4.69 (t, 3Jun = 5.6 Hz, 1H, 5-OH, 1 ds), 4.42 — 4.39 (m, 2H, H-
1,1ds, 5-OH, 1 ds), 4.17 — 4.09 (m, 4H, H-15, 2 ds), 3.93 — 3.88 (m, 1H, H-3, 1 ds), 3.86 (s,
3H, H-14, 1 ds), 3.85 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.83 —3.79 (m, 2H, H-2, 1 ds, H-3, 1 ds), 3.79 - 3.75
(m, 1H, H-2, 1 ds), 3.72 (dt, 3Jun = 6.2 Hz, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, H-4, 1 ds), 3.66 (dt, 3Jun =
5.8 Hz, 3Jupn = 4.4 Hz, 1H, H-4, 1 ds), 3.61 (s, 3H, H-19, 1 ds), 3.61 (s, 3H, H-19, 1 ds),
3.56 — 3.51 (M, 1H, H-541, 1 ds), 3.40 (ddd, 2Jup = 11.5 Hz, 33 = 5.8 Hz, 3Jup = 5.8 Hz, 1H,
H-5p1, 1 ds), 3.33 — 3.28 (M, 1H, H-5.2, 1 ds), 3.06 (ddd, 2Jup = 11.4 Hz, 3Jppn = 5.7 Hz, 3Jnp =
5.7 Hz, 1H, H-5p2, 1 ds), 2.51 — 2.47 (m, 4H, H-17, 2 ds), 2.05 — 1.99 (m, 4H, H-17, 2 ds), 1.41
(d, 33un = 6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.39 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7, 1 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 172.9 (C-18, 1 ds), 172.9 (C-18, 1 ds), 152.6
(C-12, 1 ds), 152.2 (C-12, 1 ds), 147.7 (C-11, 1 ds), 47.4 (C-11, 1 ds), 140.3 (C-9, 1 ds), 139.0
(C-9, 1 ds), 134.9 (C-8, 1 ds), 133.6 (C-8, 1 ds), 110.6 (C-13, 1 ds), 109.9 (C-13, 1 ds), 107.6
(C-10, 1 ds), 107.5 (C-10, 1 ds), 106.2 (C-13, 1 ds), 104.5 (C-13, 1 ds), 83.9 (C-4, 1 ds), 83.7
(C-4, 1 ds), 74.7 (C-2, 1 ds), 74.3 (C-2, 1 ds), 71.0 (C-3, 1 ds), 70.9 (C-3, 1 ds), 70.3 (C-6,
1 ds), 68.8 (C-6, 1 ds), 67.8 (C-15, 1 ds), 67.7 (C-15, 1 ds), 63.1 (C-5, 1 ds), 62.8 (C-5, 1 ds),
56.1 (C-14, 1 ds), 56.0 (C-14, 1 ds), 51.4 (C-19, 1 ds), 51.4 (C-19, 1 ds), 29.9 (C-17, 1 ds),
29.8 (C-17, 1 ds), 24.0 (C-16, 1 ds), 24.0 (C-16, 1 ds), 23.5 (C-7, 1 ds), 22.6 (C-7, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3411, 2954, 2926, 1731, 1579, 1516, 1457, 1441, 1332, 1268,
1215, 1171, 1086, 1026, 876, 797, 759, 734.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 468.1476 [M+Na]*, gef.: 468.1465 [M+Na]*.
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Darstellung von Methyl-4-(4-(1-(B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-5-nitrophenoxy)-
butyrat 155

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-4-[(4-(1-hydroxyethyl)-2-methoxy-5-nitrophenyl)oxy]butyrat 153
(1.442 g, 4.603 mmol) in 40 mL abs. Dichlormethan geldst, mit 1.2 Aquiv. 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-
O-benzoyl-B-b-ribofuranosid 49 (2.820 g, 3.403 mmol) versetzt und die Loésung auf 0 °C
gekiihlt. Nach der Zugabe von 0.2 Aquiv. Zinn(IV)chlorid (1 M in Dichlormethan, 0.5 mL,
0.5 mmol) wurde die Reaktion fir eine Stunde bei 0 °C gerthrt, anschlie3end die Kihlung
entfernt und weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung abgebrochen. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen wurden mit ges. Natriumchlorid-L6sung gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel entfernt. Der Rickstand wurde in 30 mL abs.
Methanol suspendiert, mit katalytischer Menge ges. Natriummethanolat-Lésung versetzt und
fur vier Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. AbschlieRend wurde die Reaktionslésung mit
konz. Salzsaure neutralisiert und das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde
séulenchromatographisch an Kieselgel (CH2CIl2/CH30H 19:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 60% (1.232 mg, 2.766 umol) eines gelblichen Harzes aus zwei Diastereomeren.

7 NO,

Summenformel: Ci19H27NO11

Molare Masse: 445.4210 g/mol

DC: Ri-Wert (CH2CI2/CH30H 19:1 v/v): 0.12.

IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDsOD, 300 K): 7.59 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.59 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.29 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.23 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.50 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.42
(Q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.99 (d, 3Jun = 1.1 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.59 (d, 3Jun = 1.3 Hz,
1H, H-1, 1 ds), 4.14 — 4.08 (m, 5H, H-3, 1 ds, H-15, 2 ds), 4.03 (dd, 3Jun = 6.7 Hz, 3Jup =
4.8 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 3.99 — 3.94 (m, 1H, H-2, 1 ds), 3.98 (dd, 3Jun = 1.1 Hz, 3Jun = 4.8 Hz,
1H, H-2, 1 ds), 3.96 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.96 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.92 (ddd, 3Jun = 6.3 Hz,
3Jnn = 6.3 Hz, 3Jppn = 3.8 Hz, 1H, H-4, 1 ds), 3.86 (ddd, 3Jup = 6.5 Hz, 3Jup = 6.5 Hz, 3Jup =
3.9 Hz, 1H, H-4, 1 ds), 3.75 (dd, 2Jun = 11.8 Hz, 3Jup = 3.7 Hz, 1H, H-5.1, 1 ds), 3.68 (s, 6H,
H-19, 2 ds), 3.62 (dd, 2Jup = 11.8 Hz, 3Jup = 6.2 Hz, 1H, H-5p1, 1 ds), 3.52 (dd, 2Jup = 11.5 Hz,
3Jun = 3.8 Hz, 1H, H-5., 1 ds), 3.32 — 3.27 (M, 1H, H-5p, 1 ds), 2.55 (t, 3Jun = 6.5 Hz, 4H,
H-17, 2 ds), 2.14 — 2.08 (m, 4H, H-16, 2 ds), 1.49 (d, 3Jun = 5.8 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.48 (d,
3Jnn = 6.0 Hz, 3H, H-7, 1 ds).

267



13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDsOD, 300 K): 175.4 (C-18, 1 ds), 175.3 (C-18, 1 ds), 155.6
(C-12, 1 ds), 155.4 (C-12, 1 ds), 148.7 (C-11, 1 ds), 148.4 (C-11, 1 ds), 142.1 (C-9, 1 ds),
140.8 (C-9, 1 ds), 136.6 (C-8, 1 ds), 135.4 (C-8, 1 ds), 111.1 (C-13, 1 ds), 110.3 (C-13, 1 ds),
110.2 (C-10, 1 ds), 110.2 (C-10, 1 ds), 107.8 (C-1, 1 ds), 106.3 (C-1, 1 ds), 85.2 (C-4, 1 ds),
84.8 (C-4, 1 ds), 76.5 (C-2, 1 ds), 76.4 (C-2, 1 ds), 72.7 (C-3, 1 ds), 72.7 (C-3, 1 ds), 72.5 (C-6,
1ds), 71.1 (C-6, 1 ds), 69.5 (C-15, 2 ds), 64.9 (C-5, 1 ds), 64.6 (C-5, 1 ds), 56.8 (C-14, 2 ds),
52.1 (C-19, 2 ds), 31.3 (C-17, 2 ds), 25.6 (C-16, 2 ds), 24.0 (C-7, 1 ds), 23.1 (C-7, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3436, 2952, 1734, 1586, 1517, 1472, 1440, 1355, 1335, 1273,
1217, 1173, 1111, 1089, 1036, 933, 881, 760.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 468.1476 [M+Na]*, gef.: 468.1465 [M+Na]*.

Darstellung von Methyl-4-(5-(1-(2,3,5-tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophenoxy)butyrat 158

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-4-(5-(1-(B-D-ribofuranyl)ethyl)2-methoxy-4-nitrophenoxy)-
butyrat 156 (357 mg, 801 umol) in 10 mL abs. N,N-Dimethylformamid geldst und anschlielend
mit 6.4 Aquiv. Imidazol (350 mg, 5.14 mmol) und 5.0 Aquiv. tert-Butyldimethylsilylchlorid
(607 mg, 4.03mmol) versetzt. Die Reaktionslosung wurde fir 18 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt und das Losungsmittel anschlieRend entfernt. Der Rickstand wurde
in Dichlormethan aufgenommen, mit ges. Ammoniumchlorid-Losung, Wasser und ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet und abschlieRend das
Lésungsmittel entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte sédulenchromatographisch an
Kieselgel (PE/EE 9:1 v/v).

Ausbeute: 80% (502 mg, 637 umol) eines gelben Ols.

|
Sli-O
Summenformel: Cz7HggNO11Si3 4
\
Molare Masse: 788.2100 g/mol >(Si’
\

DC: Ri-Wert (PE/EE 9:1 v/v): 0.44, 0.38.
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H-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.58 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.54 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.23 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.10 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.53 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.43
(9, 3Iun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.86 (d, 3Jun = 2.8 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.51 (s, 1H, H-1, 1 ds),
4.18 - 4.11 (m, 5H, H-3, 1 ds, H-15, 2 ds), 4.09 — 4.06 (m, 1H, H-3, 1 ds), 3.95 — 3.92 (m, 2H,
H-2, 1 ds, H-4, 1 ds), 3.91 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.90 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.89 — 3.82 (m, 3H,
H-2, 1ds, H-4, 1 ds, H-5a1, 1 ds), 3.70 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.70 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.65 - 3.59
(m, 2H, H-5p1, 1 ds, H-542, 1 ds), 3.44 (dd, 2Jun = 11.3 Hz, 3Jyn = 4.5 Hz, 1H, H-55,, 1 ds),
2.59 — 2.54 (m, 4H, H-17, 2 ds), 2.22 — 2.17 (m, 4H, H-16, 2 ds), 1.49 (d, 3Jyn = 6.5 Hz, H-7,
1ds), 1.46 (d, 3Jun = 6.5 Hz, H-7, 1 ds), 0.94 (s, 9H, SiC(CHjs)s, 1 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CHjs)s,
1 ds), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.83 (s, 9H, SIC(CHs)s, 1
ds), 0.79 (s, 9H, SIC(CHs)s, 1 ds), 0.13 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), 0.12 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), 0.10 (s,
3H, SiCHs, 1 ds), 0.10 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), 0.09 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), 0.09 (s, 3H, SiCHs, 1
ds), 0.08 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), 0.06 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), 0.01 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), -0.03 (s, 3H,
SiCHs, 1 ds), -0.05 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), -0.13 (s, 3H, SiCHs, 1 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 173.5 (C-18, 1 ds), 173.4 (C-18, 1 ds), 153.0
(C-12, 1 ds), 153.0 (C-12, 1 ds), 148.2 (C-11, 1 ds), 147.9 (C-11, 1 ds), 141.0 (C-9, 2 ds),
136.1 (C-8, 1 ds), 134.7 (C-8, 1 ds), 110.6 (C-13, 1 ds), 110.1 (C-13, 1 ds), 108.0 (C-10, 2 ds),
105.9 (C-1, 1 ds), 104.6 (C-1, 1 ds), 83.6 (C-4, 1 ds), 82.8 (C-4, 1 ds), 76.8 (C-2, 1 ds), 76.5
(C-2, 1 ds), 72.0 (C-3, 1 ds), 71.6 (C-3, 1 ds), 71.5 (C-6, 1 ds), 69.4 (C-6, 1 ds), 68.3 (C-15,
1 ds), 68.1 (C-15, 1 ds), 63.5 (C-5, 2 ds), 56.4 (C-14, 1 ds), 56.4 (C-14, 1 ds), 51.9 (C-19,
1ds), 51.8 (C-19, 1 ds), 30.5 (C-17, 1 ds), 30.5 (C-17,1 ds), 26.3 (SIC(CHa)s, 1 ds), 26.0
(SIC(CHa)s, 1 ds), 26.0 (SIC(CHs)s, 1 ds), 25.9 (SIC(CHs)s, 1 ds), 25.8 (SiC(CHs)s, 1 ds), 25.8
(SIC(CHs)s, 1 ds), 24.5 (C-16, 1 ds), 24.5 (C-16, 1 ds), 24.1 (C-7, 1 ds), 23.1 (C-7, 1 ds), 18.8
(SIC(CHa)s, 1 ds), 18.5 (SIC(CHs)s, 1 ds), 18.3 (SIC(CHs)s, 1 ds), 18.2 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.2
(SIC(CHa)s, 1 ds), 18.1 (SIC(CHa)s, 1 ds), -3.4 (SiCHs, 1 ds), -4.0 (SiCHs, 1 ds), -4.2 (SiCHs,
1 ds), -4.3 (SiCHs, 1 ds), -4.3 (SiCHs, 1 ds), -4.5 (SiCHa, 1 ds), -4.7 (SiCHs, 1 ds), -4.7 (SiCHs,
1 ds), -5.1 (SiCHs, 1 ds), -5.2 (SiCHs, 1 ds), -5.3 (SiCHs, 1 ds), -5.4 (SiCHs, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2953, 2929, 2857, 1740, 1580, 1520, 1471, 1463, 1441, 1389,

1361, 1335, 1270, 1252, 1217, 1168, 1123, 1097, 1080, 1030, 1003, 967, 938, 873, 834, 775,
671.

HRMS: (ESI¥, m/z): ber.: 810.4071 [M+Na]*, gef.: 468.1465 [M+Na]".
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Darstellung von Methyl-4-(4-(1-(2,3,5-tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butyrat 157

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-4-(4-(1-(B-D-ribofuranyl)ethyl)2-methoxy-5-nitrophenoxy)-
butyrat 155 (1.222 g, 2.743 mmol) in 10 mL abs. N,N-Dimethylformamid gel6st und
anschlieRend mit 6.4 Aquiv. Imidazol (1.192g, 17.51 mmol) und 4.9 Aquiv. tert-
Butyldimethylsilylchlorid (2.024 g, 13.43 mmol) versetzt. Die Reaktionslésung wurde fir
18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und die Reaktionsldsung anschlie3end mit Wasser
und Dichlormethan verdiinnt. Die Phasen wurden getrennt, die wassrige Phase dreimal mit
Dichlormethan extrahiert und die organischen Phasen vereint. Diese wurden mit ges.
Ammoniumchlorid-Lésung, Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, lber
Natriumsulfat getrocknet und abschliel3end wurde das Losungsmittel entfernt. Die Reinigung
des Rohprodukts erfolgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 9:1 v/v).

Ausbeute: 95% (2.044 g, 2.593 mmol) eines gelben Ols als Gemisch zwei Diastereomere.

Summenformel: Cz7HggNO11Sis

Molare Masse: 788.2100 g/mol

157

DC: Ri-Wert (PE/EE 9:1 v/v): 0.29, 0.20.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.58 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.55 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.27 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.11 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.55 (q, 3Jun = 6.3 Hz, H-6, 1 ds), 5.45 (q,
8Jun = 6.2 Hz, H-6, 1 ds), 4.87 (d, 3Jun = 2.7 Hz, H-1, 1 ds), 4.54 (d, 3Jun = 0.8 Hz, H-1, 1 ds),
4.18 (dd, 3Jup = 7.2 Hz, 3Jup = 4.1 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.15 — 4.05 (m, 5H, H-3, 1 ds, H-15,
2 ds), 3.96 — 3.91 (m, 2H, H-4, 1 ds, H-2, 1 ds), 3.95 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.94 (s, 3H, H-14,
1ds), 3.90—3.81 (M, 3H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds, H-5x, 1 ds), 3.70 (s, 6H, H-14, 2 ds), 3.66 — 3.59
(M, 2H, H-5p1, 1 ds, H-54, 1 ds), 3.46 (dd, 2Jupn = 11.1 Hz, 3Jup = 4.6 Hz, 1H, H-542, 1 ds), 2.55
(t, 3Jup = 7.3 Hz, 2H, H-17, 1 ds), 2.55 (t, 3Jup = 7.3 Hz, 2H, H-17, 1 ds), 2.19 (p, *Jun = 6.8 Hz,
4H, H-16, 2 ds), 1.50 (d, 3Juu = 6.5 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.47 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds),
0.94 (s, 9H, SiC(CHa)s, 1 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.89 (s, 9H, SiC(CHa)s, 1 ds), 0.89
(s, 9H, SIC(CHs)s, 1 ds), 0.83 (s, 9H, SIC(CHs)s, 1 ds), 0.80 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.13 (s,
3H, SiCHs, 1 ds), 0.12 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), 0.10 (s, 6H, SiCHs, 2 ds), 0.10 (s, 6H, SiCHs, 2
ds), 0.06 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), 0.01 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), -0.02 (s, 3H, SiCHs, 1 ds), -0.05 (s,
3H, SiCHs, 1 ds), -0.11 (s, 3H, SiCHs, 1 ds).
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13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 173.5 (C-18, 1 ds), 173.5 (C-18, 1 ds), 154.0
(C-12, 2 ds), 147.1 (C-11, 1 ds), 146.9 (C-11, 1 ds), 140.8 (C-9, 1 ds), 139.4 (C-9, 1 ds), 136.4
(C-8, 1 ds), 135.0 (C-8, 1 ds), 109.9 (C-13, 1 ds), 109.2 (C-13, 1 ds), 109.2 (C-10, 1 ds), 109.1
(C-10, 1 ds), 106.0 (C-1, 1 ds), 104.7 (C-1, 1 ds), 83.7 (C-4, 1 ds), 82.9 (C-4, 1 ds), 77.4 (C-2,
1 ds), 76.5 (C-2, 1 ds), 72.1 (C-3, 1 ds), 71.9 (C-6, 1 ds), 71.5 (C-3, 1 ds), 69.5 (C-6, 1 ds),
68.4 (C-15, 1 ds), 68.3 (C-15, 1 ds), 63.6 (C-5, 1 ds), 63.5 (C-5, 1 ds), 56.4 (C-14, 1 ds), 56.3
(C-14, 1 ds), 51.9 (C-19, 1 ds), 51.8 (C-19, 1 ds), 30.5 (C-17, 1 ds), 30.5 (C-17, 1 ds), 26.3
(SIC(CHs)s, 1 ds), 26.0 (SiC(CHa)s, 3 ds), 26.0 (SIC(CHa)s, 1 ds), 25.8 (SiC(CHs)s, 1 ds), 24.4
(C-16, 1 ds), 24.4 (C-16, 1 ds), 24.1 (C-7, 1 ds), 23.1 (C-7, 1 ds), 18.8 (SiC(CHa)s, 1 ds), 18.5
(SIC(CHs)s, 1 ds), 18.3 (SiC(CHa)s, 1 ds), 18.2 (SIC(CHa)s, 1 ds), 18.2 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.1
(SIC(CHs)s, 1 ds), -4.0 (SiCHs), -4.2 (SiCHs), -4.3 (SiCH3), -4.5 (SiCHs), -4.7 (SiCHa).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2953, 2929, 2896, 2857, 1739, 1579, 1519, 1472, 1463, 1443,
1388, 1361, 1335, 1272, 1252, 1216, 1167, 1124, 1096, 1079, 1021, 1002, 968, 938, 874, 833,
774,733, 671.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 810.4071 [M+Na]*, gef.: 810.4067 [M+Na]*.

Darstellung von 4-(5-(1-(2,3,5-Tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophenoxy)butyrat 160

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-4-(5-(1-(2,3,5-tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophenoxy)butyrat 158 (745 mg, 945 pmol) in 30 mL eines Gemisches aus
Methanol/Triethylamin/Wasser (2:2:1 viviv) gelost. Es erfolgte die Zugabe von 10 mL einer
1 M Natronlauge und die Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur gerihrt. Nach
vollstandigem Umsatz wurde die Reaktionslésung durch Zugabe von konz. Salzsaure auf
pH <1 eingestellt. Die Ldésung wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert, die vereinten
organischen Phasen wurden mit ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, tUber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Lo6sungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel (CH2Cl./CH3OH 19:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 85% (625 mg, 807 umol) eines gelben, amorphen Feststoffes als Gemisch zwei

Diastereomere.

Summenformel: CzsHg7NO11Si3

Molare Masse: 774.1830 g/mol

DC: Ri-Wert (CH2CI2/CH30H 19:1 v/v): 0.20.
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H-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.58 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.54 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.26 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.10 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.54 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.42
(9, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.83 (d, 3Jun = 2.5 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.52 (d, 3Jun = 0.7 Hz,
1H, H-1, 1 ds), 4.20 — 4.13 (m, 5H, H-15, 2 ds, H-3, 1 ds), 4.08 (dd, 3Jun = 5.7 Hz, 3Jun =
4.3 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 3.95 — 3.91 (m, 2H, H-4, 1 ds, H-2, 1 ds), 3.91 (s, 6H, H-14, 2 ds),
3.89 —3.82 (m, 3H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds, H-541, 1 ds), 3.64 (dd, 2Jun = 11.2 Hz,3Jyn = 3.6 Hz,
1 ds, H-5p1, 1 ds), 3.63 (dd, 2Jun = 11.3 Hz,3Jun = 4.5 Hz, 1 ds, H-54,, 1 ds), 3.48 (dd, 2Jun =
11.2 Hz,3Jun = 4.7 Hz, 1 ds, H-5y2, 1 ds), 2.67 — 2.57 (m, 4H, H-17, 2 ds), 2.24 — 2.16 (m, 4H,
H-16, 2 ds), 1.50 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.46 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 0.94
(s, 9H, SIC(CHzs)s3), 0.89 (s, 27H, SiC(CHs)s3), 0.84 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.79 (s, 9H, SiC(CHs)a3),
0.13 (s, 3H, SiCHs3), 0.12 (s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 3H, SiCHs3), 0.08 (s, 3H,
SiCHsa), 0.08 (s, 6H, SiCH3), 0.07 (s, 3H, SiCH3s), 0.00 (s, 3H, SiCHs), -0.01 (s, 3H, SiCHz), -0.03
(s, 3H, SiCHg), -0.13 (s, 3H, SICH3).

13C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls, 300 K): 177.8 (C-18, 1 ds), 177.5 (C-18, 1 ds), 153.0
(C-12, 1 ds), 152.9 (C-12, 1 ds), 148.2 (C-11, 1 ds), 148.0 (C-11, 1 ds), 141.1 (C-9, 1 ds),
139.6 (C-9, 1 ds), 136.0 (C-8, 1 ds), 134.7 (C-8, 1 ds), 110.7 (C-13, 1 ds), 110.2 (C-13,1 ds),
108.0 (C-10, 1 ds), 108.0 (C-10,1 ds), 105.9 (C-1, 1 ds), 104.6 (C-1, 1 ds), 83.6 (C-4, 1 ds),
82.9 (C-4, 1 ds), 76.8 (C-2, 1 ds), 76.4 (C-2, 1 ds), 72.0 (C-3, 1 ds), 71.6 (C-3, 1 ds), 71.5 (C-6,
1 ds), 69.5 (C-6, 1 ds), 68.1 (C-15, 1 ds), 68.0 (C-15, 1 ds), 63.6 (C-5, 1 ds), 63.5 (C-5, 1 ds),
56.4 (C-14, 1 ds), 56.4 (C-14, 1 ds), 30.3 (C-17, 1 ds), 30.3 (C-17, 1 ds), 26.3 (SiC(CHa)s,
1 ds), 26.0 (SiC(CHs)s, 3 ds), 25.9 (SiC(CHa)s, 1 ds), 25.8 (SiC(CHa)s, 1 ds), 24.3 (C-16, 2 ds),
24.1 (C-7, 1 ds), 23.2 (C-7, 1 ds), 18.8 (SiC(CHa)s, 1 ds), 18.5 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.2
(SIC(CHs)s, 1 ds), 18.2 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.2 (SIC(CHa)s, 1 ds), 18.1 (SiC(CHa)s, 1 ds), -4.0
(SiCHs), -4.2 (SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.5 (SiCHs), -4.7 (SiCHs), -4.7 (SiCHs), -5.1
(SiCHs), -5.2 (SiCHs), -5.3 (SiCHs), -5.3 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2953, 2928, 2857, 1712, 1581, 1521, 1471, 1463, 1443, 1389,

1362, 1335, 1271, 1254, 1218, 1167, 1124, 1097, 1080, 1031, 1004, 967, 939, 874, 837, 777,
671.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 796.3914 [M+Na]*, gef.: 796.3920 [M+Na]*.
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Darstellung von 4-(4-(1-(2,3,5-Tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butyrat 159

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-4-(4-(1-(2,3,5-tri-tert-butyldimethylsilyl-B-b-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butyrat 157 (984 mg, 1.25 mmol) in 25 mL eines Gemisches aus
Methanol/Triethylamin/Wasser (2:2:1 viv/v) geldst. Es erfolgte die Zugabe von 10 mL 1 M
Natronlauge und die Reaktionslésung wurde bei Raumtemperatur gertihrt. Nach vollstandigem
Umsatz wurde die Reaktionsldsung durch Zugabe von konz. Salzsaure auf pH < 1 eingestellt.
Die Losung wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert, die vereinten organischen Phasen
wurden mit ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel
(CH2CI2/CH30H 19:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 89% (858 mg, 1.11 mmol) eines gelben, amorphen Feststoffes als Gemisch zwei

Diastereomere.

Summenformel: CzsHe7NO11Sis

Molare Masse: 774.1830 g/mol

DC: R+-Wert (CH2CIl,/CH3sOH 19:1 v/v): 0.38.

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds, 300 K): 12.17 (brs, 1H, COOH, 2 ds), 7.56 (s, 1H,
H-10, 1 ds), 7.54 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.20 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.15 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.30
(0, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.26 (q, 3Jnn = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.86 (d, 3Jun = 2.2 Hz,
1H, H-1, 1 ds), 4.36 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.16 (dd, 3Jun = 7.3 Hz, 3Jun = 4.0 Hz, 1H, H-3, 1 ds),
4.11 - 3.98 (m, 6H, H-2, 1 ds, H-3, 1 ds, H-15, 2 ds), 3.94 — 3.90 (m, 1H, H-2, 1 ds), 3.91 (s,
3H, H-14, 1 ds), 3.89 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.82 —3.74 (m, 2H, H-4, 1 ds, H-541, 1 ds), 3.74 — 3.69
(m, 1H, H-4, 1 ds), 3.58 (dd, 2Jun = 11.2 Hz, 3Jun = 3.9 Hz, 1H, H-541, 1 ds), 3.52 (dd, 2Jun =
11.2 Hz, 33y = 3.7 Hz, 1H, H-54, 1 ds), 3.26 (dd, 2Jun = 11.2 Hz, 3Jnun = 5.0 Hz, 1H, H-5p,, 1
ds), 2.38 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 2H, H-17, 1 ds), 2.37 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 2H, H-17, 1 ds), 1.95 (p,
3Jun = 6.8 Hz, 2H, H-16, 1 ds), 1.94 (p, 3Jun = 6.8 Hz, 2H, H-16, 1 ds), 1.46 (d, 3Jun = 6.4 Hz,
3H, H-7, 1 ds), 1.42 (d, *Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 0.91 (s, 9H, SiC(CHzg)s, 1 ds), 0.88 (s,
9H, SIC(CHa)s, 1 ds), 0.86 (s, 9H, SIC(CHzs)s, 1 ds), 0.84 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.77 (s, 9H,
SiC(CHz3)3, 1 ds), 0.74 (s, 9H, SIC(CHsa)s, 1 ds), 0.10 (s, 3H, SiCHs), 0.09 (s, 6H, SiCHzs), 0.08
(s, 6H, SiCHs3), 0.06 (s, 3H, SiCHs), 0.06 (s, 3H, SiCHz), 0.05 (s, 3H, SiCHs), -0.01 (s, 3H,
SiCHa), -0.10 (s, 3H, SiCH3), -0.12 (s, 3H, SiCHg), -0.17 (s, 3H, SiCHy).
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13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds, 300 K): 173.9 (C-18, 2 ds), 153.5 (C-12, 1 ds), 153.2
(C-12, 1 ds), 146.9 (C-11, 1 ds), 146.5 (C-11, 1 ds), 140.9 (C-9, 1 ds), 139.0 (C-9, 1 ds), 134.7
(C-8, 1ds), 132.6 (C-8, 1 ds), 109.6 (C-13, 1 ds), 109.2 (C-13, 1 ds), 108.4 (C-10, 1 ds), 108.4
(C-10, 1 ds), 105.2 (C-1, 1 ds), 103.8 (C-1, 1 ds), 83.1 (C-4, 1 ds), 82.0 (C-4, 1 ds), 75.9 (C-2,
1 ds), 75.8 (C-2, 1 ds), 71.8 (C-3, 1 ds), 70.7 (C-3, 1 ds), 70.6 (C-6, 1 ds), 68.4 (C-6, 1 ds),
68.0 (C-15, 1 ds), 67.9 (C-15, 1 ds), 63.1 (C-5, 1 ds), 62.5 (C-5, 1 ds), 56.2 (C-14, 1 ds), 55.9
(C-14, 1 ds), 29.9 (C-17, 1 ds), 29.9 (C-17, 1 ds), 25.9 (SiC(CHs)s, 1 ds), 25.6 (SiC(CHs)s,
2 ds), 25.6 (SiC(CHs)s, 2 ds), 25.4 (SIC(CHs)s, 1 ds), 24.0 (C-16, 1 ds), 23.9 (C-16, 1 ds), 23.3
(C-7, 1 ds), 22.5 (C-7, 1 ds), 18.2 (SIC(CHa)s, 1 ds), 17.9 (SiC(CHs)s, 1 ds), 17.8 (SiC(CHa)s,
1 ds), 17.7 (SiC(CHa)s, 1 ds), 17.7 (SiC(CHs)s, 1 ds), 17.6 (SIC(CHs)s, 1 ds), -4.4 (SiCHs), -4.6
(SiCHs), -4.7 (SiCHg), -4.7 (SiCHs), -4.9 (SiCHs), -4.9 (SiCHs), -5.1 (SiCHs), -5.1 (SiCHs), -5.4
(SiCHs), -5.5 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2953, 2929, 2896, 2857, 1711, 1582, 1519, 1472, 1443, 1389,
1361, 1336, 1272, 1252, 1217, 1164, 1097, 1080, 1031, 1004, 968, 938, 873, 834, 776, 672.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 796.3914 [M+Na]*, gef.: 796.3937 [M+Na]*.
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Darstellung von 4-(5-(1-(2,3,5-Tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophenoxy)butanol 164

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-4-(5-(1-(2,3,5-tri-tert-butyldimethylsilyl-8-b-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophenoxy)butyrat 158 (670 mg, 850 umol) in 7 mL abs. Tetrahydrofuran geltst
und die Losung auf 0°C gekihlt. Es erfolgte die langsame Zugabe von 3.6 Aquiv.
Lithiumaluminiumhydrid (115 mg, 3.03 mmol). Die Suspension wurde fir 15 Minuten bei 0 °C
gerihrt, die Kiihlung entfernt und eine Stunde bei Raumtemperatur gertihrt. Zum Abbruch der
Reaktion wurde Ethylacetat zugegeben und fur 15 Minuten gerlhrt. Anschlieend wurde
festes Kaliumcarbonat und Wasser zugegeben, weitere 15 Minuten gerthrt und die Phasen
getrennt. Die wassrige Phase wurde zweimal mit Ethylacetat extrahiert, die vereinten
organischen Phasen mit ges. Natriumchlorid-Losung gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet und filtriert. Das Ldsungsmittel wurde entfernt und das Rohprodukt
séulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE 1:1 v/v).

Ausbeute: 55% (354 mg, 466 umol) einer gelblichen, sirupartigen Flissigkeit als Gemisch

zwei Diastereomere.

Summenformel: CzsHgaNO10Si3

Molare Masse: 760.2000 g/mol

DC: Ri-Wert (PE/EE 2:1 v/v): 0.49.

'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.59 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.55 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.25 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.11 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.54 (9, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.44
(0, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.85 (d, 3Jun = 2.8 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.53 (s, 1H, H-1, 1 ds),
4.19 — 4.12 (m, 5H, H-3, 1 ds, H-15, 2 ds), 4.08 (dd, 3Jun = 5.6 Hz, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, H-3,
1ds), 3.95 - 3.90 (m, 2H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds), 3.92 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.91 (s, 3H, H-14,
1ds), 3.89 — 3.83 (m, 3H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds, H-5a1, 1 ds), 3.75 (t, 3Jun = 6.2 Hz, 2H, H-18,
1 ds), 3.74 (t, 3Jun = 6.2 Hz, 2H, H-18, 1 ds), 3.63 (dd, 2Jyn = 11.5 Hz, 3Jun = 4.5 Hz, 1H,
H-5p1, 1 ds), 3.62 (dd, 2Jun = 11.1 Hz, 3Jyn = 4.0 Hz, 1H, H-542, 1 ds), 3.46 (dd, 2Jun = 11.1 Hz,
3Jun = 4.6 Hz, 1H, H-5,,, 1 ds), 2.03 — 1.96 (m, 4H, H-16, 2 ds), 1.82 — 1.76 (m, 4H, H-17,
2 ds), 1.50 (d, *Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.46 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 0.95 (s,
9H, SiC(CHa)s, 1 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CH3)s, 1 ds), 0.89 (s, 9H, SiC(CH3)s, 1 ds), 0.89 (s, 9H,
SiC(CHs)3, 1 ds), 0.84 (s, 9H, SIC(CHsa)3, 1 ds), 0.79 (s, 9H, SiC(CHs)3, 1 ds), 0.13 (s, 3H,
SiCHa), 0.12 (s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 3H, SiCHz), 0.09 (s, 6H, SiCHz), 0.08
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(s, 3H, SiCHs), 0.07 (s, 3H, SiCHs), 0.01 (s, 3H, SiCHs), -0.02 (s, 3H, SiCHs), -0.04 (s, 3H,
SiCHs), -0.12 (s, 3H, SiCHs).

BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 153.1 (C-12, 1 ds), 153.0 (C-12, 1 ds), 148.0
(C-11, 1 ds), 147.8 (C-11, 1 ds), 140.9 (C-9, 1 ds), 139.4 (C-9, 1 ds), 136.1 (C-8, 1 ds), 134.8
(C-8, 1 ds), 110.4 (C-13, 1 ds), 109.8 (C-13, 1 ds), 107.8 (C-10, 2 ds), 105.9 (C-1, 1 ds), 104.6
(C-1, 1 ds), 83.6 (C-4, 1 ds), 82.8 (C-4, 1 ds), 76.8 (C-2, 1 ds), 76.4 (C-2, 1 ds), 72.0 (C-3,
1ds), 71.6 (C-3, 1 ds), 71.4 (C-6, 1 ds), 69.5 (C-6, 1 ds), 69.4 (C-15, 1 ds), 69.2 (C-15, 1 ds),
63.5 (C-5, 1 ds), 63.5 (C-5, 1 ds), 62.4 (C-18, 2 ds), 56.5 (C-14, 1 ds), 56.4 (C-14, 1 ds), 29.7
(C-17, 1 ds), 29.7 (C-17, 1 ds), 26.3 (SiC(CHs)s, 1 ds), 26.0 (SIC(CHs)s, 1 ds), 26.0 (SiC(CHa)s,
2 ds), 25.9 (SiC(CHs)s, 1 ds), 25.8 (SiC(CHa)s, 1 ds), 25.7 (C-16, 1 ds), 25.7 (C-16, 1 ds), 24.1
(C-7, 1 ds), 23.2 (C-7, 1 ds), 18.8 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.5 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.3 (SiC(CHa)s,
1 ds), 18.2 (SiIC(CHs)s, 1 ds), 18.2 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.1 (SiC(CHa)s, 1 ds), -4.0 (SiCHa), -4.2
(SICH3), -4.3 (SiCHg), -4.4 (SiCHs), -4.5 (SiCHs), -4.7 (SiCH3), -4.7 (SiCHs), -5.1 (SiCHa), -5.2
(SiCHs), -5.3 (SiCHs), -5.3 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2952, 2929, 2857, 1581, 1520, 1472, 1463, 1444, 1389, 1361,
1335, 1270, 1217, 1167, 1124, 1097, 1079, 1033, 1004, 967, 939, 875, 836, 797, 777, 671.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 782.4121 [M+Na]*, gef.: 782.4223 [M+Na]*.
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Darstellung von 4-(4-(1-(2,3,5-Tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butanol 163

Es wurden 1.0 Aquiv. Methyl-4-(4-(1-(2,3,5-tri-tert-butyldimethylsilyl-8-b-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butyrat 157 (1.055 g, 1.338 mmol) in 20 mL abs. Tetrahydrofuran
gelost. Es erfolgte die langsame Zugabe von 3.1 Aquiv. Lithiumaluminiumhydrid (156 mg,
4.11 mmol). Die Suspension wurde fur zwei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Zum
Abbruch der Reaktion wurde Ethylacetat zugegeben und fur 15 Minuten gerihrt. Anschliel3end
wurde festes Kaliumcarbonat und Wasser zugegeben, weitere 15 Minuten gerthrt und die
Phasen getrennt. Die organische Phase wurde mit ges. Natriumchlorid-L6ésung gewaschen,
Uber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Ldsungsmittel wurde entfernt und das
Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE 1:1 v/v).

Ausbeute: 71% (721 mg, 948 umol) eines gelben Ols als Gemisch zwei Diastereomere.

Summenformel: CzsHggNO10Siz

Molare Masse: 760.2000 g/mol

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

'H-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.58 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.55 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.27 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.11 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.55 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.45
(0, 3Jnp = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.87 (d, 3Jun = 2.7 Hz, 1H, H-1, 1.ds), 4.54 (d, 3Jun = 0.7 Hz,
1H, H-1, 1 ds), 4.16 (dd, 3Jupn = 7.3 Hz, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.15 — 4.05 (m, 5H, H-3,
1 ds, H-15, 2 ds), 3.97 — 3.91 (m, 2H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds), 3.95 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.94 (s,
3H, H-14, 1 ds), 3.89 (dd, 3Jun = 0.8 Hz, 3Jup = 4.0 Hz, 1H, H-2, 1 ds),3.88 — 3.82 (m, 2H, H-4,
1 ds, H-5a1, 1 ds), 3.74 (t, 3Jun = 6.2 Hz, 4H, H-18, 2 ds), 3.63 (dd, 2Jun = 11.4 Hz, 3Jup =
4.6 Hz, 1H, H-5p1, 1 ds), 3.61 (dd, 2Jun = 11.2 Hz, 3Jun = 3.9 Hz, 1H, H-54, 1 ds), 3.46 (dd,
2Jyn = 11.1 Hz, 3Jyn = 4.6 Hz, 1H, H-5y, 1 ds), 1.98 (p, 3Jun = 6.7 Hz, 4H, H-16, 2 ds), 1.78
(p, 3Jun = 6.8 Hz, 4H, H-17, 2 ds), 1.50 (d, 3Jyn = 6.2 Hz, 4H, H-7, 1 ds), 1.47 (d, 3Jun = 6.2 Hz,
4H, H-7, 1 ds), 0.95 (s, 9H, SiC(CHs)s3, 1 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CHsa)3, 1ds), 0.89 (s, 9H,
SiC(CHs)3, 1 ds), 0.89 (s, 9H, SIC(CHsa)3, 1 ds), 0.83 (s, 9H, SiC(CHs)3, 1 ds), 0.80 (s, 9H,
SiC(CHs)3, 1 ds), 0.13 (s, 3H, SiCHs), 0.12 (s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 6H, SiCHs), 0.08 (s, 3H,
SiCHa), 0.08 (s, 3H, SiCH3), 0.06 (s, 3H, SiCHs), 0.01 (s, 3H, SiCHs), -0.02 (s, 3H, SiCHz), -0.05
(s, 3H, SiCHj3), -0.11 (s, 3H, SiCHs).
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13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 153.9 (C-12, 2 ds), 147.2 (C-11, 1 ds), 146.9
(C-11, 1 ds), 140.9 (C-9, 1 ds), 139.4 (C-9, 1 ds), 136.3 (C-8, 1 ds), 134.9 (C-8, 1 ds), 109.8
(C-13, 1 ds), 109.0 (C-13, 1 ds), 108.8 (C-10, 1 ds), 108.7 (C-10, 1 ds), 106.0 (C-1, 1 ds),
104.7 (C-1, 1 ds), 83.7 (C-4, 1 ds), 82.9 (C-4, 1 ds), 76.9 (C-2, 1 ds), 76.5 (C-2, 1 ds), 72.1 (C-
3, 1ds), 71.9 (C-6, 1 ds), 71.5 (C-3, 1 ds), 69.6 (C-6, 1 ds), 69.4 (C-15, 1 ds), 69.3 (C-15, 1
ds), 63.6 (C-5, 1 ds), 63.5 (C-5, 1 ds), 62.5 (C-18, 2 ds), 56.4 (C-14, 1 ds), 56.4 (C-14, 1 ds),
29.7 (C-17, 1 ds), 29.6 (C-17, 1 ds), 26.3 (SiC(CHs)s, 1 ds), 26.0 (SiC(CHs)s, 1 ds), 26.0
(SIC(CHa)s, 1 ds), 25.8 (SIC(CHa)s, 1 ds), 25.7 (SIC(CHa)s, 1 ds), 25.7 (SiC(CHs)s, 1 ds), 24.1
(C-7,1ds), 23.1 (C-7, 1 ds), 18.8 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.5 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.3 (SiC(CHa)s, 1
ds), 18.2 (SIC(CHs)s, 1 ds), 18.2 (SiC(CHa)s, 1 ds), 18.1 (SiC(CHs)s, 1 ds), -4.0 (SiCHs), -4.2
(SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.5 (SiCHs), -4.7 (SiCHa), -4.7 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3410, 2952, 2928, 2857, 1579, 1520, 1471, 1389, 1361, 1335,
1271, 1253, 1217, 1156, 1123, 1097, 1079, 1020, 1004, 968, 939, 875, 835, 814, 776, 672,
595, 562.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 782.4121 [M+Na]*, gef.: 782.4114 [M+Na]*.
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Darstellung von Heptyl-4-(5-(1-(2,3,5-tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophenoxy)butyrat 162

Es wurden 1.0 Aquiv. 4-(5-(1-(2,3,5-Tri-tert-butyldimethylsilyl-B-b-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophenoxy)butyrat 160 (498 mg, 643 umol) in 5 mL abs. Tetrahydrofuran gelost
und mit 1.2 Aquiv. Triethylamin  (0.11mL, 0.79 mmol) und 1.1 Aquiv. 2,4,6-
Trichlorbenzoylchlorid (0.11 mL, 0.70 mmol) versetzt. Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 0.4 Aquiv. 4-
(Dimethylamino)pyridin (29 mg, 0.24 mmol) und 1.2 Aquiv. Heptanol (0.11 mL, 0.77 mmol)
und die Reaktionslésung wurde flr 18 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von ges. Natriumchlorid-Lésung beendet. AnschlielBend wurde die
wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert, iber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und  abschlieBend das  LOsungsmittel  entfernt. Das Rohprodukt  wurde
séulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 19:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 90% (505 mg, 579 pumol) eines gelblichen Ols als Gemisch zwei Diastereomere.

25
24
22 _~ 23
Summenformel: Cs3Hs1NO11Sis 21
O 0 20
. 16
Molare Masse: 872.3720 g/mol \ / - O\/\)1J8\O 19

162

DC: Ri-Wert (PE/EE 19:1 v/v): 0.44.

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.58 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.54 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.23 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.10 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.54 (g, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.43
(q, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.86 (d, 3Jup = 2.4 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.51 (s, 1H, H-1, 1 ds),
4.17 (dd, 3Jup = 7.4 Hz, 3Jun= 4.1 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.16 — 4.12 (m, 4H, H-15, 2 ds),
4.10 — 4.06 (m, 5H, H-3, 1 ds, H-19, 2 ds), 3.95 — 3.90 (m, 2H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds), 3.91 (s,
3H, H-14, 1 ds), 3.91 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.88 (d, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 3.87 — 3.82
(M, 2H, H-4, 1 ds, H-541, 1 ds), 3.63 (dd, 2Jupn = 11.3 Hz, 3Jun = 4.6 Hz, 1H, H-5p1, 1 ds), 3.60
(dd, 2Inpn = 11.1 Hz, 3Jup = 4.1 Hz, 1H, H-5.2, 1 ds), 3.44 (dd, 2Jup = 11.1 Hz, 3Jun = 4.6 Hz,
1H, H-5p2, 1 ds), 2.61 — 2.49 (m, 4H, H-17, 2 ds), 2.23 — 2.16 (m, 4H, H-16, 2 ds), 1.62 (p,
3Jun = 6.7 Hz, 4H, H-20, 2 ds), 1.49 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.46 (d, 3Jun = 6.2 Hz,
3H, H-7, 1 ds), 1.37 — 1.22 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, 2 ds), 0.95 (s, 9H, SiC(CHa)s,
1 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds),
0.89 — 0.86 (M, 6H, H-25, 2 ds), 0.83 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.79 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds),
0.13 (s, 3H, SiCHs), 0.12 (s, 3H, SiCHz), 0.10 (s, 6H, SiCHs), 0.10 (s, 3H, SiCHs), 0.09 (s, 3H,
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SiCHs), 0.08 (s, 3H, SiCHs), 0.06 (s, 3H, SiCHs), 0.01 (s, 3H, SiCHs), -0.02 (s, 3H, SiCHs), -0.05
(s, 3H, SiCHs), -0.13 (s, 3H, SiCHs).

3C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 173.1 (C-18, 2 ds), 153.1 (C-12, 1 ds), 153.1
(C-12, 1 ds), 148.2 (C-11, 1 ds), 147.9 (C-11, 1 ds), 141.0 (C-9,1 ds), 139.5 (C-9, 1 ds), 136.1
(C-8, 1ds), 134.7 (C-8, 1 ds), 110.6 (C-13, 1 ds), 110.1 (C-13, 1 ds), 108.0 (C-10, 1 ds), 107.9
(C-10, 1 ds), 105.9 (C-1, 1 ds), 104.6 (C-1, 1 ds), 83.7 (C-4, 1 ds), 82.8 (C-4, 1 ds), 76.8 (C-2,
1 ds), 76.5 (C-2, 1 ds), 72.0 (C-3, 1 ds), 71.6 (C-6, 1 ds), 71.5 (C-3, 1 ds), 69.4 (C-6, 1 ds),
68.4 (C-15, 1 ds), 68.2 (C-15, 1 ds), 65.0 (C-19, 1 ds), 64.9 (C-19, 1 ds), 63.5 (C-5, 1 ds), 63.5
(C-5, 1 ds), 56.5 (C-14, 1 ds), 56.4 (C-14, 1 ds), 31.9, 31.8, 29.1, 26.0, 22.7 (C-21, C-22, C-23,
C-24, 2 ds), 30.8 (C-17, 1 ds), 30.7 (C-17, 1 ds), 28.8 (C-20, 2 ds), 26.3 (SiIC(CHs)s, 1 ds), 26.0
(SIC(CHa)s, 3 ds), 25.9 (SiC(CHs)s, 1 ds), 25.8 (SIC(CHa)s, 1 ds), 24.6 (C-16, 1 ds), 24.5 (C-16,
1 ds), 24.1 (C-7, 1 ds), 23.1 (C-7, 1 ds), 18.8 (SiC(CHa)s, 1 ds), 18.5 (SiC(CHa)s, 1 ds), 18.3
(SIC(CHa)s, 1 ds), 18.2 (SiC(CHa)s, 1 ds), 18.2 (SiC(CHa)s, 1 ds), 18.1 (SIC(CHa)s, 1 ds), 14.2
(C-25, 2 ds), -4.0 (SiCHs), -4.2 (SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.3 (SiCHa), -4.5 (SiCHa), -4.7 (SiCHa),
-4.7 (SiCHa), -5.1 (SiCHsa), -5.2 (SiCHs), -5.3 (SiCHs), -5.4 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2954, 2928, 2857, 1737, 1580, 1521, 1471, 1443, 1388, 1361,
1335, 1271, 1254, 1218, 1168, 1120, 1097, 1079, 1030, 1003, 967, 938, 875, 835, 776, 671.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 894.5010 [M+Na]*, gef.: 894.4994 [M+Na]*.
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Darstellung von Heptyl-4-(4-(1-(2,3,5-tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butyrat 161

Es wurden 1.0 Aquiv. 4-(4-(1-(2,3,5-Tri-tert-butyldimethylsilyl-B-b-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butyrat 159 (847 mg, 1.08 umol) in 10 mL abs. Tetrahydrofuran
gelést und mit 1.2 Aquiv. Triethylamin (0.18 mL, 1.3 mmol) und 1.1 Aquiv. 2,4,6-
Trichlorbenzoylchlorid (0.19 mL, 1.2 mmol) versetzt. Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 0.3 Aquiv. 4-
(Dimethylamino)pyridin (42 mg, 0.34 mmol) und 1.2 Aquiv. Heptanol (0.19 mL, 1.3 mmol) und
die Reaktionslésung wurde fir 18 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von ges. Natriumchlorid-Losung beendet. AnschlieRend wurde die wassrige
Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert, Gber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
abschliel3end das LOosungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch
an Kieselgel (PE/EE 19:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 78% (728 mg, 835 pumol) eines gelben Ols als Gemisch zwei Diastereomere.

Summenformel;: CszHgiNO11Sis

Molare Masse: 872.3720 g/mol

161

DC: Ri-Wert (PE/EE19:1 v/v): 0.30.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.58 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.55 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.21 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.11 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.55 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.45
(Q, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.87 (d, 3Jup = 2.7 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.54 (s, 1H, H-1, 1 ds),
4.18 (dd, 3Jupn = 7.6 Hz, 3Jupn = 4.1 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.14 — 4.06 (m, 9H, H-3, 1 ds, H-15,
2 ds, H-19, 2 ds), 3.96 — 3.91 (m, 2H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds), 3.95 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.94 (s,
3H, H-14, 1 ds), 3.91 — 3.82 (m, 3H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds, H-5.1, 1 ds), 3.63 (dd, 2Jun = 11.4 Hz,
3Jhm = 4.6 Hz, 1H, H-5p1, 1 ds), 3.61 (dd, 2Jupn = 11.2 Hz, 3Jup = 4.0 Hz, 1H, H-5.2, 1 ds), 3.46
(dd, 2Jup = 11.1 Hz, 3Jun = 4.6 Hz, 1H, H-5p, 1 ds), 2.54 (t, 3Jun = 7.2 Hz, 4H, H-17, 2 ds),
2.18 (p, 3Jun = 6.7 Hz, 4H, H-16, 2 ds), 1.63 (p, 3Jun = 6.7 Hz, 4H, H-20, 2 ds), 1.50 (d, 3Jun =
6.3 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.47 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.37 — 1.24 (m, 16, H-21, H-22,
H-23, H-24, 2 ds), 0.95 (s, 9H, SiC(CHa)s, 1 ds), 0.90 — 0.85 (m, 6H, H-25, 2 ds), 0.90 (s, 9H,
SiC(CHs)s, 1 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.89 (s, 9H, SiC(CHa)s, 1 ds), 0.84 (s, 9H,
SiC(CHs)s, 1 ds), 0.80 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.13 (s, 3H, SiCHs), 0.12 (s, 3H, SiCHs), 0.10
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(s, 9H, SiCHa), 0.09 (s, 3H, SiCHs), 0.08 (s, 3H, SiCHs), 0.06 (s, 3H, SiCHs), 0.01 (s, 3H,
SiCHs), -0.02 (s, 3H, SiCHs), -0.04 (s, 3H, SiCHs), -0.11 (s, 3H, SiCHs).

3C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 173.1 (C-18, 1 ds), 173.1 (C-18, 1 ds), 154.0
(C-12, 2 ds), 147.2 (C-11, 1 ds), 146.9 (C-11, 1 ds), 140.8 (C-9, 1 ds), 139.4 (C-9, 1 ds), 136.3
(C-8, 1 ds), 135.0 (C-8, 1 ds), 109.9 (C-13, 1 ds), 109.2 (C-10, 1 ds, C-13, 1 ds), 109.1 (C-10,
1 ds), 106.0 (C-1, 1 ds), 104.7 (C-1, 1 ds), 83.7 (C-4, 1 ds), 82.9 (C-4, 1 ds), 76.9 (C-2, 1 ds),
76.5 (C-2, 1 ds), 72.1 (C-3, 1 ds), 71.9 (C-6, 1 ds), 71.5 (C-3,1 ds), 69.6 (C-6, 1 ds), 68.5 (C-15,
1 ds), 68.4 (C-15, 1 ds), 64.9 (C-19, 2 ds), 63.6 (C-5, 1 ds), 63.5 (C-5, 1 ds), 56.4 (C-14, 1 ds),
56.4 (C-14, 1 ds), 31.9, 29.1, 26.0, 22.7 (C-21, C-22, C-23, C-24, 2 ds), 30.8 (C-17, 1 ds), 30.8
(C-17, 1 ds), 28.8 (C-20, 2 ds), 26.3 (SiC(CHs)s, 1 ds), 26.0 (SIC(CHs)s, 4 ds), 25.8 (SiC(CHa)s,
1ds), 24.5 (C-16, 1 ds), 24.5 (C-16, 1 ds), 24.1 (C-7, 1 ds), 23.1 (C-7, 1 ds), 18.8 (SiC(CHs)s,
1 ds), 18.5 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.3 (SIC(CHa)s, 1 ds), 18.2 (SIC(CHa)s, 1 ds), 18.2 (SiC(CHa)s,
1 ds), 18.1 (SiC(CHs)s, 1 ds), 14.2 (C-25, 2 ds), -4.0 (SiCHs), -4.2 (SiCHs), -4.3 (SiCHa), -4.3
(SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.5 (SiCHs), -4.7 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2954, 2928, 2857, 1736, 1585, 1520, 1471, 1389, 1361, 1336,
1273, 1252, 1217, 1167, 1097, 1080, 1030, 1004, 969, 938, 874, 834, 775, 671.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 894.4997 [M+Na]*, gef.: 894.5010 [M+Na]*.
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Darstellung von 4-(5-(1-(2,3,5-Tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophenoxy)butylheptanoat 166

Es wurden 1.0 Aquiv. 4-(5-(1-(2,3,5-Tri-tert-butyldimethylsilyl-B-b-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophenoxy)butanol 164 (348 mg, 458 umol) in 5 mL abs. Tetrahydrofuran geldst
und die Lésung auf 0 °C gekiihlt. Es erfolgte die Zugabe von 2.4 Aquiv. Triethylamin (0.15 mL,
1.1 mmol) und 2.1 Aquiv. Heptanoylchlorid (0.15 mL, 0.97 pmol). Die Reaktionslésung wurde
fur 90 Minuten bei 0°C gerihrt, anschlieBend mit Dichlormethan verdinnt, mit ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung, Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert, und das Losungsmittel
entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte sédulenchromatographisch an Kieselgel
(PE/EE 15:1 viv).

Ausbeute: 82% (329 mg, 377 umol) eines gelblichen Ols als Gemisch zwei Diastereomere.

25
24

22 723
Summenformel: CszHgiNO11Sis ” 2
Molare Masse: 872.3720 g/mol . o../ 19

g O\/\/‘18\O 0

DC: Ri-Wert (PE/EE 15:1 v/v): 0.38.

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.58 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.55 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.24 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.09 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.54 (g, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.44
(q, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.85 (d, 3Jup = 2.6 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.52 (s, 1H, H-1, 1 ds),
4.19 — 4.14 (m, 5H, H-3, 1 ds, H-18, 2 ds), 4.14 — 4.07 (m, 5H, H-3, 1 ds, H-15, 2 ds), 3.94 (dd,
3Jum = 7.3 Hz, 3Jup = 2.6 Hz, 1H, H-2, 1 ds), 3.93 — 3.91 (m, 1H, H-4, 1 ds), 3.91 (s, 3H, H-14,
1ds), 3.91 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.88 (d, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, H-2, 1 ds), 3.87 — 3.82 (m, 2H, H-4,
1 ds, H-5a1, 1 ds), 3.63 (dd, 23 = 11.3 Hz, 3Jupn = 4.6 Hz, 1H, H-5p1, 1 ds), 3.61 (dd, 2Jup =
11.1 Hz, 3Jup = 4.0 Hz, 1H, H-54, 1 ds), 3.45 (dd, 2Jun = 11.1 Hz, 3Jup = 4.5 Hz, 1H, H-5p,
1 ds), 2.30 (t, 3Jup = 7.6 Hz, 1H, H-20, 1 ds), 2.29 (t, 3Jun = 7.6 Hz, 1H, H-20, 1 ds), 1.99 — 1.92
(m, 4H, H-17, 2 ds), 1.88 — 1.81 (m, 4H, H-16, 2 ds), 1.65 — 1.59 (m, 4H, H-21, 2 ds), 1.50 (d,
3Jun = 6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.46 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1.ds), 1.35 — 1.24 (m, 12H, H-22,
H-23, H-24, 2 ds), 0.95 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CHa)s, 1 ds), 0.89 (s, 9H,
SiC(CHa)s, 1 ds), 0.89 — 0.85 (m, 6H, H-25, 2 ds), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.83 (s, 9H,
SIC(CHa)s, 1 ds), 0.79 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.13 (s, 3H, SiCHs), 0.12 (s, 3H, SiCHs), 0.10
(s, 6H, SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs), 0.08 (s, 3H, SiCHa), 0.06 (s, 3H,
SiCHs), 0.01 (s, 3H, SiCHs), -0.02 (s, 3H, SiCHs), -0.04 (s, 3H, SiCHa), -0.12 (s, 3H, SiCHa).
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1BC-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 174.0 (C-19, 1 ds), 174.0 (C-19, 1 ds), 153.2
(C-12, 2 ds), 148.2 (C-11, 1 ds), 147.9 (C-11, 1 ds), 140.9 (C-9, 1 ds), 139.4 (C-9, 1 ds), 136.1
(C-8, 1ds), 134.7 (C-8, 1 ds), 110.5 (C-13, 1 ds), 110.0 (C-13, 1 ds), 108.0 (C-10, 1 ds), 107.9
(C-10, 1 ds), 105.9 (C-1, 1 ds), 104.6 (C-1, 1 ds), 83.6 (C-4, 1 ds), 82.9 (C-4, 1 ds), 76.8 (C-2,
1 ds), 76.5 (C-2, 1 ds), 72.0 (C-3, 1 ds), 71.6 (C-6, 1 ds), 71.4 (C-3, 1 ds), 69.5 (C-6, 1 ds),
68.9 (C-15, 1 ds), 68.8 (C-15, 1 ds), 63.9 (C-18, 1 ds), 63.8 (C-18, 1 ds), 63.5 (C-5, 1 ds), 63.4
(C-5, 1 ds), 56.5 (C-14, 1 ds), 56.4 (C-14, 1 ds), 34.5 (C-20, 2 ds), 31.6, 29.0, 22.6 (C-22,
C-23, C-24, 2 ds), 26.3 (SIC(CHa)s, 1 ds), 26.0 (SIC(CHs)s, 1 ds), 26.0 (SiC(CHs)s, 3 ds), 26.0
(C-17, 2 ds), 25.8 (C-16, 2 ds), 25.6 (SIC(CHa)s, 1 ds), 25.1 (C-21, 2 ds), 24.1 (C-7, 1 ds), 23.1
(C-7, 1 ds), 18.8 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.5 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.3 (SIC(CHa)s, 1 ds), 18.2
(SIC(CHa)s, 1 ds), 18.2 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.1 (SiC(CHa)s, 1 ds), 14.2 (C-25, 2 ds), -4.0
(SiCHs), -4.2 (SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.5 (SiCHs), -4.7 (SiCHs), -4.7 (SiCHs), -5.1
(SiCHs), -5.2 (SiCHs), -5.3 (SiCHs), -5.4 (SiCH).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2953, 2929, 2857, 1736, 1520, 1463, 1389, 1361, 1335, 1270,
1253, 1218, 1166, 1098, 1080, 1027, 1004, 968, 939, 874, 834, 776, 671.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 894.5010 [M+Na]*, gef.: 894.5051 [M+Na]*.
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Darstellung von 4-(4-(1-(2,3,5-Tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butylheptanoat 165

Es wurden 1.0 Aquiv. 4-(4-(1-(2,3,5-Tri-tert-butyldimethylsilyl-B-b-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butanol 163 (710 mg, 934 umol) in 20 mL abs. Tetrahydrofuran
gelést und die Losung auf 0 °C gekiihlt. Es erfolgte die Zugabe von 1.5 Aquiv. Triethylamin
(0.20mL, 1.4mmol) und 1.7 Aquiv. Heptanoylchlorid (0.24 mL, 1.6 mmol). Die
Reaktionslosung wurde fiir zwei Stunden bei 0 °C gerihrt, anschlieRend mit Dichlormethan
verdinnt, mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung, Wasser und ges. Natriumchlorid-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde tUber Natriumsulfat getrocknet, filtriert, und
das Losungsmittel entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte saulenchromatographisch
an Kieselgel (PE/EE 10:1 v/v).

Ausbeute: 79% (634 mg, 739 umol) eines gelben Ols als Gemisch zwei Diastereomere.

Summenformel: CszHgiNO11Sis

Molare Masse: 872.3720 g/mol

165

DC: R+-Wert (PE/EE 10:1 v/v): 0.39.

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.58 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.54 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.27 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.11 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.55 (g, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.45
(@, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.87 (d, 3Jun = 2.7 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.54 (d, 3Jun = 0.8 Hz,
1H, H-1, 1 ds), 4.20 — 4.11 (m, 5H, H-3, 1 ds, H-18, 2 ds), 4.11 — 4.04 (m, 5H, H-3, 1 ds, H-15,
2 ds), 3.96 — 3.91 (m, 2H, H-4, 1 ds, H-2, 1 ds), 3.95 (s, 1H, H-14, 1 ds), 3.95 (s, 1H, H-14,
1 ds), 3.89 (dd, 3Jup = 4.1 Hz, 3Jup = 0.9 Hz, 1H, H-2, 1 ds), 3.88 — 3.81 (m, 2H, H-4, 1 ds,
H-5.1, 1 ds), 3.63 (dd, 23y = 11.3 Hz, 3Jup = 4.6 Hz, 1H, H-501, 1 ds), 3.61 (dd, 23y = 11.1 Hz,
3Jun = 4.0 Hz, 1H, H-5.2, 1 ds), 3.46 (dd, 23y = 11.1 Hz, 3Jup = 4.6 Hz, 1H, H-5, 1 ds), 2.30
(t, 3Jup = 7.6 Hz, 4H, H-20, 2 ds), 1.99 — 1.90 (m, 4H, H-16, 2 ds), 1.88 — 1.80 (m, 4H, H-17,
2 ds), 1.67 — 1.58 (m, 4H, H-21, 2 ds), 1.51 (d, 3Jup = 6.3 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.47 (d, 3Jun =
6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.36 — 1.25 (m, 12H, H-22, H-23, H-24, 2 ds), 0.95 (s, 9H, SiIC(CHs)s,
1 ds), 0.91 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds),
0.89 — 0.85 (m, 6H, H-25, 2 ds), 0.84 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.80 (s, 9H, SiC(CHa)s, 1 ds),
0.13 (s, 3H, SiCHs), 0.12 (s, 3H, SiCHz), 0.10 (s, 9H, SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs), 0.08 (s, 3H,
SiCHs), 0.06 (s, 3H, SiCHa), 0.01 (s, 3H, SiCHs), -0.02 (s, 3H, SiCHs), -0.04 (s, 3H,
SiCHs), -0.11 (s, 3H, SiCHs).
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13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 174.0 (C-19, 2 ds), 154.0 (C-12, 2 ds), 147.3
(C-11, 1 ds), 147.0 (C-11, 1 ds), 140.8 (C-9, 1 ds), 139.4 (C-9, 1 ds), 136.3 (C-8, 1 ds), 134.9
(C-8, 1 ds), 109.9 (C-13, 1 ds), 109.1 (C-13, 1 ds), 109.0 (C-10, 1 ds), 108.9 (C-10, 1 ds),
106.0 (C-1, 1 ds), 104.7 (C-1, 1 ds), 83.7 (C-4, 1 ds), 82.9 (C-4, 1 ds), 76.8 (C-2, 1 ds), 76.5
(C-2, 1 ds), 72.1 (C-3, 1 ds), 71.9 (C-6, 1 ds), 71.5 (C-3, 1 ds), 69.6 (C-6, 1 ds), 69.0 (C-15,
1 ds), 69.0 (C-15, 1 ds), 63.9 (C-18, 1 ds), 63.9 (C-18, 1 ds), 63.6 (C-5, 1 ds), 63.5 (C-5, 1 ds),
56.4 (C-14, 1 ds), 56.4 (C-14, 1 ds), 34.5 (C-20, 2 ds), 31.6, 29.0, 22.6 (C-22, C-23, C-24,
2 ds), 26.3 (SIC(CHs)s, 1 ds), 26.0 (SiC(CHs)s, 2 ds), 26.0 (C-16, 2 ds), 25.8 (SiC(CHs)s, 1 ds),
25.8 (SiC(CHa)s, 1 ds), 25.8 (SIC(CHs)s, 1 ds), 25.5 (C-17, 1 ds), 25.5 (C-17, 1 ds), 25.1 (C-21,
2 ds), 24.1 (C-7, 1 ds), 23.1 (C-7, 1 ds), 18.8 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.5 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.3
(SIC(CHa)s, 1 ds), 18.2 (SIC(CHa)s, 1 ds), 18.2 (SiC(CHa)s, 1 ds), 18.1 (SIC(CHa)s, 1 ds), 14.2
(C-25, 2 ds), -4.0 (SiCHs), -4.2 (SiCHs), -4.3 (SiCHs), -4.3 (SiCHa), -4.3 (SiCHa), -4.5 (SiCH),
-4.7 (SiCHa), -4.7 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2954, 2928, 2857, 1737, 1580, 1520, 1463, 1361, 1335, 1272,
1253, 1217, 1165, 1098, 1079, 1022, 1004, 968, 939, 875, 834, 813, 775, 671.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 894.5010 [M+Na]*, gef.: 894.5157 [M+Na]*.
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Darstellung von Heptyl-4-(5-(1-(2,3-di-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophenoxy)butyrat 168

Es wurden 1.0 Aquiv. Heptyl-4-(5-(1-(2,3,5-tri-tert-butyldimethylsilyl-8-b-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophenoxy)butyrat 162 (486 mg, 557 umol) in 4 mL Tetrahydrofuran geldst, auf
0 °C gekunhlt und jeweils 1 mL Wasser und Trifluoressigséaure zugegeben. Der Ansatz wurde
fur zwei Stunden bei 0°C gerihrt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das L&sungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 6:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 71% (300 mg, 396 pmol) eines gelblichen Ols als Gemisch zwei Diastereomere.

Summenformel: Cz7Hs7NO11Si>

Molare Masse: 758.1090 g/mol

DC: Ri-Wert (PE/EE 6:1 v/v): 0.18.

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.56 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.55 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.18 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.10 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.50 (q, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.43
(q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.87 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.52 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.32 (dd,
3Jnn = 8.1 Hz, 3Jup = 3.9 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.22 (dd, 3Jup = 7.5 Hz, 3Jup = 4.1 Hz, 1H, H-3,
1 ds), 4.18 (t, 3Jun = 6.0 Hz, 2H, H-15, 1 ds), 4.16 (t, 3Jnun = 6.2 Hz, 2H, H-15, 1 ds), 4.09 (t,
3Jun = 6.8 Hz, 2H, H-19, 1 ds), 4.08 (t, 3Jun = 6.8 Hz, 2H, H-19, 1 ds), 4.02 (dt, 3Jun = 8.0 Hz,
3Jun = 2.7 Hz, 1H, H-4, 1 ds), 3.98 (d, 3Jun = 4.0 Hz, 1H, H-2, 1 ds), 3.94 (dt, 3Jun = 7.5 Hz,
3Jun = 2.8 Hz, 1H, H-4, 1 ds), 3.92 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.91 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.88 — 3.85
(M, 2H, H-2, 1 ds, H-5.1, 1 ds), 3.67 (dd, 2Jupn = 12.2 Hz, 3Jun = 3.0 Hz, 1H, H-54, 1 ds), 3.64
(dd, 2Iup = 12.2 Hz, 3Jup = 2.5 Hz, 1H, H-5p1, 1 ds), 3.58 (dd, 2Jup = 12.1 Hz, 3Jun = 3.0 Hz,
1H, H-5p2, 1 ds), 2.61 — 2.49 (m, 4H, H-17, 2 ds), 2.24 — 2.16 (m, 4H, H-16, 2 ds), 1.65 — 1.59
(m, 4H, H-20, 2 ds), 1.51 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.47 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7,
1ds), 1.36 — 1.23 (M, 16H H-21, H-22, H-23, H-24, 2 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.90
(s, 9H, SIC(CHa)s, 1 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CHa)s, 1 ds), 0.88 — 0.85 (m, 6H, H-25, 2 ds), 0.79
(s, 9H, SiC(CHsa)s, 1 ds), 0.12 (s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 3H, SiCH3), 0.10 (s, 3H, SiCH3), 0.10 (s,
3H, SiCHs), 0.08 (s, 6H, SiCHs), 0.00 (s, 3H, SiCHs), -0.14 (s, 3H, SiCHs).
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13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 173.3 (C-18, 1 ds), 173.1 (C-18, 1 ds), 153.2
(C-12, 1 ds), 153.2 (C-12, 1 ds), 148.4 (C-11, 1 ds), 148.1 (C-11, 1 ds), 140.8 (C-9, 1 ds),
139.4 (C-9, 1 ds), 135.3 (C-8, 1 ds), 134.3 (C-8, 1 ds), 110.2 (C-13, 1 ds), 110.0 (C-13, 1 ds),
108.0 (C-10, 1 ds), 107.9 (C-10, 1 ds), 107.0 (C-1, 1 ds), 105.5 (C-1, 1 ds), 82.5 (C-4, 1 ds),
82.5 (C-4, 1 ds), 76.9 (C-2, 1 ds), 76.8 (C-2, 1 ds), 72.3 (C-6, 1 ds), 70.7 (C-3, 1 ds), 70.6 (C-6,
1 ds), 70.2 (C-3, 1 ds), 68.4 (C-15, 1 ds), 68.3 (C-15, 1 ds), 65.0 (C-19, 1 ds), 65.0 (C-19,
1 ds), 61.3 (C-5, 1 ds), 61.1 (C-5, 1 ds), 56.5 (C-14, 1 ds), 56.4 (C-14, 1 ds), 31.9, 29.1, 26.0,
22.7 (C-21, C-22, C-23, C-24, 2 ds), 30.7 (C-17, 1 ds), 30.7 (C-17, 1 ds), 28.8 (C-20, 1 ds),
28.8 (C-20, 1 ds), 26.0 (SiC(CHa)s, 2 ds), 25.9 (SIC(CHa)s, 1 ds), 25.8 (SiC(CHs)s, 1 ds), 24.5
(C-16, 1 ds), 24.5 (C-16, 1 ds), 24.0 (C-7, 1 ds), 23.4 (C-7, 1 ds), 18.2 (SiC(CHa)s, 2 ds), 18.2
(SIC(CHs)s, 1 ds), 18.1 (SIC(CHs)s, 1 ds), 14.2 (C-25, 2 ds), -4.0 (SiCH3), -4.1 (SiCH3), -4.4
(SICH3), -4.4 (SiCHs), -4.5 (SiCHs), -4.6 (SiCHs), -4.9 (SiCHs), -4.9 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2953, 2929, 2857, 1734, 1579, 1519, 1463, 1443, 1388, 1361,
1334, 1270, 1217, 1164, 1118, 1087, 1028, 997, 940, 874, 833, 813, 797, 775, 672.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 780.4145 [M+Na]*, gef.: 780.4128 [M+Na]*.

Darstellung von Heptyl-4-(4-(1-(2,3-di-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butyrat 167

Es wurden 1.0 Aquiv. Heptyl-4-(4-(1-(2,3,5-tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butyrat 161 (714 mg, 818 pumol) in 4 mL Tetrahydrofuran geldst, auf
0 °C gekuhlt und jeweils 1 mL Wasser und Trifluoressigsaure zugegeben. Der Ansatz wurde
fur zwei Stunden bei 0°C gerihrt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das L&sungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 6:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 81% (503 mg, 663 pmol) eines gelben Ols als Gemisch zwei Diastereomere.

Summenformel: Cz7Hs7NO11Si»

Molare Masse: 758.1090 g/mol

DC: Ri-Wert (PE/EE 6:1 v/v): 0.15.
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IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.57 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.56 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.17 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.10 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.52 (q, 3Ju = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.45
(9, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.89 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.54 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.33 (dd,
8Jun = 8.1 Hz, 3Jyn = 4.0 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.24 (dd, 3Jun = 7.7 Hz, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, H-3,
1 ds), 4.15 — 4.06 (m, 4H, H-15, 2 ds, H-19, 2 ds), 4.03 (dt, 3Jun = 8.3 Hz, 3Jun = 2.8 Hz, 1H,
H-3, 1 ds), 3.98 (d, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, H-2, 1 ds), 3.97 — 3.93 (m, 1H, H-4, 1 ds), 3.96 (s, 6H,
H-14, 2 ds), 3.90 — 3.85 (m, H-4, 1 ds, H-541, 1 ds), 3.65 (dd, 2Jun = 12.2 Hz, 33y = 2.5 Hz,
1H, H-54, 1 ds), 3.59 (dd, 2Jupn = 12.3 Hz, 3Jun = 2.7 Hz, 1H, H-5p1, 1 ds), 3.36 (dd, 2Jpn =
12.0 Hz, 3Jyn = 2.5 Hz, 1H, H-5p,, 1 ds), 2.54 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 4H, H-17, 2 ds), 2.23 — 2.13
(m, 4H, H-16, 2 ds), 1.63 (p, 3Jun = 7.0 Hz, 4H, H-20, 2 ds), 1.52 (d, %Jun = 6.4 Hz, 3H, H-7,
1ds), 1.48 (d, 3Jyn = 6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.37 — 1.23 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24,
2 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CHs)3, 1 ds), 0.90 (s, 18H, SiC(CHj3)3, 2 ds), 0.89 — 0.85 (m, 6H, H-25,
2 ds), 0.80 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.11 (s, 3H, SiCHs), 0.11 (s, 6H, SiCHs), 0.10 (s, 3H,
SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHjs), 0.08 (s, 3H, SiCHj3), 0.00 (s, 3H, SiCHgs), -0.13 (s, 3H, SiCHs).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 173.2 (C-18, 1 ds), 173.1 (C-18, 1 ds), 154.2
(C-12, 1 ds), 154.2 (C-12, 1 ds), 147.4 (C-11, 1 ds), 147.2 (C-11, 1 ds), 140.7 (C-9, 2 ds),
135.5 (C-8, 1 ds), 134.5 (C-8, 1 ds), 109.3 (C-13, 1 ds), 109.2 (C-13, 1 ds), 109.2 (C-10, 1 ds),
109.0 (C-10, 1 ds), 106.9 (C-1, 1 ds), 105.5 (C-1, 1 ds), 82.5 (C-4, 1 ds), 82.5 (C-4, 1 ds), 77.0
(C-2, 1 ds), 77.0 (C-2, 1 ds), 72.2 (C-6, 1 ds), 70.7 (C-3, 1 ds), 70.6 (C-3, 1 ds), 70.4 (C-6,
1 ds), 68.5 (C-15, 1 ds), 68.4 (C-15, 1 ds), 65.0 (C-19, 1 ds), 64.9 (C-19, 1 ds), 61.3 (C-5,
1 ds), 61.0 (C-5, 1 ds), 56.5 (C-14, 1 ds), 56.3 (C-14, 1 ds), 31.9, 29.1, 26.0, 22.7 (C-21, C-22,
C-23, C-24, 2 ds), 30.8 (C-17, 1 ds), 30.8 (C-17, 1 ds), 28.8 (C-20, 2 ds), 26.0 (SiC(CHa)s,
2 ds), 25.9 (SiC(CHs)s, 1 ds), 25.8 (SiC(CHa)s, 1 ds), 24.5 (C-16, 1 ds), 24.5 (C-16, 1 ds), 24.1
(C-7, 1 ds), 23.4 (C-7, 1 ds), 18.2 (SiC(CHa)s, 2 ds), 18.2 (SIC(CHs)s, 1 ds), 18.1 (SiC(CHs)s,
1 ds), 14.2 (C-25, 2 ds), -4.0 (SiCHs), -4.1 (SiCHs), -4.4 (SiCHs), -4.4 (SiCHs), -4.5 (SiCHs), -4.5
(SiCHa).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2954, 2928, 2857, 1735, 1579, 1519, 1464, 1388, 1361, 1335,
1272, 1253, 1216, 1164, 1117, 1087, 1022, 996, 970, 940, 874, 833, 775, 672.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 780.4145 [M+Na]*, gef.: 780.4211 [M+Na]*.
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Darstellung von 4-(5-(1-(2,3-Di-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-
4-nitrophenoxy)butylheptanoat 170

Es wurden 1.0 Aquiv. 4-(5-(1-(2,3,5-Tri-tert-butyldimethylsilyl-B-b-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophenoxy)butylheptanoat 166 (313 mg, 359 umol) in 4 mL Tetrahydrofuran
geldst, auf 0 °C gekihlt und jeweils 1 mL Wasser und Trifluoressigsaure zugegeben. Der
Ansatz wurde fir zwei Stunden bei 0 °C geruhrt. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 6:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 82% (222 mg, 293 pumol) eines gelblichen Ols als Gemisch zwei Diastereomere.

25
24

22 _~ 23
Summenformel: Cz7Hs7NO11Si>
21 20
Molare Masse: 758.1090 g/mol . o../ 19
g O\/\/18\O 9]

DC: RWert (PE/EE 6:1 v/v): 0.38.

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.57 (s, 1H, H-10, 1 ds),7.55 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.16 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.08 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.51 (q, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.44
(q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.88 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.63 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.33 (dd,
3Jun = 8.0 Hz, 3Jup = 3.9 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.23 (dd, 3Jup = 7.6 Hz, 3Jup = 4.1 Hz, 1H, H-3,
1ds), 4.18 — 4.11 (m, 4H, H-15, 2 ds, H-18, 2 ds), 4.02 (dt, 3Jun = 8.0 Hz, 33y = 2.7 Hz, 1H,
H-4, 1 ds), 3.98 (d, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, H-2, 1 ds), 3.95 (dt, 3Jun = 7.5 Hz, 3Jun = 2.7 Hz, 1H,
H-4, 1 ds), 3.92 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.91 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.89 — 3.84 (m, 2H, H-2, 1 ds,
H-541, 1 ds), 3.64 (dd, 2Jup = 12.2 Hz, 3Jup = 2.5 Hz, 1H, H-542, 1 ds), 3.58 (dd, 2Jup = 12.1 Hz,
3Jhm = 2.9 Hz, 1H, H-5p1, 1 ds), 3.36 (dd, 2Jup = 12.2 Hz, 3Jup = 2.7 Hz, 1H, H-5p2, 1 ds), 2.30
(t, 3Jup = 7.6 Hz, 2H, H-20, 1 ds), 2.30 (t, 3Jun = 7.6 Hz, 2H, H-20, 1 ds), 2.00 — 1.93 (m, 4H,
H-16, 2 ds), 1.88 — 1.81 (m, 4H, H-17, 2 ds), 1.65 — 1.58 (m, 4H, H-21, 2 ds), 1.52 (d, 3Jun =
6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.47 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.35 — 1.24 (m, 12H, H-22, H-23,
H-24, 2 ds), 0.90 — 0.87 (m, 6H, H-25, 2 ds), 0.90 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.90 (s, 18H,
SiC(CHa)s, 2 ds), 0.80 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.11 (s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 3H, SiCHs), 0.10
(s, 3H, SiCHs), 0.10 (s, 3H, SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs), 0.08 (s, 3H, SiCHa), 0.00 (s, 3H,
SiCHs), -0.14 (s, 3H, SiCHs).
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13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 174.1 (C-19, 1 ds), 174.0 (C-19, 1 ds), 153.3
(C-12, 1 ds), 153.3 (C-12, 1 ds), 148.4 (C-11, 1 ds), 148.1 (C-11, 1 ds), 140.7 (C-9, 1 ds),
139.3 (C-9, 1 ds), 135.3 (C-8, 1 ds), 134.3 (C-8, 1 ds), 110.0 (C-13, 1 ds), 109.8 (C-13, 1 ds),
108.0 (C-10, 1 ds), 107.9 (C-10, 1 ds), 107.0 (C-1, 1 ds), 105.5 (C-1, 1 ds), 82.5 (C-4, 2 ds),
76.9 (C-2, 1 ds), 76.9 (C-2, 1 ds), 72.3 (C-6, 1 ds), 70.7 (C-3, 1 ds), 70.6 (C-3, 1 ds), 70.3 (C-6,
1 ds), 69.0 (C-15, 1 ds), 68.8 (C-15, 1 ds), 63.8 (C-18, 1 ds), 63.8 (C-18, 1 ds), 61.3 (C-5,
1 ds), 61.0 (C-5, 1 ds), 56.5 (C-14, 1 ds), 56.5 (C-14, 1 ds), 34.5 (C-20, 1 ds), 34.5 (C-20,
1 ds), 31.6, 29.0, 22.6 (C-22, C-23, C-24, 2 ds), 26.0 (SiC(CHs)s, 1 ds), 25.9 (SiC(CHa)s, 1 ds),
25.8 (SiC(CHa)s, 1 ds), 25.8 (SiC(CHs)s, 1 ds), 25.6 (C-16, 2 ds), 25.5 (C-17, 2 ds), 25.1 (C-21,
2 ds), 24.0 (C-7, 1 ds), 23.4 (C-7, 1 ds), 18.2 (SiC(CHs)s, 2 ds), 18.2 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.1
(SIC(CHa)s, 1 ds), 14.2 (C-25, 2 ds), -4.0 (SiCHs), -4.1 (SiCHa), -4.4 (SiCHs), -4.4 (SiCHa), -4.5
(SICHa), -4.6 (SiCHs), -4.9 (SiCHs), -4.9 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 3520, 2953, 2929, 2857, 1735, 1651, 1580, 1520, 1463, 1389,
1361, 1335, 1270, 1218, 1163, 1090, 1026, 1004, 941, 923, 874, 833, 798, 776, 672, 626.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 780.4145 [M+Na]*, gef.: 780.4133 [M+Na]*.

Darstellung von 4-(4-(1-(2,3-Di-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-
5-nitrophenoxy)butylheptanoat 169

Es wurden 1.0 Aquiv.  4-(4-(1-(2,3,5-Tri-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butylheptanoat 165 (624 mg, 715 pmol) in 4 mL Tetrahydrofuran
gelost, auf 0 °C gekihlt und jeweils 1 mL Wasser und Trifluoressigsdure zugegeben. Der
Ansatz wurde fir zwei Stunden bei 0 °C gerihrt. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von ges.
Natriumhydrogencarbonat-Losung. Die Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase
zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 6:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 77% (420 mg, 554 umol) eines gelben Ols als Gemisch aus zwei Diastereomeren.

Summenformel: Cz7Hs7NO11Si»

Molare Masse: 758.1090 g/mol

DC: Ri-Wert (PE/EE 6:1 v/v): 0.29.
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IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.56 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.55 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.17 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.10 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.52 (g, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.45
(@, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.90 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.54 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.33 (dd,
3Jun = 8.0 Hz, 3Jup = 4.0 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.24 (dd, 3Jup = 7.7 Hz, 3Jupn = 4.1 Hz, 1H, H-3,
1 ds), 4.18 — 4.12 (m, 4H, H-18, 2 ds), 4.11 — 4.06 (m, 4H, H-15, 2 ds), 4.03 (dt, 3Jux = 8.0 Hz,
3Jnn = 2.7 Hz, 1H, H-4, 1 ds), 3.99 (t, 3Jupn = 4.1 Hz, 1H, H-2, 1 ds), 3.98 — 3.93 (m, 1H, H-4,
1 ds), 3.97 (s, 6H, H-14, 2 ds), 3.90 — 3.84 (m, 2H, H-2, 1 ds, H-541, 1 ds), 3.64 (dd, 2Jupn =
12.2 Hz, 3Jup = 2.5 Hz, 1H, H-54, 1 ds), 3.59 (dd, 2Jun = 12.1 Hz, 3Jun = 2.8 Hz, 1H, H-5p,
1 ds), 3.36 (dd, 2Jup = 12.1 Hz, 3Jup = 2.5 Hz, 1H, H-5p, 1 ds), 2.30 (t, 3Jun = 7.6 Hz, 4H,
H-20, 2 ds), 2.00 — 1.90 (m, 4H, H-16, 2 ds), 1.89 — 1.80 (m, 4H, H-17, 2 ds), 1.62 (p, 3Jun =
7.4 Hz, 4H, H-21, 2 ds), 1.52 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.48 (d, 3Juu = 6.3 Hz, 3H, H-7,
1ds), 1.37 — 1.24 (m, 12H, H-22, H-23, H-24, 2 ds), 0.90 — 0.86 (m, 6H, H-25, 2 ds), 0.90 (s,
9H, SiC(CHsa)s, 1 ds), 0.90 (s, 18H, SiC(CHs)s, 2 ds), 0.80 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.11 (s, 3H,
SiCHs), 0.11 (s, 6H, SiCH3), 0.10 (s, 3H, SiCHs), 0.09 (s, 3H, SiCHs), 0.08 (s, 3H, SiCH3), 0.00
(s, 3H, SiCHs), -0.13 (s, 3H, SiCHs).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 174.1 (C-19, 1 ds), 174.0 (C-19, 1 ds), 154.2
(C-12, 1 ds), 154.1 (C-12, 1 ds), 147.5 (C-11, 1 ds), 147.3 (C-11, 1 ds), 140.7 (C-9, 1 ds),
139.2 (C-9, 1 ds), 135.4 (C-8, 1 ds), 134.4 (C-8, 1 ds), 109.2 (C-13, 1 ds), 109.0 (C-13, 1 ds),
109.0 (C-10, 2 ds), 106.9 (C-1, 1 ds), 105.5 (C-1, 1 ds), 82.5 (C-4, 1 ds), 82.5 (C-4, 1 ds), 77.0
(C-2, 1 ds), 77.0 (C-2, 1 ds), 72.2 (C-6, 1 ds), 70.7 (C-3, 1 ds), 70.6 (C-3, 1 ds), 70.3 (C-6,
1 ds), 69.1 (C-15, 1 ds), 69.0 (C-15, 1 ds), 63.9 (C-18, 1 ds), 63.8 (C-18, 1 ds), 61.3 (C-5,
1 ds), 61.0 (C-5, 1 ds), 56.5 (C-14, 1 ds), 56.3 (C-14, 1 ds), 34.5 (C-20, 2 ds), 31.6, 29.0, 22.6
(C-22, C-23, C-24, 2 ds), 26.0 (SiC(CHs)s, 2 ds), 25.9 (C-16, 2 ds), 25.8 (SiC(CHa)s, 2 ds), 25.5
(C-17, 2 ds), 25.1 (C-21, 2 ds), 24.1 (C-7, 1 ds), 23.4 (C-7, 1 ds), 18.2 (SiC(CHa)s, 2 ds), 18.2
(SIC(CHs)s, 1 ds), 18.1 (SIC(CHa)s, 1 ds), 14.2 (C-25, 2 ds), -4.1 (SiCHs), -4.1 (SiCHs), -4.4
(SiCHs3), -4.4 (SiCHs), -4.5 (SiCHs), -4.6 (SiCHs), -4.9 (SiCHs).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm]: 2954, 2929, 2857, 1736, 1579, 1520, 1464, 1388, 1361, 1336,
1273, 1217, 1165, 1117, 1088, 1023, 942, 875, 836, 812, 777, 673.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 780.4145 [M+Na]*, gef.: 780.4244 [M+Na]*.
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Darstellung von Heptyl-4-(5-(1-(2,3-di-tert-butyldimethylsilyl-5-(bis(9H-fluoren-9-yl)-
methoxy)phosphoryl)-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-4-nitrophenoxy)butyrat 172

Es wurden 1.0 Aquiv. Heptyl-4-(5-(1-(2,3-di-tert-butyldimethylsilyl-B-b-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-4-nitrophen-oxy)butyrat 168 (286 mg, 377 umol) und 1.2 Aquiv. Bis-O-(9H-fluoren-
9-yImethyl)-N,N-diisopropylamino-phosphoramidit 91 (241 mg, 462 umol) in 10 mL abs.
Tetrahydrofuran gelést und mit 2.0 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (142 mg, 735 pmol)
versetzt. Der Ansatz wurde fir 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und anschlie3end
1.8 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan, 0.12 mL, 0.66 mmol) zugegeben. Die
Lésung wurde weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur gertihrt und anschlieBend wurde das
Lésungsmittel entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch wiederholte

séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (PE/EE 2:1 v/v).

Ausbeute: 80% (361 mg, 302 umol) eines gelblichen Harzes als Gemisch aus zwei

Diastereomeren.

Summenformel: CesHssNO14PSi2 O

Molare Masse: 1194.5558 g/mol ’

DC: R+-Wert (PE/EE 3:1 v/v): 0.33.

IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, CDCls, 300 K): 7.79 — 7.65 (m, 8H, H-32, 2 ds), 7.61 — 7.43 (m,
8H, H-29, 2 ds), 7.52 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.45 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.40 — 7.29 (m, 8H, H-31,
2 ds), 7.27 — 7.20 (m, 8H, H-30, 2 ds), 7.15 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.06 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.56
(9, 3Jnn = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.47 (q, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.89 (d, 3Jun = 1.4 Hz,
1H, H-1, 1 ds),4.50 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.43 — 4.40 (m, 4H, H-19, 2 ds, H-27, 2 ds), 4.25 (dd,
3Jum = 4.1 Hz, 3Jupn = 8.0 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.23 — 4.15 (m, 8H, H-19, 2 ds, H-27, 2 ds),
4.15 - 4.02 (m, 10H, H-4, 2 ds, H-3, 1 ds, H-15, 2 ds, H-5/H5’, 1 ds, H-27, 2 ds), 3.98 — 3.93
(m, 3H, H-2, 1 ds, H-5, H-5', 1 ds), 3.91 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.89 (d, 3Jun = 3.9 Hz, 2H, H-2,
1ds), 3.76 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.76 — 3.73 (m 1H, H-5/H-5, 1 ds), 2.58 — 2.46 (m, 4H, H-17,
2.ds), 2.19 (p, 3Jun = 6.7 Hz, 2H, H-20, 1 ds), 2.13 (p, 3Jun = 6.8 Hz, 2H, H-20, 1 ds),
1.66 — 1.55 (M, 4H, H-16, 2 ds), 1.46 (d, *Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.40 (d, 3Jun = 6.2 Hz,
3H, H-7, 1 ds), 1.36 — 1.22 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, 2 ds), 0.90 — 0.86 (m, 6H, H-25,

2 ds), 0.89 (s, 9H, SiC(CHa)s, 1 ds), 0.86 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.86 (s, 9H, SiC(CHa)s, 1 ds),
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0.79 (s, 9H, SiC(CHs)s, 1 ds), 0.09 (s, 3H, SiCHa), 0.08 (s, 3H, SiCHs), 0.06 (s, 6H, SiCHa),
0.03 (s, 3H, SiCHs), 0.02 (s, 3H, SiCHs), 0.01 (s, 3H, SiCHs), -0.12 (s, 3H, SiCHs).

3C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 173.2 (C-18, 1 ds), 173.1 (C-18, 1 ds), 153.1
(C-12, 1 ds), 153.1 (C-12, 1 ds), 148.3 (C-11, 1 ds), 148.0 (C-11, 1 ds), 143.3 (C-28/C-28,
1ds), 143.3 (C-28/C-28’, 1 ds), 143.3 (C-28/C-28’, 1 ds), 143.2 (C-28/C-28’, 1 ds), 141.6
(C-33/C-33', 1 ds), 141.5 (C-33/C-33’, 1 ds), 141.4 (C-33/C-33’, 1 ds), 141.4 (C-33/C-33’, 1 ds),
141.1 (C-9, 1 ds), 139.5 (C-9, 1 ds), 135.2 (C-8, 1 ds), 134.3 (C-8, 1 ds), 128.0 (C-31/C-31’,
1ds), 127.9 (C-31/C-31’, 1 ds), 127.9 (C-31/C-31’, 1 ds), 127.9 (C-31/C-31’, 1 ds), 127.3
(C-30/C-30", 1 ds), 127.2 (C-30/C-30’, 1 ds), 127.2 (C-30/C-30’, 2 ds), 125.4 (C-29/C-29’, 1 ds),
125.3 (C-29/C-29’, 1 ds), 125.3 (C-29/C-29’, 1 ds), 125.3 (C-29/C-29’, 1 ds), 120.1 (C-32/C-32,,
1 ds), 120.1 (C-32/C-32", 1 ds), 120.0 (C-32/C-32’, 1 ds), 120.0 (C-32/C-32’, 1 ds), 120.0
(C-32/C-32', 1 ds), 110.4 (C-13, 1 ds), 110.0 (C-13, 1 ds), 105.9 (C-1, 1 ds), 104.7 (C-1, 1 ds),
80.7 (d, 3Jcp = 7.3 Hz, H-4, 1 ds), 80.3 (d, 3Jcp = 8.6 Hz, H-4, 1 ds), 76.4 (C-2, 1 ds), 76.4
(C-2, 1 ds), 72.2 (C-3, 1 ds), 71.4 (C-3, 1 ds), 71.4 (C-6, 1 ds), 69.4 (C-6, 1 ds), 69.5 — 69.3
(m, C-26, 2 ds), 68.4 (C-15 1 ds), 68.3 (C-15, 1 ds), 67.8 (C-5, 1 ds), 67.1 (C-5, 1 ds), 64.9
(C-19, 1 ds), 64.8 (C-19, 1 ds), 56.5 (C-14, 1 ds), 56.2 (C-14, 1 ds), 48.2 — 47.9 (m, C-27,
2 ds), 31.9, 29.1, 25.9, 22.7 (C-21, C-22, C-23, C-24, 2 ds), 28.8 (C-16, 2 ds), 26.0 (SiC(CHs)s,
1 ds), 25.9 (SiC(CHa)s, 2 ds), 25.8 (SIC(CHa)s, 1 ds), 24.5 (C-20, 1 ds), 24.5 (C-20, 1 ds), 23.8
(C-7, 1 ds), 22.6 (C-7, 1 ds), 18.2 (SIC(CHa)s, 1 ds), 18.1 (SiC(CHs)s, 1 ds), 18.1 (SiC(CHs)s,
1ds), 18.1 (SiC(CHs)s, 1 ds), 14.2 (C-25, 2 ds), -4.0 (SiCHs), 4.1 (SiCH3), -4.3 (SiCHs), -4.4
(SiCHs), -4.4 (SiCHs), -4.5 (SiCHs), -4.8 (SiCHa), -4.9 (SiCHs).

31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls, 300 K): -1.54 (s, 1 ds), -1.59 (s, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm]: 2953, 2930, 2857, 1733, 1580, 1520, 1463, 1450, 1388, 1361,
1335, 1272, 1218, 1169, 1122, 1081, 1020, 993, 939, 871, 838, 778, 757, 741.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 1216.5373 [M+Na]*, gef.: 1216.5383 [M+Na]*.
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Darstellung von Heptyl-4-(4-(1-(2,3-di-tert-butyldimethylsilyl-5-(bis(9H-fluoren-9-yl)-
methoxy)phosphoryl)-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-5-nitrophenoxy)butyrat 171

Es wurden 1.0 Aquiv. Heptyl-4-(4-(1-(2,3-di-tert-butyldimethylsilyl-B-b-ribofuranyl)ethyl)-2-
methoxy-5-nitrophenoxy)butyrat 167 (493 mg, 650 umol) und 1.7 Aquiv. Bis-O-(9H-fluoren-9-
ylmethyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 91 (582 mg, 1.12 mmol) in 20 mL abs.
Dichlormethan geldst und mit 1.7 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (213 mg, 1.10 mmol) versetzt.
Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur gerithrt und anschlieRend 1.7 Aquiv.
tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan, 0.20 mL, 1.1 mmol) zugegeben. Die Losung wurde
weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt und anschlie@end mit Dichlormethan
verdinnt. Die organische Phase wurde mit ges. Ammoniumchlorid-Lésung, Wasser und ges.
Natriumchlorid-Losung gewaschen, udber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch wiederholte

séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (PE/EE 2:1 v/v).

Ausbeute: 78% (605 mg, 506 umol) eines gelblichen Feststoffs als Gemisch aus zwei

Diastereomeren.

Summenformel: CesHgsNO14PSi2 O

Molare Masse: 1194.5558 g/mol O,

DC: Ri-Wert (PE/EE 2:1 v/v): 0.49.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.74 — 7.65 (m, 8H, H-32, 2 ds), 7.61 — 7.55 (m,
2H, H-29, 1 ds), 7.53 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.54 — 7.42 (m, 6H, H-29, 2 ds), 7.45 (s, 1H, H-10,
1 ds), 7.40 — 7.29 (m, 8H, H-31, 2 ds), 7.29 — 7.19 (m, 8H, H-30, 2 ds), 7.18 (s, 1H, H-13, 1 ds),
7.06 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.57 (q, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.45 (q, *Jnn = 6.2 Hz, 1H, H-6,
1ds), 4.85 (d, 3Jun = 1.5 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.53 (s, 1H, H-1, 1 ds), 4.44 — 4.39 (m, 2H, H-26,
2 ds), 4.25 (dd, 3Jun = 8.0 Hz, 3Jup = 4.0 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.23 — 4.14 (m, 7H, H-26, 2 ds,
H-15, 2 ds, H-27, 2 ds), 4.14 — 4.00 (m, 9H, H-4, 2 ds, H-3, 1 ds, H-5, 1 ds, H-19, 2 ds, H-27,
1 ds), 4.00 — 3.91 (m, 2H, H-2, 1 ds, H-5, 1 ds), 3.93 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.91 — 3.87 (m, 2H,
H-2, 1 ds, H-15, 1 ds), 3.85 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.82 — 3.74 (m, 1H, H-5, 1 ds), 2.54 (t, 3Jun =
7.3 Hz, 2H, H-17, 1 ds), 2.49 — 2.41 (m, 2H, H-17, 1 ds), 2.18 (p, 3Jun = 6.8 Hz, 2H, H-186,
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1ds), 2.07 (p, 3Jun = 6.8 Hz, 2H, H-16, 1 ds), 1.67 — 1.55 (m, 4H, H-20, 2 ds), 1.46 (d, 3Jun =
6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.38 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.36 — 1.23 (m, 16H, H-21, H-22,
H-23, H-24, 2 ds), 0.91 — 0.84 (m, 6H, H-25, 2 ds), 0.88 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.86 (s, 9H,
SiC(CHa)s), 0.86 (s, 9H, SiC(CHa)s), 0.80 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.09 (s, 3H, SiCHa), 0.08 (s, 3H,
SiCHs), 0.06 (s, 3H, SiCH3), 0.05 (s, 3H, SiCHs), 0.03 (s, 3H, SiCHs), 0.02 (s, 3H, SiCH3), 0.01
(s, 3H, SiCHa), -0.11 (s, 3H, SiCHs).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 173.1 (C-18, 1 ds), 173.1 (C-18, 1 ds), 154.1
(C-12, 1 ds), 154.0 (C-12, 1 ds), 147.3 (C-11, 1 ds), 147.0 (C-11, 1 ds), 143.5, 143.3, 143.3,
143.3, 143.2, 143.2 (C-28/C28’, 2 ds), 141.6, 141.5, 141.5, 141.4, 141.4 (C-33/C33’, 2 ds),
140.9 (C-9, 1 ds), 139.4 (C-9, 1 ds), 135.4 (C-8, 1 ds), 134.6 (C-8, 1 ds), 128.0, 127.9, 127.9
(C-31/C-31", 2 ds), 127.3, 127.2 (C-30/C-30’, 2 ds), 125.4, 125.4, 125.3, 125.3, 125.2
(C-29/C-29', 2 ds), 120.1, 120.1, 120.1, 120.0 (C-32/C-32’, 2 ds), 109.7 (C-13, 1 ds), 109.2
(C-13, 1 ds), 109.0 (C-10, 2 ds), 106.3 (C-1, 1 ds), 104.8 (C-1, 1 ds), 80.6 (C-4, 2 ds), 76.5
(C-2,2ds), 72.1 (C-6, 1 ds), 72.0 (C-3, 1 ds), 71.4 (C-3, 1 ds), 69.6 — 69.1 (m, C-6, 1 ds, C-15,
2 ds, C-26, 2 ds, C-5, 2 ds), 65.0 (C-19, 1 ds), 64.9 (C-19, 1 ds), 56.4 (C-14, 1 ds), 56.4 (C-14,
1 ds), 48.2 — 47.9 (m, C-27, 2 ds), 31.9, 29.0, 25.9, 22.7 (C-21, C-22, C-23, C-24, 2 ds), 30.8
(C-17, 1 ds), 30.8 (C-17, 1 ds), 28.8 (C-20, 2 ds), 26.0, 25.9, 25.8 (SiC(CHz)s), 24.5 (C-16,
1ds), 24.4 (C-16, 1 ds), 23.8 (C-7, 1 ds), 22.9 (C-7, 1 ds), 18.2, 18.1, 18.1, 18.1 (SiC(CHs)s),
14.2 (C-25, 2 ds), -4.0, -4.2, -4.3, -4.4, -4.5, -4.8, -4.9 (SiCHs).

31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls, 300 K): -1.6 (s, 2 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm]: 2953, 2927, 2856, 1733, 1588, 1508, 1471, 1450, 1389, 1360,
1273, 1253, 1221, 1168, 1103, 1079, 1015, 992, 938, 918, 869, 837, 778, 757, 740.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 1216.5373 [M+Na]*, gef.: 1216.5110 [M+Na]*.
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Darstellung von 4-(5-(1-(2,3-Di-tert-butyldimethylsilyl-5-(bis(9H-fluoren-9-yl)methoxy)-
phosphoryl)-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-4-nitrophenoxy)butylheptanoat 174

Es wurden 1.0 Aquiv. 4-(5-(1-(2,3-Di-tert-butyldimethylsilyl-B-p-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-
4-nitrophenoxy)butylheptanoat 170 (217 mg, 286 pmol) und 1.5 Aquiv. Bis-O-(9H-fluoren-9-
yimethyl)-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 91 (217 mg, 416 umol) in 10 mL
Tetrahydrofuran gelést und mit 3.8 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (208 mg, 1.08 mmol)
versetzt. Der Ansatz wurde fir 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und anschlie3end
2.3 Aquiv. tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan, 0.12 mL, 0.66 mmol) zugegeben. Die
Lésung wurde weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieRend das
Lésungsmittel entfernt. Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch wiederholte

séulenchromatographische Reinigung an Kieselgel (PE/EE 2:1 v/v).

Ausbeute: 47% (161 mg, 135 pumol) eines gelblichen Feststoffes als Gemisch von zwei

Diastereomeren.

24

Summenformel: CesHgsNO14PSi> O
23

Molare Masse: 1194.5558 g/mol ’ 20

DC: R+-Wert (PE/EE 2:1 v/v): 0.67; 0.55.

IH-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls, 300 K): 7.73 — 7.65 (m, 8H, H-32/H-32", 2 ds), 7.61 — 7.55
(m, 2H, H-29/H-29", 1 ds), 7.54 — 7.42 (m, 6H, H-29/H-29’, 2 ds), 7.53 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.46
(s, 1H, H-10, 1 ds), 7.40 — 7.27 (m, 8H, H-31/H-31’, 2 ds), 7.27 — 7.19 (m, 8H, H-30/H-30,
2 ds), 7.14 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.05 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.57 (q, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds),
5.46 (q, 3Jun = 6.1 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.88 (d, 3Jux = 1.5 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.51 (s, 1H, H-1,
1 ds), 4.41 (t, 3Jun = 5.8 Hz, 2H, H-26, 1 ds), 4.25 (dd, 3Jun = 8.0 Hz, 3Juy = 4.0 Hz, 1H, H-3,
1 ds), 4.23 — 4.12 (m, 8H, H-5, 1 ds, H-15, 2 ds, H-18, 1 ds, H-27, 1 ds), 4.12 — 4.00 (m, 8H,
H-5, 1 ds, H-4, 1 ds, H-3, 1 ds, H-26, 1 ds, H-18, 1 ds, H-27, 1 ds), 3.99 — 3.90 (m, 2H, H-5,
1ds, H-2, 1 ds), 3.91 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.88 (d, 3Jun = 4.0 Hz, 1H, H-2, 1 ds), 3.79 — 3.72
(m, 1H, H-5, 1 ds), 3.77 (s, 3H, H-14, 1 ds), 2.29 (t, 3Jun = 7.5 Hz, 2H, H-20, 1 ds), 2.25 (t,
3Jun = 7.6 Hz, 2H, H-20, 1 ds), 1.99 — 1.73 (m, 8H, H-17/H16, 2 ds), 1.67 — 1.51 (m, 4H, H-21,
2 ds), 1.35 — 1.22 (m, 12H, H-22, H-23, H-24, 2 ds), 1.47 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds),

1.40 (d, 3Jup = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 0.92 — 0.83 (m, 6H, H-25, 2 ds), 0.89 (s, 9H, SiC(CHs)s),
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0.86 (s, 9H, SiC(CHa)s), 0.86 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.80 (s, 9H, SiC(CHs)s), 0.09 (s, 3H, SiCHa),
0.08 (s, 3H, SiCHz), 0.06 (s, 3H, SiCHs), 0.05 (s, 3H, SiCHs), 0.03 (s, 3H, SiCHs), 0.02 (s, 3H,
SiCHs), 0.01 (s, 3H, SiCHs), -0.12 (s, 3H, SiCHs).

BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls, 300 K): 174.0 (C-19, 2 ds), 153.2 (C-12, 2 ds), 148.3
(C-11, 1 ds), 148.0 (C-11, 1 ds), 143.5, 143.3, 143.3, 143.2, 143.2 (C-28/C28’, 2 ds), 141.6,
141.5, 141.5, 141.4 (C-33/C-33’, 2 ds), 141.0 (C-9, 1 ds), 139.5 (C-9, 1 ds), 135.2 (C-8, 1 ds),
134.3 (C-8, 1 ds), 128.0, 127.9 (C-31/C-31’, 2 ds), 127.3, 127.2 (C-30/C-30’, 2 ds), 125.4,
125.4, 125.3, 125.3, 125.3 (C-29/C-29’, 2 ds), 120.1, 120.1, 120.1, 120.0 (C-32/C-32’, 2 ds),
110.3 (C-13, 1 ds), 109.9 (C-13, 1 ds), 108.0 (C-10, 1 ds), 108.0 (C-10, 1 ds), 106.0 (C-1,
1ds), 104.7 (C-1, 1 ds), 80.7 (C-4, 2 ds), 76.5 (C-2, 1 ds), 76.4 (C-2, 1 ds), 72.2 (C-3, 1 ds),
71.5(C-6, 1 ds), 71.4 (C-3, 1 ds), 69.5 — 68.9 (m, C-6, 1 ds, C-15, 2 ds, C-26, 2 ds), 67.8 — 67.7
(m, C-5, 1 ds), 67.1 — 67.0 (m, C-5, 1 ds), 63.9 (C-18, 1 ds), 63.8 (C-18, 1 ds), 56.5 (C-14,
1 ds), 56.3 (C-14, 1 ds), 48.2 — 47.9 (m, C-27, 2 ds), 34.5 (C-20, 1 ds), 34.4 (C-20, 1 ds), 31.6,
29.0, 22.6 (C-22, C-23, C-24, 2 ds), 25.9, 25.9, 25.8 (SiC(CHs)s), 25.8 (C-16, 1 ds), 25.6 (C-16,
1ds), 25.5 (C-17, 2 ds), 25.1 (C-21, 1 ds), 25.1 (C-21, 1 ds), 23.8 (C-7, 1 ds), 22.7 (C-7, 1 ds),
18.2, 18.1, 18.1, 18.1 (SiC(CHs3)3), 14.2 (C-25, 2 ds), -4.0, -4.1, -4.3,-4.4,-4.4, -4.5, -4.8, -4.9
(SiCHa).

S1P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CDCls, 300 K): -1.6 (s, 1 ds), -1.6 (s, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2953, 2929, 2856, 1733, 1580, 1519, 1463, 1450, 1388, 1361,
1334, 1270, 1217, 1167, 1120, 1103, 1079, 1016, 991, 939, 910, 871, 837, 798, 777, 757, 739,
672, 621, 514.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 1216.5373 [M+Na]*, gef.: 1216.5276 [M+Na]*.
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Darstellung von 4-(4-(1-(2,3-Di-tert-butyldimethylsilyl-5-(bis(9H-fluoren-9-yl)methoxy)-
phosphoryl)-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-5-nitrophenoxy)butylheptanoat 173

Es wurden 1.0 Aquiv. 4-(4-(1-(2,3-Di-tert-butyldimethylsilyl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-
5-nitrophenoxy)butylheptanoat 169 (404 mg, 533 pmol) und 2.2 Aquiv. Bis-O-(9H-fluoren-9-
ylmethyl)-N,N-diisopropylamino-phosphoramidit 91 (605 mg, 1.16 mmol) in 20 mL
Dichlormethan gelést und mit 1.8 Aquiv. Pyridiniumtrifluoracetat (189 mg, 979 umol) versetzt.
Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur gerithrt und anschlieRend 2.1 Aquiv.
tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan, 0.20 mL, 1.1 mmol) zugegeben. Die Losung wurde
weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur gertihrt und anschlieend das Losungsmittel entfernt.
Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte durch wiederholte saulenchromatographische

Reinigung an Kieselgel (PE/EE 2:1 v/v).

Ausbeute: 73% (464 mg, 388 umol) eines gelben Harzes als Gemisch aus zwei

Diastereomeren.

32

31

30

27 28 29

26 7 18
Summenformel: CesHgsNO14PSiy O NO; 19
O- Iﬁ 0] 10 16
Molare Masse: 1194.5558 g/mol 3 S TIRE s
\ /
O O O. o\
A N
173

DC: Ri-Wert (PE/EE 2:1 v/v): 0.60.

IH-NMR: & [ppm] (500 MHz, CDCls, 300 K): 7.73 — 7.65 (m, 8H, H-32/H-32", 2 ds), 7.60 — 7.55
(m, 2H, H-29/H29', 1 ds), 7.54 — 7.41 (m, 6H, H-29/H-29’, 2 ds), 7.52 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.44
(s, 1H, H-10, 1 ds), 7.39 — 7.29 (m, 8H, H-31/H-31, 2 ds), 7.28 — 7.19 (m, 8H, H-30/H-30,
2 ds), 7.19 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.07 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.57 (g, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds),
5.46 (q, *Jnpn = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.86 (d, 3Jnn = 1.5 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.53 (s, 1H, H-1,
1 ds), 4.43 — 4.40 (m, 2H, H-26, 2 ds), 4.26 (dd, *Jun = 4.0 Hz, 3Jun = 8.0 Hz, 1H, H-3, 1 ds),
4.23 - 4.12 (m, 6H, H-5, 1 ds, H-26, 2 ds, H-27, 1 ds, H- 18, 1 ds), 4.12 — 3.99 (m, 11H, H-4,
2 ds, H-3, 1 ds, H-15, 2 ds, H-5, 1 ds, H-18, 1 ds, H-27, 1 ds), 3.99 — 3.91 (m, 2H, H-2, 1 ds,
H-5, 1 ds), 3.93 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.88 (d, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, H-2, 1 ds), 3.86 (s, 3H, H-14,
1 ds), 3.81 — 3.75 (m, 1H, H-5, 1 ds), 2.30 (t, *Jnn = 8.2 Hz, 2H, H-20, 1 ds), 2.28 (t, *Jun =
8.3 Hz, 2H, H-20, 1 ds), 1.98 — 1.91 (m, 2H, H-16/H-17, 1 ds), 1.87 — 1.78 (m, 4H, H-16/H-17,
2 ds), 1.77 — 1.70 (m, 2H, H-16/H-17, 1 ds), 1.66 — 1.57 (m, 4H, H-21, 2 ds), 1.47 (d, 3Jun =

6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.39 (d, *Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.35—-1.23 (m, 12H, H-22, H-23,
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H-24, 2 ds), 0.91 — 0.85 (m, 6H, H-25, 2 ds), 0.89 (s, 9H, SIC(CHs)s), 0.86 (s, 9H, SiC(CHs)s),
0.86 (s, 9H, SIC(CHs)s), 0.80 (s, 9H, SiIC(CHs)3), 0.09 (s, 3H, SiCHs), 0.08 (s, 3H, SiCHs), 0.06
(s, 3H, SiCHs), 0.05 (s, 3H, SiCHs), 0.03 (s, 3H, SiCHs), 0.02 (s, 3H, SiCHs), 0.01 (s, 3H,
SiCHs), -0.11 (s, 3H, SiCHs).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDCls, 300 K): 174.0 (C-19, 1 ds), 174.0 (C-19, 1 ds), 154.0
(C-12, 1 ds), 154.0 (C-12, 1 ds), 147.3 (C-11, 1 ds), 147.1 (C-11, 1 ds), 143.5, 143.3, 143.3,
143.3, 143.3, 143.2, 143.2, 143.2 (C-28/C-28', 2 ds), 141.6, 141.6, 141.5, 141.5, 141.4, 141.4
(C-33/C-33', 2 ds), 140.9 (C-9, 1 ds) 139.4 (C-9, 1 ds), 135.4 (C-8, 1 ds), 134.5 (C-8, 1 ds),
128.0, 127.9, 127.9 (C-31/C-31", 2 ds), 127.3, 127.2 (C-30/C-30, 2 ds), 125.4, 125.4, 125.3,
125.3, 125.3, 125.3, 125.3, 125.2 (C-29/C-29’, 2 ds), 120.1, 120.1, 120.1, 120.0 (C-32/C-32,,
2 ds), 109.6 (C-13, 1 ds), 109.0 (C-10, 1 ds, C-13, 1 ds), 108.8 (C-10, 1 ds), 106.3 (C-1, 1 ds),
104.7 (C-1, 1 ds), 80.7 (C-4, 1 ds), 80.3 (C-4, 1 ds), 76.5 (C-2, 2 ds), 72.1 (C-3, 1 ds), 72.0
(C-6, 1 ds), 71.4 (C-3, 1 ds), 69.5 — 68.8 (m, C-6, 1 ds, C-26, 2 ds, C-15, 2 ds), 67.7 — 67.6 (m,
C-5, 1ds), 67.1 — 67.0 (m, C-5, 1 ds), 63.9 (C-18, 1 ds), 63.9 (C-18, 1 ds), 56.4 (C-14, 1 ds),
56.4 (C-14, 1 ds), 48.2 — 47.9 (m, C-27, 2 ds), 34.5 (C-20, 1 ds), 34.5 (C-20, 1 ds), 31.6, 29.0,
22.6 (C-22, C-23, C-24, 2 ds), 25.9, 25.9, 25.7, 25.4 (SiC(CHs)s), 25.8, 25.8, 25.5 (C16, C-17,
2 ds), 25.1 (C-21, 2 ds), 23.8 (C-7, 1 ds), 22.9 (C-7, 1 ds), 18.2, 18.1, 18.1, 18.1 (SiC(CHs)s),
14.2 (C-25, 2 ds), -4.0, -4.2, -4.3, -4.4, -4.4, -4.5, -4.8, -4.9 (SiCHs).

S1P-NMR: & [ppm] (202 MHz, CDCls, 300 K): -0.3 (s, 1 ds), -0.3 (s, 1 ds).

IR (ATR): Wellenzahl ¥ [cm™]: 2953, 2930, 2857, 1734, 1581, 1519, 1471, 1450, 1388, 1361,
1336, 1273, 1218, 1168, 1104, 1079, 1018, 940, 872, 838, 812, 778, 758, 741.

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 1216.5373 [M+Na]*, gef.: 1216.5408 [M+Na]*.
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Darstellung von Heptyl-4-(5-(1-(5-phosphoryl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-4-nitro-
phenoxy)butyrat 176

Es wurden 1.0 Aquiv. Heptyl-4-(5-(1-(2,3-di-tert-butyldimethylsilyl-5-(bis(9H-fluoren-9-
yl)methoxy)phosphoryl)-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-4-nitrophenoxy)butyrat 172

(351 mg, 294 pmol) in 3 mL abs. Tetrahydrofuran geldst und mit 14.7 Aquiv. Triethylamin
(0.60 mL, 4.3 mmol) versetzt Der Ansatz wurde fir finf Minuten bei Raumtemperatur gerthrt
und anschlieRend mit 9.0 Aquiv. Triethylamin-Trihydrofluorid (37%, 0.43 mL, 2.6 mmol)
versetzt. Die Reaktionslésung wurde fiir 18 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Zum
Abbrechen der Reaktion wurden Uberschissige Fluorid-Reagenzien durch Zugabe von
Kieselgel gequencht. Das Lo6sungsmittel wurde entfernt, der Rulckstand in
Triethylammoniumbicarbonat-Puffer (0.1 M) aufgenommen und die Suspension anschlieRend
lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde via automatisierter RP-S&ulenchromatographie
(100% 0.1 M TEAB — 100% CH3CN) gereinigt und die entsprechenden Fraktionen
lyophilisiert.

Ausbeute: 48% (103 mg, 141 umol) eines gelblichen Harzes als Gemisch aus zwei
Diastereomeren. Das Produkt wurde als Triethylammoniumsalz mit 1.2 Aquiv.
Triethylammonium erhalten. Fir die restlichen Gegenionen wurden Protonen zur Berechnung

des Molekulargewichts angenommen.
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IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 7.57 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.54 (s, 1H, H-10,
1ds), 7.18 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.15 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.26 (g, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds),
5.22 (q, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.82 (d, 3Jup = 1.2 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.40 (d, 3Jun =
1.6 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.20 — 4.10 (m, 4H, H-15, 2 ds), 4.03 — 3.99 (m, 4H, H-19, 2 ds), 3.97
(dd, 3Jup = 5.8 Hz, 3Jup = 5.0 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 3.90 (dd, 3Jun = 6.2 Hz, 3Juy = 4.8 Hz, 1H,
H-3, 1 ds), 3.87 — 3.84 (m, 2H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds), 3.86 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.84 (s, 3H,
H-14, 1 ds), 3.81 — 3.76 (m, 3H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds, H-541, 1 ds), 3.69 (ddd, 2Jun = 10.9 Hz,
3Jun = 7.7 Hz, 3Jup = 6.1 Hz, 1H, H-5py, 1 ds), 3.52 — 3.46 (M, 1H, H-54, 1 ds), 3.40 — 3.35 (m,
1H, H-5p2, 1 ds), 2.86 (brs, N(CH2CHa)s), 2.52 — 2.46 (m, 4H, H-17, 2 ds), 2.05 — 1.99 (m, 4H,
H-16, 2 ds), 1.55 (p, 3Jun = 6.8 Hz, 4H, H-20, 2 ds), 1.41 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.39
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(d, 3Jnn = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.30 — 1.19 (m, 16H, H-21, H-22, H-23, H-24, 2 ds), 1.11 (t,
N(CH>CHs)s), 0.84 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 6H, H-25, 2 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 172.6 (C-18, 1 ds), 172.4 (C-18, 1 ds), 152.6
(C-12, 1 ds), 152.4 (C-12, 1 ds), 147.7 (C-11, 1 ds), 147.4 (C-11, 1 ds), 140.3 (C-9, 1 ds),
138.9 (C-9, 1 ds), 134.8 (C-8, 1 ds), 133.5 (C-8, 1 ds), 110.4 (C-13, 1 ds), 109.9 (C-13, 1 ds),
107.7 (C-10, 1 ds), 107.5 (C-10, 1 ds), 106.4 (C-1, 1 ds), 104.7 (C-1, 1 ds), 82.2 (C-4, 1 ds),
81.9 (C-4, 1ds), 75.1 (C-2, 1 ds), 74.5 (C-2, 1 ds), 72.3 (C-3, 1 ds), 71.9 (C-3, 1 ds), 70.6 (C-6,
1 ds), 68.9 (C-6, 1 ds), 67.8 (C-15, 2 ds), 66.2 (C-5, 1 ds), 65.7 (C-5, 1 ds), 63.9 (C-19, 1 ds),
63.9 (C-19, 1 ds), 56.1 (C-14, 1 ds), 56.0 (C-14, 1 ds), 45.2 (N(CH.CHa)s), 31.1, 28.3, 25.3,
22.0 (C-21, C-22, C-23, C-24, 2 ds), 30.1 (C-17, 2 ds), 28.1 (C-20, 2 ds), 24.2 (C-16, 1 ds),
24.0 (C-16, 1 ds), 23.4 (C-7, 1 ds), 22.7 (C-7, 1 ds), 13.9 (C-25, 2 ds), 9.2 (N(CH2CHa)s).

3IP-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds, 300 K): 0.0 (s, 1 ds), -0.1 (s, 1 ds).
HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 632.2079 [M+Na]*, gef.: 632.2117 [M+Na]*.

Darstellung von Heptyl-4-(4-(1-(5-phosphoryl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-5-nitro-
phenoxy)butyrat 175

Es wurden 1.0 Aquiv. Heptyl-4-(4-(1-(2,3-di-tert-butyldimethylsilyl-5-(bis(9H-fluoren-9-
yl)methoxy)phosphoryl)-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-5-nitrophenoxy)butyrat 171

(593 mg, 496 pmol) in 5 mL abs. Tetrahydrofuran geldést und mit 20.2 Aquiv. Triethylamin
(2.4 mL, 10 mmol) versetzt. Der Ansatz wurde fir finf Minuten bei Raumtemperatur gerihrt
und anschlieRend mit 9.2 Aquiv. Triethylamin-Trihydrofluorid (37%, 0.75 mL, 4.6 mmol)
versetzt. Die Reaktionslésung wurde fir 18 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Zum
Abbrechen der Reaktion wurden Uberschiissige Fluorid-Reagenzien durch Zugabe von
Kieselgel gequencht. Das Lo6sungsmittel wurde entfernt, der Rickstand in
Triethylammoniumbicarbonat-Puffer (0.1 M) aufgenommen und die Suspension anschlie3end
lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde via automatisierter RP-Saulenchromatographie
(100% 0.1 M TEAB — 100% CH3CN) gereinigt und die entsprechenden Fraktionen
lyophilisiert.

Ausbeute: 40% (141 mg, 198 pmol) eines grunlichen Harzes als Gemisch aus zwei
Diastereomeren. Das Produkt wurde als Triethylammoniumsalz mit 1.0 Aquiv.
Triethylammonium erhalten. Fir die restlichen Gegenionen wurden Protonen zur Berechnung

des Molekulargewichts angenommen.
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Summenformel: CsH4oNO14P

Molare Masse: 609.5618 g/mol

175

H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CD3sCN, 300 K): 7.55 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.53 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.23 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.21 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.40 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.34
(9, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.96 (d, 3Jun = 1.0 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.55 (d, 3Jun = 1.2 Hz,
1H, H-1, 1 ds), 4.23 (t, 3Jun = 5.4 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.13 (dd, 3Jun = 6.0 Hz, 3Jun = 5.1 Hz,
1H, H-3, 1 ds), 4.10 — 4.01 (m, 8H, H-15, H-19, 2 ds), 4.01 — 3.97 (m, 6H, H-2, 2 ds, H-4, 2 ds,
H-5, 2 ds), 3.94 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.92 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.64 (ddd, 2Jun = 11.0 Hz, 3Jup =
11.0 Hz, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-5, 1 ds), 3.55 (ddd, 2Jun = 10.7 Hz, 3J4p = 10.7 Hz, 3Jyn =
5.3 Hz, 1H, H-5, 1 ds), 3.00 (g, N(CH2CHz3)3), 2.46 (t, *Jun = 7.3 Hz, 4H, H-17, 2 ds), 2.05 (p,
3Jun = 6.8 Hz, 4H, H-16, 2 ds), 1.59 (p, ®Jun = 6.9 Hz, 4H, H-20, 2 ds), 1.46 (d, 3Jun = 6.4 Hz,
3H, H-7, 1 ds), 1.44 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.36 — 1.25 (m, 16H, H-21, H-22, H-23,
H-24, 2 ds), 1.22 (t, N(CH2CHs)s3), 0.87 (t, 3Jun = 6.8 Hz, 6H, H-25, 2 ds).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDsCN, 300 K): 173.8 (C-18, 1 ds), 173.8 (C-18, 1 ds), 155.2
(C-12, 1 ds), 154.9 (C-12, 1 ds), 148.1 (C-11, 1 ds), 147.9 (C-11, 1 ds), 141.5 (C-9, 1 ds),
140.2 (C-9, 1 ds), 136.6 (C-8, 1 ds), 135.4 (C-8, 1 ds), 111.1 (C-13, 1 ds), 110.4 (C-13, 1 ds),
109.9 (C-10, 1 ds), 109.7 (C-10, 1 ds), 107.6 (C-1, 1 ds), 106.1 (C-1, 1 ds), 83.2 (C-4, 1 ds),
83.1(C-4, 1ds), 76.7 (C-2, 1 ds), 76.3 (C-2, 1 ds), 73.4 (C-3, 1 ds), 72.9 (C-3, 1 ds), 72.3 (C-6,
1 ds), 70.7 (C-6, 1 ds), 69.2 (C-15, 2 ds), 67.3 (C-5, 2 ds), 65.2 (C-19, 2 ds), 57.2 (C-14, 1 ds),
57.1 (C-14, 1 ds), 46.7 (N(CH.CHa)s), 32.5, 29.6, 29.6, 26.6, 23.3 (C-21, C-22, C-23, C-24,
2 ds), 31.3 (C-17, 2 ds), 29.4 (C-20, 1 ds), 29.4 (C-20, 1 ds), 25.3 (C-16, 1 ds), 25.3 (C-16,
1 ds), 24.0 (C-7, 1 ds), 23.1 (C-7, 1 ds), 14.3 (C-25, 2 ds), 9.0 (N(CH2CHs)s).

31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CD3CN, 300 K): 0.9 (s, 1 ds), 0.9 (s, 1 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 632.2079 [M+Na]*, gef.: 632.2096 [M+Na]*.
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Darstellung von 4-(5-(1-(5-Phosphoryl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-4-nitrophen-
oxy)butylheptanoat 178

Es wurden 1.0 Aquiv. 4-(5-(1-(2,3-Di-tert-butyldimethylsilyl-5-(bis(9H-fluoren-9-yl)methoxy)-
phosphoryl)-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-4-nitrophenoxy)butylheptanoat 174 (148 mg,
124 pmol) in 3 mL abs. Tetrahydrofuran geldst und mit 17.4 Aquiv. Triethylamin (0.30 mL,
2.2 mmol) versetzt. Der Ansatz wurde fir funf Minuten bei Raumtemperatur geruhrt und
anschlieRend mit 9.9 Aquiv. Triethylamin-Trihydrofluorid (37%, 0.20 mL, 1.2 mmol) versetzt.
Die Reaktionslosung wurde fir 18 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Zum Abbrechen der
Reaktion wurden Uberschissige Fluorid-Reagenzien durch Zugabe von Kieselgel gequencht.
Das Losungsmittel wurde entfernt, der Rlckstand in Triethylammoniumbicarbonat-Puffer
(0.1 M) aufgenommen und die Suspension anschlie3end lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde
via automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CH3CN)
gereinigt und die entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Ausbeute: 24% (21 mg, 30 umol) eines gelblich-orangen Harzes als Gemisch aus zwei
Diastereomeren. Das Produkt wurde als Triethylammoniumsalz mit 0.9 Aquiv.
Triethylammonium erhalten. Fir die restlichen Gegenionen wurden Protonen zur Berechnung

des Molekulargewichts angenommen.
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IH-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 7.57 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.54 (s, 1H, H-10,
1ds), 7.19 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.16 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.27 (g, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, H-6, 1 ds),
5.23 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.82 (d, 3Jup = 1.1 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.41 (d, 3Jup =
1.5 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.18 — 4.11 (m, 4H, H-15, 2 ds), 4.10 — 4.06 (m, 4H, H-18, 2 ds), 3.97
(t, 3Jnun = 5.4 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 3.89 (dd, 3Jun = 4.8 Hz, 3Juu = 6.1 Hz, 1H, H-3, 1 ds),
3.87 —3.83 (M, 2H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds), 3.85 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.84 (s, 3H, H-14, 1 ds),
3.82 — 3.77 (m, 3H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds, H-5, 1 ds), 3.70 (ddd, 2Jup = 10.8 Hz, 3Jup = 7.5 Hz,
3Jun = 6.0 Hz, 1H, H-5, 1 ds), 3.51 (ddd, 2Jup = 10.3 Hz, 3Jup = 10.3 Hz, 3Jun = 6.5 Hz, 1H,
H-5, 1 ds), 3.39 (ddd, 2Jup = 10.9 Hz, 3Jup = 9.7 Hz, 3Jun = 5.4 Hz, 1H, H-5, 1 ds), 2.93 (brs,
N(CHzCHs)s), 2.27 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 4H, H-20, 2 ds), 1.84 — 1.78 (m, 4H, H-16, 2 ds),
1.77 = 1.70 (m, 4H, H-17, 2 ds), 1.50 (p, 3Jun = 7.3 Hz, 4H, H-21, 2 ds), 1.41 (d, 3Jun = 6.4 Hz,
3H, H-7, 1 ds), 1.39 (d, 3Jun = 6.3 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.28 — 1.19 (m, 12H, H-22, H-23, H-24,
2 ds), 1.14 (t, N(CH2CHz)s), 0.84 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 6H, H-25, 2 ds).
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13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 172.9 (C-19, 2 ds), 152.7 (C-12, 1 ds), 152.5
(C-12, 1 ds), 147.7 (C-11, 1 ds), 147.4 (C-11, 1 ds), 140.2 (C-9, 1 ds), 138.8 (C-9, 1 ds), 134.9
(C-8, 1 ds), 133.5 (C-8, 1 ds), 110.4 (C-13, 1 ds), 109.8 (C-13, 1 ds), 107.6 (C-10, 1 ds), 107.5
(C-10, 1 ds), 106.3 (C-1, 1 ds), 104.7 (C-1, 1 ds), 82.2 (C-4, 1 ds), 81.8 (C-4, 1 ds), 75.1 (C-2,
1 ds), 74.5 (C-2, 1 ds), 72.2 (C-3, 1 ds), 71.8 (C-3, 1 ds), 70.6 (C-6, 1 ds), 69.1 (C-6, 1 ds),
68.4 (C-15, 1 ds), 68.3 (C-15, 1 ds), 66.2 (m, C-5, 1 ds), 65.8 (m, C-5, 1 ds), 63.5 (C-18, 1 ds),
63.4 (C-18, 1 ds), 56.1 (C-14, 1 ds), 56.0 (C-14, 1 ds), 45.2 (N(CH-CHz)s), 33.5 (C-20, 2 ds),
30.9, 28.1, 21.9 (C-22, C-23, C-24, 2 ds), 25.2 (C-16, 2 ds), 25.1 (C-17, 2 ds), 24.9 (C-21, 1
ds), 24.4 (C-21, 1 ds), 23.4 (C-7, 1 ds), 22.6 (C-7, 1 ds), 13.9 (C-25, 2 ds), 8.8 (N(CH2CHa)s).

31P-NMR: 8 [ppm] (243 MHz, DMSO-ds, 300 K): -0.1 (s, 1 ds), -0.1 (s, 1 ds).
HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 632.2079 [M+Na]*, gef.: 632.2062 [M+Na]".

Darstellung von 4-(4-(1-(5-Phosphoryl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-5-nitrophen-
oxy)butylheptanoat 177

Es wurden 1.0 Aquiv. 4-(4-(1-(2,3-Di-tert-butyldimethylsilyl-5-(bis(9H-fluoren-9-yl)methoxy)-
phosphoryl)-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-5-nitrophenoxy)butylheptanoat 173 (451 mg,
378 umol) in 20 mL abs. Tetrahydrofuran gelost und mit 19.0 Aquiv. Triethylamin (1.0 mL,
7.2 mmol) versetzt. Der Ansatz fur finf Minuten bei Raumtemperatur gertihrt und anschlielend
mit 9.0 Aquiv. Triethylamin-Trihydrofluorid (37%, 0.55mL, 3.4 mmol) versetzt. Die
Reaktionslosung wurde fur 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Zum Abbrechen der
Reaktion wurden Uberschissige Fluorid-Reagenzien durch Zugabe von Kieselgel gequencht.
Das Losungsmittel wurde entfernt, der Rickstand in Triethylammoniumbicarbonat-Puffer
(0.1 M) aufgenommen und die Suspension anschlie3end lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde
via automatisierter = RP-Saulenchromatographie (100% 0.1 M TEAB — 100% CH3CN)

gereinigt und die entsprechenden Fraktionen lyophilisiert.

Ausbeute: 29% (80 mg, 0.11 mmol) eines grinlichen Harzes als Gemisch aus zwei
Diastereomeren. Das Produkt wurde als Triethylammoniumsalz mit 1.1 Aquiv.
Triethylammonium erhalten. Fir die restlichen Gegenionen wurden Protonen zur Berechnung

des Molekulargewichts angenommen.

Summenformel: CosHioNO14P

Molare Masse: 609.5618 g/mol
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H-NMR: & [ppm] (600 MHz, CD3CN, 300 K): 7.55 (s, 1H, H-10, 1 ds), 7.53 (s, 1H, H-10, 1 ds),
7.26 (s, 1H, H-13, 1 ds), 7.21 (s, 1H, H-13, 1 ds), 5.39 (q, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 5.34
(9, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, H-6, 1 ds), 4.96 (d, 3Jun = 1.3 Hz, 1H, H-1, 1 ds), 4.55 (d, 3Jun = 1.3 Hz,
1H, H-1, 1 ds), 4.22 (t, 3Jun = 5.4 Hz, 1H, H-3, 1 ds), 4.13 (dd, 3Jun = 6.1 Hz, 3Jun = 5.1 Hz,
1H, H-3, 1 ds), 4.11 — 4.04 (m, 8H, H-15, 2 ds, H-18, 2 ds), 4.00 — 3.97 (m, 2H, H-2, 1 ds, H 4,
1 ds), 3.97 — 3.91 (m, 3H, H-2, 1 ds, H-4, 1 ds, H-5, 1 ds), 3.94 (s, 3H, H-14, 1 ds), 3.92 (s,
3H, H-14, 1 ds), 3.91 — 3.85 (m, 1H, H-5, 1 ds), 3.65 (ddd, 2Jun = 10.9 Hz, 3J4p = 10.9 Hz,
3Jun = 6.3 Hz, 1H, H-5, 1 ds), 3.55 (ddd, 2Jun = 10.7 Hz, 3Jup = 10.7 Hz, 3Jun = 5.4 Hz, 1H,
H-5, 1 ds), 2.95 (q, 3Jun = 7.3 Hz, N(CH2CHg)s), 2.27 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 4H, H-20, 2 ds),
1.88 — 1.81 (m, 4H, H-16, 2 ds), 1.80 — 1.74 (m, 4H, H-17, 2 ds), 1.56 (p, 3Jun = 7.4 Hz, 4H,
H-21, 2 ds), 1.45 (d, 3Jun = 6.4 Hz, 3H, H-7, 1 ds), 1.43 (d, %Jun = 6.2 Hz, 3H, H-7, 1 ds),
1.33 -1.24 (m, 12H, H-22, H-23, H-24, 2 ds), 1.19 (t, 3Jun = 7.3 Hz, N(CH.CHa)s), 0.87 {(t,
3Jun = 6.8 Hz, 6H, H-25, 2 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, CDsCN, 300 K): 174.4 (C-19, 1 ds), 174.4 (C-19, 1 ds), 155.1
(C-12, 1 ds), 154.8 (C-12, 1 ds), 148.2 (C-11, 1 ds), 148.0 (C-11, 1 ds), 141.5 (C-9, 1 ds),
140.2 (C-9, 1 ds), 136.4 (C-8, 1 ds), 135.3 (C-8, 1 ds), 111.0 (C-13, 1 ds), 110.3 (C-13, 1 ds),
109.7 (C-10, 1 ds), 109.5 (C-10, 1 ds), 107.7 (C-1, 1 ds), 106.1 (C-1, 1 ds), 83.6 (d, 3Jcp =
5.3 Hz, C-4, 1 ds), 83.1 (d, 3Jcp = 5.5 Hz, C-4, 1 ds), 76.7 (C-2, 1 ds), 76.2 (C-2, 1 ds), 73.3
(C-3, 1 ds), 72.9 (C-3, 1 ds), 72.3 (C-6, 1 ds), 70.6 (C-6, 1 ds), 69.7 (C-15, 1 ds), 69.7 (C-15,
1 ds), 67.5 (d, 2Jcp = 5.7 Hz, C-5, 1 ds), 67.3 (d, 2Jcp = 5.7 Hz, C-5, 1 ds), 64.6 (C-18, 1 ds),
64.5 (C-18, 1 ds), 57.2 (C-14, 1 ds), 57.1 (C-14, 1 ds), 46.6 (N(CH-CHz)s), 34.8 (C-20, 2 ds),
32.2, 29.5, 23.2 (C-22, C-23, C-24, 2 ds), 26.4 (C-16, 1 ds), 26.4 (C-16, 1 ds), 26.1 (C-17,
1 ds), 26.1 (C-17, 1 ds), 25.7 (C-21, 2 ds), 24.0 (C-7, 1 ds), 23.1 (C-7, 1 ds), 14.3 (N(CH2CHa)s),
9.2 (C-25, 2 ds).

31P-NMR: & [ppm] (162 MHz, CD3CN, 300 K): 2.2 (s, 1 ds), 2.1 (s, 1 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 610.2259 [M+H]*, gef.: 610.2256 [M+H]*.
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Darstellung von 1”’-O-B-(1-(4-Methoxy-2-nitro-5-oxy-(4-butanoyl(heptyl))-phenyl)ethyl)-
adenosindiphosphat-ribose 180

Es wurden 2.1 Aquiv. Natriumadenosinmonophosphat (110 mg, 293 umol) vorgelegt, in 3 mL
abs. Acetonitril suspendiert, auf 0 °C gekiihlt und anschlieRend mit 29.8 Aquiv. Triethylamin
(0.59 mL, 4.2 mmol) und 29.8 Aquiv. Trifluoressigsaureanhydrid (0.59 mL, 4.2 mmol) versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur gerthrt, das Losungsmittel
entfernt und der Riickstand erneut in 3 mL abs. Acetonitril gelést. Der Ansatz wurde erneut auf
0 °C gekiihlt, 31.8 Aquiv. Triethylamin (0.63 mL, 4.5 mmol) und 12.3 Aquiv. Methylimidazol
(0.14 mL, 1.8 mmol) hinzugegeben, die Kihlung entfernt und weitere zehn Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurden 1.0 Aquiv. Heptyl-4-(5-(1-(5-phosphoryl-3-D-
ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-4-nitrophenoxy)butyrat 176 (1.2 Aquiv.  EtsNH*, 104 mg,
142 pymol), geldstin 5 mL abs. Acetonitril, zugetropft und die Reaktionsldsung fir zwei Stunden
bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieBend wurde das Ldsungsmittel entfernt und der
Ruckstand mittels automatisierter RP-S&aulenchromatographie (100% 0.1 M
TEAB — 100% CHsCN)  gereinigt.  Der  erhaltene  Riuckstand  wurde  mittels
lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz tberfiihrt, erneut
lyophilisiert und der erhaltene Rickstand zur abschlieRenden Reinigung via automatisierter
RP-Saulenchromatographie (100% H>O — 100% CHsCN) gereinigt und die entsprechenden
Fraktionen lyophilisiert.

Es wird zur vereinfachten Berechnung des Molekulargewichts und der Ausbeute ein

vollstandiger Austausch der Kationen zu Ammonium-lonen angenommen.

Ausbeute: 40% (55 mg, 57 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als Gemisch

von zwei Diastereomeren.

Summenformel: CzsHs2NeO20P2 Cl)

Molare Masse: 938.7705 g/mol
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus zwei Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.

H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg, 300 K): 8.43 (s, H-8, 1 ds), 8.41 (s, H-8, 1 ds), 8.15 (s,
H-2, 1 ds), 8.14 (s, H-2, 1 ds), 7.56 (s, H-e, 1 ds), 7.54 (s, H-e, 1 ds), 7.26 (brs, *NH.), 7.22 (s,
H-h, 1 ds), 7.14 (s, H-h, 1 ds), 5.92 (d, 3Jun = 4.8 Hz, H-1°, 1 ds), 5.91 (d, 3Jun = 4.6 Hz, H-1,
1 ds), 5.30 — 5.21 (m, H-a, 2 ds), 4.79 (d, 3Jun = 1.2 Hz, H-1“, 1 ds), 4.52 — 4.46 (m, H-2', 2
ds), 4.40 (d, 3Jyn = 1.2 Hz, H-1“, 1 ds), 4.32 - 4.25 (m, H-3', 2 ds), 4.19 — 4.09 (m, H-3”, 1 ds,
H-j, 2 ds), 4.08 — 3.96 (m, H-3”, 1 ds, H-n, 2 ds), 3.93 — 3.79 (m, H-2”, 2 ds, H-5'/H-5", 1 ds),
3.85 (s, H-i, 1 ds), 3.84 (s, H-i, 1 ds), 3.77 — 3.59 (m, H-5"/H-5", 1 ds), 2.53 — 2.43 (m, H-I, 2
ds), 2.07 — 1.96 (m, H-k, 2 ds), 1.59 — 1.48 (m, H-o, 2 ds), 1.41 (d, 3Jun = 6.4 Hz, H-1, 1 ds),
1.38 (d, 3Jun = 6.2 Hz, H-1°, 1 ds), 1.31 — 1.16 (m, H-p, H-q, H-r, H-s, 2 ds), 0.87 — 0.80 (m,
H-t, 2 ds).

13C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds, 300 K): 172.4 (C-m), 155.8 (C-6), 152.6 (C-g), 152.4
(C-2), 149.4 (C-4), 147.7, 147.4 (C-f), 140.1, 139.1 (C-d), 138.8 (C-8), 134.6, 133.6 (C-c),
118.8 (C-5), 110.4, 109.8 (C-h), 107.7 (C-e), 106.6, 104.6 (C-1"), 87.0 (C-1’), 83.3 (C-4’), 81.5,
81.4 (C-4”), 75.0, 74.3 (C-2"), 73.9 (C-2’), 70.8, 70.8 (C-3"), 70.4, 68.9 (C-a), 69.9 (C-3'), 67.8
(C-j), 66.2 (C-5'/C-5"), 65.9 (C-5'/C-5"), 63.9 (C-n), 56.0 (C-i), 31.1, 28.3, 25.3, 22.0 (C-p, C-q,
C-r, C-s), 30.1 (C-I), 28.1 (C-0), 24.0 (C-k), 23.4, 22.6 (C-b), 13.9 (C-1).

31p-NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds, 300 K): -11.5 — -11.3 (m, 2P, 2 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 939.2784 [M+H]*, gef.: 939.2726 [M+H]*.
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Darstellung von 1”’-O-B-(1-(5-Methoxy-2-nitro-4-oxy-(4-butanoyl(heptyl))-phenyl)ethyl)-
adenosindiphosphat-ribose 179

Es wurden 2.1 Aquiv. Natriumadenosinmonophosphat (150 mg, 400 umol) vorgelegt, in 2 mL
abs. Acetonitril suspendiert, auf 0 °C gekiihlt und anschlieRend mit 30.4 Aquiv. Triethylamin
(0.81 mL, 5.8 mmol) und 30.4 Aquiv. Trifluoressigsaureanhydrid (0.81 mL, 5.8 mmol) versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur gerihrt, das Lésungsmittel
entfernt und der Riickstand erneut in 2 mL abs. Acetonitril gelést. Der Ansatz wurde erneut auf
0 °C gekiihlt, 32.6 Aquiv. Triethylamin (0.87 mL, 6.2 mmol) und 12.5 Aquiv. Methylimidazol
(0.19 mL, 2.4 mmol) hinzugegeben, die Kiihlung entfernt und der Ansatz weitere zehn Minuten
bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurden 1.0 Aquiv. Heptyl-4-(4-(1-(5-phosphoryl-
B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-5-nitrophenoxy)butyrat 175 (1.0 Aquiv. Et:NH*, 138 mg,
191 pymol), geldstin 5 mL abs. Acetonitril, zugetropft und die Reaktionslésung fur zwei Stunden
bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wurde das Ldsungsmittel entfernt und der
Ruckstand mittels automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% 0.1 M
TEAB — 100% CHsCN)  gereinigt.  Der  erhaltene  Ruckstand  wurde  mittels
lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz tberfiihrt, erneut
lyophilisiert und der erhaltene Rickstand zur abschlieRenden Reinigung via automatisierter
RP-Saulenchromatographie (100% H>O — 100% CHsCN) gereinigt und die entsprechenden
Fraktionen lyophilisiert.

Es wird zur vereinfachten Berechnung des Molekulargewichts und der Ausbeute ein

vollstandiger Austausch der Kationen zu Ammonium-lonen angenommen.

Ausbeute: 39% (72 mg, 74 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als Gemisch

von zwei Diastereomeren.

Summenformel: CzsHsoNgO20P>

Molare Masse: 938.7705 g/mol
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus zwei Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.

H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 8.44 (s, H-8, 1 ds), 8.43 (s, H-8, 1 ds), 8.15 (s,
H-2, 1 ds), 8.15 (s, H-2, 1 ds), 7.55 (s, H-e, 1 ds), 7.54 (s, H-e, 1 ds), 7.28 (brs, *NH.), 7.27 (s,
H-h, 1 ds), 7.16 (s, H-h, 1 ds), 5.92 (d, 3 = 5.2 Hz, H-1’, 1 ds), 5.91 (d, *Jun = 5.5 Hz, H-1’,
1 ds), 5.27 (q, 3Jun = 6.3 Hz, H-a, 1 ds), 5.25 (q, 3Jun = 6.2 Hz, H-a, 1 ds), 4.79 (d, 3Jun =
1.1 Hz, H-1°, 1 ds), 4.48 (9, 3Jun = 4.8 Hz, H-2’, 2 ds), 4.42 (d, 3Jyn = 1.1 Hz, H-1", 1 ds), 4.32
(t, 3Jun = 4.5 Hz, H-3', 1 ds), 4.28 (t, 3Jun = 4.5 Hz, H-3', 1 ds), 4.13 (t, *Jun = 5.2 Hz, H-3",
1ds), 4.09 — 3.97 (m, H-3", 1 ds, H-4’, 2 ds, H-j, 2 ds, H-n, 2 ds), 3.93 — 3.85 (m, H-5’, 1 ds,
H-2”, 1 ds, H-4”, 1 ds), 3.91 (s, H-i, 1 ds), 3.89 (s, H-i, 1 ds), 3.84 — 3.81 (m, H-2", 1 ds, H-4”,
1ds), 3.78—-3.71 (m, H-5", 1ds), 3.67 —3.62 (m, H-5", 1 ds), 2.46 (t, 3Jun = 7.4 Hz, H-I, 2 ds),
1.99 (p, 3Jun = 6.5 Hz, H-k, 2 ds), 1.58 — 1.52 (m, H-0, 2 ds), 1.41 (d, 3Jun = 6.6 Hz, H-b, 1 ds),
1.38 (d, 3Jun = 6.5 Hz, H-b, 1 ds), 1.31 — 1.18 (m, H-p, H-q, H-r, H-s, 2 ds), 0.86 — 0.81 (m,
H-t, 2 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-de, 300 K): 172.5, 172.4 (C-m),155.9 (C-6), 153.5, 153.3
(C-g), 152.5 (C-2), 149.4 (C-4), 146.6, 146.4 (C-f), 140.1, 138.9 (C-d), 138.9 (C-8), 134.9,
133.8 (C-c), 118.7 (C-5), 110.0, 109.3 (C-h), 108.5, 108.4 (C-e), 106.9, 104.7 (C-1"), 87.1
(C-1'), 83.2 (C-4’), 81.7, 81.4 (C-4"), 75.0, 74.4 (C-2"), 74.1, 74.0 (C-2’), 71.4, 69.1 (C-a), 70.9,
70.7 (C-3"), 69.8 (C-3'), 67.8 (C-j), 66.0 (C-5, C-5"), 63.9 (C-n), 56.3, 56.1 (C-i), 31.1 (C-I),
30.0, 28.3, 25.3, 22.0 (C-p, C-q, C-r, C-s), 28.1 (C-0), 24.1 (C-K), 23.4, 22.8 (C-b), 13.9 (C-t).

3IP_NMR: & [ppm] (162 MHz, DMSO-ds, 300 K): 11.6 — 12.0 (m, Pg, 2 ds), 12.0 — 12.3 (m, P,
2 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 939.2784 [M+H]*, gef.: 939.2748 [M+H]*.
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Versuch der Darstellung von 1”’-O--(1-(4-Methoxy-2-nitro-5-oxy-(4-oxy-
butyl(heptanoyl))-phenyl)ethyl)-adenosindiphosphat-ribose 182

Es wurden 2.1 Aquiv. Natriumadenosinmonophosphat (19 mg, 49 pmol) vorgelegt, in 1.5 mL
abs. Acetonitril suspendiert, auf 0 °C gekiihlt und anschlieRend mit 31.1 Aquiv. Triethylamin
(0.10 mL, 0.72 mmol) und 31.2 Aquiv. Trifluoressigsaureanhydrid (0.10 mL, 0.72 mmol)
versetzt. Der Reaktionsansatz wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur gerihrt, das
Lésungsmittel entfernt und der Rickstand erneut in 1.5 mL abs. Acetonitril geldst. Der Ansatz
wurde erneut auf 0 °C gekuihlt, 31.1 Aquiv. Triethylamin (0.10 mL, 0.72 mmol) und 10.9 Aquiv.
Methylimidazol (0.02 mL, 0.25 mmol) hinzugegeben, die Kihlung entfernt und der Ansatz
weitere zehn Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurden 1.0 Aquiv. Heptyl-
4-(5-(1-(5-phosphoryl-B-D-ribofuranyl)ethyl)-2-methoxy-4-nitrophenoxy)butyrat 178

(1.2 Aquiv. EtsNH*, 16 mg, 23 umol), gelést in 1.5 mL abs. Acetonitril, zugetropft und die
Reaktionslosung fur zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wurde 0.1 M
Triethylammoniumbicarbonat-Puffer zugegeben, die Ldsung gefriergetrocknet und der
Ruckstand mittels automatisierter RP-Saulenchromatographie (100% 0.1 M
TEAB — 100% CHsCN)  gereinigt. Der  erhaltene  Ruckstand  wurde  mittels
lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz tberfiihrt, erneut
lyophilisiert und der erhaltene Rickstand zur abschlieRenden Reinigung via automatisierter
RP-Saulenchromatographie (100% H>O — 100% CHsCN) gereinigt und die entsprechenden

Fraktionen lyophilisiert.

Das gewiinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.

Summenformel: CzsHs2NsO20P2 Cl)

Molare Masse: 938.7705 g/mol
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Darstellung von 1”’-O-B-(1-(5-Methoxy-2-nitro-4-oxy-(4-oxybutyl(heptanoyl))-
phenyl)ethyl)-adenosindiphosphat-ribose 181

Es wurden 2.2 Aquiv. Natriumadenosinmonophosphat (82 mg, 0.22 mmol) vorgelegt, in 2 mL
abs. Acetonitril suspendiert, auf 0 °C gekiihlt und anschlieRend mit 30.2 Aquiv. Triethylamin
(0.42 mL, 3.0 mmol) und 30.2 Aquiv. Trifluoressigsaureanhydrid (0.42 mL, 3.0 mmol) versetzt.
Der Reaktionsansatz wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur gerihrt, das Lésungsmittel
entfernt und der Rickstand erneut in 2 mL abs. Acetonitril gelést. Der Ansatz wurde erneut auf
0 °C gekiihlt, 32.3 Aquiv. Triethylamin (0.45 mL, 3.2 mmol) und 12.6 Aquiv. Methylimidazol
(0.10 mL, 1.3 mmol) hinzugegeben, die Kiihlung entfernt und der Ansatz weitere zehn Minuten
bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurden 1.0 Aquiv. 4-(4-(1-(5-Phosphoryl-B-D-ribo-
furanyl)ethyl)-2-methoxy-5-nitrophenoxy)butylheptanoat 177 (1.1 Aquiv. EtsNH*, 72 mg,
0.10 mmol), geldst in 5 mL abs. Acetonitril, zugetropft und die Reaktionslosung fir zwei
Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel entfernt und
der Rickstand mittels automatisierter RP-S&ulenchromatographie  (100% 0.1 M
TEAB — 100% CHsCN)  gereinigt.  Der  erhaltene  Ruckstand  wurde  mittels
lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammonium-Salz tberfiihrt, erneut
lyophilisiert und der erhaltene Rickstand zur abschlieRenden Reinigung via automatisierter
RP-Saulenchromatographie (100% H>O — 100% CHsCN) gereinigt und die entsprechenden
Fraktionen lyophilisiert.

Es wird zur vereinfachten Berechnung des Molekulargewichts und der Ausbeute ein

vollstandiger Austausch der Kationen zu Ammonium-lonen angenommen.

Ausbeute: 31% (30 mg, 31 umol) eines leicht gelblichen, amorphen Feststoffes als Gemisch

von zwei Diastereomeren.

Summenformel: CzsHsoNgO20P>

Molare Masse: 938.7705 g/mol
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Da es sich bei dem Produkt um ein Diastereomerengemisch aus zwei Isomeren handelt,
konnten die NMR-Spektren aufgrund der Komplexitat durch tberlagernde Signale und dadurch
erschwerte Integration nur eingeschrankt ausgewertet werden. Es wird aus diesem Grund auf
eine Angabe der Integrale verzichtet. Aufgrund der geringen Signalintensitat, bedingt durch
die geringe Substanzmenge, wurden die *C-Signale mithilfe der HSQC- und HMBC-Spektren

zugeordnet.

H-NMR: & [ppm] (600 MHz, DMSO-ds, 300 K): 8.41 (s, H-8, 1 ds), 8.40 (s, H-8, 1 ds), 8.15 (s,
H-2, 1 ds), 8.15 (s, H-2, 1 ds), 7.56 (s, H-e, 1 ds), 7.54 (s, H-e, 1 ds), 7.27 (brs, *NH.), 7.26 (s,
H-h, 1 ds), 7.16 (s, H-h, 1 ds), 5.92 (d, 3Jun = 5.6 Hz, H-1°, 1 ds), 5.91 (d, 3Jun = 5.6 Hz, H-1,
1 ds), 5.27 (9, 3Jun = 6.4 Hz, H-a, 1 ds), 5.26 (q, 3Jun = 6.3 Hz, H-a, 1 ds), 4.80 (d, 3Jun =
1.2 Hz, H-1%, 1 ds), 4.51 (q, 3Jupn = 5.3 Hz, H-2', 2 ds), 4.42 (d, 3Jun = 1.2 Hz, H-1%, 1 ds), 4.29
(t, 3Jun = 4.3 Hz, H-3', 1 ds), 4.25 (t, 3Jun = 4.4 Hz, H-3', 1 ds), 4.11 (t, 3Jun = 5.4 Hz, H-3",
1ds), 4.09 — 3.98 (m, H-5/H-5", 1 ds, H-j, 2 ds, H-m, 2 ds, H-3”, 1 ds, H-4’, 2 ds), 3.94 — 3.88
(m, H-5/H-5", 1 ds), 3.91 (s, H-i, 1 ds), 3.89 (s, H-i, 1 ds), 3.88 — 3.85 (m, H-2", 1 ds, H-4“,
1 ds), 3.84 — 3.81 (m, H-2", 1 ds, H-4", 1 ds), 3.80 — 3.73 (m, H-5'/H-5", 1 ds), 3.68 — 3.62 (m,
H-5/H-5“, 1 ds), 2.28 (t, *Jun = 7.3 Hz, H-0, 2 ds), 1.82 — 1.75 (m, H-k/H-I, 2 ds), 1.75 — 1.68
(m, H-k/H-I, 2 ds), 1.53 - 1.47 (m, H-p, 2 ds), 1.42 (d, 3Jun = 6.4 Hz, H-b, 1 ds), 1.39 (d, 3Jun =
6.3 Hz, H-b, 1 ds), 1.28 — 1.19 (m, H-q, H-r, H-s, 2 ds), 0.86 — 0.81 (m, H-t, 2 ds).

13C-NMR: & [ppm] (151 MHz, DMSO-ds, 300 K): 172.9 (C-2), 155.9 (C-6), 153.5, 153.3 (C-g),
152.9 (C-2), 149.5 (C-4), 146.8, 146.5 (C-f), 140.1, 138.9 (C-d), 138.9 (C-8), 134.7, 133.7
(C-c), 118.8 (C-5), 110.1, 109.3 (C-h), 108.6 (C-€), 106.8, 104.9 (C-1%), 87.0 (C-1°), 83.2 (C-4°),
81.6, 81.3 (C-4), 75.4, 74.7 (C-2“), 74.9 (C-2°), 71.3, 69.1 (C-a), 71.0, 70.6 (C-3“), 70.1 (C-3),
68.3 (C-j/C-m), 66.2 (C-5'/C-5"), 64.9 (C-5'/C-5"), 63.4 (C-j/C-m), 56.2, 56.1 (C-i), 33.5 (C-0),
30.8, 28.1, 21.9 (C-q, C-r, C-s), 25.1 (C-k/C-1), 24.8 (C-k/C-I), 24.4 (C-p), 23.4, 22.8 (C-b), 13.8
(C-1).

3Ip-NMR: & [ppm] (243 MHz, DMSO-ds, 300 K): -11.3 — -12.0 (m, 2P, 2 ds).

HRMS: (ESI*, m/z): ber.: 939.2784 [M+H]*, gef.: 939.2845 [M+H]*.
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8 Gefahrstoffverzeichnis

8.1 Verwendete Gefahrstoffe

In Tab. 1 sind die verwendeten Chemikalien und deren Gefahrenstoffpiktogramme sowie H-
und P-Satze aufgelistet.

Tab. 1: Gefahrstoffverzeichnis der verwendeten Chemikalien.

Gefahrstoffpiktogramm
Substanz _ H-Satze P-Satze
und Signalwort

210, 280,
225,
o 303+361+353
Acetonitril 302+312+332,
304+340+312
319
Gefahr 305+351+338

Kein gefahrlicher Stoff oder gefahrliches Gemisch geman der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Ammoniumacetat

210, 280
% 301+312
o 225, 302+312,
Acetonitril-ds 303+361+353
319, 331
304+340+311
Gefahr

305+351+338

1-O-Acetyl-2,3,5-tri-

Kein gefahrlicher Stoff oder geféahrliches Gemisch gemal der
O-benzoyl-B-D-

_ _ Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
ribofuranosid

210, 273, 280

225, 301+310+330

301+311+331, 303+361+353

314, 370,412 305+351+338
+310

Ammoniak
(7 N in Methanol) g

Gefahr

264, 270, 280
301+312
305+351+338
Achtung 337+313

Ammoniumchlorid 302, 319
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Substanz

Gefahrstoffpiktogramm

und Signalwort

H-Satze

P-Satze

Adenosinmonophosphat

Kein gefahrlicher Stoff oder gefahrliches Gemisch geman der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

2-Desoxyadenosin-
monophosphat

Kein gefahrlicher Stoff oder geféahrliches Gemisch gemal der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Bis(diisopropylamin)-
chlorphosphin

314

260, 280
301+330+331
303+361+353
304+340+310
305+351+338

tert-Butyldimethyl-
silylchlorid

228, 314, 411

210, 260,
273 280
303+361+353
305+351+338
+310

tert-Butylhydroperoxid
(5.5 M in n-Decan)

Gefahr

226, 242, 302,

304, 311, 314,

317, 330, 335,
341, 411

210, 280
301+330+331
303+361+353
304+340+310
305+351+338

370+378

Benzylalkohol

Achtung

302+332, 319

261, 264, 270
301+312
304+340+312
305+351+338

Chloroform-d

Gefahr

302, 315, 319,
331, 336, 351,
361d, 372

202, 301+312
302+352
304+340+311
305+351+338
308+313
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Gefahrstoffpiktogramm

Substanz _ H-Satze P-Satze
und Signalwort
2-C thyl-N,N 210, 222
-Cyanoethyl-N,N- )
- Y Y @ fap. 231+232, 280
diisopropyl-chlor- 250, 314
o 303+361+353
phosphoramidit
Gefahr 305+351+338
_ 260, 264, 280
Celite® 545 372
314, 501
261, 264, 271
_ 280
Citronensaure 319, 335
304+340+312
305+351+338
262, 273, 280
301+331, 310,
_ ] o 301+310
4-Dimethylaminopyridin 315, 318, 370,
302+352+310
411
305+351+338

Gefahr

Dimethylsulfoxid-de

Kein geféahrlicher Stoff oder gefahrliches Gemisch gemalf der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Deuteriumoxid

Kein geféahrlicher Stoff oder gefahrliches Gemisch gemalf der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Dimethylsulfoxid

Kein gefahrlicher Stoff oder geféhrliches Gemisch gemal? der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Dichlormethan

Gefahr

315, 319, 336,
351

202, 261, 264
302+352
305+351+338
308+313

3,4-Dimethoxy-

acetophenon

Kein geféhrlicher Stoff oder gefahrliches Gemisch gemal der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
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Gefahrstoffpiktogramm
Substanz _ H-Satze P-Satze
und Signalwort

4,5-Dimethoxy-2- Kein gefahrlicher Stoff oder gefahrliches Gemisch gemaf der
nitrobenzaldehyd Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
Dowex® 50WX8 319 305+351+338
Achtung
210, 280
303+361+353
_ , 226, 312+332,
N,N-Dimethylformamid 304+340+312
319, 360D
305+351+338
Gefahr
308+313

Dibenzyl-N,N-diiso-

_ Kein gefahrlicher Stoff oder gefahrliches Gemisch gemalf der
propylaminophosphor-

o Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
amidit

210, 233, 240
Diethylether 224,302,336 241, 301+312
403+233

210, 280

| & 303+361+353
Essigsaure (konz.) 226, 314 30543514338
+351+

Gefahr +310

210, 280

% ) 301+312
: _ =</ 226,302, 314,
Essigsaureanhydrid 330 303+361+353

304+340+310
305+351+338

Gefahr

210, 233, 240
Ethanol 225, 319 241, 242

305+351+338
Gefahr
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Gefahrstoffpiktogramm
Substanz _ H-Satze P-Satze
und Signalwort

210, 233, 240
Ethylacetat 225, 319, 336 241, 242

305+351+338
Gefahr

Kein gefahrlicher Stoff oder gefahrliches Gemisch gemalf der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

9-Fluorenmethanol

264, 273, 280
4-Hydroxybenzylalkohol 319, 412 305+351+338
337+313, 501
Achtung
301+330+331
i3
n-Heptylchlorformiat 226, 331, 314
305+351+338
Gefahr 310, 304+340
3-Hydroxy-4-
Y Y 302 -
methoxyacetophenon
Achtung
261, 264, 271
4-Hydroxy-3-methoxy-
315, 319,335 280, 302+352
acetophenon
305+351+338
Achtung
Heptanol 319 305+351+338
Achtung
260, 271, 280
E
_ = 303+361+353
Heptanoylchlorid 314, 330
304+340+310
Gefahr 305+351+338

318



Gefahrstoffpiktogramm

Substanz _ H-Satze P-Satze
und Signalwort

260, 280

5 301+312
Imidazol 303+361+353

360D
304+340+310
Gefahr
305+351+338
_ Kein gefahrlicher Stoff oder geféahrliches Gemisch gemal? der
Kieselgel

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

261, 264, 271
Kaliumcarbonat 315, 319, 335 280, 302+352
305+351+338
Achtung
Kaliumnitrat ‘ 272 210
Achtung
223, 2314232
-
Lithiumaluminiumhydrid 260, 314
303+361+353
Gefahr 305+351+338
210, 233, 280
% 225,
301+310
Methanol-d4 301+311+331,
303+361+353
370
Gefahr 304+340+311
210, 233, 280
% 225,
. 301+310
Methanol 301+311+331,
303+361+353
370
Gefahr 304+340+311
270, 280
@ 301+312
1-Methylimidazol 302, 311, 314 301+330+331
303+361+353
Gefahr
305+351+338
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Gefahrstoffpiktogramm

Substanz _ H-Satze P-Satze
und Signalwort
261, 270, 280
&3
= 301, 314, 317, 303+361+353
Methylbromacetat
335 304+340+310
Gefahr 305+351+338
302+352
Methyl-4-brombutyrat 319, 315 305+351+338
312, 280
Achtung

Natriumhydrogen-
carbonat

Kein gefahrlicher Stoff oder geféhrliches Gemisch gemal? der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Natriumsulfat

Kein gefahrlicher Stoff oder geféhrliches Gemisch gemal? der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Natriumborhydrid

Gefahr

260, 301, 314,
360FD

231+232, 260
280
303+361+353
304+340+310
305+351+338

Natriumchlorid

Kein gefahrlicher Stoff oder geféahrliches Gemisch gemass
der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

210, 235, 260
E
_ gl = 228, 251, 290, 280
Natriummethanolat
302, 314 303+361+353
Gefahr 305+351+338
2-Nitroacetophenon 302 301+312+330
Achtung
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Gefahrstoffpiktogramm

Substanz _ H-Satze P-Satze
und Signalwort
264, 280
E
o= < 303+361+353
Natronlauge (1 M) 290, 314 304+340+310
+340+
Gefahr 305+351+338
280, 302+352
o
_ o= < 290, 315, 317, 304+340+310
Octanoylchlorid
318, 330 305+351+338
Gefahr +310

Phosphatgepufferte
Kochsalzlésung (PBS)

Kein gefahrlicher Stoff oder gefahrliches Gemisch gemalf der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

210, 233
224, 304, 315, 301+310
Petrolether
336, 340, 350 303+361+353
331, 403+233
210, 280
@ 225, 301+312
Pyridin 302+312+332, 303+361+353
315, 319 304+340+312
Gefahr
305+351+338
261, 264, 271
Pyridiniumtrifluoracetat 315, 319, 335 280, 302+352
305+351+338
Achtung
Palladium auf Aktivkohle
315, 319 305+351+338
(10%)
Achtung

D-Ribose

Kein geféahrlicher Stoff oder geféhrliches Gemisch gemal? der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
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Gefahrstoffpiktogramm

Substanz _ H-Satze P-Satze
und Signalwort
210, 220, 280
WEDHE
= 272,290, 314, 303+361+353
Salpetersaure (65%)
331 304+340+310
Gefahr 305+351+338
234, 261, 271
)
o= < 280
Salzsaure (konz.) 290, 314, 335
303+361+353
Gefahr 305+351+338
Tetrabutyl . 261, 272, 280
etrabutylammonium- R
Y o= = 303+361+353
hydroxid (40% in 314, 317
304+340+310
Wasser)
Gefahr 305+351+338
201, 202, 210
225, 302, 319, 301+312
Tetrahydrofuran
335, 336,351 305+351+338
Gefahr 308+313
210, 280
225 302 301+330+331
E;pq‘dfl ’ 1
. . 303+361+353
Triethylamin 311+331, 314,
304+340+311
335
Gefahr 305+351+338
+310
202, 210, 273
225, 304, 315,
5 301+310
Toluol 336, 361d,
303+361+353
373, 412
Gefahr 331
260, 270, 280
. . % e
Triethylamin- = 300+310+330, 303+361+353
Trihydrofluorid 314 304+340+310
Gefahr 305+351+338
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Gefahrstoffpiktogramm

Substanz _ H-Satze P-Satze
und Signalwort
260, 280
dap) 303+361+353
Tritylchlorid 314 304+340+310
305+351+338
Gefahr
363
273, 280
301+330+331
Trifluoressigsaure- @ 303+361+353
_ 314, 332, 412
anhydrid 304+340+312
Gefahr 305+351+338
+310
261, 273, 280
o
_ _ o= 303+361+353
Trifluoressigsaure 314, 332, 412
304+340+310
Gefahr 305+351+338
3 280, 302+352
_ g = 290, 315, 317,
p-Toluolsulfonylchlorid 318 305+351+338
+310
Gefahr
210, 280
226, 302+332, 301+312
2,4,6-Trimethylpyridin 311, 315, 319, 303+361+353
335 304+340+312
Gefahr
305+351+338

Triethylammonium-

Kein geféhrlicher Stoff oder gefahrliches Gemisch gemal der

bicarbonat-Puffer (1 M in
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Wasser)
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Gefahrstoffpiktogramm

Substanz _ H-Satze P-Satze
und Signalwort
Tetrabutylammonium- 225, 302, 315, 301+312
fluorid 319, 335, 336, 303+361+353
(1 Min Tetrahydrofuran) 351, 411 305+351+338
308+313
Gefahr
. . 261, 264, 271
Triethylammoniumacetat
_ 315, 319, 335 280, 302+352
(2 Min Wasser)
305+351+338
Achtung
210, 233, 240
_ _ 225, 315, 319, 241
Triethylsilan
335 303+361+353
Gefahr 305+351+338
280
<3 301+330+331
2,4,6-Trichlorbenzoyl- o=
. 314 303+361+353
chlorid
305+351+338
Gefahr
+310
@ 210, 377, 381
Wasserstoff 220, 280
410+403
Gefahr
202, 273, 280
5
Zinn(IV)chlorid 314, 335, 336, 303+361+353
(2 M in Dichlormethan) 351, 412 304+340+310
Gefahr 305+351+338
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8.2 Verwendete KMR-Substanzen

In Tab. 2 sind die verwendeten KMR-Stoffe dargestellt.

Tab. 2: Liste der verwendeten KMR-Stoffe der Kategorien 1A und 1B.

CAS-Nummer Stoffname Verfahren und Kategorie
eingesetzte Menge
288-32-4 Imidazol Silylierungsreaktion, 50 g | 1B
68-12-2 N,N- Losungsmittel, 3 L 1B
Dimethylformamid
865-49-6 Deuterochloroform NMR-L6sungsmittel, 0.5L | 1B
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9 Anhang

9.1 Photolyse- und Hydrolyseexperimente an Molekilen erster
Generation

0 2 4 & 8

0 2 4 6 & 10 12 14 16 18 20
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Anhang 1: Links: Wasserfalldiagramm der Chromatogramme der Photolysereaktion bei 365 nm von
acetyliertem OB-NV-ADPR 36 zu Verbindung 74. Rechts: Wasserfalldiagramm der Chromatogramme
der Photolysereaktion bei 365 nm von acetyliertem OB-MeNV-ADPR 37 zu Verbindung 74.

I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Anhang 2: Enzymatische Hydrolysereaktion von OB-MeNV-Derivat 37 mit PLE und anschlieRender
Photolysereaktion (365 nm) des gebildeten Hydrolyseprodukts. Links: Wasserfalldiagramm der
Chromatogramme der Hydrolysereaktion von MeNV-ADPR 37 mit PLE zu den mdglichen Hydrolyse-

produkten 65 bzw. 69. Rechts: Wasserfalldiagramm der Chromatogramme der Photolysereaktion der
Hydrolyseprodukte 65 bzw. 69.
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Anhang 3: Links: Wasserfalldiagramm der HPLC-Analyse der chemischen Hydrolyse von ADPR-
Derivat 37 in PBS-Puffer bei 37 °C. Rechts: Wasserfalldiagramm der HPLC-Analyse der enzymatischen
Hydrolyse des OB-MeNV-Derivats 37.
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I
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, ; ‘L 5
£ ]
SN [ W Y AJ E00 f - - ;
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Anhang 4: Links: Wasserfalldiagramm der HPLC-Analyse der Photolyse von ADPR-Derivat 37 nach
enzymatischer Hydrolyse mit PLE. Rechts: Wasserfalldiagramm der HPLC-Analyse der Photolyse
(365 nm) nach CEM/0-Zellextrakthydrolyse der Verbindung 37.
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9.2 Photolyseexperimente an caged ADPR und caged dADPR

\ [
2
i i r &
il 5 fﬂJ
70 ‘57
20 g o
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K &0 o
Pheado o 2 W T Pra
N - =
: AT N 300 F
A= i 600 o s el ; 800
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 & 8 10 12 14 16 18 20
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Anhang 5: Links: Ergebnisse der Photolyse des MeNV-ADPRs 69 bei 365 nm. Rechts: Ergebnisse der
Photolyse des MeNV-ADPRs 69 bei 405 nm.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Anhang 6: Links: Ergebnisse der Photolyse des MeNV-ADPRs 71 bei 365 nm. Rechts: Ergebnisse der
Photolyse des MeNV-ADPRs 71 bei 405 nm.
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9.3 Photolyseexperimente an Pg-caged ADPR-Derivaten

"~

02468101214161820 02468101214161820

Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Anhang 7: Links: Ergebnisse der Photolysen von Pg-NPE-ADPR 122 bei 365 nm. Rechts: Ergebnisse
der Photolysen von Pg-NPE-ADPR 122 bei 405 nm.
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— U 00 A 00 A
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Anhang 8: Links: Ergebnisse der Photolysen von Pg-MeNV-ADPR 123 bei 365 nm. Rechts: Ergebnisse
der Photolysen von Pg-MeNV-ADPR 123 bei 405 nm.
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9.4 Photolyseexperimente an caged ADPR-Derivaten

e
I8 A
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Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]

Anhang 9: Links: Ergebnisse der Photolysen des 5-Methoxy-Heptylesters 179 bei 365 nm. Rechts:
Ergebnisse der Photolysen des 5-Methoxy-Heptylesters 179 bei 405 nm.
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Anhang 10: Links: Ergebnisse der Photolysen des 4-Methoxy-Heptylesters 180 bei 365 nm. Rechts:
Ergebnisse der Photolysen des 4-Methoxy-Heptylesters 180 bei 405 nm.
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Anhang 11: Links: Ergebnisse der Photolysen des 5-Methoxy-Heptanoylesters 181 bei 365 nm.
Rechts: Ergebnisse der Photolysen des 5-Methoxy-Heptanoylesters 181 bei 405 nm.
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