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Einleitung 1

1 EINEITUNG

Das HI-Virus, das die Immunschwichekrankheit AIDS auslost, wurde Mitte der achziger
Jahre des vergangenen Jahrhunderts von L. MONTAGNIER und R. C. GALLO isoliert und
charakterisiert."”** Es unterteilt sich in zwei Familien, HIV-1 (Vorkommen in Nordamerika,
Europa und Nordafrika) und HIV-2 (Vorkommen vor allem in Asien), die ihrerseits in
Subtypen gegliedert werden. Genetisch unterscheiden sich die beiden Familien um etwa 30 %
in ihrer Erbinformation.*

Nach Schitzungen der Weltgesundheitsorganisation WHO sowie UNAIDS sind derzeit
(Stand Dezember 2004) etwa 39 Millionen Menschen weltweit mit dem HI-Virus infiziert,
{iber 20 Millionen Menschen sind bereits verstorben.” Vor allem in Landern der Dritten Welt
hat die Ausbreitung von HIV bedrohliche Ausmalle angenommen. Durch die hohe Zahl an
Todesopfern sind bereits groe Liicken im sozialokonomischen Gefiige entstanden. Trotz
zweier Jahrzehnte intensiver Forschung konnten bisher weder Impfstoffe noch heilende
Medikamente gegen das HI-Virus entwickelt werden. Dies ist im Wesentlichen auf die hohe
Variabilitit des Virus zuriickzufiihren. Zusammengesetzt ist das HI-Virus aus einem
zweischichtigen Capsid sowie einer Lipiddoppelschichtmembran, die das RNA-Genom
umhiillen. Zusétzlich befinden sich im Kern noch mehrere Molekiile des Enzyms Reverse
Transkriptase (RT), die fiir die Replikation des Virus essentiell sind. Zur Erkennung der
Wirtszellen prisentiert HIV auf der Membranoberseite zwei Glycoproteine, gp41 und gp120.°

Wirtszellen fiir HIV sind CD4-positive Zellen, d.h. Zellen die den Oberfldchenrezeptor CD4
tragen. Hierzu gehoren u.a. T-Helferzellen, denen eine entscheidende Funktion im
Immunsystem zukommt. Sie senden nach Erkennung einer korperfremden Substanz den
Botenstoff Interleukin 2 (IL2) aus und aktivieren damit antikdrperproduzierende Zellen
(humorale Immunantwort) und T-Killerzellen (zellulire Immunantwort) zur Gegenabwehr.®’
Eine Infektion durch HIV fiihrt zur Lyse der T-Helferzelle. Daher ist das Immunsystem nicht
mehr in der Lage, den Organismus erfolgreich vor Eindringlingen zu schiitzen. Bei einer
Infektion binden die gpl120-Glycoproteine des HIV an die CD4-Rezeptoren auf der
Oberfliche einer T-Helferzelle und ermdoglichen somit die Verschmelzung beider
Membranen. Somit kann der Kern des Virus nun direkt in das Cytoplasma der Wirtszelle
entlassen werden. Nach der Infektion der Wirtszelle beginnt der Replikationszyklus des Virus

(Abbildung 1).
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1. Rezeptor-Bindung

7. Aufbau / Knospung "C'.--....‘-.j.

Abbildung 1: Der retrovirale Replikationscyclus

Zu Beginn der Replikation wird die virale einzelstringige RNA zunichst in ein RNA/DNA-
Hybrid und dann in doppelstrangige DNA umgeschrieben. Beide Prozesse werden durch die
Reverse Transkriptase katalysiert. Die neugebildete DNA wird anschlieBend im Zellkern in
das Genom der Wirtszelle integriert und dort transkribiert. Dabei entstehen neben der viralen
einzelstrangigen RNA auch mRNAs fiir einige Vorlduferproteine. Aus diesen werden die
entsprechenden Proteine mit Hilfe des Enzyms HIV-Protease freigesetzt. Virusproteine und
virale RNA bilden anschlieBend durch Ausknospung neue Viren, die weitere T-Helferzellen

infizieren koénnen.®

Die genaue Kenntnis des biochemischen Verlaufs der Virusreplikation erdffnet die
Moglichkeit, gezielt in den Mechanismus einzugreifen und somit die Ausbreitung des Virus
zu verhindern. Momentan werden sechs verschiedene Strategien zur Behandlung von HIV-

Infektionen verfolgt:

* Die Inhibierung des Glycoproteins gp 120 der Virushiille soll die Bindung von HIV an
den CD4-Rezeptor unterbinden.

*  Die Inhibierung der RT soll die Bildung von DNA aus der viralen RNA verhindern.

* FEine Hybridisierung der mRNA mit Antisense-Oligonucleotiden soll die Translation
unterbinden.

* Die Bildung von Triple-Helices kann die Transkription der DNA in virale mRNA
verhindern.

*  Protease-Inhibitoren sollen die Proteinsynthese hemmen.

* Eine weitere Moglichkeit stellt die Kombinationstherapie mit gleichzeitiger Applikation

von RT- und Protease-Inhibitoren dar.
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Von den genannten Moglichkeiten ist die Inhibition der Reversen Transkriptase von
besonderem Interesse, da dieser Vorgang fiir Retroviren spezifisch, fir die Wirtszelle
hingegen von keinerlei Bedeutung ist. Nucleosidische Reverse-Transkriptase Inhibitoren
(NRTIs) gehorten zu den ersten AIDS-Medikamenten. Derzeit werden die als kompetitive
Inhibitoren agierenden Nucleosidanaloga 3'-Azido-2',3'-didesoxythymidin (AZT; Zidovudin,
Retrovir®) 1, 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T; Stavudin, Zerit™)2, 2',3'-Di-
desoxycytidin (ddC; Zalcitabin, HiVid®) 3, 2',3'-Didesoxyinosin (ddI; Didanosin, Videx®) 4,
2'3'-Didesoxy-3"-thiacytidin (3TC; Lamivudin, Epivir®) 5a, 2'3'-Didesoxy-5-fluor-3'-
thiacytidin (FTC; Emtricitabin, Emtriva®) 5b sowie carba-2'3'-Didesoxy-2',3"-didehydro-6-
cyclopropylaminoguanosin (ABC, Abacavir, Ziagen®) 6 und Bis-(POC)-PMPA (Tenofovir
Disoproxil, Viread™) 7 klinisch gegen das HI-Virus eingesetzt (Abbildung 2).*

6
R=F: 5b
NH,
"POC" N N
— ¢ B
o) 0 NN
PSSO
-
o o o OPOC
7

Abbildung 2: In der HIV-Therapie eingesetzte Nucleosid- und Nucleotidanaloga

Allen RT-inhibierenden Nucleosidanaloga ist das Fehlen einer 3'-Hydroxygruppe gemein.
Nach dem Einbau in den DNA-Strang bei der reversen Transkription konnen diese Molekiile
keine weitere Phosphodiesterbriicke zu einem folgenden Nucleotid ausbilden und es kommt
unweigerlich zum Kettenabbruch. Die genetische Information des Virus bleibt somit

unvollstandig.”
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2 KENNTNISSTAND

2.1 Die reverse Transkription

Zur Weitergabe der genetischen RNA-Information eines Retrovirus wird eine DNA-Kopie
des Genoms erstellt. Diese Ubersetzung katalysiert die Reverse Transkriptase. Dieses Enzym
benoétigt einzelstrangige RNA als Matrize. An dieser Vorlage synthetisiert sie, ausgehend von
einer kurzen Startsequenz (Primer), den komplementiren DNA-Strang und es entsteht ein
RNA/DNA-Hybrid. Substrate der Reversen Transkriptase sind die vier Desoxyribonucleosid-
triphosphate dATP, dGTP, dCTP und dTTP. Bei jedem Schritt wird zundchst durch
spezifische Basenpaarung das zur jeweiligen Base des Matrizenstranges komplementére
Nucleotid gebunden (Abbildung 3). Dann greift die 3'-Hydroxygruppe des zuletzt eingebauten
Bausteins nucleophil den o-Phosphatrest des néchsten Triphosphats an. Dadurch kommt es
unter Austritt von Pyrophosphat zur Knilipfung einer neuen Phosphodiesterbriicke. Nach
Verschiebung des Enzyms zur nichsten Base auf der Matrizen-RNA wiederholen sich die
Schritte. Die Reverse Transkriptase arbeitet somit nach dem gleichen Prinzip wie die DNA-

Polymerasen (5'—3'-Polymerase).’

3 5' 3 5
RNA-Matrize RNA-Matrize
dGTP PP
u G A C \\ u G A C
A C T > A c T G
| Reverse | |
DNA-Strang Transkriptase DNA-Strang
5 3 5 3

Abbildung 3: Bildung eines RNA/DNA-Hybrids durch Reverse Transkriptase

Die Reverse Transkriptase verfligt iiber keine Korrekturlesefunktion, d. h. falsch gepaarte
Nucleotide konnen nach dem Einbau in den wachsenden DNA-Strang nicht wieder
herausgeschnitten werden. '’

Die in der Chemotherapie von HIV verwendeten Nucleosidanaloga (Abbildung 2, S.3)
werden nach Aktivierung zu den entsprechenden Triphosphaten von der Reversen
Transkriptase ebenfalls nicht als Fremdkorper erkannt. Nach dem Einbau in den neuen DNA-
Strang gibt es flir das Enzym somit keine Moglichkeit das falsche Nucleotid

herauszuschneiden und es kommt unweigerlich zum Abbruch der DNA-Synthese.''



Kenntnisstand 5

2.2 Aktivierung der Nucleotide

Nucleotide gehdren zu den sehr komplexen Metaboliten im Organismus. Thre Biosynthese ist
langwierig und mit einem hohen Energieaufwand verbunden. Neben der de novo Synthese
von Nucleotiden hat der Organismus daher einen Syntheseweg unter Wiederverwertung von
DNA-Abbauprodukten herausgebildet, den sog. salvage pathway. Vor allem die Purinbasen
Adenin und Guanin werden im tierischen Organismus bis zu etwa 90 % durch die
Verkniipfung mit Phosphoribosyldiphosphat (PRPP) wieder zu Nucleosidmonophosphaten

aufgebaut. Der Anteil der wiederverwerteten Pyrimidinbasen ist sehr viel geringer.’

Die aktiven Formen der Nucleotide bei Biosynthesen und Energieumwandlungen sind die Di-
und Triphosphate. Nucleosidmonophosphate werden durch spezifische Nucleosidmono-
phosphatkinasen (NMP-Kinasen) zu Diphosphaten phosphoryliert, die ATP als
Phosphorylgruppendonor ~ verwenden.  (Abbildung  4).° Nucleosiddiphosphate und
-triphosphate konnen mit Hilfe der Nucleosiddiphosphatkinase (NDP-Kinase) ineinander
umgewandelt werden. Dieses Enzym hat im Gegensatz zu den Nucleosid-
monophosphatkinasen nur eine geringe Basenspezifitit, zeigt jedoch eine starke Affinitit zum
Glycon des Nucleotids.'”> Mechanistische Untersuchungen zum Phosphorylgruppentransfer
konnten hier zeigen, dass die 3'-Hydroxygruppe des Desoxyriboseringes durch Stabilisierung

der B-Phosphateinheit iiber eine Wasserstoftbriickenbindung direkt an der katalytischen

Reaktion beteiligt ist.'>'*
ATP  ADP fe) ATP ADP o)
7 Base \ { ®_ ] Base o Base
ATP ADP ATP ADP OH
Nucleosid Nucleosid Kinase Nucleosidmono- NMP-Kinase Nucleosiddi-
phosphat phosphat
Base = Purin- oder Pyrimidinnucleobase ATP ATP
NDP- || Kinase
ADP ADP

01 o. Base

OH

Nucleosidtri-
phosphat

Abbildung 4: Enzymatische Phosphorylierungskaskade vom Nucleosid zum Nucleosidtriphosphat
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2.3 Pro-Nucleotid Konzepte

Wie die natiirlichen DNA-Bausteine miissen auch die in der HIV-Therapie verwendeten
Nucleosidanaloga intrazelluldr in die aktiven Triphosphate umgewandelt werden. Als
Ausgangsverbindungen eignen sich nur die Nucleoside, da die Diffusion durch die unpolare
Zellmembran keine Ladung des Molekiils erlaubt.'>'® Die Aktivierung dieser Wirkstoffe lauft
tiber das gleiche enzymatische System, das auch die natiirlichen Bausteine als Substrate

17,18
verwendet.!”

Hieraus ergibt sich die Herausforderung, dass die Therapeutika zum einen gute
Substrate flir die Reverse Transkriptase, zum anderen aber auch gute Substrate fiir die
aktivierenden Kinasen sein miissen. Diese Voraussetzungen sind jedoch bei vielen antiviral
wirksamen Nucleosidanaloga nicht gegeben, so dass deren Wirkpotential nicht voll

ausgeschopft werden kann.

Im Falle des d4Ts 2 befindet sich auf Grund der hohen Substratspezifitidt der Thymidinkinase
eine Limitierung am Anfang der Phosphorylierungskaskade.'”'**" Somit liegt der Versuch
nahe, der Zelle das Nucleosidmonophosphat direkt zur Verfligung zu stellen. Monophosphate
konnen infolge ihrer Ladung die Zellmembran jedoch nicht durchdringen. Dariiber hinaus
werden derartige Verbindungen im Blut aufgrund von Nucleotidasen und nichtspezifischen
Phosphatasen schnell abgebaut, wodurch ihre Verfligbarkeit fiir den Organismus stark
eingeschrinkt wird. *' J. MONTGOMERY machte daher schon 1961 den Vorschlag, einen
lipophilen Phosphatester des Nucleotids darzustellen,” welcher die Zellmembran penetrieren
und intrazelluldr zum Nucleotid selbst gespalten werden kann. Abbildung 5 zeigt beispielhaft
die selektive Freisetzung von d4TMP 8 aus einem Nucleotid-Vorldufer (Pro-Nucleotid) und

damit die Umgehung des limitierenden Schrittes der Bioaktivierung (TK-Bypass).

-d4TMP

Zellmembran

K -
o aatDP — 2K o gatTP

Abbildung 5: Schematisch Darstellung des TK-Bypasses

Des Weiteren erfordert die effiziente intrazelluldre Freisetzung des Nucleotids einen

selektiven Freisetzungsmechanismus unter Abspaltung einer nicht toxischen Maske. In der
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Folge wurden eine Reihe von Pro-Nucleotid-Systemen entwickelt.'®**** Erste Versuche mit
Dialkylphosphatestern waren jedoch erfolglos, da nach der ersten Hydrolyse der neutralen
Phosphattriester die resultierenden geladenen Phosphatdiester héufig extrem persistent
gegeniiber einer weiteren chemischen Hydrolyse sowie einer enzymatischen Spaltung waren.

Das Nucleotid konnte somit nicht freigesetzt werden.

Neuere sog. dreiteilige Prodrug-Systeme ** enthalten hingegen ein zusitzliches Briickenglied
(Linker), das die Maske mit dem Wirkstoff verbindet (Abbildung 6). Auch in diesem Fall
liegt der Wirkstoff in seiner inaktiven Form vor. Die Freisetzung erfolgt hier in zwei
voneinander abhdngigen Schritten. Im ersten Schritt erfolgt die Abspaltung der Maske durch
eine chemisch oder enzymatisch induzierte Reaktion. Durch diese Reaktion wird der Linker

aktiviert und spaltet sich spontan vom eigentlichen Wirkstoff ab.

Aktivierung
@@ Wirkstoff + @ Wirkstoff

inaktiv inaktiv

spontan

+

aktiv

Abbildung 6: Drei-Komponenten-Prodrug-Systeme

Als Beispiele fiir enzymatisch gesteuerte Pro-Nucleotid-Systeme seien genannt:

« Bis-(POM)-Nucleotide [Bis-(Pivaloyloxymethyl)-] 267

« Bis-(POC)-Nucleotide [Bis-(iso-Propyloxyearbonyloxymethyl)-] **~*
« Bis-(DTE)-Nucleotide [Bis-(Dithioethyl)-] *"**

« Bis-(SATE)-Nucleotide [Bis-(S-Acyl-2-thioethyl)-] ****

« Bis-(SGTE)-Nucleotide [Bis-(S-(B-Glucopyranosidyl)-2-thioethyl)-] *°
« Bis-(AB)-Nucleotide [Bis-(4-Acyloxybenzyl)-] **~

» APA-Nucleotide [Arylphosphoramidat-] 38,3940

« Phosphoramidatnucleosidmonoester *'***

« Phosphoramidatnucleosiddiester *****

« HepDirect-Pronucleotid System *°
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All diese enzymatisch gesteuerten Systeme setzen intrazellulir die Monophosphate der in
diesem Fall verwendeten Nucleoside bzw. deren Analoga frei. Die Mehrzahl der genannten
Konzepte wird dabei durch eine Carboxyesterase aktiviert, die an der Maske eine
Esterbindung spaltet. Die gebildete Hydroxygruppe ihrerseits aktiviert den Linker, wodurch
dessen spontane Abspaltung eingeleitet wird. Die am Phosphat auftretende negative Ladung
im intermedidren Phosphatdiester kann hier die Spaltung der zweiten Phosphatesterbindung
nicht mehr behindern, da die enzymatische Reaktion in geniigend groBer Distanz zu ihr

stattfindet.

2.4 Das cycloSal-Konzept

Um die bei den im vorigen Kapitel genannten Pro-Nucleotid-Systemen notwendige
enzymatische Aktivierung zu umgehen, wurde 1996 von C. MEIER ein neuartiges Pro-
Nucleotid-System entworfen und synthetisiert: die cycloSaligenyl-Nucleosidmonophosphate

(cycloSal-NMPs),* deren allgemeine Struktur in Abbildung 7 dargestellt ist.

0
X_| _ I//O
2~ 0" “ONucleosid

X= -H, -CH3, -OCH3, -NOz,
-Cl, -t-Bu, i-Bu, Ph

Abbildung 7: Aligemeine Struktur der cycloSaligenyl-Nucleotide

Der hochselektive Freisetzungsmechanismus beruht auf einer vom pH-Wert abhidngigen
chemischen Reaktion, der ein selektiver Kaskadenmechanismus zugrunde liegt.*” Dabei ist
die Kombination zweier Hydrolyseschritte von entscheidender Bedeutung, da die
chemische ** und hiufig auch die enzymatische ** Hydrolyse der intermediér gebildeten
Phosphatdiester grofe Schwierigkeiten bereitet. Durch die Einfiihrung der unterschiedlich
stabilen Phenyl-,”® Benzyl->' und Alkyl-Phosphatester in der cycloSal-Grundstruktur gelingt
es jedoch, chemisch zwischen den einzelnen Phosphatesterbindungen zu unterscheiden und so
eine kontrollierte Hydrolyse des Pro-Nucleotid-Systems zu ermdglichen. Es konnte dagegen
gezeigt werden, dass Bis-Phenyl-" und Bis-Benzylphosphattriester °' lediglich zu den
Phenyl- bzw. Benzylphosphatdiestern hydrolysieren. Der Grund hierfiir liegt in der negativen

Ladung am Phosphoratom, die einen weiteren nucleophilen Angriff unterbindet. Beide



Kenntnisstand 9

Hydrolysen zeigen eine Abhédngigkeit vom Substitutionsmuster am aromatischen Ring:
wihrend elektronenziehende Gruppen Bis-Phenylphosphattriester labilisieren,”® nimmt die
Stabilitit von Bis-Benzylphosphattriestern mit steigender Donorstirke der Substituenten ab.”!
Die Mechanismen der Hydrolyse unterscheiden sich grundlegend. Im Fall der Bis-
Phenylphosphattriester erfolgt ein nucleophiler Angriff auf das Phosphoratom, gefolgt von
der Spaltung der P-Oppeny-Bindung. Die Hydrolyse der elektronenreichen Bis-
Benzylphosphattriester wird dagegen von einem spontanen Cgenzyi-O-Bindungsbruch
eingeleitet. Das resultierende Benzylkation wird von Wasser zum Benzylalkohol abgefangen.
Durch  Kombination  beider = Hydrolysemechanismen  wird der  hochselektive

Freisetzungsmechanismus der cycloSal-NMPs erklért (Abbildung 8).

N o Aktivierung C
Al Hzo _P
P /I-l’//o . S O~/ “~ONucleosid
“ X o)
O” "ONucleosid pH>7 L )
11 OH
. 12
. Aktivierung
. ;glo<7 spontan
|
OH
=
S | ('5 xS oH o(IF?’
o~ Tt = o ~7 “ONucleosid
O@ONucIeosm = OH @) 00
12a 13

Abbildung 8: Hydrolyseweg von cycloSal-Phosphattriestern 11

Die Freisetzung des Nucleotids aus dem Phosphattriester 11 wird durch eine hydrolytische
Spaltung der phenylischen Phosphatesterbindung eingeleitet. Diese Bindung ist besonders
labil, da nach ihrer Spaltung die negative Ladung im 2-Hydroxybenzylphosphatdiester 12
mesomeriestabilisiert wird. Der alternative Bruch der Benzylesterbindung in 11 zum 2-
Hydroxymethylphenylphosphatdiester 12a ist unwahrscheinlich, da der Phosphatester als
schwacher Elektronenakzeptor in ortho-Position zum Benzylester diese Bindung nicht
labilisiert. Der schwache Elektronenakzeptor Phosphat in 11 wird jedoch zu dem starken
Donor Phenolat in 12. Diese Umpolung aktiviert den Rest der Maske und fiihrt zu einem
spontanen Bruch der Cgenzyi-O-Bindung, der das Nucleotid sowie, nach Reaktion mit Wasser,
den Salicylalkohol 13 liefert. Der genaue Hydrolysemechanismus konnte mit Hilfe von NMR-
Spektroskopie (‘H-, °C-,*'P-NMR) ** und Massenspektrometrie aufgekldrt werden. Das
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cycloSal-Pro-Nucleotid-Konzept wurde erfolgreich auf das anti-HIV aktive Nucleosid d4T 2

1933 Einige Verbindungen zeigten in Wildtyp-Zelllinien sogar

fiir den TK-Bypass angewandt.
eine hohere Aktivitit als d4T 2 selbst. Ein iiberzeugender Befund ist die Beibehaltung der
biologischen Aktivitdt der meisten cycloSal-d4TMPs in thymidinkinasedefizienten (TK")
CEM-Zellen. Diese Aktivitét 14Bt auf die intrazelluldre Freisetzung von d4TMP 8 schlie3en.
Mit Hilfe von tritiummarkierten cycl/oSal-Nucleotiden wurde die Freisetzung des Nucleosid-

205% Ferner wurde mit dem cycloSal-Konzept erfolgreich der

monophosphates bewiesen .
Adenosin-Desaminase (ADA)-Bypass fiir die Nucleosidanaloga ddA,” d4A *° und 2'-F-ara-
ddA*" realisiert. Mit Hilfe des cycloSal-Konzeptes konnte sogar das inaktive

Nucleosidanalogon 2'-F-ribo-ddA in eine anti-HIV aktive Verbindung iiberfiihrt werden.”®

2.5 AZT 1 als anti-HIV-Wirkstoff

Die Gabe von AZT 1 an HIV positive Patienten iiber einen ldngeren Zeitraum fiihrt zu einer
eingeschriankten Aktivitdit der Thymidinkinase und damit zur Resistenz gegeniiber dem
Wirkstoff.” Daher lag es nahe, Pro-Nucleotid-Konzepte auf AZT 1 anzuwenden. Neben
anderen konnte dies fiir das cycloSal-Konzept verwirklicht werden.”! Dabei wurde eine
selektive Freisetzung von AZTMP 15 aus den Pro-Nucleotiden nach dem im vorigen Kapitel
2.4 (S. 8) beschriebenen Mechanismus beobachtet. Die antivirale Aktivitdt der cycloSal-
Phosphattriester entsprach der von AZT 1. Es wurde dariiber hinaus ein Verlust der
antiviralen Aktivitdt in Thymidinkinase-defizienten CEM-Lymphozytenzellen beobachtet,
obwohl AZTMP 15 intrazellulér freigesetzt wurde. Ein Grund fiir das Versagen wurde in dem

speziellen Metabolismus von AZT 1 gefunden (Abbildung 9).>*

cycloSal-AZTMP 14

selektive
Freisetzung

TK TmpK NDP-K
AZT =/ AZTMP —-----"--- > AZTDP = AZTTP
1 5'-Nucleotidase 15 16 17

Abbildung 9: Metabolismus von AZT und cycloSal-AZTMP in CEM/0-Zellen

AZT 1 ist ein gutes Substrat fiir die zellulare Thymidinkinase und wird von dieser schnell in

das Monophosphat 15 {iberfiihrt. Dieses ist jedoch ein schlechtes Substrat fiir die
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nachfolgende Thymidylatkinase (TmpK).°*®' Daraus resultiert eine langsame Bildung des
Diphosphates 16 sowie eine intrazelluldre Akkumulation von AZTMP 15. AZTDP 16 wird
von Nucleosiddiphosphatkinasen rasch in den aktiven Metaboliten AZTTP 17 {iberfiihrt, der
jedoch intrazelluldr nur in geringen Dosen vorhanden ist.”” Die Akkumulation von
AZTMP 15 legt den Schluss nahe, dass der Anabolismus von AZT 1 zu AZTMP 15 durch
cytosolische TK deutlich schneller verlduft als der Katabolismus von AZTMP 15 zu AZT 1

durch 5'-Nucleotidasen.>*

Der Versuch, die schlechte Aktivierung von AZT 1 durch Verabreichung héherer Dosen
auszugleichen, fiihrte ebenfalls nicht zu einer hoheren intrazelluldren AZTTP-Konzentration.
Kinetische Daten, die aus Untersuchungen mit S. cerevisiea-Thymidylatkinase (Hefe-
Thymidylatkinase) gewonnen wurden, belegen, dass AZTMP 15 durch Bindung auf der
Phosphoryldonorseite des Enzyms dessen Kinaseaktivitit inhibiert.”> Dadurch wird ebenfalls
die dTTP-Synthese, die fiir den DNA-Aufbau entscheidend ist, eingeschrankt. Dies konnte
neben der Reduktion von AZT 1 in das cytotoxische 3'-Aminothymidin * ein méglicher
Grund fiir die Toxizitdt von AZT 1 und die damit verbundenen ernsthaften Nebenwirkungen,
wie eine Storung der Reifung von Blutstammzellen, besonders im spiten Stadium der

Krankheit, sein.%

Die Limitierung im Metabolismus zeigt auch, warum die antivirale Aktivitdt durch cycloSal-
AZTMP-Derivate 14 nicht verbessert werden konnte. Zwar setzen diese selektiv intrazelluldr
AZTMP 15 frei, jedoch wird der limitierende Schritt im Metabolismus nicht umgangen. Nach
der Freisetzung vom AZTMP 15 in TK™ Zellen, wird dieses durch die TmpK nur sehr
langsam in AZTDP 16 phosphoryliert. Jedoch ist AZTMP 15 ein gutes Substrat fiir eine
5'-Nucleotidase, die es zu AZT 1 dephosphoryliert.”* AZT 1 kann nun auf Grund der nicht
vorhandenen Thymidinkinase nicht wieder rephosphoryliert werden und somit auch keine

antivirale Aktivitét entfalten (Abbildung 10).

cycloSal-AZTMP 14

selektive
Freisetzung

TmpK NDP-K
AZT AZTMP  ---------- > AZTDP = AZTTP
4 9-Nucleotidase 15 16 17

Abbildung 10: Metabolismus von AZT und cycloSal-AZTMP in CEM/TK™-Zellen



Kenntnisstand 12

In dieser Hinsicht ist AZT 1 moglicherweise nicht das einzige Nucleosidanalogon, dessen
metabolische Aktivierung auf der Stufe der Thymidylatkinase gehemmt ist. Die Mehrzahl von
Nucleosidanaloga wurde bislang noch nicht eingehend hinsichtlich ihres exakten

Metabolismus untersucht.

2.6 Die Thymidylatkinase

Fiir den intrazelluldiren Anabolismus von Nucleosidanaloga kommt dem Verstindnis der
Thymidylatkinasereaktion eine besondere Bedeutung zu. Nachfolgend sollen einige kinetische
und strukturelle Eigenschaften der Thymidylatkinase erldautert werden. Die Thymidylatkinase
(TmpK) katalysiert die Phosphorylierung von 2'-Desoxythymidinmonophosphat (dTMP) zu
2'-Desoxythymidindiphosphat (dTDP) mit Magnesium-Adenosintriphosphat (MgATP) als
bevorzugtem Phosphoryldonor (Abbildung 11).%

TmpK
MgATP + dTMP =———=  MgADP + dTDP

Abbildung 11: TmpK katalysiert den reversiblen Phosphorylgruppentransfer zwischen MgATP und
dTMP

Fiir die Adenylatkinase (Myokinase, AmpK) wurde ein Substratmechanismus abgeleitet °"%%,

der als random bi-bi Mechanismus bezeichnet wird (Abbildung 12). Das Enzym muss zwei
Bindungsstellen besitzen, weil zwei Substrate gleichzeitig gebunden sind. Die Bindung und
Freisetzung der Substrate bzw. Produkte unterliegt keiner bestimmten Reihenfolge. Sind
beide Substrate gebunden, so wird die Phosphorylgruppe direkt zwischen den Nucleotiden
tibertragen. Ein Phosphorenzymintermediat tritt auf Grund der beobachteten stereo-

chemischen Inversion (WALDEN’SCHE Umkehr) nicht auf.”’



Kenntnisstand 13

I+

+ ADP [E --- ADP] NDP

X
[E --- NDP] /

* ADP

/

[ADP - E --- NDP]

Abbildung 12: Schematische Darstellung des random bi-bi-Mechanismus fir ein Enzym E: ATP bzw.
ADP und das NMP bzw. NDP binden in beliebiger Reihenfolge an die entsprechenden

Bindungsstellen und werden auch in beliebiger Reihenfolge wieder freigesetzt.

Der Thymidylatkinasereaktion kommt in der menschlichen Zelle eine besondere Bedeutung
zu. Dieses Enzym ist an der Verbindungsstelle der beiden Synthesewege fiir
2'-Desoxythymidintriphosphat lokalisiert. Die Ausgangspunkte fiir diese Synthesewege sind
2'-Desoxyuridinmonophosphat (de novo) oder 2'-Desoxythymidin (salvage). Das erste
gemeinsame Intermediat ist dTMP. TmpK ist somit essentiell fiir die DNA-Synthese.”’ Die
Tertidrstruktur der Thymidylatkinase besteht aus fiinf parallelen -Faltbléttern, die eine Art
Hoéhle bilden, die wiederum von a-Helices umgeben ist. Das Nucleotid wird in einer Tasche
gebunden, so dass die Nucleobase vollstindig von Aminosduren des Enzyms umgeben ist.
Die Bindungsstelle des Phosphoryldonors liegt in einer Schleife der B-Faltblattregion, die
auch als P-Loop bezeichnet wird. Sie besteht aus einer Aminosduresequenz, die hiufig in
ATP- und GTP-bindenden Proteinen anzutreffen ist.”' Die Bindung der Substrate fithrt zu
Konformationsinderungen der Thymidylatkinase,” bei denen sich die Aminosduren aus der
»L1d“-Region wie ein Deckel iiber das Triphosphat legen. Hierbei werden katalytisch
wirksame Reste in das aktive Zentrum geschoben und der Phosphoryltransfer ermdglicht.”
Durch diesen, als induced fit bezeichneten, Mechanismus wird zugleich die Hydrolyse des
Phosphoryldonors verhindert.”* Sind keine Substrate gebunden, so ist das Enzym inaktiv und
man spricht von der offenen Konformation. Durch Bindung der Substrate wird das Enzym
aktiv und geht in die geschlossene Konformation {iber, aus der heraus der Phosphoryltransfer

erfolgt.”
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Die Bindungseigenschaften eines Substrats an ein Enzym lassen sich durch die Bestimmung
der MICHAELIS-Konstante Ky in steady-state Enzymkinetiken ermitteln. Sie ist als diejenige
Substratkonzentration definiert, bei der genau die Hélfte der Bindungsstellen des Enzyms mit
Substrat besetzt sind. Ein hoher Wert fiir Ky; bedeutet daher, dass die untersuchte Verbindung
kein gutes Substrat fiir das Enzym ist. Ein niedriger Wert hingegen weist auf gute
Bindungseigenschaften hin.® Die Ky-Werte fiir AZTMP 15 und dTMP im terniren Komplex
mit S. cerevisiae-TmpK sind nahezu gleich (6 uM und 9 uM). Die schlechte Aktivierung von
AZTMP 15 ist somit nicht mit schlechten Bindungseigenschaften des Analogons an das
Enzym zu erkléren. Sie ist vielmehr mit einer Stérung des katalytischen Mechanismus bei der

Phosphorylgruppeniibertragung von ATP auf AZTMP 15 in Einklang zu bringen.®

Die kristallographische Analyse eines Komplexes aus humaner Thymidylatkinase,
AZTMP 15 sowie einem nicht hydrolysierbaren ATP-Analogon lieferte die strukturelle
Erkldrung fiir die gefundenen kinetischen Befunde.”® In diesem Komplex ist die P-Loop-

Region aufgrund einer starken Wechselwirkung zwischen dem Aspartat-14 der P-Loop und

der 3'-Azidgruppe um 50 pm gegeniiber ihrer Position im Komplex mit dTMP verschoben

541
NS,

(Abbildung 13).

Abbildung 13: Aktives Zentrum der TmpK mit AZTMP bzw. dTMP als Substrat

Diese Verschiebung erschwert den strukturellen Ubergang von der offenen in die
geschlossene Konformation, wodurch der Ubergangszustand der Phosphorylgruppen-

iibertragung nicht ausreichend stabilisiert wird. Der hiermit verbundene Anstieg der
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Aktivierungsenergie ist verantwortlich fiir die Verringerung der Ubertragungsrate.”’ Als
Losungsansitze bieten sich hier zwei Strategien an. Zunidchst ist es moglich, die
Thymidylatkinase so zu modifizieren, dass das Enzym AZTMP 15 besser als Substrat
akzeptiert. Es konnten bereits Mutantenproteine dargestellt werden, die AZTMP 15 schneller
phosphorylieren als das natiirliche Substrat dTMP.”®

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Synthese von AZT-Analoga sowie der
korrespondierenden Monophosphate, um deren Substrateigenschaften gegeniiber der humanen
Thymidylatkinase zu untersuchen. Hieraus konnten Riickschliisse auf strukturelle
Anforderungen eines Nucleotids zur effizienten Phosphorylierung durch TmpK abgeleitet

werden.

Hierzu wurden von H.C.MULLER bereits einige 3'-modifizierte Nucleotidanaloga
synthetisiert, die sich direkt von der Stammverbindung Thymidylat ableiten.””® Die
Substituenten in der 3'-Position wurden dabei nach einer strukturellen sowie elektronischen

Verwandtschaft zur Azidgruppe in AZTMP 15 ausgewihlt (Abbildung 14).

o}
I NH
Po \fi&
OO0 o N 70 R=-N3 15
R=-SCN 18
R = -CH,CH=CH, 19

R R =-CH,C=CH 20

Abbildung 14: Derivate des Thymidylats als potentielle Substrate fir die TmpK

Es wurden das Thiocyanat, die Allylgruppe sowie die Propargylgruppe erfolgreich an der
3'-Position eingefiihrt und die entsprechenden Monophosphate auf ihre Substrateigenschaft
gegeniiber humaner Thymidylatkinase vom Wildtyp (hsTmpKy:) getestet. Die
enzymkinetischen Untersuchnungen wurden von Prof. Dr. R. S. GOODY und Dr. J. REINSTEIN
am MAX-PLANCK-Institut fiir Molekulare Physiologie in Dortmund durchgefiihrt. Die

Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 1 zusammengefasst .
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Tabelle 1: Substrateigenschaften einiger Nucleosidmonophosphate gegentber TmpK (1)

Nucleosidmonophosphat Keat [s7] Ku [EM]  Kea/Kn [M7's7107)
dTMP 0.73 + 0.05 6+1 122 +£22
d4TMP 8 0.0757 + 0.0003 13+1 58+04
AZTMP 15 0.0122+0.0002 12+3 1.0£0.2
3'-Thiocyanato-dTMP 18 <0.02 n.d’ n.d.’
3"-Allyl-dTMP 19 <0.02 n.d’ n.d.’
3'-Propargyl-dTMP 20 <0.02 n.d’ n.d.”

" n. d.: nicht detektierbar

Die Ergebnisse zeigen, dass fiir die dargestellten modifizierten Nucleotide 18, 19 und 20
iberraschenderweise nahezu keine Phosphorylierung beobachtet werden kann. Dieser Befund
wurde mit der zwitterionischen Struktur der Azidgruppe begriindet, die die auftretenden

sterischen Repulsionen mit dem Aspartat-14 mdglicherweise teilweise kompensiert.

In einem zweiten Ansatz wurde der Versuch unternommen, die strukturelle Verzerrung des
Enzyms durch Verwendung eines konformativ nicht fixierten Nucleotids zu minimieren.
Hierzu wurden die thyminhaltigen Derivate der anti-Herpes Wirkstoffe Ganciclovir und
Penciclovir synthetisiert (Abbildung 15). Die acyclische Struktur des Kohlenhydrat-
mimetikums gestattet freie Drehbarkeit an allen Bindungen und somit ein Hochstmal3 an
Flexibilitdt. Aus computergestiitzten Rechnungen konnten fiir diese Nucleotide gute

Substrateigenschaften gegentiber Thymidylatkinase abgeleitet werden.

OH R R=-OH 22
R=-N; 23

Abbildung 15: acyclische Nucleotide als potentielle Substrate fiir die TmpK

Eine Zusammenfassung der enzymkinetischen Parameter der acyclischen Nucleotide 21 — 23

zeigt Tabelle 2.



Kenntnisstand 17

Tabelle 2: Substrateigenschaften einiger Nucleosidmonophosphate gegentber TmpK (II)

Nucleosidmonophosphat Keat [s7] Kv [BEM]  Kea K [M7's7107)
dTMP 0.73 £0.05 6+1 122 +22
d4TMP 8 0.0757 + 0.0003 13+1 58+04
AZTMP 15  0.0122+0.0002 12+3 1.0+0.2
T-GCVMP 21 ~0.008 ~ 1300 ~0.006
T-PCVMP 22 ~0.0014 ~20 ~0.07
N3-T-PCVMP 23 n.d.’ nd.’ n.d.’

" n. d.: nicht detektierbar

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass mit abnehmender struktureller Ahnlichkeit der
Nucleotidanaloga zum natiirlichen Substrat auch die Phosphorylierungsrate sinkt. Entgegen
den Erwartungen wurden diese acyclischen Monophosphate jedoch ebenfalls nur
unzureichend phosphoryliert. Eine Ursache fiir den verminderten enzymatischen Umsatz
konnte in diesem Zusammenhang der Verlust an Entropie bei der Bindung der Substrate im

aktiven Zentrum des Enzyms sein.

Diese erniichternden Ergebnisse fiihrten zu der Uberlegung, ein Kohlenhydratmimetikum mit
einer Flexibilitdt zwischen der des natiirlichen Glykons und der einer acyclischen Struktur zu
synthetisieren. Hierzu eignen sich carbocyclische Strukturen, in denen der Ringsauerstoff
durch eine Methylengruppe ersetzt ist. Carbocyclische Nucleoside, d. h. die Kombination aus
einem carbocyclischen Kohlenhydratrest und einer Nucleobase, kommen natiirlich in einigen
Mikroorganismen vor und zeichnen sich durch z. T. erstaunliche antivirale Eigenschaften

aus.81,82

2.7 Carbocyclische Nucleoside

Nucleoside unterliegen nicht nur der anabolen Verstoffwechselung zu den aktiven
Triphosphaten, sondern sie sind auch Substrate fiir bestimmte katabol wirksame Enzyme.
Diese als Phosphorylasen bezeichneten Proteine spalten die N-glycosidische Bindung
zwischen Kohlenhydrat und Nucleobase und setzen somit die Wirksamkeit der verabreichten
antiviralen Wirkstoffe herab.® Um diese Limitierung zu umgehen, wurden viele Derivate der

Nucleoside mit Modifikationen am Glycon und der Nucleobase dargestellt. Als besonders



Kenntnisstand 18

wirksam hat sich dabei der Austausch des Ringsauerstoffs durch eine Methylengruppe
herausgestellt. Dies hat jedoch nicht nur Auswirkungen auf die enzymatische und
hydrolytische Stabilitdt sondern auch weitreichenden Einflu3 auf Struktur und Reaktivitit der

carbocyclischen Nucleoside.

Auf Grund des anomeren Effektes und der gauche-Wechselwirkungen zwischen Ring-
sauerstoff und der 3'-Hydroxygruppe bevorzugen die natiirlichen Nucleoside zwei Twist-
Konformationen (Abbildung 16). In der sogenannten northern-Konformation liegt C-3'
oberhalb einer Ebene durch C-4—O—C-1' und C-2' darunter (°T,), in der southern-
Konformation liegen die Verhiltnisse gerade umgekehrt (;T°). Die Energiedifferenz zwischen
beiden Konformationen liegt in der GrdéBenordnung von 15 kJ/mol, so dass sich bei

Raumtemperatur ein Gleichgewicht einstellt.**

o
HOH2C HO 3 Base C|:H20H Base
o) , —— . o)
4 1 4 3 1'

2

OH
northern-Konformation southern-Konformation

Abbildung 16: Mdgliche Konformationen in Pentofuranosyl-Nucleosiden

Carbocyclische Nucleoside hingegen sind formal gesehen Derivate des Cyclopentans. Zur
Minimierung seiner Ringspannung nimmt Cyclopentan die typische ,,Briefumschlag®-
Konformation ein, in der ein Kohlenstoffatom etwas weiter aus der Ringebene herausragt.®
Diese Faltung ist nicht konformativ fixiert sondern fluktuiert. So kann in einem sich rasch
einstellenden Gleichgewicht die Briefumschlagspitze an jedem der fiinf Kohlenstoff-
positionen liegen (Abbildung 17). Diese Schwingungsbewegung tiuscht eine Rotation des
Ringes um seine eigene Achse vor und wird daher auch als Pseudorotation bezeichnet.®
Zusitzlich kann der Ring zehn Twist-Konformationen mit C,-Symmetrie einnehmen. Die

Energiebarriere zwischen den einzelnen Konformationen betrigt nur etwa 0.4 kJ/mol.
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Zu Konformationsanalysen an fiinfgliedrigen Ringen wurden von D. CREMER und J. A. POPLE
genaue Parameter zur Beschreibung der Strukturen eingefiihrt ®. Der Pseudorotationswinkel
P (0° - 360°) gibt dabei an, welches Kohlenstoffatom aus der Ringebene herausragt, die
Verdrillung des Ringes wird durch den Torsionswinkel v, ausgedriickt. Mit Hilfe dieser
Parameter lasst sich jede Konformation eines fiinfgliedrigen Ringes als Punkt in einem

zweidimensionalen Koordinatensystem darstellen.

3
South

Abbildung 17: Pseudorotationscyclus flnfgliedriger Ringsysteme

In substituierten Cyclopentanen ist die reine Pseudorotation aufgehoben. Die jeweiligen
Vorzugskonformationen werden hier stark durch sterische Wechselwirkungen der
gebundenen Substituenten untereinander sowie mit dem Ring beinflusst.®® So ist die
energetisch giinstigste Konformation in monosubstituierten Cyclopentanen diejenige, in der
der Substituent die quasi-quatoriale Position am exocyclischen Kohlenstoffatom einnimmt.*
In cis-1,3-disubstituierten Cyclopentanen nehmen die Substituenten die quasi-dquatorialen
Positionen seitlich der Umschlagsspitze ein.”® Fiir zrans-1,2-disubstituierte Ringsysteme
hingegen ist eine 7wist-Konformation, in der beide Substituenten axial stehen, die energetisch

giinstigste Anordnung °' (Abbildung 18).
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R
R
~—/ R Q
R R
Monosubstitution cis-1,3-Disubstitution trans-1,2-Disubstitution

Abbildung 18: Energetisch gunstigste Konformationen in substituierten Cyclopentanen

Die Vorzugskonformationen von carbocyclischen Nucleosiden setzen sich aus einer
Uberlagerung dieser beschriebenen Effekte zusammen. Die Minima der potentiellen Energie
erstrecken sich jedoch im Gegensatz zu den Pentofuranosyl Derivaten iiber einen viel
weiteren Pseudorotationsbereich (Abbildung 19). Als Konsequenz wechseln carbocyclische

Nucleoside schnell zwischen verschiedenen Konformationen und dndern somit laufend ihre

dreidimensionale Struktur.”>"*%*
12.0 4
NH, J
N X 3 |
N -
</ | 3 80
HO L 1" N, |
w 4,0 4 \-\__ . P _-'/
T T - III,:' |
OH | / f
carba-dA 24 0.0 ‘ ' ‘_/l |
300 0 60 120 180 240
P(°)

Abbildung 19: Pseudorotationsenergie-Diagramm des carba-2‘-Desoxyadenosins 24

Struktur-Aktivitits-Untersuchungen (SAR) an nucleosidbindenden Enzymen zeigten, dass die
dreidimensionale Struktur des Substrats ausschlaggebend fiir die Interaktion mit dem

959 Die Unterschiede zwischen den Konformationen der beiden

jeweiligen Enzym ist.
Ringsysteme fiihren daher zu einem drastischen Abweichen ihres biologischen Verhaltens. So
werden die Carbocyclen in der Regel schlechter umgesetzt als ihre natiirlichen Verwandten,
andere, wie z. B. carba-dT 25 und carba-dG 26 (Abbildung 20) weisen sogar ein hohes

antivirales Potential auf.®!

0 0
NH N
| Y NH
HO \ﬁj\/& HO <
] : N" "0 N N/)\NHZ
OH OH
carba-dT 25 carba-dG 26

Abbildung 20: Strukturen der carbocyclischen Nucleosidanaloga carba-dT 25 und carba-dG 26
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Zur Reduzierung der Flexibilitit des Cyclopentanringes wurden von V. MARQUEZ et al.
konformativ fixierte Nucleosidderivate synthetisiert, die auf einer Bicyclo[3.1.0]hexan-
Einheit aufbauen’’ (Abbildung 21). Je nach Templat ist es hierbei mdglich, das
Nucleosidanalogon in eine northern-, bzw. southern-dhnliche Vorzugskonformation zu
zwingen.”®” Bei Inhibitionsuntersuchungen an Reverser Transkriptase zeigte das in der
northern-Konformation eingefrorene Triphosphat des AZT-Derivats die gleiche biologische

100 .
In diesem

Aktivitdt, wie AZTTP 17. Hingegen war das southern-Konformer inaktiv.
Konzept vereinigen sich somit der Grundgedanke eines enzymatisch und chemisch stabilen

Nucleosidanalogons mit gesammelten Erkenntnissen aus Struktur-Aktivitits-Beziehungen.

Base HO
HO g " Base
4 qb 1
3 2

2' 3
North South
P=-18° P =198°
5E 3E

Abbildung 21: Bicyclo[3.1.0]hexan-Einheit zur Stabilisierung einzelner Ringkonformationen
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3 AUFGABENSTELLUNG

Der limitierende Schritt in der Bioaktivierung des anti-HIV-Wirkstoffes AZT 1 ist die
Phosphorylierung des AZT-Monophosphates 15 (AZTMP) zum AZT-Diphosphat 16
(AZTDP), der durch die Thymidylatkinase katalysiert wird (Kap. 2.6, S. 12). Ursache hierfiir
ist eine Strukturverzerrung des Enzyms, hervorgerufen durch eine Wechselwirkung des
Aspartats-14 mit der 3'-Azidgruppe des konformativ starren Substrats AZTMP 15.
Zielsetzung dieser Arbeit war es daher, ein konformativ flexibles Analogon des AZTMP 15
zu synthetisieren, welches diese abstoBende Wechselwirkung ausgleichen und somit zu einer
erhohten Phosphorylierungsrate fithren sollte. Als flexible Kohlenhydratmimetika sind hierfiir
carbocyclische Systeme bekannt, bei denen der Ringsauerstoff der 2'-Desoxyribose durch eine
Methyleneinheit ersetzt ist. Desweiteren sollen die carbocyclischen Nucleotide Substituenten
in der 3'-Position tragen, die, analog der von H. C. MULLER dargestellten Verbindungen 18 —
20 (Abbildung 14, S. 15), der Azidgruppe in AZTMP 15 eng verwandt oder isoelektronisch

zu ihr sind. Aus diesen Anforderungen ergeben sich die folgenden Zielstrukturen:

o}
u NH R=-OH 27
Og ™o \fk -
20 N/&O R=-N; 28
R =-SCN 29
R = -CH,-CH=CH, 30

R R =-CH,C=CH 31

Abbildung 22: Carbocyclische Nucleotide als potentielle Substrate fir TmpK

Zur Vergleichbarkeit mit den kinetischen Daten der Nucleotide 15 sowie 18 — 20 soll die
Darstellung der carbocyclischen Nucleotidanaloga 27 — 31 enantioselektiv erfolgen. Die
enzymkinetischen Untersuchungen werden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von
Dr. M. KONRAD vom MAX-PLANCK-Institut fiir Biophysikalische Chemie in Gottingen
durchgefiihrt.

Die Nucleotide 27 —31 sollen durch chemische Hydrolyse der entsprechenden cycloSal-
Phosphattriester dargestellt werden (Kap. 2.4, S. 8). Neben der erwiesenen Fihigkeit zur
intrazelluliren Freisetzung von Nucleosidmonophosphaten soll hiermit die Eignung des

Konzeptes zur Darstellung von Monophosphaten im Labormafstab néher untersucht werden.
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4 RESULTATE UND DISKUSSION

Der eingeschlagene Reaktionsweg zur Darstellung der modifizierten carba-Nucleosid-

monophosphate ldsst sich in vier separate Reaktionssequenzen zerlegen (Abbildung 23):

* Darstellung des carbocyclischen Grundgeriists,
 Synthese von carbocyclischem 2'-Desoxythymidin 25,
* Modifizierung des Nucleosids in der 3'-Position und

* Umwandlung der modifizierten Nucleoside in die entsprechenden Nucleotide

0 i i
O%/('F,';\O olj\)rﬁ/ HO olj\),\lj/ HO Ojf,j/ BnO
[t it At~

R =-OH 27, -N; 28, -SCN 29 R =-N3 33, -SCN 34
-Allyl 30, -Propargyl 31 -Allyl 35, -Propargyl 36

Abbildung 23: Strategie zur Synthese carbocyclischer Nucleotidanaloga

Jeder dieser Unterpunkte wird in einem eigenen Kapitel behandelt. Ein Schwerpunkt ist dabei
auf die Optimierung des synthetischen Zugangs zu carba-dT 25 gesetzt, da in der
Vergangenheit bereits modifizierte Nucleosidmonophosphate aus dem natiirlichen 2'-Desoxy-
thymidin erfolgreich dargestellt werden konnten.””*® Carbocyclisches 2'-Desoxythymidin 25

stellt somit eine Schliisselverbindung dieser Arbeit dar.
4.1 Darstellung des carbocyclischen Grundgeriists

4.1.1 Synthese

Als Ausgangsverbindung zur Darstellung von enantiomerenreinem carba-dT 25 wurde der

2 14192 gewihlt, da hier die bendtigte

chirale Alkohol 2-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 3
Grundstruktur von 2'-Desoxynucleosiden bereits vorgegeben ist. 2-Benzyloxymethyl-
cyclopent-3-enol 32 kann nach der Methode von K. BIGGADIKE und A. D. BORTHWICK durch
Alkylierung  von  Cyclopentadienylnatrium  mit  Benzylchlormethylether 38  zum
symmetrischen Dien 39 und anschlieBender enantioselektiver Hydroborierung mit (—)-Diiso-

pinocampheylboran in einer Eintopfreaktion mit einer Gesamtausbeute von 35 % dargestellt
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werden (Abbildung 24).'” Infolge der erhohten Elektronendichte an den terminalen
Kohlenstoffatomen des HOMOs im symmetrischen Dien 39 erfolgt die Addition des Borans

stereospezifisch an diesen Positionen.

Anfangliche Versuche den Alkohol nach der literaturbeschriebenen Durchfiihrung zu
gewinnen, flihrten jedoch nicht zum Erfolg. Erst nachdem die Synthese dahingehend
modifiziert wurde, dass das Reaktionsgemisch nach dem Alkylierungsschritt bis zur Trockene
eingeengt wurde, um eine moglichst konzentrierte Losung im Hydroborierungsschritt zu

erhalten, konnte das chirale Cyclopentenol 32 in 35 — 45 % Ausbeute isoliert werden.

1) NaH
~ 3) (-)>(Ipc),BH
2y g c BnQ 4)NaOH /H,0, °"©
@ THE G THF, 35 - 45 %
OH
37 39 32

Abbildung 24: Darstellung des carbocyclischen Grundgerusts 32

Die Schwankungen in der Ausbeute sind im Wesentlichen auf die chromatographische
Aufarbeitung des Rohproduktes zuriickzufiihren. Die nicht vollstindige Umsetzung des
symmetrischen Diens 39 im Hydroborierungsschritt fiihrt nach der oxidativen Aufarbeitung
zu einem groBen Uberschuss an Isopinocampheol, das aus der Hydroborierung von o-Pinen
resultiert. Das gewiinschte Produkt 32 und Isopinocampheol zeigen jedoch ein sehr dhnliches
chromatographisches Laufverhalten, so dass es zur Bildung von Mischfraktionen kommt, die

erneut chromatographiert werden miissen.

Um zu iberprifen, in welchem Verhidltnis die beiden Enantiomere von 32 bei dem
enantioselektiven Hydroborierungsschritt entstanden sind, wurde im Folgenden -eine
Bestimmung des Enantiomereniiberschusses (e. e. = enantiomeric excess) unter Zuhilfenahme

der enantioselektiven Gaschromatographie durchgefiihrt.

4.1.2 Analytik

In der Naturstoffanalytik hat sich die Verwendung von chiralen stationdren Phasen als
leistungsstarke Methode zur gaschromatographischen Trennung und Identifizierung von
Enantiomeren etabliert.'” Auf Grund diastereomerer Wechselwirkungen mit dem chiralen

Trennmaterial werden beide Enantiomere verschieden stark adsorbiert und zeigen daher
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unterschiedliche Retentionszeiten. Als besonders effektiv hat sich hierbei der Einsatz von
modifizierten Cyclodextrinen erwiesen.'” Cyclodextrine entstehen durch enzymatischen
Abbau von Stirke und enthalten cyclisch o-(1—4)-verkniipfte Glucoseeinheiten mit

zylindrischen, chiralen Hohlrdumen (Abbildung 25).

HO oH

HO OH 3%79 > m%/
0
Abbildung 25: Strukturen der Cyclodextrine

Um den Enantiomereniiberschuss der gewiinschten D-(+)-Form des 2-Benzyloxymethyl-
cyclopent-3-enol 32 zu untersuchen, sollten als Referenzsubstanzen das Enantiomerenpaar

(+)-32 und (—)-32 (Abbildung 26) synthetisiert werden.

=4

OH OH
(+)-32 (-)-32

BnO OBn

Abbildung 26: Enantiomerenpaar des 2-Benzyloxymethylcyclopent-3-enols 32

Hierzu wurde die Eintopfreaktion analog der enantioselektiven Synthese wiederholt (Kap.
4.1.1, S. 23). Als Hydroborierungsreagenz wurde lediglich auf (—)-Diisopinocampheylboran
verzichtet und statt dessen die achirale Boran-THF-Komplexlosung direkt zur Reduktion

verwendet.

Auf Grund des bei freien Hydroxyfunktionen auftretenden Tailings wurden die zu
untersuchenden Verbindungen in ihre Trifluoracetester tberfiihrt und an einer fert-

Butyldimethylsilyl-modifizierten B-Cyclodextrinséule gaschromatographisch aufgetrennt. Die
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Trennleistung dieses Systems kann durch die Verwendung der Trifluoracetatderivate oftmals

deutlich erhdht werden.'%

Der Nachweis der Substanzen erfolgte durch einen FI-Detektor.

Bei der gaschromatographischen Untersuchung des achiral synthetisierten Produkts wurden,
wie erwartet, zwei Peaks beobachtet, deren Retentionszeiten bei t = 20.3 min und t = 20.9
Minuten lagen. Allerdings ergab die Koinjektion des enantioselektiv hergestellten Alkohols
(+)-32 nicht den erwarteten Anstieg eines der beiden Peaks, sondern es wurde ein dritter Peak

bei t = 18.1 Minuten beobachtet (Abbildung 27).

BnO

BnO
"™~ oH
L ~
40
OH Racemat
32

opt. aktive
Probe
— Ln
> [ ud (-] ua
-t -t (] (]

Abbildung 27: Gaschromatogramm des Reaktionsproduktes der Hydroborierung von 39 mit Boran-

THF-Komplex-L6ésung und Koinjektion des chiralen Cyclopentenols 32

Ein derartiger Befund deutete an, dass bei der Synthese der Referenzsubstanzen nicht die
Verbindungen (+)-32 und (—)-32 dargestellt wurden. Es konnte vielmehr gezeigt werden, dass
unter den gewdhlten Reaktionsbedingungen der racemische Alkohol (+/—)-40 nicht mit

erythro-, sondern mit threo-Konfiguration dargestellt wurde (Abbildung 28).

1) NaH
~ 3) BHy-THF
2) % BnQ 4)NaOH /H,0,  BM™ON on
O =
THF THF, 31 %
37 39 40

Abbildung 28: Versuch der Darstellung der Referenzsubstanz (+/-)-32
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Die selektive Bildung des threo-Isomers kann moglicherweise auf eine Komplexierung des
kleinen Borans durch die Benzyloxygruppe des symmetrischen Diens 39 zuriickgefiihrt
werden. Das Hydroborierungsreagenz wird dabei so ausgerichtet, dass der Angriff auf die
olefinische Doppelbindung nur von der Seite her erfolgen kann, auf der auch der
Erstsubstituent lokalisiert ist. Als Ergebnis bleibt festzuhalten, dass die Verwendung der
Boran-THF-Komplexlosung die Enantioselektivitit der Reaktion zwar aufhob, jedoch kehrte
sich die Diastereoselektivitit um. Das Racemat lieB sich ebenfalls nicht durch
Hydroborierung mit 9-BBN darstellen, da dies in der Kélte zu unreaktiv ist und es bei
Temperaturen iiber 0 °C zu einer Isomerisierung der Doppelbindungen im symmetrischen

Dien kommt.

Das Referenzgemisch wurde schlieBlich direkt durch Verwendung von Disiamylboran im
Hydroborierungsschritt sowie indirekt durch Synthese des (—)-Enantiomers von 32 und
anschlieBendem manuellen Mischen beider Spiegelbildisomere dargestellt. Wie aus
Abbildung 29 ersichtlich ist, konnte der carbocyclische Precursor 32 in sehr hoher optischer

Reinheit (> 97 % e. e.) erhalten werden.

optisch aktive Racemat
Probe

BnO. BnO. OBn

(+)-327? (+)-327? ©OH(<->-32
. N
ey

J T — L s M_
NN RN RN AR NN NN Ay
N ® I ® 1 ® N ® N ® N & llllllir)lIIIGI.IIllelllglIrl})lIlgllIul_;lHé)llllul_jllllsl‘llilul_’IIIIEI‘IHI
—_ = N N M M = = N D WO e Rl R~ - T T A TR .

Abbildung 29: Ermittlung des Enantiomereniiberschusses mit Hilfe enantioselektiver GC

4.2 Synthese von carba-2"-Desoxythymidin 25

Carba-2’-Desoxythymidin 25 wurde erstmals 1976 von Y. F. SHEALY ef al. als racemisches

107,108

Gemisch synthetisiert. Es zeigte eine beachtliche antivirale Aktivitit gegen HSV-1.'%

Spétere enantioselektive Darstellungen zeigten, dass die biologische Wirksamkeit hierbei im

Wesentlichen auf das Stereoisomer mit der natiirlichen D-Konfiguration zuriickzufiihren ist.''
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In der Vergangenheit sind viele Strategien zur Darstellung von carbocyclischen Nucleosiden

82,83,111,112

entwickelt worden. Zum einen sind lineare Synthesen beschrieben, in denen an einer

113,114 .
d. " Diese

Aminogruppe des Carbocyclus die entsprechende Nucleobase aufgebaut wir
Vorgehensweise hat den Vorteil, dass keine Nebenreaktionen auftreten, die zu unerwiinschten
Isomeren fithren. Sie hat jedoch den Nachteil, dass jede gewiinschte Nucleobase einzeln
synthetisiert werden muss (Abbildung 30).'"”> Gerade in der Medizinal Chemie ist es jedoch

notwendig, schnell eine Vielzahl von Strukturvariationen einfithren zu kdnnen.

R NH, R Nucleobase
O —— I D

Abbildung 30: Lineare Synthesestrategie flir carbocyclische Nucleosidanaloga

Zum anderen wird das Prinzip der konvergenten Synthese verfolgt, bei der die Nucleobase
mit einem entsprechend aktivierten Cyclopentanderivat alkyliert wird.''®'"” Die Vor- und
Nachteile dieser Strategie liegen hier genau umgekehrt: Es lassen sich schnell die
verschiedensten Nucleosidstrukturen aufbauen. Auf Grund des ambidenten nucleophilen
Charakters einiger Nucleobasen kommt es jedoch bei der Alkylierung oft zu Gemischen von
Regioisomeren, die anschliefend voneinander getrennt werden miissen (Abbildung 31)."'® Die
Herausforderung des synthetisch arbeitenden Chemikers besteht hierbei darin, die jeweiligen

Reaktionsbedingungen so anzupassen, dass selektiv nur das gewiinschte Isomer gebildet wird.

R_Q Aktivierung R_O l _
uclepbase
R r R Nucleobase
N + <\ 71

Abbildung 31: konvergente Synthesestrategie zur Darstellung carbocyclischer Nuceosidanaloga

Nucleobase

Mit dieser Vorgehensweise lisst sich gezielt die Strukturvielfalt erh6hen und der anféngliche
Nachteil kann somit als Chance aufgefasst werden. So zeigen z. B. einige von C. MCGUIGAN
et al. synthetisierte Derivate von Pyrimidinbasen, die iiber das O-2-Sauerstoffatom alkyliert
sind, und nicht wie natiirlich iiber den N-1-Stickstoff, interessante antivirale Eigenschaften

i 119,120
gegen das humane Cytomegalievirus.
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Als reaktive Kupplungspartner von Nucleobasen lassen sich Alkylhalogenide !

122,123 124,125

Alkylsulfonsdurederivate sowie Epoxide verwenden. In den letzten Jahren setzten

sich jedoch die wirksame in sifu-Aktivierung von Hydroxygruppen unter MITSUNOBU-

: 126,127,128
Bedingungen 7"

129.130.13L.132 4y mer mehr durch.

sowie die Ubergangsmetall-katalysierte Kupplung der Basen mit Allyl-

acetaten

4.2.1 Darstellung von carba-dT 25 durch nucleophile Offnung eines Epoxids

Um neben Thymidin-Derivaten spiter auch Zugang zu carbocyclischen Nucleosiden mit
anderen Nucleobasen zu erhalten, wurde in dieser Arbeit strikt das Prinzip der konvergenten
Synthese verfolgt. Dieses beinhaltet die Darstellug eines aktivierten Carbocyclus, der zur
direkten Alkylierung der jeweiligen Nucleobase verwendet werden kann. Aus der Literatur ist
die Uberfithrung des Enols 32 in das chirale Epoxid 41 bekannt.'” Es wurde in der
Vergangenheit genutzt, um die verschiedensten carbocyclischen Nucleosid- und

Kohlenhydratstrukturen aufzubauen (Abbildung 32)."**'*

)

HN)j/
HO O)\N BnO BnO
OH OBn OH
25 41 32

Abbildung 32: Retrosynthetische Zerlegung der carba-dT 25 Synthese

Zur regioselektiven Epoxidierung von 32 wird von der Tatsache ausgegangen, dass sich
cyclische Olefine mit einer Hydroxygruppe in der Homoallylposition durch
Alkylhydroperoxide in Gegenwart von Metallen der V- und VI-Nebengruppe unter relativ
milden Bedingungen cis-epoxidieren lassen.'*® Zur Darstellung des 2-Benzyloxymethyl-6-
oxabicyclo[3.1.0]-hexan-3-ols 42 wurde der chirale Alkohol 32 mit einer katalytischen
Mengen an Hexacarbonylmolybdidn versetzt und mit tert-Butylhydroperoxid oxidiert. Das
chirale Epoxid 42 konnte so in 85 %iger Ausbeute erhalten werden (Abbildung 33).
AbschlieBende Blockierung der freien Hydroxyfunktion durch Deprotonierung und folgende
Alkylierung mit dem System Benzylbromid / Tetrabutylammoniumiodid (TBAI) lieferte das
gewiinschte Epoxid 41 in 86 % Ausbeute. Das TBAI hat die Funktion, das Benzylbromid

intermediir in das reaktivere Benzyliodid zu tiberfiihren."’
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BnO tert-BuOOH BnO NaH, BnBr BnO
Mo(CO)g TBAI
Benzen 85 % THF, 86 %
OH OH OBn
32 42 41

Abbildung 33: Aktivierung des Cyclopentenols 32 durch regioselektive Epoxidierung

Die weitere nucleophile Offnung des Epoxids 41 mit der Nucleobase stellte den
Schliisselschritt der Reaktionsfolge dar. Um die Nucleophilie des Heterocyclus zu erhéhen,
werden in der Regel die Alkalisalze der Basen zur Kupplung eingesetzt. Neben dem
gewlinschten N-1-Produkt kommt es hierbei auch zur Bildung des N-3-Isomers, sowie zu
N-1,3-dialkylierten Verbindungen (Abbildung 34)."** Das Verhiltnis der Produkte zeigt eine
deutliche Abhingigkeit vom Gegenion und vom verwendeten Losemittel. Die Trennung der

beiden monoalkylierten Regioisomere hat sich in vielen Fillen als auBBerordentlich schwierig

79,139‘
@) (@) 0]
HN)H/ R\N R\N
O)\N O)\” O)\l}l
R

N-1-Alkylierung N-3-Alkylierung N-1,3-Dialkylierung

erwiesen

Abbildung 34: Alkylierungsprodukte des Thymins

Zur Kupplung des Epoxids 41 mit der Nucleobase wurden zuerst die Natrium- oder
Lithiumsalze des Thymins in situ durch Deprotonierung des Heterocyclus mit Natriumhydrid
bzw. Lithiumhydrid in wasserfreiem DMF dargestellt. Diese zeigen nur in stark polaren
organischen Losemitteln wie DMF oder DMSO eine hinreichend gute Loslichkeit, um fiir
nucleophile Substitutionsreaktionen zur Verfiigung zu stehen. AnschlieBend erfolgte die
Alkylierung der Base im gleichen Losemittel bei einer Temperatur von 140 °C und einer

Reaktionszeit von 24 Stunden (Abbildung 35).

HN
BnO Thymin BnO )\)Nj/
Methoden A - C, o!!
Tabelle 3
OBn OBn
41 43

Abbildung 35: Nucleophile Offnung des Epoxids 41 mit Nucleobasen
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In beiden Féllen wurde kein N-3-alkyliertes Produkt gefunden, mit dem Natriumsalz wurde
hingegen mehr N-1,3-dialkyliertes Produkt gebildet. Die Ergebnisse der Reaktionen sind in

Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Zusammenfassung der Kupplungsreaktionen

Methode Base Losemittel  Temperatur Ausbeute N-1 Ausbeute N-1,3
A NaH DMF 140 °C 42 % 35%
B LiH DMF 140 °C 40 % 21 %
C AlEts THF RT 45 % 19 %

H. KAPELLER et al. berichteten, dass sich Nucleobasen unter sehr milden Bedingungen mit
Epoxiden unter Verwendung ihrer Aluminiumsalze alkylieren lassen.'* Hierzu wurde eine
dquimolare Menge an Triethylaluminium zu einer Suspension von Thymin in THF getropft,
wobei sich das gallertartige Diethylaluminiumsalz der Base unter Ethan Entwicklung bildete.
Dieses wurde dann bei Raumtemperatur unter Ultraschalleinwirkung mit dem Epoxid 41
umgesetzt. Die guten Ausbeuten von KAPELLER ef al. konnten dabei jedoch nicht reproduziert
werden. Vermutlich ist der relativ hohe Anteil an dialkyliertem Produkt in jedem der
einzelnen Experimente auf die verbesserte Loslichkeit des monoalkylierten Produkts, im

Gegensatz zum unsubstituierten Basensalz, zurlickzufiihren.

Aus der Offnung des Epoxids in 41 resultierte eine neue Hydroxyfunktion an C-6' des
Carbocyclus, die anschlielend selektiv wieder entfernt werden musste. Fiir die Darstellung
von 2'-Desoxyribonucleosiden aus Ribonucleosiden hat sich die unter radikalischen

141,142 11 . .
%% Hierzu wurde die freie

Bedingungen ablaufende BARTON-Desoxygenierung bewéhrt.
Hydroxygruppe in 43 mit Phenoxythiocarbonylchlorid (PTC-CI) in das entsprechende
Thiocarbonat 44 iiberfiihrt (Abbildung 36) und anschliefend mit Tributylzinnhydrid als
Wasserstoffquelle in entgastem Toluen radikalisch substituiert. Als Radikalbildner wurde

a,a'-Azoisobutyronitril (AIBN) zugesetzt.
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Abbildung 36: BARTON-Desoxygenierung des Nucleosidanalogons 43

Nach abschlieBender Debenzylierung unter LEWIS-sauren Bedingungen mit wasserfreiem
Eisen(III)-chlorid in Dichlormethan '** (Abbildung 37) konnte das gewiinschte Zielmolekiil
carba-dT 25 in einer Gesamtausbeute von 13 % iiber sechs Reaktionsschritte aus 2-Benzyl-
oxymethylcyclopent-3-enol 32 isoliert werden. Die gewéhlte Methode zur Debenzylierung ist
dabei nur fiir kleinere Mengen geeignet, da bei der hydrolytischen Aufarbeitung grofie
Mengen an gallertartigen Eisenoxidhydraten entstehen, die zu Mitfdllungen und

Produkteinschliissen fiihren.

0" N FeCl, o N
CHaCly, 85 %

Abbildung 37: Debenzylierung von 45 mit Eisen-(lll)-chlorid

Der Versuch, die Deblockierung der Hydroxygruppen in 45 durch eine Hydrogenolyse unter
Standardbedingungen mit katalytischen Mengen von Palladium auf Aktivkohle
durchzufiihren, zeigte nach 20 Stunden Reaktionszeit keine Produktbildung. Auch eine
Erhohung des Wasserstoffdrucks auf 50 bar fiihrte nicht zum Erfolg. Vermutlich war das
Edukt noch mit minimalen Mengen an schwefelhaltigem Reagenz aus der Vorstufe

verunreinigt, die zu einer Vergiftung des Katalysators gefiihrt haben.

Als Ergebnis bleibt festzuhalten, dass dieser Reaktionsweg fiir eine Synthese von carba-
dT 25 im Makroma@stab nicht geeignet ist. Die Gesamtausbeute ist hierfiir zu niedrig, so dass
sehr viel des wertvollen chiralen Cyclopentenols 32 ungenutzt bleibt. Hinzu kommt die

Tatsache, dass die Synthesestrategie iiber die Offnung eines Epoxids insgesamt nicht als
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effizient zu bezeichnen ist. Das Epoxid wird in einer Synthesestufe eingefiihrt, die
resultierende Hydroxygruppe muss im Anschluss daran jedoch in zwei Syntheseschritten
wieder entfernt werden. Hierbei werden zudem toxische Zinnorganyle eingesetzt, deren
Verwendung auch aus Okologischen Griinden iiberdacht werden sollte. Es konnte zwar
gezeigt werden, dass Tributylzinnhydrid in radikalischen Substitutionsreaktionen durch das
Reagenz Tris-(trimethylsilyl)silan ersetzt werden kann,'** dieses ist jedoch um ein Vielfaches
teurer und widerspricht somit dem Grundgedanken einer moglichst Okonomischen

Reaktionsfiihrung.

4.2.2 Darstellung von carba-dT 25 durch nucleophile Substitution

Die Schlussfolgerungen aus dem vorangegangenen Kapitel 4.2.1 fithrten zu der Uberlegung,
eine neue Synthesestrategie zu entwickeln, bei der die Kupplung von carbocyclischem
Grundgeriist 32 und Nucleobase durch nucleophile Substitution einer entsprechend aktivierten

5 Dies hitte den Vorteil, dass

Hydroxyfunktion vorgenommen werden kann (Abbildung 38).
durch die Reaktion selbst keine weitere unerwiinschte Funktionalitit im Cyclopentansystem
entsteht. Hierzu ist es jedoch notwendig, die olefinische Doppelbindung in 32 selektiv und in

hohen Ausbeuten an der C-4-Position zum entsprechenden Alkohol mit S-Konfiguration zu

transformieren.
(6]
HN)j/
HO O)\N BnO BnO
Q — QOH — Q
OH OBn OH
25 460, 32

Abbildung 38: Neue Synthesestrategie zur Darstellung von carba-dT 25

4.2.2.1 Aktivierung des Cyclopentenols 32

Um Nebenreaktionen an der bereits vorhandenen Hydroxygruppe zu unterbinden, muss diese
blockiert werden. Sie wurde daher, wie bereits fiir das Epoxid 42 beschrieben (Kap.: 4.2.1,
S.29), in 92 %iger Ausbeute in einen Benzylether iiberfiihrt (Abbildung 39). Da die
Hydroxymethylgruppe in 47 ebenfalls als Benzylether blockiert ist, konnen beide

Schutzgruppen am Ende der Synthese in einem Schritt entfernt werden.
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BnO NaH, BnBr BnO
TBAI
THF, 92 %
OH OBn
32 47

Abbildung 39: Blockierung der Hydroxygruppe in 32 als Benzylether

Olefine konnen durch elektrophile Additionsreaktionen wie Oxymercurierungen oder

Hydroborierungen leicht in Alkohole umgewandelt werden.'*

Die Regioselektivitdt wird
dabei durch elektronische sowie sterische Faktoren bestimmt. Insgesamt konnen bei der
Hydroxylierung der Doppelbindung im chiralen Cyclopenten 47 vier isomere
Cyclopentanolderivate entstehen (Abbildung 40). Primédres Ziel war es hierbei, die
Hydroxyfunktion regioselektiv an C-4 des Olefins 47 einzufiihren. Zudem sollte eines der
moglichen Diastereomere 460 und 468 mit einem groBen Uberschuss gebildet werden, um
die chromatographische Aufreinigung des Reaktionsgemisches zu vereinfachen. Eine

Uberfithrung beider Diastereomere ineinander ist durch eine MITSUNOBU-Reaktion méglich,

die selektiv die Konfiguration an sekundiren Hydroxygruppen invertiert.'¥’

Methoden A - G OBn OBn
460 46p
Tabelle 4
OBn BnO b

OBn OBn
48, 483

BnO

|
(7

BnO

47

|
§

Abbildung 40: Mégliche Reaktionsprodukte bei der Hydroxylierung des Cyclopentens 47

- - - 148 - 149 :
Als Hydroxylierungsreagenzien kamen sowohl chirale ™ als auch achirale Borane ™ sowie

Quecksilber-trifluoracetat '*° fiir eine Oxymercurierung zum Einsatz. Aus dem *C-Spektrum
des chiralen Olefins 47 ist ersichtlich, dass beide Kohlenstoffatome der Doppelbindung
nahezu die gleiche chemische Verschiebung aufweisen (C-3: 130.45 ppm; C-4: 130.29 ppm).
Dies deutet auf eine &hnliche Elektronendichte an beiden Positionen hin, d.h. die
Regioselektivitdt der Hydroxylierungen wird im Wesentlichen durch sterische Faktoren
bestimmt. In den folgenden Testreaktionen zur Regioselektivitdt der Hydroxylierung wurden

jeweils 100 mg des Olefins 47 mit zwei Aquivalenten des entsprechenden Reagenzes
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umgesetzt und die Produktverteilung anschlieBend durch Isolation der Produkte bestimmit.

Die Ergebnisse der Reaktionen sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Zusammenfassung der Hydroxylierungsreaktionen

Methode Reagenz Produkte Ausbeute Produktverteilung
A 9-BBN 460 + 48a 96 % 85 % 46P /15 % 48a
B (Sia),BH 460 + 48a 89 % 75 % 46 / 25 % 48a
C (CsHi1).BH 460 + 48a 90 % 75 % 46B /25 % 48a
D BH;-THF 46p +48c. + 483 83 % 40 % 463 /30 % 48 o/ 30 % 483
E ()-po:BH
F (+)-(Ipc).BH 4873 42 % 100 % 4873
G Hg(F;CCOO), 460. + 4603 74 % 50 % 460/ 50 % 463

Die Ergebnisse aus den Testreaktionen zur Hydroborierung der olefinischen Doppelbindung
in 47 konnten zeigen, dass durch keines der untersuchten Reagenzien das gewiinschte
Cyclopentanol 460 erhalten wird. Vielmehr stellen die Alkohole 46 sowie 48a die
Hauptprodukte der Hydroborierungsreaktionen dar. Interessanterweise steigt hierbei der
Anteil von 463 mit zunehmender Grof3e und Starrheit des verwendeten Borans. So erfolgt bei
Verwendung der Boran-THF-Komplexlosung die Hydroxylierung lediglich zu 40 % an
Position C-4. Durch den Einsatz der achiralen und im Vergleich sterisch anspruchsvolleren
Hydroborierungsreagenzien Disiamylboran ((Sia),BH) und Dicyclohexylboran ((C¢Hi;).BH
steigt der Anteil deutlich auf 75% an. Bei Verwendung des starren Borabicyclononans
(9-BBN) erfolgt die Reaktion zu 85 % an der Position C-4 des Olefins 47 und liefert somit
unter den achiralen Boranen den besten Isomereniiberschuss. Dieser Trend ist vermutlich auf
sterische Wechselwirkungen der Borane mit den Substituenten am Cyclopenten 47
zuriickzufiihren. Diese scheinen die a-Seite des Molekiils effektiv abzuschirmen, so dass ein
Angriff der Borane vornehmlich von der B-Seite her erfolgen kann. Hier ist jedoch die
Reaktion an C-4 des Olefins 47 wahrscheinlicher, da so alle Substituenten den grof3t-
moglichen Abstand voneinander haben. Interessanterweise kommt es bei Verwendung des
Boran-THF-Komplexes auch zu einer erheblichen Bildung des Cyclopentanols 48f.
Vermutlich ist dies wiederum auf eine Komplexierung des Borans durch das Sauerstoffatom
des Hydroxymethylsubstituenten in 47 zuriickzufiihren, wie sie zuvor ebenfalls bei der

Synthese des racemischen Cyclopentenols 40 beobachtet wurde (Kap. 4.1.2, S. 24).
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Im Falle der chiralen Reagenzien (+)- und (—)-Diisopinocampheylboran konnen die
Ergebnisse mit matched-, bzw. mismatched-Paarbildung interpretiert werden. Das
linksdrehende Enantiomer zeigte unter den Testbedingungen keine Reaktion mit dem chiralen
Alken 47, das rechtsdrehende Stereoisomer bildete ausschlieBlich das Cyclopentanol 48a.,

wenn auch in einer schlechten Gesamtausbeute.

Die Hydratisierung mittels Quecksilber-trifluoracetat erfolgte zu 100 % an der Position C-4
des chiralen Olefins 47, jedoch ohne eine Bevorzugung fiir eines der beiden Diastereomere
460. und 46f3. An dieser Stelle sei besonders hervorgehoben, dass die Oxymercurierung von
allen untersuchten Hydratisierungsvarianten die Einzige war, die zur Bildung des benétigten
Cyclopentanols 46o fiihrte. Das Gemisch konnte jedoch im Anschluss nur schwer
chromatographisch getrennt werden, da beide Isomere anndhernd den gleichen Ry-Wert

aufweisen und sich stets grole Mischfraktionen bildeten.

Die Charakterisierung der Produkte erfolgte tiber NMR-spektroskopische Methoden. Die
Regioselektivitdt wurde iiber 'H-'"H-COSY-, HMQC- sowie HMBC-Methoden eindeutig
zugeordnet. Die jeweilige Orientierung der Hydroxyfunktionen wurde {iber NOE-
Experimente nachgewiesen. Zudem wurde von der Verbindung 48c das perbenzylierte

Derivat 49 synthetisiert (Abbildung 41).

BnO NaH, BnBr BnO

!! TBAI I:
THF, 85 %

OBn OBn

480 49

Abbildung 41: Umwandlung des Cyclopentanols 48c. in die meso-Verbindung 49

Hierbei handelt es sich um eine meso-Form, die im 'H- und "C-NMR-Spektrum einen

reduzierten Signalsatz aufweist und auch keine optische Aktivitit mehr zeigt (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Ausschnitte aus den 'H-NMR-Spektren bei der Darstellung der meso-Verbindung 48

Aus den durchgefiihrten Testreaktionen lieB3 sich ableiten, dass 9-BBN fiir die Hydroxylierung
des Olefins 47 an der C-4-Position den optimalen Reaktionspartner darstellt. Die Reaktion
liefert mit hoher chemischer Ausbeute und hohem Uberschuss das Cyclopentanol 46p. Die
chromatographische Abtrennung des Isomers 48c sowie des resultierenden Cyclooktandiols
ist ebenfalls gut moglich. Zudem ist es einfach zu handhaben, da eine 0.5 M Lésung in THF
kduflich zu erwerben und im Gegensatz zu den lbrigen Boranen relativ unempfindlich

151

gegeniiber Luft und Feuchtigkeit ist.°" Die Ergebnisse dieser Reaktion sind reproduzierbar,

auch wenn sie in groBerem Maf3stab durchgefiihrt wird.

Die cyclischen Alkohole 48a und 48 stellen ebenfalls interessante Ausgangsverbindungen
fiir die Kupplung mit Nucleobasen zu iso-Nucleosiden dar. An ihnen ldsst sich der Einfluss
der Orientierung der Nucleobase auf die Effektivitdt der Phosphorylierung der entsprechenden
Nucleotide untersuchen. Zudem konnen die iso-Nucleoside selbst auf ihre antivirale Aktivitit
hin getestet werden. Zur Darstellung der diasteromeren Cyclopentanole 48c und 48 wurde

das cyclische Olefin 47 mit dem Boran-THF-Komplex umgesetzt und anschlieBend im
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Alkalischen mit Wasserstoffperoxid oxidiert. Auch in diesem Fall blieben die Ergebnisse aus

den Testreaktionen reproduzierbar.

Die bei der Hydroborierung intermedidr auftretenden Trialkylborane sind wertvolle
Zwischenstufen fiir die organische Synthese."””> Sie koénnen leicht unter Retention der
Konfiguration in andere funktionelle Gruppen {iiberfiihrt werden, wobei die Oxidation mit
Wasserstoffperoxid im Basischen zu den korrespondierenden Alkoholen priparativ am

Bedeutsamsten ist. In Abbildung 43 sind weitere Anwendungsbeispiele aufgefiihrt.

H,0,, OH

3 R—CH,-CHy-OH
| HoNOSOsH 3 R GH,-CH,-NH,

(R—CH,-CHy)3B ~ |BrpOH _ 3 R—CH,-CH,-Br
| R—COOD, 3 R-CH,CH,D

Abbildung 43: Trialkylborane als synthetisch bedeutende Vorstufen

Die Transformation eines Trialkylborans in das entsprechende Amin erdéffnet die Moglichkeit,
das cyclische Olefin 47 in einen reaktiven Baustein zu lberfithren, der auch fiir lineare
Synthesestrategien herangezogen werden kann. Hierzu wurde das Alken 47 nach der
Hydroborierung mit 9-BBN unter Riickfluss in THF mit Hydroxylamin-O-Sulfonsdure zum
chiralen Amin 50 umgesetzt (Abbildung 44).">* Dieses firbte sich jedoch im Kiihlschrank
langsam braun und wies im '"H-NMR deutliche Zersetzungsspuren auf. Zur Lagerung sollte

das Amin 50 daher in ein N-BOC-geschiitztes Derivat iiberfiihrt werden.'>*

BnO @ BnO

o)
9-BBN B H2N—O—(|85—OH NH,
THF THF, 49 %
OBn OBn OBn
47 47* 50

Abbildung 44: Umwandlung des Cyclopentens 47 in einen Baustein zur linearen Synthese von

carbocyclischen Nucleosiden durch Hydroborierung
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Das Zielmolekiil carba-dT 25 besitzt an C-1' B-Konfiguration, folglich muss die mit der
Nucleobase zu substituierende Hydroxyfunktion am gleichen C-Atom aufgrund der
WALDEN’SCHEN Umkehr bei der Substitution a-Konfiguration besitzen. Hierzu wurde das aus
der Hydroborierungsreaktion erhaltene Cyclopentanol 46f3 iiber eine MITSUNOBU-Inversion

unter Standardbedingungen in den diastereomeren Alkohol 46a. iiberfiihrt (Abbildung 45).'*

BnO P(Ph)z;, DIAD BnO
OH PhCOOH
Et,0,91 % OH
OBn OBn
46p 460,

Abbildung 45: Inversion der Hydroxygruppe am Cyclopentanol 463 nach MITSUNOBU

Die MiTsuNoBU-Reaktion kann als Kondensation eines Alkohols mit einem Nucleophil
aufgefasst werden, wobei Triphenylphosphin 51 zu Triphenylphosphinoxid 55 oxidiert und
ein Azodicarboxylat 52 zu einem Hydrazinderivat 55 reduziert wird (Abbildung 46).

Voraussetzung hierfiir ist jedoch, dass das Nucleophil ein acides Proton (pKs < 12) im

Reaktionsverlauf abspalten kann. 155,156

0 0
O=P(Ph); + >_’?H?‘_/< + R—Nu
RO HH OR
51 52 53 54

Q 0
PPh); + »N=N—4  + R-OH + HNu
RO OR

Abbildung 46: Allgemeines Reaktionsschema der Mitsunobu-Reaktion

Im ersten Schritt der Reaktion reagiert Triphenylphosphin 51 mit einem Azodicarboxylat 52
(in der Regel Diisopropylazodicarboxylat, DIAD) zu einem zwitterionischen Addukt S5, das
basisch genug ist, um anschlieBend das Nucleophil zu deprotonieren (Abbildung 47).
Darauthin greift der Alkohol nucleophil den nun positiv geladenen Phosphor in 56 an, wobei

sich das Hydrazinderivat 54 und ein Oxophosphoniumsalz 57 bilden."’
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Abbildung 47: Mechanismus der MITSUNOBU-Reaktion

Im letzten Schritt erfolgt die eigentliche nucleophile Substitution unter Inversion der
Konfiguration (Abbildung 48). Es resultiert ein Ester 58, der anschlieBend unter Retention

verseift wird.

CI?(Ph)
© / 3
PhCOO R (\)-) - - \[(O_("Rz + O=P(Ph);
Ry
57 58 53

Abbildung 48: WALDEN’SCHE Umkehr bei der MITSUNOBU-Reaktion

Detaillierte mechanistische Untersuchungen zeigen, dass fiir die verschiedenen
Kombinationen von Alkohol, Carbonsédure und Losungsmittel kein einheitlicher
Mechanismus formuliert werden kann.'”® In einigen Fillen scheint die Reaktion iiber ein

pentavalentes Dialkoxyphosphoran 59 zu verlaufen, das mit dem Oxyphosphoniumsalz 57 im

Gleichgewicht steht (Abbildung 49).">'*

® R—OH R-0,
R-O-P(Ph); =——— _P(Ph); *H
R-O
57 59

Abbildung 49: Gleichgewicht zwischen dem Oxyphosphoniumsalz 57 und einem Dialkoxyphos-
phoran 59
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Dies ist besonders bei der Verwendung von ambidenten Nucleophilen von Bedeutung. Durch
die geeignete Wahl der Reaktionsbedingungen ldsst sich so gezielt das Alkylierungsmuster

variieren.

In vielen Féllen hat sich die Abtrennung der zwangsldufig anfallenden Nebenprodukte
Triphenylphosphinoxid 53 und Diisopropylhydrazin-1,2-dicarboxylat 54 als miihsam und
zeitaufwendig herausgestellt. Aus diesem Grunde sind speziell fiir die MITSUNOBU-Reaktion
neue Reagenzien entwickelt worden, mit denen diese Nachteile umgangen werden. Als
besonders effektiv hat sich hierbei das System Diphenyl-(2-pyridyl)phosphin 60 / Di-tert-

butylazodicarboxylat 61 herausgestellt.'®!

X
Q o o
— H*
OFEQ oy o = e
60 61

| |

7 o 0 .
H
N O)J\N—NJJ\O s /E +CO, + NyHy
H H
OFO 1R
0]
62 63

Abbildung 50: Neue Reagenzien fiir die MITSUNOBU-Reaktion

Das Di-tert-butylazodicarbocylat 61 sowie das korrespondierende Hydrazinderivat 63 lassen
sich nach beendeter Reaktion durch Behandlung mit Sdure in gasformige und wasserldsliche
Nebenprodukte iiberfiihren. Das Phosphin 60 sowie das entsprechende Phosphinoxid 63 sind
ebenfalls wasserloslich, so dass letztendlich ein Grofteil der Verunreinigungen durch

einfaches Ausschiitteln abgetrennt werden kann.

4.2.2.2 Kupplung mit der Nucleobase

Zur nucleophilen Substitution einer Hydroxygruppe mit einer Nucleobase muss diese erst in
eine geeignete Austrittsgruppe tiberfithrt werden. Erneut hat sich die in situ-Aktivierung unter
MITSUNOBU-Bedingungen durch das System Triphenylphosphin 51 / Diisopropylazodi-
carboxylat 52 als hierfiir hervorragend geeignet herausgestellt, da ein separater

Aktivierungsschritt umgangen wird und stereochemisch einheitliche Produkte erhalten
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werden. Diese Strategie wurde in der Vergangenheit besonders zur Alkylierung von

- 95,162
Purinbasen angewandt.™

Wie schon im vorangegangenen Kapitel 4.2.2.1 (S. 33) erwéhnt,
wird das Nucleophil im Laufe der MITSUNOBU-Reaktion deprotoniert. Bei den Nucleobasen
ist die resultierende negative Ladung durch Mesomerie stabilisiert, so dass sich der
Heterocyclus als ambidentes Nucleophil verhidlt (Abbildung 51). Im Falle des Purins 64

ergeben sich somit Produktgemische aus N-7- und N-9-alkylierten Isomeren.'®

s N
\N1 \N
Yl j|\/\
9<N 4 N/)Z <\N N/)
) 3

64

Abbildung 51: Purin 64 als ambidentes Nucleophil

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass sich Adenin und Guanin mit hoher Regioselektivitit an
N-9 alkylieren lassen, wenn die N-7-Position durch eine geeignete Schutzgruppe sterisch
abgeschirmt wird.'**'®® Die gebriuchlichen Varianten sind in Abbildung 52 dargestellt. Die
Schutzgruppen haben zusitzlich die Aufgabe, die Loslichkeiten der Purinderivate 65 — 67 in
organischen Losemitteln zu verbessern und somit die Konzentration an Nucleophil zu

erhohen.

O

o)
cl HN)KV OJ\Nth
N XN N NN N XN
¢ ]'\é ¢ «fx
A A
N"°N N™ N N ¢
65 66 67

Abbildung 52: Purinderivate zur Kondensation mit Alkoholen nach MITSUNOBU

Pyrimidinbasen sind in organischen Ld&semitteln ebenfalls schlecht 16slich. Derivate des
Uracils 68 lassen sich jedoch selektiv an N-3 acylieren und die Loslichkeit kann somit stark
gesteigert werden.'® Hierzu werden die Basen in einem ersten Schritt zu einem instabilen
1,3-N-diacylierten Intermediat 69 umgesetzt (Abbildung 53)."®" In dieser Verbindung ist die
Acylgruppe an N-1 sehr elektrophil und reagiert leicht mit Methanol bei der Séulen-
chromatographie an Kieselgel oder Aluminiumoxid unter Freisetzung des N-3-monoacylierten
Produkts 70 zum entsprechenden Methylester. Fiir die MITSUNOBU-Kupplung werden in der

Regel die 3-N-benzoylierten Derivate der Basen eingesetzt.'®
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Abbildung 53: Darstellung 3-N-benzoylierter Pyrimidinbasen

3-N-Benzoylthymin 71 wurde aus Dichlormethan kristallisiert und rontgenographisch
untersucht. Auf Grund sterischer Wechselwirkungen zwischen den Carbonyl-Sauerstoft-
atomen der Base und den aromatischen Wasserstoffatomen der Schutzgruppe steht die
Benzoylgruppe im Kristall senkrecht zum Ringsystem des Heterocyclus. Beide m-Systeme
sind somit nicht miteinander konjugiert. Im festen Zustand liegen die geschiitzen Nucleobasen

als tiber Wasserstoftbriickenbindungen gebundene Dimere vor (Abbildung 54).

Abbildung 54: ORTEP-Plot von 3-N-Benzoylthymin 71

Genau wie die Purinbasen verhalten sich die geschiitzten und deprotonierten Pyrimidinbasen
als ambidente Nucleophile. Die negative Ladung ist dabei im Wesentlichen zwischen N-1 und

0-2 delokalisiert, so dass sich im Kupplungsschritt Produktgemische aus den N-1- und O-2-

alkylierten Isomeren ergeben (Abbildung 55).'¢*'%
O O O O
Xy —— O
O)\g 0 SN

71

Abbildung 55: N-3-benzoyliertes Thymin 71 als ambidentes Nucleophil
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Aus der Literatur sind nur wenige Versuche bekannt, die Einfliisse auf die Regioselektivitit
bei der Alklylierung von Pyrimidinbasen unter MITSUNOBU-Bedingungen zu untersuchen und
das Produktverhiltnis aktiv zu steuern. Ubereinstimmend fanden alle Autoren jedoch eine
starke Abhéngigkeit der Selektivitit von der Reihenfolge in der die beteiligten Edukte
zusammengegeben werden.'”’ In einigen Fillen ist auch eine Abhingigkeit von der

Reaktionstemperatur beobachtet worden.'®>'%

Zur Darstellung des geschiitzten Nucleosids 45 wurde in einem ersten Versuch nach dem
Protokoll von C. BONNAL et al.'® der chirale Alkohol 460, mit Triphenylphosphin und dem
3-N-benzoylierten Thymin 71 in THF gemischt und anschlieBend bei 0 °C das DIAD zur
Aktivierung langsam in die Reaktionslosung getropft (Abbildung 56). Nach Methanolyse der
Schutzgruppe und chromatographischer Aufarbeitung konnte ein Produktgemisch isoliert
werden, das zu 70 % aus dem unerwiinschten O-2-Isomer 72 und lediglich zu 30 % aus dem

benotigten N-1-Isomer 45 bestand.

1) P(Ph)s, DIAD, BzT 71 HN)ﬁ/ HN)H/
Bno THE BnO A | BnO s |
2) 1% NaOH in MeOH 0~ "N o N
+
OH 90 %

OBn OBn OBn
460 45 (30%) 72 (70%)

Abbildung 56: Kupplung des Cyclopentanols 46c. mit 3-N-Benzoylthymin nach MITSUNOBU

Auf Grund dieses unbefriedigenden Ergebnisses wurde die Kupplung erneut nach einem von

171 ¢y:
Hierzu wurde zuerst

L. ScuMITT und C. A. CAPERELLI erarbeiteten Protokoll durchgefiihrt.
das zwitterionische Addukt 55 aus Triphenylphosphin und DIAD in THF bei 0 °C gebildet.
Diese Suspension wurde dann langsam in eine Mischung der geschiitzten Nucleobase 71 und
des Alkohols 460, in THF bei — 40 °C getropft und zwei Tage bei dieser Temperatur geriihrt.
Nach Entschiitzung und Aufarbeitung zeigte das Produkt eine Zusammensetzung von 65 %

N-1-Isomer 45 und 35 % O-2-Isomer 72.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich wie sehr der Reaktionsverlauf von dem verwendeten
Kupplungsprotokoll abhingig ist. Gleichzeitig erdffnet sich hierdurch jedoch die Moglichkeit,
die Reaktion zu steuern und Faktoren zu finden, die eine weitere Steigerung des Anteils an

gewiinschtem N-1-Produkt begiinstigen. Untersucht wurde das System daher auf
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* Einfluss der Reaktionstemperatur
* Einfluss des Losemittels

* Einfluss des Alkohols

* Einfluss der Nucleobase

» Einfluss der Schutzgruppe an der Nucleobase

Ausgehend von dem befriedigenden Ergebnis, das bei der zweiten beschriebenen
Durchfiihrung zur MITSUNOBU-Kupplung erzielt werden konnte, wurde diese Vorgehensweise
fiir alle weiteren Kupplungsreaktionen als Ausgangsmethode verwendet (Standard-

Kupplungsprotokoll).

A) Analytik

Infolge der begrenzten Zuginglichkeit des chiralen Alkohols 46a wurde fiir die folgenden
Testreaktionen Cyclopentanol als Modellsubstanz fiir die Alkoholkomponente herangezogen.
Die Produktzusammensetzung wurde nach chromatographischer Aufarbeitung des
Rohgemisches und Isolierung beider Isomere 'H-NMR-spektroskopisch bestimmt. Als
Bezugssystem wurden stets die Integrale der H-1'-Protonen beider Verbindungen ins

Verhiltnis gesetzt.

Zur eindeutigen Zuordnung wurden beide Produkte getrennt kristallisiert und
rontgenographisch analysiert. Das als O-2-Produkt 74 identifizierte Isomer zeigt im 'H-NMR-
Spektrum gegentiiber dem N-1-Produkt 73 eine Tieffeldverschiebung des H-1'-Protons von ca.
0.5 ppm, auch das C-1'-Signal im *C-NMR-Spektrum der O-2-Verbindung 74 ist gegeniiber
dem N-1-Isomer 73 stark Tieffeld verschoben (ca. 25 ppm). Dies ist auf die stéirker
entschirmende Wirkung des elektronegativeren Sauerstoffatoms gegeniiber dem Stickstoff-
atom zuriickzufiihren. Eindeutig lassen sich beide Produkte voneinander im HMBC-NMR-
Spektrum unterscheiden, in dem H-C-Kopplungen iiber mehr als zwei Bindungen sichtbar
sind. Im Falle des N-1-alkylierten Isomers 73 koppelt das H-1'-Proton iiber drei Bindungen
mit den Kohlenstoffatomen C-2 und C-6 der Nucleobase, das O-2-alkylierte Produkt 74
hingegen zeigt nur eine *Ji.c-Kopplung zum C-2 des Heterocyclus. Eine Zusammenfassung

dieser Ergebnisse ist in Abbildung 57 wiedergegeben.
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A) ORTEP-Plots der Kristallstrukturen der Verbindungen 73 und 74
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B) Ausschnitte aus den 1H-NMR-Spektren der Verbindungen 73 und 74
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C) Ausschnitte aus den "*C-NMR-Spektren der Verbindungen 73 und 74

A
o)
» C6
HNJj/
AN oo
o
73
T T T T T | T T I T T T T T T T T T [
5 4

A
125
. i
HNJE/ L
Ay I
-t -150
C-2 |
»
74 i

D) Ausschnitte aus den HMBC-NMR-Spektren der Verbindungen 73 und 74

Abbildung 57: Spektroskopische Unterscheidung der Alkylierungsprodukte 1-Cyclopentylthymin 73

und 2-O-Cyclopentythymin 74
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B) Einfluss der Temperatur

In ihren Arbeiten zur Darstellung carbocyclischer Nucleosidanaloga berichteten C. BONNAL et

al.'®® sowie T. F. JENNY et al. '?%'%

iibereinstimmend von einem Temperatureffekt bei der
MITSUNOBU-Kupplung mit Pyrimidin-Nucleobasen. Beide beobachteten eine Zunahme des
Anteils an N-1-Produkt mit sinkender Temperatur. Als optimale Reaktionsbedingung erwies
sich dabei das Arbeiten bei Temperaturen zwischen — 40 und — 50 °C, tiefere Temperaturen
fiihrten zu einem erheblichen Anstieg der Reaktionszeiten und brachten keine weitere
Verbesserung in der Selektivitit. Beide Autoren nutzten bei ihren Untersuchungen

unterschiedliche MITSUNOBU-Protokolle.

Zur Untersuchung des Temperatureinflusses auf das Standard-Kupplungsprotokoll wurden die
Reaktionsansédtze bei drei verschiedenen, jeweils konstanten Temperaturen geriihrt. Die
Ergebnisse der Kupplungsreaktionen bei unterschiedlichen Temperaturen sind in Tabelle 5

zusammengefasst.

Tabelle 5: Einfluss der Reaktionstemperatur auf die Produktverteilung

Experiment Temperatur Reaktionszeit  Ausbeute Produktverteilung
1 -40 °C 36 h 90 % 66 % N-1/34% O-2
2 0°C 24 h 87 % 67 % N-1/33 % O-2
3 RT 12h 91 % 66 % N-1/33 % O-2
4 -40 °C—-RT 24 h 92 % 66 % N-1/33 % O-2

Die unterschiedlichen Reaktionstemperaturen zeigten bei der Verwendung des Standard-
Kupplungsprotokolls weder einen Einfluss auf die Produktverteilung noch auf die
Gesamtausbeute der Reaktion. Aus diesem Grunde wurden im Folgenden die Edukte bei
—40 °C zusammengegeben und das Reaktionsgemisch anschlieBend langsam im DEWAR-

GefaB} auf Raumtemperatur erwarmt.
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C) Einfluss des Losemittels

Im Verlauf einer nucleophilen Substitution entsteht zwischen dem nucleophilen Reagenz und
dem elektrophilen Substrat eine neue Bindung, deren heterolytische Bindungsenergie dabei
freigesetzt wird (Abbildung 58). Da beide Bindungselektronen vom Reagenz geliefert
werden, nimmt die Elektronendichte hier im Laufe der Reaktion ab. Anionische Nucleophile

gehen dabei in neutrale Produkte iiber.

§ &+
NS ¢ RX ——  [Nu-R-X]T —— R+ xO

Abbildung 58: Allgemeines Reaktionsschema einer Sy2-Reaktion

Mit diesen Ladungsinderungen sind bei Reaktionen in polaren Losemitteln
Solvatationsdnderungen und damit Energieinderungen verbunden. Im Falle der Sx2-Reaktion
wird das Nucleophil beim Ubergang in den aktivierten Komplex partiell desolvatisiert. Die fiir
diese Desolvatisierung aufzuwendende Energie tragt wesentlich zur Aktivierungsenergie bei.
Beide Faktoren, Energiefreisetzung infolge der Bindungsbildung sowie die Energie-
anderungen infolge der Solvatationsinderungen, bestimmen die Reaktivitit eines

nucleophilen Reagenz.'”

Auf Grund der unterschiedlichen Beeinflussung dieser Faktoren durch unterschiedliche
Losemittel und unterschiedliche Reaktionspartner ist die Reihenfolge der Reaktivitit
verschiedener Reagenzien nicht in allen Reaktionen die Gleiche, sondern hingt von der Natur
des elektrophilen Partners und des Losemittels ab. In polaren aprotischen Losemitteln sind die
Nucleophile nicht so stark solvatisiert wie in protischen Losemitteln. Hiermit wird der
Energiegewinn bei der Bindungsbildung, d. h. die Affinitit des nucleophilen Reagenz zum
elektrophilen Partner, ausschlaggebend fiir die Reaktivitét. Es zeigt sich hierbei, dass in erster
Néherung die Nucleophilie eines Reagenz um so grofler je hoher seine (BRONSTED-)Basizitit
ist.'”

Der Losemitteleinfluss auf die Regioselektivitit bei nucleophilen Substitutionsreaktionen
ambidenter Reagenzien beruht darauf, dass die Solvatation und damit die Nucleophilie der
beiden Positionen in verschiedenen Lodsemitteln unterschiedlich sein kann. So ist in
aprotischen Losemitteln die Position mit der hoheren Ladungsdichte gewohnlich das starker

basische der beiden Zentren und reagiert bevorzugt mit dem Substrat.'™
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Um den Einfluss des Losemittels auf die Alkylierung von 3-N-Benzoylthymin 71 unter
MITSUNOBU-Bedingungen zu untersuchen, wurde die Reaktion nach dem Standard-
Kupplungsprotokoll in verschiedenen aprotischen Losemitteln durchgefiihrt. Die Ldosemittel
wurden dabei so ausgewdhlt, dass ein mdglichst breites Polarititsspektrum erfasst wird.
Zusiatzlich fiel die Wahl der Losemittel nur auf Solventien, die aus der Literatur fiir
MITSUNOBU-Reaktionen bekannt sind. Tabelle 6 zeigt die in den verschiedenen Losemitteln

erzielten Produktverteilungen.

Tabelle 6: Einfluss des Reaktionsmediums auf die Produktverteilung

Losemittel Er [kcal/mol] Temperatur  Ausbeute Produktverteilung
1,4-Dioxan 36,0 5°C—RT 92 % 60 % N-1/40 % O-2
Et,O 34,6 -40 °C—-RT 89 % 62 % N-1/38 % O-2
DME 38,2 -40 °C—RT 88 % 66 % N-1/34% O-2
THF 37,4 -40 °C—-RT 92 % 66 % N-1/34 % O-2
CH,Cl, 41,1 -40 °C—RT 90 % 69 % N-1/31% O-2
MeCN 46,0 -40 °C—-RT 92 % 75 % N-1/25% O-2
DMF 43,8 -40 °C—RT 89 % 78 % N-1/22 % O-2

Die durchgefiihrten Testreaktionen zur Losemittelabhidngigkeit der Kupplungsreaktion zeigen
deutlich, dass das Produktverhiltnis stark durch das jeweils verwendete Losemittel beeinflusst
wird. So steigt der Anteil an gewiinschtem N-1-Produkt mit steigendem Ep-Wert (Er =
transfer energy) des Losemittels, der nach C. REICHHARDT als Mal} fiir die absolute Polaritdt

- - - 174
eines Reaktionsmediums herangezogen werden kann.

Er begriindet sich auf dem
solvatochromen Effekt, der bei geldsten Farbstoffen in unterschiedlichen Losemitteln auftritt.
Je nach Polaritdt des Solvens kommt es hierbei zu einer Verschiebung des Absorptions-
maximums und somit zu einer Farbinderung.'” In Abbildung 59 sind die jeweils erreichten
Produktverhéltnisse gegen die Et-Werte der verwendeten Losemittel graphisch aufgetragen.

Hiernach besteht zwischen Polaritit und Produktverhiltnis ein linearer Zusammenhang.
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Abbildung 59: Abhangigkeit der Produktverteilung von der Polaritat des Losemittels

D) Einfluss des Alkohols

In einem gegebenen aprotischen Losemittel ist die Regioselektivitit der Alkylierung eines
ambidenten Nucleophils auch substratabhingig. Dieses Verhalten ldsst sich durch
Zuhilfenahme des HSAB-Konzeptes (hard soft acid base) nach PEARSON beschreiben.'’®
Hiernach reagieren bevorzugt harte Sduren mit harten Basen und weiche Sduren mit weichen
Basen. Die harten Wechselwirkungen bestehen dabei hauptsidchlich aus elektrostatischer

Anziehung, die weichen hingegen aus Orbitalwechselwirkungen.'”’

* Harte Sauren (Elektrophile) haben ein relativ energiereiches LUMO (relativ niedrige

Elektronenaffinitit), relativ hohe positive Ladungsdichte und geringe Polarisierbarkeit.

* Weiche Séuren (Elektrophile) haben dagegen ein weniger energiereiches LUMO (relativ
hohe Elektronenaffinitit), eine geringe positive Ladungsdichte und eine hohe Polarisier-

barkeit.

* Harte Basen (Nucleophile) haben ein relativ energiearmes HOMO (relativ hohe
Ionisierungsenergie), relativ. hohe negative Ladungsdichte und eine geringe

Polarisierbarkeit.

* Weiche Basen (Nucleophile) haben dagegen ein weniger energiearmes HOMO
(vergleichsweise niedrige lonisierungsenergie), eine geringe negative Ladungsdichte und

eine hohe Polarisierbarkeit.
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Im ambidenten Thyminanion 71 stellt das Sauerstoffatom O-2 ein hartes, das Stickstoffatom
N-1 dagegen ein weiches Reaktionszentrum dar. Die Hérte des a-Kohlenstoffatoms des
Alkohols ist von der jeweiligen chemischen Umgebung, d. h. von den iibrigen Substituenten
abhingig. Nach dem HSAB-Prinzip kann die Vorhersage gemacht werden, daB mit
zunehmender Hérte des a-Kohlenstoffatoms der Anteil an O-2-Alkylierung steigen sollte. Als
Mal3 fiir die Harte eines Kohlenstoffatoms kann néherungsweise seine chemische
Verschiebung im "*C-NMR-Experiment herangezogen werden. Ein harter Kohlenstoff ist
wenig polarisierbar, d. h. er hat eine niedrige Elektronendichte am Kern, d. h. das *C-Signal
erscheint bei tiefem magnetischem Feld. Ein weicher Kohlenstoff hingegen hat eine hohe
Elektronendichte am Kernort, wird daher stark abgeschirmt und die Absorption tritt erst bei

hohem magnetischem Feld ein.

Zur Untersuchung der Regioselektivitit der Alkylierung des geschiitzten Thymins 71 wurde
die Base unter den Standardbedingungen nach dem MITSUNOBU-Protokoll mit verschiedenen
Alkoholen in THF gekuppelt. Die jeweiligen Ausbeuten und Produktverhiltnisse dieser

Reaktionen sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7: Einfluss des Alkohols auf die Produktverteilung

Alkohol Losemittel Temperatur Ausbeute  Produktverteilung
1-Pentanol THF -40°C —RT 89 % 100 % N-1/0 % O-2
Benzylalkohol THF -40 °C —RT 92 % 100 % N-1/0 % O-2
Cyclohex-2-enol THF -40 °C—-RT 90 % 95 % N-1/5 % O-2
2-Pentanol THF -40 °C—RT 94 % 80 % N-1/20 % O-2
1-Phenylethanol THF -40°C —RT 87 % 79 % N-1/21 % O-2
Cyclohexanol THF -40 °C —RT 90 % 73 % N-1/27 % O-2
Cyclopentanol THF -40 °C—RT 92 % 66 % N-1/34% O-2
2,2,2-Trichlorethanol THF -40°C-RT 90 % 60 % N-1/40 % O-2

Nach Aufarbeitung der Rohprodukte wurde das Verhiltnis beider Isomere mit der chemischen
Verschiebung des jeweiligen a-Kohlenstoffs in DMSO-ds in Beziehung gesetzt (Abbildung
60). So liefern die primdren Alkohole 1-Pentanol und Benzylalkohol mit einem weichen

Reaktionszentrum ausschlieSlich das N-1-alkylierte Produkt. Mit zunehmender Hérte steigt
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auch, wie erwartet, der Anteil des O-2-Isomers. Interessanterweise ist der o.-Kohlenstoff des
Cyclopentanols, der als Modellsubstanz in den vorangegangenen Untersuchungen
herangezogen wurde, einer der hirtesten in der untersuchten Reihe. Der hohe Anteil an O-2-
Produkt bei der Darstellung carbocyclischer Thyminanaloga ist somit auf eine intrinsische
Eigenschaft des Alkohols selbst zuriickzufiihren. Mit Hilfe der aufgestellten Reihung sollte
es nun moglich sein, das Produktverhiltniss einer Kupplung durch Messung der chemischen

Verschiebung des Alkohol-a-Kohlenstoffs im Voraus abzuschétzen.
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Abbildung 60: Abhangigkeit der Produktverteilung von der Harte des a-Kohlenstoffs

Das Cyclopentanol 460, das als Baustein zur Synthese der carbocyclischen Nucleoside
herangezogen werden soll, zeigt im "*C-NMR-Spektrum fiir das C-1 in DMSO-ds eine
Verschiebung von & =69.49 ppm. Dieser Wert ist gegeniiber dem des unsubstituierten
Cyclopentanols aus der Testreaktion um ca. 2.5 ppm zu héherem Feld verschoben. Hiernach
sollte nach Vorhersage bei der Kupplung mit der Nucleobase in THF ein Produktgemisch
entstehen, das sich zu ca. 72 % aus dem N-1-Produkt 45 und zu ca. 28 % aus dem O-2-Isomer
72 zusammensetzt. Die anfinglich in THF durchgefiihrte Reaktion zeigte jedoch eine
schlechtere Produktverteilung in Bezug auf das N-1-Produkt 45 (65 % N-1/35 % O-2, S. 44).
Demnach ist neben einem rein elektronischen Effekt des Alkohols auf die Produkt-
zusammensetzung auch noch eine sterische Wechselwirkung des Nucleophils mit den

Substituenten anzunehmen, die in diesem Fall zu einer Benachteiligung des N-1-Isomers 45
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fiihren. Das Auftreten von sterischen Effekten bei der MITSUNOBU-Kupplung wurde bereits
von C. BONNAL et al. bei Arbeiten zur Darstellung achiraler meso-Nucleoside angefiihrt und

intensiv diskutiert.'®®

Eine Vorhersage der Produktzusammensetzung anhand der chemischen
Verschiebung des a-Kohlenstoffs ist demnach nur bei sterisch ungehinderten Systemen

moglich.

E) Einfluss der Schutzgruppe an der Nucleobase

In der Chemie der purinhaltigen Nucleoside hat sich die gezielte sterische Hinderung der N-7-
Position als wirkungsvolle Methode zur selektiven Darstellung von N-9-Derivaten etabliert
(Abbildung 52, S. 42). Hierbei wird die Abschirmung durch Verwendung eines Restes mit
groBer Raumerfiillung an der 6-Position erreicht. Der Versuch lag somit nahe, dieses Konzept
auf die Alkylierung von Pyrimidinbasen zu iibertragen und eine Schutzgruppe an der N-3-
Position des Pyrimidingeriistes einzubringen, die die O-2-Position effektiv blockiert

(Abbildung 61).
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Abbildung 61: Sterische Hinderung der O-2-Alkylierung durch Modifikation der Schutzgruppe

In ersten Ansédtzen wurden diesbeziiglich ortho- und meta-disubstituierte Benzoesdurederivate
als Schutzgruppen fiir N-3 des Heterocyclus untersucht (Abbildung 62). Substituenten an
diesen Positionen sollten auf Grund ihres erhohten Raumbedarfs verstarkt mit dem am O-2
angreifenden Elektrophil in Wechselwirkung treten und somit die Alkylierung dort
erschweren. Dieser Effekt sollte flir ein ortho-substituiertes Derivat grofler sein als fiir ein
meta-substituiertes, da sich die Substituenten in diesem Fall in unmittelbarer Nachbarschaft

zum O-2 der Base befinden.
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Abbildung 62: Modifizierte Schutzgruppen an N-3 des Heterocyclus
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Zur Darstellung der benzoylierten Derivate 75 — 77 wurde Thymin analog der in Kapitel
4.2.2.2 (S.41) vorgestellten Methode selektiv an N-3 blockiert. Die Ausbeuten der

Benzoylierungsreaktionen sind in Tabelle 8 aufgelistet.

Tabelle 8: Ausbeuten der selektiven Blockierung Thymins an N-3

Schutzgruppe N-3 Produkt Ausbeute
Benzoyl 71 80 %
3,5-Dinitrobenzoyl 75 25%
3,5-Dimethylbenzoyl 76 69 %
2,6-Dimethylbenzoyl 77 72 %

Die niedrige Ausbeute im Falle der 3,5-Dinitrobenzoylderivates 75 begriindet sich mit der
hohen Elektrophilie dieser Verbindung. So kam es bei der gezielten Abspaltung der N-1-
Schutzgruppe durch Umesterung an Kieselgel in methanolhaltigem Dichlormethan auch zum
teilweisen Verlust der zweiten Benzoylgruppe. Ein spéterer Stabilititstest der reinen
Verbindung 75 in Dichlormethan / Methanol (20:1) zeigte ebenfalls schon nach kurzer Zeit

die Bildung von Thymin und des 3,5-Dinitrobenzoesduremethylesters.

Zur Beantwortung der Frage, ob durch das beschriebene Konzept die N-1/0-2-Selektivitit der
Kupplungsreaktion zugunsten des N-1-Isomers verbessert werden konne, wurden die
Verbindungen 75— 77 unter den Standardbedingungen mit Cyclopentanol als Alkohol-

komponente umgesetzt. Die Ergebnisse der Kupplungsreaktionen finden sich in Tabelle 9.

Tabelle 9: Einfluss der Schutzgruppe auf die Produktverteilung

Schutzgruppe N-3 Losemittel Temperatur Ausbeute  Produktverteilung

Benzoyl (71) THF -40 °C —RT 92 % 66 % N-1/34 % O-2
3,5-Dinitrobenzoyl (75) MeCN -40 °C—-RT 59 % 96 % N-1/4 % O-2
3,5-Dimethylbenzoyl (76) THF -40°C—-RT 89 % 60 % N-1/40 % O-2

2,6-Dimethylbenzoyl (77)  THF ~40°C-RT  85%  0%N-1/100% O-2
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Aus den Ergebnissen der Kupplungsreaktionen geht hervor, dass durch Variation der
Substituenten am aromatischen Kern die Produktverteilung stark beeinflusst wird. Entgegen
der Vorhersage entstand bei Verwendung des 2,6-Dimethylbenzoyl-Derivates 77
interessanterweise jedoch ausschlielich das O-2-Isomer. Die meta-substituierten Derivate
75 und 76 zeigen trotz der anndhernd gleichen rdumlichen Struktur stark unterschiedliche
Produktzusammensetzungen. Fiir das 3,5-Dinitrobenzoyl-Derivat 75 wurde fast ausschlie8lich
das N-1-Produkt gefunden, das 3,5-Dimethylbenzoylthymin 76 lieferte dagegen ein dem
Prototyp 71 vergleichbares Isomerengemisch. Die Schutzgruppe scheint demnach einen
direkten Einfluss auf die elektronischen Verhiltnisse im Heterocyclus oder die Solvathiille
des Nucleophils zu haben. Trotz der guten N-1/0-2-Selektivitit der nitrosubstituierten
Verbindung 75 konnte auf Grund der schlechten Gesamtausbeute weniger N-1-Produkt als bei
Verwendung des 3-N-Benzoylthymins 71 isoliert werden. Zusammen mit der hohen Labilitét,
die die Isolierung der Verbindung 75 stark erschwert, ist dies ein schwerwiegendes Argument,

sie nicht als Standardnucleophil in der Nucleosidchemie zu verwenden.

Die angesprochenen moglichen elektronischen Effekte, die die Schutzgruppe auf den
Heterocyclus ausiiben, fithrten zur Synthese von 3-N-alkylierten Thyminderivaten. Die
Alkylgruppe sollte dabei hydrogenolytisch abspaltbar sein, um so in einem letzten Schritt alle
Schutzgruppen vom carbocyclischen Nucleosid zu entfernen (Abbildung 63). Hierzu eignet
sich im Besonderen die Benzyloxymethyl-(BOM)-Gruppe, die in einer Tandemreaktion, nach
Bruch des Benzylethers und Abspaltung von Formaldehyd aus dem resultierenden
Halbaminal, das jeweilige Thyminderivat freisetzt.'”""'”® Die direkte Blockierung der N-3-
Position mit der Benzylgruppe zum Thyminderivat 79 ist nicht moglich, da Benzylimide

extrem persistent gegeniiber Hydrogenolysen sind."’

SRS NS84

78 79

Abbildung 63: N-3-alkylierte Thyminderivate

Zur Synthese der 3-N-BOM-Verbinding 78 wurde Thymin im ersten Schritt selektiv an der
N-1-Position mit BOC-Anhydrid in 90 % blockiert (Abbildung 64).'”” AnschlieBend erfolgte
die Alkylierung an der N-3-Position mit Benzylchlormethylether 38 zum zweifach
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geschiitzten Thyminderivat 81. Nach alkalischer Hydrolyse des BOC-Carbamates konnte das
3-N-BOM-Thymin 78 in einer Gesamtausbeute von 64 % iiber drei Stufen erhalten werden.
Eine Aufreinigung der Zwischenverbindungen erwies sich nicht als notwendig, so dass die

Reaktionssequenz auch als Eintopfreaktion durchgefiihrt werden kann.

o) (0]
(BOC),0 0
HNJ]/ DMAP lj\ | NaH, BOM-CI ©/\O/\N)j/
O)\N MeCN, 90 % 07N DMF, 84 % O)\N
H BOC BOC
80 81
K,CO3 | MeOH
86 %
0
O)\N
H
78

Abbildung 64: Reaktionssequenz zur Darstellung eines 3-N-alkylierten Thyminderivates

Das 3-N-BOM-geschiitzte Thymin 78 wurde analog den vorherigen Derivaten 75 — 77 mit
Cyclopentanol in THF nach der Standardprozedur umgesetzt. Das isolierte Produktgemisch
zeigte hierbei nach chromatographischer Aufreinigung eine Zusammensetzung von 80 %
N-1-Produkt zu 20 % O-2-Isomer. Durch Verwendung von Acetonitril, an Stelle von
Tetrahydrofuran, konnte das Produktverhéltnis sogar noch auf 85 % N-1/15 % O-2 gesteigert
werden. Das BOM-geschiitzte Thymin ist somit das ideale Nucleophil fiir die Synthese

carbocyclischer Thymidinanaloga nach der MITSUNOBU-Prozedur.

F) Einfluss der Nucleobase

Die Ergebnisse aus den vorherigen Untersuchungen zum Einfluss der Schutzgruppe auf die
Produktverteilung machen einen Einfluss dieses Substituenten auf die Elektronenverteilung
im Heterocyclus wahrscheinlich. Als Konsequenz sollten unterschiedliche Substituenten an
anderen Positionen der Base ebenfalls die elektronische Struktur verdndern und somit die
Produktverteilung nachhaltig beeinflussen (Abbildung 65). In diesem Zusammenhang sind
besonders Substituenten an Position C-5 von Interesse, da in der Vergangenheit eine Vielzahl

5-modifizierter Pyrimidinderivate mit Antitumorwirkung und antiviralen Eigenschaften
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synthetisiert werden konnten.'®*'®" Besteht das Bestreben an der Parallelsynthese vieler
carbocyclischer Nucleoside, ausgehend vom chiralen Cyclopentanol 46a., so ist die vorherige
Kenntnis der jeweiligen Produktverteilungen von groflem Vorteil. Sie beantwortet die Frage,
ob sich alle Nucleoside nach dem gleichen Protokoll darstellen lassen, oder ob die

Reaktionsbedingungen fiir jede Zielverbindung individuell angepasst werden miissen.

3-N-Benzoyluracil 3-N-Benzoyl-5-ioduracil 3-N-Benzoyl-5-fluoruracil

82 83 84

3-N-Benzoyl-5-bromvinyluracil

85

Abbildung 65: 3-N-benzoyl blockierte Uracilderivate

Zur Darstellung der benzoylierten Derivate 82 — 85 wurden die Pyrimidinnucleobasen analog
der in Kapitel 4.2.2.2 (S. 41) vorgestellten Methode selektiv an Position N-3 blockiert. Die

Ausbeuten der Benzoylierungsreaktionen sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tabelle 10: Ausbeuten der selektiven Blockierung verschiedener Nucleobasen an N-3

Base Produkt Ausbeute
Uracil 3-N-Benzoyluracil 82 63 %
S-Toduracil 3-N-Benzoyl-5-ioduracil 83 88 %
5-Fluoruracil 3-N-Benzoyl-5-fluoruracil 84 84 %
5-Bromvinyluracil 3-N-Benzoyl-5-bromvinyluracil 85 47 %

Die benzoylierten Basen 82 —84 wurden fiir die Testreaktionen mit Cyclopentanol als

Alkoholkomponente unter den Standardbedingungen umgesetzt. Das iibliche Losemittel THF
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wurde jedoch durch Acetonitril ersetzt, da dies bei der Alkylierung von Thymin eine bessere
N-1/0-2-Selektivitit zeigte. Die besten Isomereniiberschiisse wurden in diesem Zusammen-
hang zwar mit DMF erzielt, da es sich jedoch nur schwer wieder entfernen lasst wurde auf
seine Anwendung verzichtet. Die Ergebnisse der Kupplungsreaktionen sind in Tabelle 11

dargestellt.

Eine Testreaktion zur Alkylierung des 3-N-Bz-BVUs 85 wurde auf Grund der hohen Kosten
und den geringen verfiigbaren Mengen dieser Base nicht durchgefiihrt. Sie wurde vielmehr
direkt mit dem chiralen Cyclopentanol 46a. zum entsprechenden Nucleosid umgesetzt. Diese

Ergebnisse werden im nachstehenden Kapitel ndher diskutiert.

Tabelle 11: Einfluss der Nucleobase auf die Produktverteilung

Nucleobase Losemittel Temperatur Ausbeute  Produktverteilung
3-N-Benzoylthymin MeCN -40 °C - RT 92 % 75 % N-1/25 % O-2
3-N-Benzoyluracil MeCN  -40°C—-RT 88 % 90 % N-1/10 % O-2

3-N-Benzoyl-5-ioduracil MeCN -40°C —RT 89 % 85% N-1/15% O-2
3-N-Benzoyl-5-fluoruracil ~ MeCN  -40°C—RT 60 % 48 % N-1/52 % O-2

Wie erwartet, ibt der Substituent in der 5-Position der Nucleobase einen starken Effekt auf
die Produktverteilung der Kupplungsreaktion aus. So zeigen Uracil 82 und 5-Ioduracil 83 bei
vergleichbarer Gesamtausbeute sogar bessere N-1-/O-2-Selektivititen als Thymin. In diesen
Féllen kann die Benzoylschutzgruppe daher weiter Verwendung finden. Lediglich das
fluorierte Derivat 84 fiihrt unter diesen Bedingungen zu einem unbefriedigenden Ergebnis. Es
bleibt in der Gesamtausbeute weit hinter den {ibrigen Basen zuriick und liefert beide Isomere
im anndhernd gleichen Verhéltnis. Fiir die Darstellung carbocyclischer Derivate des
5-Fluoruracils miissen dementsprechend andere Reaktionsbedingungen fiir optimale
Reaktionsergebnisse gefunden werden. Ein einheitlicher Trend fiir den Einfluss des
Substituenten auf die Produktverteilung kann aus den wenigen durchgefiihrten Testreaktionen
nicht abgeleitet werden. Hierzu sind weitere Untersuchungen mit Substituenten notwendig,

die sich in ihren elektronischen sowie sterischen Eigenschaften stark unterscheiden.
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G) Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieses Abschnittes zeigen, dass das Produktverhiltnis der Kupplungsreaktion
entscheidend durch verschiedene Parameter beinflusst wird. Als besonders einflussreich hat
sich hierbei die Variation des Losemittels und die verwendete Schutzgruppe an der
Nucleobase herausgestellt. Polare Losemittel begiinstigen demnach die N-1-Alkylierung,
unpolare hingegen liefern einen erhohten Anteil an O-2-Produkt. Der Einfluss der
Schutzgruppe beruht wahrscheinlich auf einer Anderung der Elektronendichteverteilung im
Heterocyclus, die Auswirkungen auf die relativen Nucleophilien beider Alkylierungsstellen
hat. So konnten durch Variation der Substituenten am aromatischen Kern der
Benzoylschutzgruppe zu 100 % das O-2-Produkt (2,6-Dimethylbenzoyl, 77) und zu 96 % das
N-1-Isomer (3,5-Dinitrobenzoyl, 75) erhalten werden. Fiir die selektive Darstellung
carbocyclischer Nucleoside ist jedoch die BOM-Schutzgruppe infolge der besseren
Gesamtausbeute bei der Kupplungsreaktion und der einfacheren Zugénglichkeit dem
3,5-Dinitrobenzoylderivat 75 vorzuziehen. Ebenso beeinflusst der Alkohol selbst durch die
Elektronendichte an seinem Reaktionszentrum stark das Produktverhdltnis. Hohe
Elektronendichten, wie in priméren, allylischen oder benzylischen Alkoholen liefern hohe
Ausbeuten an N-1-Produkt. Mit abnehmender Elektronendichte und steigender Hirte steigt
hingegen der Anteil des O-2-Isomers. Nicht zu vernachldssigen sind hierbei auch sterische
Wechselwirkungen mit Substituenten an der Alkoholkomponente, die eine Vorhersage der

Produktverteilung allein durch Messung der Elektronendichte (NMR) erschweren.

4.2.2.3 Darstellung der Nucleoside

Die aus den Testreaktionen zur MITSUNOBU-Kupplung abgeleiteten Erfahrungen, wurden im
Folgenden auf die Darstellung von carbocyclischer Nucleosidanaloga angewendet. Als
carbocyclische Grundgeriiste wurden hierzu die vier isomeren Cyclopentanole 46a,3 und
48a, aus den Hydroxylierungsreaktionen des chiralen Cyclopentens 47 herangezogen
(Abbildung 66). An ihnen soll nach Uberfiihrung der Nucleoside in die entsprechenden
5'-Monophosphate der Einfluss der Ausrichtung der Nucleobase auf die Phosphorylierung

durch Thymidylatkinase untersucht werden.
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1) P(Ph)3 / DIAD
R1

BnO R1 R Base BnO Rs
1 3 2) NaOH / MeOH \W‘a
Ra MeCN R4

OBn OBn
R1, R2, R3 =-H; Ry =-OH 46a. Ry, Ry, Ry =-H; Ry =-T45 -TEMge
R1, Rg, Ry =-H; Rz = -OH 46§ R1, Ry, R3=-H; Ry = -T 87
R¢, R3, Ry =-H; R, =-OH 48a Ry, R, Ry =-H; Ry =-T 88
Rz, Rs, Ry =-H; Ry =-OH 43 R1, R3, Rg=-H; Ry, =-T 89

Abbildung 66: Darstellung carbocyclischer Analoga des Thymidins

Die Reaktionen wurden nach dem Standard-Kupplungsprotokoll in Acetonitril als Losemittel

durchgefiihrt. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 12 aufgelistet.

Tabelle 12: Zusammenfassung der Kupplungsreaktionen

Cyclopentanol Base Nucleosid Ausbeute Produktverhiltniss
460 3-N-Bz-T 71 45 92 % 75 % N-1/25% O-2
4600 3-N-BOM-T 78 86 88 % 85% N-1/15% O-2
4603 3-N-Bz-T 71 87 86 % 75 % N-1/25% O-2
480 3-N-Bz-T 71 88 66 % 65 % N-1/35% O-2
4873 3-N-Bz-T 71 89 55 % 75 % N-1/25% O-2

Die alkylierte Nucleobase 3-N-BOM-T 78 zeigte in den Testreaktionen eine bessere N-1/0-2-
Selektivitit, als das entsprechend benzoylierte Derivat 71 (s. S. 54). Dieses Ergebnis konnte
bei Verwendung des chiralen Cyclopentanols 46a. bestétigt werden. 3-N-BOM-Thymin 78 ist
somit als Standardreagenz zur Synthese N-1-alkylierter carbocyclischer Thyminderivate

heranzuziehen.

Die im Vergleich zu den Nucleosiden 45 und 87 niedrigeren Ausbeuten der Kupplungs-
reaktion bei den iso-Nucleosiden 88 und 89 sind vermutlich auf die groBere sterische
Wechselwirkung mit den Substituenten am Cyclopentanring zurtickzufiihren. Diese sterischen
Einfliisse flihrten jedoch auch zu einer abweichenden N-1-/0-2-Selektivitit. So zeigte das
Derivat 88, in dem der Hydroxymethyl-Substituent und die Base cis zueinander stehen, einen
Anstieg des Anteils an O-2-Isomer um 10 %, verglichen mit der Kupplung zum Nucleosid 45

mit der natiirlichen Konfiguration. Dieses abweichende Verhalten ist ein weiteres Indiz fiir
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das Auftreten eines sterischen Faktors, der bei der Alkylierung von Nucleobasen nach dem
MITSUNOBU-Protokoll auftritt. Eine dhnliche Beobachtung wurde schon in den Testreaktionen
beim Wechsel von Cyclopentanol auf das substituierte carbocyclische Grundgeriist 4600 als

Alkoholkomponente beobachtet (Kap. 4.2.2.2, Abschnitt D, S. 51).

Bei der Kupplung des chiralen Cyclopentanols 483 mit der geschiitzten Nucleobase 71 trat
zusitzlich zur nucleophilen Substitution eine Eliminierung zu dem Cyclopenten 90 als

Konkurrenzreaktion auf (Abbildung 67).

BnO
1) P(Ph); / DIAD

BnO OH 3-N-Bz-T 71
2) NaOH, MeOH B”O\__<;:::;7 .
BnO.N__O
N Sor My
OBn NH
48p 20

O 89

Abbildung 67: Substitution und Eliminierung als Konkurrenzreaktionen bei der Kupplung des

Cyclopentanols 483

Das Auftreten dieser Nebenreaktion ldsst sich durch Zuhilfenahme einer NEWMAN-Projekton
veranschaulichen (Abbildung 68). Ein Blick entlang der C-2-C-1-Bindung zeigt deutlich, dass
im Cyclopentanol 48f3 die Austrittsgruppe an C-1 und das Proton an C-2 in einer gestaffelten
antiperiplanaren Konformation zueinander stehen. Diese ist flir Eliminierungsreaktionen
besonders giinstig, da beide p-Orbitale, die sich bei der Eliminierung am o- und 3-Atom
ausbilden, parallel zueinander stehen. lhre Uberlappung fiihrt somit unmittelbar zur

Ausbildung der neuen n-Bindung (INGOLD-Regel).' "

( ®
OP(PHs5)
C6 C3
Zb s
5 4 H c5
OBn HI>
48 Base

Abbildung 68: NEWMAN-Projektion entlang der C-2-C-1-Bindung im Cyclopentanol 483
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Neben der Darstellung von N-1-alkylierten Derivaten ist die selektive Darstellung von O-2-
gebundenen Nucleosiden von besonderem Interesse. Sie lassen sich als Hybrid eines
Pyrimidin- und eines Purin-Nucleosids auffassen. Je nach Substitutionsmuster iliberwiegt

hierbei der eine oder andere Anteil.
O

H
/A\N
HO « J\Jj/
7 O N

OH

Abbildung 69: O-2-alkylierte Pyrimidinbasen als flexible Purinanaloga

Im Zuge der Testreaktionen zum Einfluss der Schutzgruppe auf die Produktverteilung der
Kupplungsreaktion wurde selektiv das 2-O-Cyclopentylthymin durch Verwendung des 3-N-
(2,6-Dimethylbenzoyl)thymins 77 erhalten (Kap. 4.2.2.2, Abschnitt E, S. 54). Vor diesem
Hintergrund stellte sich die Frage nach der Ubertragbarkeit dieses Ergebnisses auch auf
substituierte Cyclopentanole. Das carbocyclische Grundgeriist 460 wurde hierzu mit der
modifizierten Nucleobase 77 in THF, das per se die O-2-Alkylierung begiinstigt, umgesetzt
(Abbildung 70). Nach Methanolyse der Benzoylgruppe konnte erstaunlicherweise kein
Produkt isoliert werden. Neben dem offensichtlich sterischen Einfluss der Substituenten am
Cyclopentanol 46c. konnten keine weiteren Griinde fiir das Versagen der Methode gefunden
werden. Dieses Ergebnis ist abermals ein Beispiel fiir das sensible Reagieren des Systems auf

kleinste Verdanderungen seiner Zusammensetzung.

HN
BnO 1) P(Ph); / DIAD BnO O):Nj/
2,6-Dimethyl-Bz-T 77
2) NaOH / MeOH
OH

OBn THF OBn
460 72

Abbildung 70: Versuch der selektiven Darstellung des O-2-alkylierten Isomers 72

Eine Alternative zur Schutzgruppenstrategie besteht in der Modifikation des Durchfiihrungs-

protokolls der MITSUNOBU-Kupplung. Ausgehend von dem hohen Anteil an O-2-Alkylierung,

168 165
L. L.

den C. BONNAL et al. ™ und T. F. JENNY et a unter Verwendung ihres Protokolls erzielen

konnten, sollten durch geschickte Wahl der Reaktionsbedingungen weitere Verbesserungen
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der Selektivitit zugunsten des O-2-Produktes erreichbar sein. Arbeiten hierzu wurden im

Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht weiter verfolgt.

Zum Abschluss der Reaktionssequenz wurden die blockierten carbocyclischen Nucleoside 45
sowie 86 —89 durch hydrogenolytische Spaltung der Benzylether unter leichtem
Wasserstoffiiberdruck an Palladium auf Aktivkohle freigesetzt (Abbildung 71).

BnO R1 R HO R1 R

3 H,, Pd/C 3

R4 EtOH R,

OBn OH

Ry, Ry, Ry=-H; Ry =-T 45 -TOM gg Ry, Ry, Ry = -H; Ry = -T 25
R, Ry, R3=-H; Ry =-T 87 Rq, Ry, Rg=-H; Ry =-T 91
Ro, R3, Rg=-H; Ry =-T 88 Ry, Rs, Ry =-H; Ry =-T 92
R1,R3, R4='H; R2=-T 89 R1, R3! R4=_H; R2=_T 93

Abbildung 71: Debenzylierung der Nucleosidanaloga 45 sowie 86 - 89

Ist nach einer Reaktionszeit von 12 Stunden noch keine merkliche Produktbildung zu
beobachten, so ist dies vermutlich auf eine Passivierung des Katalysators zuriickzufiihren. In
diesem Fall kann jedoch durch kurze Ultraschalleinwirkung die Palladiumoberfldche aktiviert
und die Reaktionsgeschwindigkeit somit merklich gesteigert werden. Die Ergebnisse der

katalytischen Hydrierungen lassen sich aus Tabelle 13 ersehen.

Tabelle 13: Ergebnisse der hydrogenolytischen Debenzylierung der Derivate 45 sowie 86 - 89

benzyliertes .
Nucleosid Ausbeute
Derivat
45 carba-dT 25 91 %
86 carba-dT 25 89 %
87 carba-o-dT 91 82 %
88 carba-iso-dT 92 83 %
89 carba-iso-a-dT 93 84 %

Durch diese neue Syntheseroute zu carbocyclischen 2'-Desoxynucleosiden wurde das

Zielmolekiil carba-dT 25 in einer Gesamtausbeute von 43 % aus dem Cyclopentanol 32
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erhalten. Gegeniiber der in Kapitel 4.2.1 (S. 29) beschriebenen Variante via nucleophiler
Offnung des Epoxids 41 wurde hiermit annihernd die Verdreifachung der Gesamtausbeute
erreicht. Zudem konnte gezeigt werden, dass an Hand dieser Methode, neben Nucleosiden mit
der natiirlichen B-Konfiguration, auch carbocyclische iso- und a-Nucleosidderivate zugidng-
lich sind. Fiir diese interessanten Verbindungsklassen sind aus der Literatur bisher noch keine

Beispiele bekannt.

4.2.3 Synthese weiterer carbocyclischer Pyrimidinnucleosidanaloga

* carba-BVdU 95

(E)-5-(2-Bromvinyl)-2'-desoxyuridin 94 (BVdU) ist ein hochwirksamer und selektiver
Wirkstoff gegen die HSV-1- sowie die VZV-Replikation (Abbildung 72)."**'® Im Blut wird
dieses Nucleosid jedoch schnell durch Pyrimidin-Nucleosid-Phosphorylasen (PNPs) in die

freie Nucleobase und 2'-Desoxyribose-1-phosphat gespalten.'™*

Um diesen enzymatischen
Abbau der glycosidischen Bindung zu verhindern, wurde 1985 von P. HERDEWIN et al.
erstmals das carbocyclische Analogon des BVdUs 95 als racemisches Gemisch synthetisiert
und seine antiviralen Eigenschaften getestet.'™ So zeigte das carba-BVdU 95 im in vitro-Test
eine dem Furanosederivat vergleichbare Wirksamkeit gegeniiber der HSV-1-Replikation.
Auch gegen HSV-2 erwiesen sich beide Nucleosidanaloga als dhnlich aktiv, jedoch um den
Faktor 100 geringer als gegen HSV-1. Die antivirale Wirkung von BVdU 94 beruht zum
einen auf der Metabolisierung des Nucleosids in sein 5'-Triphosphat. Dieses ist ein Inhibitor
der zelleigenen DNA-Polymerase.'™ Zum anderen kommt es nach dem Einbau des
Nucleosids in virale oder zellulire DNA der infizierten Wirtszelle zur Ausbildung von ,,cross
links* mit anderen DNA-Stringen, die die Funktion des Informationstragers stéren. Der
carbocyclische Wirkstoff 95 wird hierbei zu einem sehr viel geringeren Anteil in DNA
eingebaut. Entgegen allen Erwartungen stellte sich das (+/-)-carba-BVdAU 95 im
anschlieBenden in vivo-Test an HSV-1 infizierten Méusen als weniger wirksam als das
Furanosederivat 94 heraus, obwohl nachweislich kein Abbau des Nucleosids zu verzeichnen
war. Offensichtlich zeigen beide Wirkstoffe einen fundamentalen Unterschied in ihrer

Pharmakokinetik.'®

e carba-FdU 97

Neben der Behandlung viraler Infektionen finden Nucleosidanaloga auch in der Antitumor-

therapie Verwendung. Im Gegensatz zu gesundem Zellgewebe weisen Tumore eine schnelle,
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unkontrollierte Proliferationsrate auf. Dies ermdoglicht die Differenzierung zwischen beiden
Zellarten. Durch einen chemischen Eingriff in die rasche Zellteilung des Tumors kann dieser
selektiv behandelt werden, ohne dabei langsam wachsende gesunde Zellen zu beeinflussen.
Ausnahmen sind jedoch die sich schnell teilenden Zellen des Korpers, wie blutbildende
Zellen, Zellen des Immunsystems sowie Zellen der Schleimhdute und Haarfolikel. Als
Nebenwirkungen einer Chemotherapie treten daher Haarausfall, Ubelkeit, Blutbild-

verdnderungen, Durchfall und Infektionskrankheiten auf.

Die modifizierte Nucleobase 5-Fluoruracil wird klinisch gegen Tumorerkrankungen
eingesetzt. Sie wirkt nach Metabolisierung in das 5'-Monophosphat des 5-Fluor-2'-desoxy-
uridins 96 als Analogon des 2'-Desoxyuridinmonophosphats dUMP und hemmt irreversibel
die Thymidyla‘[synthase.187 Somit kann dUMP nicht mehr zum DNA-Nucleotid dTMP
methyliert werden. Im in vitro Experiment zeigte das 5-Fluor-2'-desoxyuridin 96 eine
gegeniiber der freien Base 5-Fluoruracil gesteigerte Antitumor-Aktivitdt, jedoch lieB sich
dieser Aktivititsgewinn nicht auf nachfolgende in vivo Untersuchungen iibertragen. Ursache
fiir diesen Aktivitdtsverlust ist die Deglycosilierung des Nucleosids 96 in die modifizierte
Nucleobase und Desoxyribose-1-phosphat durch die Thymidinphosphorylase.'®® Diese
biologische Limitierung fiihrte 1981 zur Synthese des enzymatisch nicht spaltbaren
carbocyclischen Analogons 97 durch Y. F. SHEALY et al.."®' Es erwies sich jedoch entgegen

allen Erwartungen als nicht antitumor oder antiviral aktiv.

e carba-1dU 99 / carba-dU 101

Von weitaus weniger groler Bedeutung hinsichtlich einer therapeutischen Anwendung sind
die carbocyclischen Nucleosidanaloga carba-IdU 99 und carba-dU 101. Sie stellen jedoch

interessante Vorstufen fiir weitere Modifikationen an der Nucleobase in der 5-Position dar.

Br. o o 0 o)

OH OH OH OH
X =0:BvdU 94 X=0: FdU 96 X=0:1dU 98 X=0:dU 100
X = CHoy: carba-BVdU 95 X = CHoy: carba-FdU 97 X = CHoy: carba-IdU 99 X = CHoy: carba-dU 101

Abbildung 72: Carbocyclische Nucleosidanaloga und ihre Stammverbindungen
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Wie eingangs erldutert, ermdglicht die konvergente Reaktionsfiihrung die Darstellung
weiterer Nucleosidanaloga durch Kupplung eines carbocyclischen Vorlaufermolekiils mit
unterschiedlichen Nucleobasen. Die vorangegangenen Testreaktionen (Kap.4.2.2.2,
Abschnitt F, S. 58) zeigten jedoch, dass die fiir die carba-dT 25 Synthese optimierten

Reaktionsbedingungen nicht direkt auf andere Nucleobasen tlibertragbar sind.

Im Folgenden wurde nun der Versuch unternommen, einige bekannte und biologisch aktive
carbocyclische Nucleoside durch Kupplung des Cyclopentanols 46a mit der entsprechenden
Nucleobase nach dem Standard-Kupplungsprotokoll darzustellen (Abbildung 73). Die

Ergebnisse der Kupplungsreaktionen sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

o)

R
1) P(Ph)s / DIAD 'j\)j/
BnO 3-N-Bz-5-R-Uracil BnO

: 2) NaOH / MeOH \@
OH MeCN

OBn OBn
460
R = -(E)-2-Bromvinyl 102
R=-F 103
R=-1 104
R=-H 105

Abbildung 73: Kondensation des Cyclopentanols 46a mit verschiedenen Pyrimidinnucleobasen

Die Ergebnisse zeigen, dass die Produktverhéltnisse bei der Kupplung der unterschiedlichen
Nucleobasen mit dem carbocyclischen Grundgeriist 46a0 mit denen der durchgefiihrten
Testreaktionen weitgehend iibereinstimmen. Die gleiche Beobachtung wurde auch bei der

Darstellung der verschiedenen Thymidinanaloga (Kap. 4.2.2.3, S. 59) gemacht.

Tabelle 14: Ergebnisse der Kupplungsreaktionen

3-N-Bz-Nucleobase Nucleosid Ausbeute  Produktverhiltnis
(E)-5-(2-Bromvinyl)-  3',5'-Di-O-Bn-carba-BVdU 102 53 %" 100 % N-1
uracil 85
5-Fluoruracil 84 3'5'-Di-O-Bn-carba-FdU 103 42%  50% N-1/50% O-2
5-Ioduracil 83 3'5'-Di-O-Bn-carba-1dU 104 88 %  85%N-1/15% O-2
Uracil 82 3'5'-Di-O-Bn-carba-dU 105 79% 90 % N-1/10 % O-2

" Im Zuge der Aufarbeitung wurde nur das N-1-Isomer gefunden



Resultate und Diskussion 67

Als besondere Herausforderung hat sich gerade bei den in 5-Position substituierten
Nucleobasen BVU 85, IU 83 und FU 84 im Zuge der Aufarbeitung die Abtrennung des
reduzierten DIADs 54 (DIHD) herausgestellt. Auf Grund der lipophilen Substituenten sind
diese Derivate im Vergleich zu den Thymidinanaloga 45 sowie 87 — 89 sehr viel unpolarer
und eluierten bei der Chromatographie immer zusammen mit dem Hydrazinderivat 54. Bei
der Darstellung des carba-BVdUs 102 gelang die Abtrennung des DIHDs 54 durch GrofB3en-
ausschlusschromatographie an SEPHADEX-LH-20 Gel.'" Diese Methode versagte jedoch
bei der Synthese von carba-FdU 103 und carba-1dU 104. Auf eine vollstindige Abtrennung
des Nebenproduktes wurde daher auf dieser Stufe verzichtet und die folgende Debenzylierung

mit den noch leicht verunreinigten Derivaten durchgefiihrt (Abbildung 74).

Im Falle der Kupplung des Uracils 82 lagen die Verhédltnisse umgekehrt. Das benzylierte
carba-dU 105 erwies sich als wesentlich polarer als das Thyminderivat 45 und bildete
Mischfraktionen mit Triphenylphosphinoxid 53. Daher wurde ebenfalls auf eine vollstindige
Abtrennung verzichtet und die Debenzylierung an leicht verunreinigtem Produkt

vorgenommen.

] O~ 'N Methode A oder B 0" N
A: BClg in CH,Cl,

B: Hy, Pd/C in EtOH

R = -(E)-2-Bromvinyl 102 R = -(E)-2-Bromvinyl 95
R=-F 103 R=-F 97
R=-1 104 R=-1 99
R=-H 105 R=-H101

Abbildung 74: Deblockierungsreaktionen an den Nucleosidderivaten 102 - 105

Zur Vermeidung der Hydrierung der Bromvinyleinheit in carba-BVAU 95 wurde die
Debenzylierung mit BCls in Dichlormethan als starker LEWIS-Sdure durchgefiihrt. Diese
Reaktionsbedingungen lieBen sich interessanterweise jedoch nicht auf das in 5-Position
fluorierte Nucleosid 103 {ibertragen. Die diinnschichtchromatographische Analyse des
Reaktionsgemisches zeigte eine breite Produktvielfalt, aus der nicht die gewiinschte
Verbindung 97 isoliert werden konnte. Die Spaltung der Benzylether in 103 durch

Hydrogenolyse verlief hingegen glatt und das noch als Verunreinigung aus der Vorstufe
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enthaltene DIHD 54 konnte gut abgetrennt werden. Eine Zusammenfassung der

Deblockierungsreaktionen ist in Tabelle 15 aufgelistet.

Tabelle 15: Ergebnisse der Debenzylierungsreaktionen

benzyliertes .
Methode Nucleosid Ausbeute
Derivat
102 A carba-BVdU 95 88 %
103 A carba-FdU (Isomerengemisch) 97  --- (Zersetzung)
103 B carba-FdU (Isomerengemisch) 97 90 %
104 A carba-1dU 99 85 %
105 B carba-dU 101 95 %

Zusammenfassend lisst sich somit festhalten, dass das Cyclopentanol 46a. ein leistungsstarkes
Vorldufermolekiil fiir die Synthese verschiedener carbocyclischer 2'-Desoxynucleoside unter
MITSUNOBU-Bedingungen darstellt. Reaktionsbedingungen und Aufarbeitung sind jedoch auf
das jeweilig zu synthetisierende Nucleosid abzustimmen. Dies gilt im Besonderen fiir

Derivate des 5-Fluoruracils.

4.3 Modifikationen an der 3'-Position des carba-2'"-Desoxythymidins 25

Die neu entwickelte Syntheseroute eroffnet die Moglichkeit zur Synthese carbocyclischer
Nucleoside im gréfBeren Maf3stab. Dies ist besonders dann von Vorteil, wenn noch weitere
Reaktionen an den Substanzen vorgenommen werden sollen und hierfiir hinreichend
Ausgangsmaterial zur Verfiigung stehen muss. Wie bereits in der Einleitung zu Kapitel 4
(S.23) erlautert, stellt carba-dT 25 eine Schliisselverbindung fiir die Darstellung
3'-modifizierter carbocyclischer Nucleoside dar. Sie wurde daher im Vorfeld zu den

folgenden Reaktionen im MakromalBstab synthetisiert.

Die Planung der Synthesen zur Darstellung der carbocyclischen Nucleosidanaloga 33 — 36
orientierte sich im Wesentlichen an den von H. C. MULLER fiir das natiirliche Furanosesystem

beschriebenen Methoden (Abbildung 75).” Die Einfithrung des Azid-Restes und der
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Thiocyanat-Gruppe an der 3'-Position gelang hierbei durch nucleophile Substitutions-
reaktionen an entsprechend aktivierten Nucleosiden, die C-C-Verkniipfung mit dem Allyl-
und Propargylsubstituenten wurde hingegen durch eine diastercoselektive Radikalreaktion

erreicht.

(0] (0]

Q Xy I
R R=-Nj 33 106 HN)j/

R =-SCN: 34 HO O)\N
o o
HN)H/ HN
| )j/ OH
HO HO oél\N ﬁ 25

(0] N
=
A5
36 35

Abbildung 75: Syntheseplanung zur Modifikation von carba-dT 25 in der 3'-Position

4.3.1 Darstellung von carba-AZT 33 und carba-3'-Desoxy-3'-thiocyanatothymidin 34

durch nucleophile Substitution

Zur Darstellung von carba-AZT 33 und carba-2'-Desoxy-3'-thiocyanatothymidin 34 wurde
carba-dT 25 selektiv an der 5'-Position als Triphenylmethylether blockiert und anschlieSend
nach der Methode von J. HIEBL et al.'®

Ausbeute in das carbocyclische 2,3'-Anhydro-Derivat 106 iiberfiihrt (Abbildung 76).""! Diese

unter MITSUNOBU-Bedingungen in 90 %iger

nur bei Pyrimidinbasen moglichen Anhydroverbindungen haben sich als wertvolle Synthese-
intermediate in der Nucleosidchemie etabliert, da die Azaenolethergruppierung eine

hinreichend gute Austrittsgruppe bei nucleophilen Substitutionsreaktionen darstellt.

(0] O (0]

HN)j/ AN Nl)j/
HO O)\N TrtO oél\N TrtO /\N
Trt-Cl P(Ph)s, DIAD 10
Pyridin, 92 % MeCN, 90 %
OH OH
25 107 106

Abbildung 76: Reaktionssequenz zur Darstellung des 2,3‘-Anhydroderivates 106
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Die anschlieBende Offnung des internen Azaenolethers in 106 zum 5'-tritylierten carba-AZT-
Derivat 108 erfolgte entsprechend der beschriebenen Methode durch nucleophile Substitution
an der 3'-Position mit Natriumazid in Dimethylformamid (Abbildung 77)."”*'"* Nach saurer
Abspaltung der Schutzgruppe mittels TFA ' in Dichlormethan/Methanol (7:3) wurde das
carba-AZT 33 in 66 %iger Gesamtausbeute iiber vier Syntheseschritte aus carba-dT 25

erhalten.

N N 4A\N
CH,Cl, / MeOH
DMF, 87 % 92&)2

N3 N3
106 108 33
Abbildung 77: Darstellung von carba-AZT 33

N. B. DYATKINA et al. berichteten 1988 von der Offnung der 2,3'-Anhydro-Struktur im
natiirlichen Nucleosid unter Verwendung von Lithiumthiocyanat mit 65 % Ausbeute.'”* Zum
Ausgleich der geringen Nucleophilie des Thiocyanations wurde dem Reaktionsgemisch in
dquimolaren Mengen p-Toluensulfonsdure zur Protonierung des internen Azaenolethers
zugegeben. Hierdurch verbessert sich seine Eigenschaft als Nucleofug zu reagieren und der
Bicyclus ist gegeniiber nucleophilen Substitutionsreaktionen an der 3'-Position aktiviert. Als
Nebenreaktion kam es bei dieser Reaktionsfithrung jedoch zu einem partiellen Verlust der
Tritylschutzgruppe. Auf eine Isolierung des trityllierten Derivates wurde daher von den
Autoren verzichtet und nach beendeter Substitution das Thiocyanat vollstindig in Eisessig

deblockiert.

Diese beschriebene Synthesevariante konnte interessanterweise nicht auf das carbocyclische
2,3'-Anhydroderivat 106 {iibertragen werden (Abbildung 78). Die diinnschichtchromato-
graphische Verfolgung der Reaktion zeigte bereits nach der Substitutionsreaktion eine

vollstindige Zersetzung des Eduktes in mehrere Produkte.

o)
N HN
fT ZY
THO N 1) LISCN, p-TSA HOL o” N

DMF
2) TFA
106 34

Abbildung 78: Versuch der Darstellung von carba-2‘-Desoxy-3‘-thiocyanatothymidin 34
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Eine weitere Variante zur Einfiihrung der Thiocyanat-Gruppe an der 3'-Position von
natiirlichen Nucleosiden wurde von S. L. SCHREIBER und N.IKEMOTO beschrieben.'”” Sie
hydrolysierten erst das 2,3'-Anhydroderivat 109 des Thymidins selektiv zum 1-(2'-Desoxy-5'-
O-trityl-B-D-threo-pentofuranosyl)thymin 110, nachfolgend wurde die 3'-Hydroxyfunktion
durch Uberfiihrung in ein Trifluormethansulfonat aktiviert. AbschlieBend wurde mit
Natriumrhodanid in Dimethylformamid nucleophil zum Thiocyanat 111 substituiert. Die
Aktivierung mittels Triflatanhydrid und die nachfolgende Substitutionsreaktion wurden dabei
als Eintopfreaktion mit 85 %iger Ausbeute durchgefiihrt. Diese Synthesevariante wurde von
H.C. MULLER zur 3'-Thiocyanatosubstitution verwendet und lieferte reproduzierbare

Ergebnisse.

o
NJT \'A”” ”N)Y
TrtO /\N TO_ oH N/&O 1) (Tf),0, Pyridin ~ TrtO O)\N
Qo NaOH /o: DCM 0
EtOH /H,0
86 %

2) NaSCN, DMF
85 % SCN

109 110 111

Abbildung 79: 3‘-Modifikation an Thymidin nach SCHREIBER und IKEMOTO

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde das carbocyclische Anhydronucleosid 106 in einer
sehr guten Ausbeute von 95 % in das geschiitzte carba-3'-epi-dT 112 iiberfiihrt (Abbildung
80). Jedoch misslang in diesem Fall ebenfalls der Versuch, die Reaktionsbedingungen, die fiir
das natiirliche System gefunden wurden, bei der nachfolgenden Substitutionsreaktion auf den
Carbocyclus zu iibertragen. Die diinnschichtchromatographische Kontrolle der Reaktion wies
viele Zersetzungsprodukte auf, aus denen das gewiinschte Produkt 113 nicht isoliert werden

konnte.

0
Ly A8 va g
o /\N TrtO N X0 1) (TH,0, Pyridin -~ THO o7 >N
| 0 : NaOH ] OH: DCM
EtOH, H,0 b

) 2) NaSCN, DMF
95 % SCN

106 112 113

Abbildung 80: Versuch der Darstellung des Thiocyant-Derivates 113
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Als ein Nebenprodukt wurde mit 16 %iger Ausbeute das Eliminierungsprodukt 114
identifiziert. Es resultiert vermutlich aus der Stabilisierung eines intermedidren
Carbeniumions an C-3' nach einem E1-Mechanismus. E2-Eliminierungen an der 3'-Position,
bewirkt durch starke und sterisch anspruchsvolle Basen, fithren hingegen zu dem thermo-
dynamisch ungiinstigeren Saytzew-Produkt 115."° Das Auftreten eines Carbeniumions deutet
darauf hin, dass im carbocyclischen System, im Gegensatz zum entsprechenden Furanose-
Derivat, die Bildung des trigonal-bipyramidalen Ubergangszustands der Sy2-Reaktion
behindert ist. Ursache hierfiir sind vermutlich die konformativen Unterschiede beider

Ringsysteme.

0] O

\fJ\NH | NH
O N/&O TrtO. N/&O

114 115

Abbildung 81: Mdgliche Reaktionsprodukte einer B-Eliminirung in 3'-aktivierten Nucleosiden

Neben den bisher beschriebenen Varianten zur direkten Einfiihrung der Thiocyanatgruppe
mittels nucleophiler Substitution besteht die Moglichkeit des schrittweisen Autbaus dieser
Funktion durch Alkylierung eines Mercaptans mit Cyanogenbromid."”’ Auf Grund der
Oxidationsempfindlichkeit der Mercaptane werden als synthetische Aquivalente jedoch
stabile gemischte Thioether verwendet, die mit Cyanogenbromid ebenfalls zu Thiocyanaten
gespalten werden (VON BRAUN’sche Abbaureaktion). Besonders leicht lassen sich die
2-Trimethylsilylethylsulfide 116 spalten, da hier das resultierende Carbeniumion durch das
B-standige Silicium nach Cyclisierung zum Silanonium 119 stabilisiert wird (Abbildung

82).198’199

N
C
N/ BrCN o \./
R-S  Si_ R-S~ Si R—S—C=N
/D i
5O 118
,
116 117 \Slié Br Y an
/\ Br /SI\
119 120

Abbildung 82: Mechanismus der VON BRAUN'schen Abbaureaktion

Zur Darstellung des als Ausgangsverbindung fiir die VON BRAUN’sche Abbaureaktion

benétigten gemischten Thioethers 122 wurde das carbocyclische Anhydroderivat 106 analog

der VON S. CHAMBERT e al. am natiirlichen Furanosesystem beschriebenen Methode ** in
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DMF mit dem in sifu erzeugten Natriumsalz von 2-(Trimethylsilyl)ethanthiol 121 in 80 %iger
Ausbeute umgesetzt (Abbildung 83). Fiir den anschlieBenden Abbau der Thioetherfunktion
wurde infolge der Sdurelabilitdt von 122 auf die von S. CHAMBERT et al. vorher durchgefiihrte
Deblockierung an der 5'-O-Position verzichtet und statt dessen der tritylierte Thioether 122
direkt mit Cyanogenbromid in Methanol gespalten. Hierbei konnte jedoch nicht das
gewlinschte Thiocyanat 113 isoliert werden. Die diinnschichtchromatographische
Untersuchung der Reaktion zeigte den schnellen Verlust der 5'-O-Tritlylgruppe gefolgt von

einer Zersetzung in mehrere Verbindungen.

0 0 0
WJT HN)Y HNJT
Trto //J\N HSs~sl - TrO oéi\N TrtO OFA\N
1 o) NaH, 121/ BrCN
DMF, 80 % MeOH
S ~g SCN
s
106 122 113

Abbildung 83: Darstellung des gemischten Thioethers 122 und anschlieender VON BRAUN-Abbau

Auf Grund der offenkundigen Inkompatibilitit eines Tritylethers bei der Cyanogenbromid-
Spaltungsreaktion wurde der gemischte Thioether 122 mit Ameisensdure in Diethylether an
der 5'-O-Position deblockiert. Mit dieser Variante der Detritylierung konnten in der
Vergangenheit besonders bei sdurelabilen Verbindungen gute Ergebnisse erzielt werden.”'
Jedoch auch diese milde Methode lieferte nach vollstaindigem Umsatz des Eduktes 122 das
gemischte Sulfid 123 in lediglich 59 %iger Ausbeute (Abbildung 84). S. CHAMBERT ef al.
nutzten an dieser Stelle einen 4,4'-Dimethoxytritylether als Schutzgruppe fiir die 5'-Hydroxy-
funktion, der infolge seiner gesteigerten Sdurelabilitit schon mit katalytischen Mengen an

200
d.

Sdure gespalten wir Nach VON BRAUN’schem Abbau des gemischten Thioethers 123

wurde das Zielmolekiil 6'-Carba-3'-desoxy-3'-thiocyanatothymidin 34 in 29 %iger Gesamt-

ausbeute aus carba-dT 25 erhalten.

o) 0
HN/l:r/ HN HN
| JT JT
TrtO O)\N HO O)\N HO. O&I\N
HCOOH BrCN
Et,0, 59 % MeOH, 74 %
/ /
S\/\Si
/> />
122 123

Abbildung 84: Detritylierung des gemischten Thioethers 122 und anschlieRender VON BRAUN-Abbau
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4.3.2 Darstellung von carba-3'-Allyl-2'-desoxythymidin 35 und carba-2'-Desoxy-3'-
propargyl-thymidin 36 durch radikalische Substitution

Der Synthesesequenz zur Darstellung der carbocyclischen 3'-Allyl- und 3'-Propargyl-
substituierten Derivate 35 und 36 liegen die von J. FIANDOR und S. Y. TAM fiir das natiirliche
Desoxyribosesystem beschriebenen Methoden zu Grunde.””* Sie nutzten dabei fiir die C-C-
Bindungskniipfung eine Zinnorganyl-vermittelte diastereoselektive Radikalreaktion. Die
Umwandlung des Allyl-Substituenten in einen Propargylrest gelang durch die

Reaktionssequenz Halogenierung / doppelte Dehydrohalogenierung.”®

Zur Darstellung der carbocyclischen Derivate 35 und 36 wurde zunéchst das 5'-O-tritylierte
carba-dT 107 fir die Radikalreaktion nach BARTON aktiviert (Abbildung 85).'"*"' Hierzu
wurde die freie Hydroxygruppe in 107 mit Phenoxythiocarbonylchlorid (PTC-CI) in das
entsprechende Thiocarbonat 124 {iberfiihrt und anschlieBend mit Allyltributylstannan 125 als
Allyldonor in entgastem Toluen radikalisch substituiert.*****>*°® Als Radikalbildner wurde
AIBN zugesetzt. Nach 24-stiindigem Erhitzen auf 80 °C konnte diinnschichtchro-
matographisch noch Ausgangsmaterial detektiert werden. Daher wurde erneut AIBN
zugegeben und weitere 24 Stunden bei 80 °C geriihrt. Nach Aufarbeitung konnte 3'-Allyl-6'-
carba-2'-desoxy-5'-O-tritylthymidin 126 in 64 %iger Ausbeute als ein Diastereomer isoliert
werden. Die unterschiedlichen Konformationen der carbocyclischen Nucleoside und der
Furanosederivate haben demnach keinen signifikanten Einfluss auf die Diastereoselektivitit

der Reaktion.

Als Nebenprodukt der radikalischen Allylierung konnte in 19 %iger Ausbeute 6'-Carba-2',3'-
didesoxy-5"-O-tritylthymidin 127 isoliert werden. Dies ist vermutlich auf eine Radikalreaktion
zwischen dem aktivierten Nucleosid und dem Losemittel Toluen zuriickzufiihren, das nach

Abspaltung eines Wasserstoffatoms ein stabiles Benzylradikal ausbilden kann.
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Abbildung 85: Diastereoselektive radikalische Substitution an der 3'-Position
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(6]
HN)j/
TrtO O)\N
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+ 0]
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)

19 % 127

Nach Deblockierung der 5'-Hydroxyfunktion durch sauer-katalysierte Umetherung wurden

die Nucleosidanaloga carba-3°-Allyl-dT 35 und carba-ddT 128 in 50 %iger, bzw. 15 %iger

Gesamtausbeute liber vier Stufen aus carba-dT 25 erhalten (Abbildung 86).

Abbildung 86: Detritylierung der carbocyclischen Nucleosidanaloga 126 und 127

TFA

CH2C|2 / MeOH
89 %

TFA

CH20|2 / MeOH
92 %

Zur Synthese des 6'-Carba-2'-desoxy-3'-propargylthymidins 36 wurde zunichst die allylische

Doppelbindung des tritylierten Derivates 126 in Tetrachlormethan bromiert (Abbildung 87).

Hierbei entstand neben dem gewiinschten Produkt 3'-(2,3-Dibrompropyl)-6'-carba-2'-desoxy-

5'-O-tritylthymidin 129 auch die detritylierte Verbindung 130 in 22 %iger Ausbeute. Die

gleiche Beobachtung wurde auch von H. C. MULLER bei der Verwendung eines Silylethers

zur Blockierung der 5'-Hydroxyfunktion gemacht. Die Griinde fiir die Abspaltung der
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Schutzgruppe unter den gewéhlten Bedingungen konnten nicht geklart werden. Fiir die
folgende doppelte Dehydrohalogenierung war dies jedoch unerheblich, da sich aus beiden
Reaktionsprodukten das gewiinschte Propargylderivat 36 darstellen lasst. 2°"2% Als Base
wurde Kaliumhydroxid in einem Ethanol/Wasser-Gemisch (1:3) verwendet. Das ebenfalls zur
selektiven Alkindarstellung beschriebene System Natriumamid in Dimethylsulfoxid 2% fiihrte

schon nach wenigen Minuten zur vollstdndigen Zersetzung des Eduktes.

HNJ]/ HN)j/
TrtO O)\N TrtO O)\N
50 % W KOH

o

o EtOH / H,0, 42%
Br 131 X
HN | 129 B¢ S
O PN TFA
O N Br2 CH2C|2 / MeOH
ool 87 %
(o) (@]
=
HN HN
ot Y
HO oél\N HO O)\N
- KOH
22 %
EtOH / H,0, 62 %
Br NV
AN

Abbildung 87: Reaktionssequenz zur Darstellung des 3‘-Propargylderivates 36 aus der 3'-Allyl-
Verbindung 126 durch Halogenierung und doppelter Dehydrohalogenierung

Die Darstellung der Zielverbindung 6'-Carba-2'-desoxy-3'-propargylthymidin 36 gelang auf
diesem Wege, ausgehend von carba-dT 25, in einer Gesamtausbeute von 18 % fiiber sechs

Syntheseschritte.

4.4 Synthese carbocyclischer 2'-Desoxy-threo-pentofuranosyl Nucleoside

Aus den Arbeiten des vorangegangenen Kapitels 4.3 (S. 68) ergab sich die Uberlegung, die
fiir eine nucleophile Substitutionsreaktion an der 3'-Position notwendige Inversion der
Hydroxyfunktion bereits zu einem fritheren Zeitpunkt in der Synthesesequenz durchzufiihren.
Dieses hitte den Vorteil, dass auch Purinnucleoside sowie O-2-alkylierte Strukturen, die nicht

zur Ausbildung einer 2,3'-Anhydrostruktur (Abbildung 76, S.69) fahig sind, an der
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3'-Position modifiziert werden konnten. Zudem ergédbe sich eine Einsparung von zwei
Syntheseschritten gegeniiber der im voranstehenden Kapitel 4.2 (S.27) beschriebenen
Variante. Die Herausforderung besteht hierbei darin, die carbocyclische Ausgangsverbindung
32 selektiv in das Cyclopentanol 132a mit (15,3R,4R)-Konfiguration (Abbildung 88) zu
tiberfiihren, das sich anschliefend mit der Nucleobase unter MITSUNOBU-Bedingungen zum

gewiinschten 2'-Desoxy-threo-Nucleosid 133 kuppeln lieBe.

0
\\Hju\NH
HO OH N/go BnO. OBn BnO
L — <i::::;i)H — <§::::;7
OH
133 132 32

Abbildung 88: Synthesestrategie zur Darstellung von carba-3-epi-dT 133

4.4.1 Aktivierung des Cyclopentenols 32

Analog zu dem in Kapitel 4.2.2 (S. 33) beschriebenen Vorgehen zur Darstellung des carba-dT
25 wurde das enantiomerenreine Cyclopentenol 32 nach Inversion des Stereozentrums an C-1
unter MITSUNOBU-Bedingungen zum Cyclopentanol 134 und Umwandlung der Hydroxy-
funktion in einen Benzylether (135), mit verschiedenen Hydroborierungsreagenzien behandelt

(Abbildung 89).

BnO P(Ph); / DIAD BnO BnO
PhCOOH OH NaH, BnBr 1 OBn
~I ~JI
Et,0, 80 % THF, 71 %
OH
32 134 135
BnO BnO
. 50 50
'§ Z + < OH7
BnO OB OH
n _ 1320 136
:\ Methoden A-D o
Tabelle 16
135 BnO BnO OH
N OH N
L Bn/;o: > + Bn/;o: >
132p 1368

Abbildung 89: Umwandlung des Cyclopentenols 32 in das Cyclopenten 135 und anschliellende

Hydroborierung
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Erneut wurden sowohl chirale, als auch achirale Borane in einer Testreihe verwendet. Auf
Grund der sterischen Abschirmung der [-Seite, bedingt durch die cis-stindigen
Erstsubstituenten, ist ein Angriff der Hydroborierungsreagenzien vornehmlich von der
gewlinschten a-Seite zu erwarten. In den durchgefiihrten Testreaktionen zur Regioselektivitit
der Hydroxylierung wurden jeweils 100 mg des Olefins 135 mit zwei Aquivalenten des
entsprechenden Reagenzes umgesetzt und die Produktverteilung anschlieBend durch Isolation

der Produkte bestimmt. Die Ergebnisse der Reaktionen sind in Tabelle 16 zusammengefasst.

Tabelle 16: Zusammenfassung der Hydroxylierungsreaktionen an 135

Methode Reagenz Produkte Ausbeute Produktverteilung
A 9-BBN 1320 + 1360 92 % 48 % 1320/ 52 % 1360
B BH;-THF 1320 + 1323 + 87 % 45 % 1320 / 45 % 1360/
1360 + 1363 5% 1323 /5 % 136f3
C (-)-(Ipc).BH 1320 + 1360 90 % 65 % 1320/ 35 % 136a
D (+)-(Ipc)BH 1320, + 1360, + 53 % n.b.’
1363

" nicht bestimmt

Diese Ergebnisse zeigen deutlich, wie wirkungsvoll die B-Seite durch die beiden
Substituenten in 1,2-Stellung sterisch blockiert ist. So erfolgt der Angriff des sperrigen
9-BBNs zu 100 % von der a.-Seite, das kleinere und reaktivere BH3 kann nur zu 10 % von der
[B-Seite an das Cyclopenten 135 addieren. Bedingt durch die sehr dhnlichen Elektronendichten
an beiden olefinischen Kohlenstoffatomen in 135, ausgedriickt durch deren chemische
Verschiebungen im *C-NMR-Experiment, (C-3: 132.00 ppm; C-4: 129.46 ppm) erfolgt die
elektrophile Addition beider Borane auf der a- sowie der B-Seite unselektiv an beiden

Zentren.

Im Falle der chiralen Diisopinocampheylborane konnen die Ergebnisse mit matched- bzw.
mismatched-Paarbildung interpretiert werden, da auch das eingesetzte Edukt 135 chiral ist.
(+)-Diisopinocampheylboran setzt sich nur schlecht mit dem Alken um und liefert so als
mismatched-Paar mit lediglich 53 % eine unbefriedigende Ausbeute. Das (—)-Diisopino-

campheylboran hingegen bildet ein matched-Paar und liefert bei einer sehr guten
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Gesamtausbeute von 90 % das Produkt 132a in ausreichendem UberschuB gegeniiber dem
Isomer 1360..

210 an Stelle

Wird die freie Hydroxyfunktion in 134 durch einen tert-Butyldimethylsilylether
eines Benzylethers blockiert, so wird nach anschlieBender Hydroborierung der Doppel-
bindung in 137 das 1,2,3-trisubstituierte Cyclopentanol 138c. im Uberschuss erhalten

(Abbildung 90).

BnO

0 N
60 ,A’ TBDMS T}
BnO OH TBDMS-CI BnO\ 1) 9-BBN OH
:\ Imidazol TBDMS/O:\ 2) NaOH / H,0, 138a
DMF, 90 % THF. 78 % BnO.

, \/O

134 137 40 % TEOMS ;I/_/\
0
OH

139a

Abbildung 90: Hydroborierung des gemischt-blockierten Olefins 137 mit 9-BBN

Die Charakterisierung der Produkte erfolgte iiber NMR-spektroskopische Methoden. So
konnte die Regioselektivitit iiber 'H-'"H-COSY-, HMQC- sowie HMBC-Methoden eindeutig
zugeordnet werden. Die jeweilige Orientierung der Hydroxyfunktionen wurde iiber NOE-

Experimente nachgewiesen. Ferner wurde das Cyclopentanol 1360 nach Inversion der

Hydroxygruppe (136p) in die perbenzylierte meso-Verbindung 140 tiberfiihrt (Abbildung 91).

1) P(Ph)s / DIAD

_B
BnO. PhCOOH BnO.  OH NaH, BnBr BnO O n
Bn/oi 2) NaOH, MeOH BT TBAI 50
= Et,0, 72 % DMF, 78 %
1360 136p 140

Abbildung 91: Umwandlung des Cyclopentanols 136a in die meso-Verbindung 140

Die perbenzylierte meso-Verbindung 140 zeigt im 'H- und “C-NMR-Spektrum gegeniiber
der Ausgangsverbindung 136f einen reduzierten Signalsatz und ist zudem optisch inaktiv

(Abbildung 92).
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A) Ausschnitt aus dem "H-NMR-Spektrum des Cyclopentanols 136a.
OH
CHy-Benzyl BnO\/ao ] ‘ ‘
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| ’ ’ 6-CH
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B) Ausschnitt aus dem "H-NMR-Spektrum des Cyclopentanols 136 nach MITSUNOBU-Inversion
der Hydroxyfunktion in 136a.

CH,-Benzyl
| Bn_
BnO_s O
B0 6-CH,
2 x CHH-Benzyl | 2 x CHH-Benzyl 2 5 e
| | | - | |
S H-3 Ll
. 140
A 7
5 o
| = al 2
K 5 3 |3 g g
4.7 4.6 4.5 44 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9

(ppm)

C) Ausschnitt aus dem "H-NMR-Spektrum der meso-Verbindung 140, die durch Benzylierung

des Cyclopentanols 136 erhalten wurde. Als Folge der Spiegelebene im Molekil wird ein
reduzierter Signalsatz beobachtet.

Abbildung 92: Strukturbeweis des 1,2,3-trisubstituierten Cyclopentanols 136a. durch Uberfiihrung in

die meso-Verbindung 140
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Die Auswertung der Testreaktionen zeigt, dass von den untersuchten Reagenzien das (—)-Di-
isopinocampheylboran fiir die Hydroxylierung des Olefins 135 an der C-4-Position den
optimalen Reaktionspartner darstellt. Die Reaktion fiihrt in zufriedenstellender Ausbeute zum
gewiinschten Isomer 132c, zudem erwies sich die chromatographische Abtrennung des
Isomers 1360 sowie des resultierenden Isopinocampheols als unproblematisch. Das Ergebnis

dieser Testreaktion blieb auch bei der zehnfachen AnsatzgroB3e reproduzierbar.

4.4.2 Darstellung der Nucleoside

Analog dem Vorgehen zur Synthese der carba-Nucleoside mit 2'-desoxy-ribo-Konfiguration
(Kap. 4.2.2.3, S. 59), wurden die beiden Cylclopentanole 132a und 138a zur Darstellung
carbocyclischer 2'-desoxy-threo-Derivate herangezogen (Abbildung 93). An ihnen kann nach
Uberfiihrung der Nucleoside in die entsprechenden 5'-Monophosphate der Einfluss der
Position der Nucleobase sowie die Orientierung der 3'-Hydroxyfunktion auf die

Phosphorylierung durch Thymidylatkinase untersucht werden.

1) P(Ph)3 / DIAD

BnO Ry 3-N-Bz-T 71 BnO Ri
D0 | Rs 2) NaOH, MeOH Dol R
R5 R5
Re MeCN i
R4 © Ra4
R4, Ry, Rz = -H; Rs = Bn; Ry = -OH 132a R1, Rz, Ry =-H;Rs =Bn; R3=-T 141
R1, R3, Ry = -H; Rs = TBDMS; R, = -OH 138 R2, R3, Ry =-H; Rs = TBDMS; Rq = -T 142

Abbildung 93: Darstellung von Nucleosiden mit 2°-desoxy-threo-Konfiguration

Die Reaktionen wurden nach dem Standardkupplungsprotokoll in Acetonitril als Ldsemittel
durchgefiihrt. Als Nucleophil wurde in beiden Fillen das klassische 3-N-Benzoylthymin 71
eingesetzt, da zum Zeitpunkt dieser Synthesen der Selektivitdtsvorteil des 3-N-Benzyloxy-
methyl-geschiitzten Thyminderivates 78 noch nicht bekannt war. Die Ergebnisse der

Kondensationsreaktionen sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.

Tabelle 17: Zusammenfassung der Kupplungsreaktionen

Cyclopentanol Base Nucleosid Ausbeute Produktverteilung

1320 3-N-Bz-T 71 141 92 % 75 % N-1/25 % O-2
138a 3-N-Bz-T 71 142 88 % 70 % N-1/30 % O-2
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Ausbeuten und Produktverteilungen beider Reaktionen zeigten keine Abweichung von den
unter Kapitel 4.2.2.3 (S. 59) beschriebenen Ergebnissen. So wurde auch in diesem Fall erneut
eine leichte N/O-Selektivititsverschlechterung beim Ubergang zu den sterisch mehr

gehinderten iso-Derivaten beobachtet.

Die folgende Spaltung des tert-Butyldimethylsilylethers in 142 gelang mit Tetrabutyl-
ammoniumfluorid (TBAF) in THF mit 72 %iger Ausbeute (Abbildung 94).

\'AJN: \'*l”
BnO\ N™ ~O BnO N~ ~O
TBDMS/O f TBAF Oil
THF, 72 %
142 143

Abbildung 94: Desilylierung des iso-Nucleosids 142

Zum Abschluss der Reaktionssequenz wurden die carbocyclischen Nucleoside 133 und 144
durch hydrogenolytische Spaltung der Benzylether in 141 und 143 unter leichtem
Wasserstoffiiberdruck an Palladium auf Aktivkohle freigesetzt (Abbildung 95).

BnO R1 HO R1
0] R Hy, Pd/C OHl _ Rs
Re R ?{ R
2 2
Ry EtOH Ry
Ry, Ry, Ry = -H;R5 = Bn; Ry =-T 141 Ri, Ry, Ry =-H; R3=-T 133
Ry, R3, Ry, Rs = -H; Ry =-T 143 Ro. R3, Ry =-H; Ry =-T 144

Abbildung 95: Hydrogenolytische Spaltung der Benzylether in den carba-Nucleosiden 141 und 143

Eine Zusammenfassung der Hydrogenolysen ist in Tabelle 18 aufgelistet. In beiden

Reaktionen konnten mit dieser Debenzylierungsmethode sehr gute Ergebnisse erzielt werden.

Tabelle 18: Ergebnisse der Debenzylierungsreaktionen

benzyliertes .
Nucleosid Ausbeute
Derivat
141 carba-3'-epi-dT 133 88 %

143 carba-3'-epi-iso-dT 144 98 %
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Anhand dieser neuen Synthesevariante wurden die carbocyclischen Nucleosidanaloga 133
und 144 in 20- bzw. 15 %iger Gesamtausbeute aus dem chiralen Cyclopentenol 32 erhalten.
Eine weitere Steigerung der Gesamtausbeute ist jedoch durch Optimierung der MITSUNOBU-
Inversion und anschlieBender Blockierung der Hydroxyfunktion im Cyclopentenol 134 zu
erreichen. Wiinschenswert wire an dieser Stelle auch ein Hydroborierungsreagenz, das bei der
Hydroborierung des Cyclopentens 135 einen groBeren Uberschuss an Cyclopentanol 132a.

liefert.

4.5 Synthese der Nucleosid-5'-monophosphate

Aus der Literatur sind eine Reihe von Synthesemoglichkeiten fiir die Phosphorylierung von
Hydroxyfunkionen bekannt. In den einfachsten Fillen wird der entsprechende Alkohol mit
Phosphorylchlorid zu einem Phosphordichloridat umgesetzt nach anschlieender Hydrolyse
das entsprechende Monophosphat erhalten.''*'* Hierbei kommt es jedoch bei Nucleosiden,
die eine Hydroxygruppe an der 3'-Position tragen, in einer Nebenreaktion zur Bildung eines

cyclischen 3',5'-Phosphatdiesters.

4.5.1 Synthese von Monophosphaten durch Spaltung von Phosphattriestern

Eine elegante Methode zur Darstellung von Monophosphaten beruht auf dem gezielten Abbau
von Phosphattriestern. Hierbei werden zwei der Phosphorsdureesterbindungen so gewdhlt,
dass sie selektiv in Anwesenheit der dritten Alkylphosphatbindung gespalten werden konnen.
Als besonders effizient hat sich hierbei das kéuflich zu erwerbende 1,2-Phenylen-

213

phosphorchloridat 145 herausgestellt.” ” Es wird mit dem zu phosphorylierenden Alkohol in

Pyridin zum korrespondierenden Phosphattriester umgesetzt (Abbildung 96).

0]
I o)
O—P-0.
O\P//O R—-OH O\P//O OH" ! R Oxidation ©0-P-0
s\ N s\ o @ —_— ! \R
o cl Pyridin O O-R OH ©0
145 146 147 148

Abbildung 96: Selektive Spaltung eines 1,2-Phenylenphosphattriesters 146 zum Monophosphat 148
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Der gebildete Phosphattriester 146 wird anschlieBend unter Einwirkung von wissriger Base
zum Phenylphosphatdiester 147 hydrolysiert. Dieser ist jedoch gegeniiber einer weiteren
Hydrolyse resistent und kann nur oxidativ mit wissriger Bromlosung oder wéssriger
Periodsdure zum Monophosphat 148 gespalten werden. Dies fiihrt aber gerade bei labilen

Nucleosidanaloga zu unerwiinschten Nebenreaktionen.

Eine Alternative hierzu besteht in der Darstellung von Bis-Benzylphosphattriestern 150. Aus
thnen wird durch eine hydrogenolytische Spaltung der Benzylesterbindungen das jeweilige
Monophosphat freigesetzt (Abbildung 97). Die Darstellung der Bis-Benzylphosphattriester
150 gelingt durch Veresterung des zu phosphorylierenden Alkohols in Anwesenheit einer

Base mit dem kommerziell verfiigbaren Bis-Benzylphosphorchloridat 149.7'*

(0]
@\/O O R—OH ©\/O\ //O H2 @O_!I:I)_O

N7 =
%A AN R
©/\o (of Pyridin O/\o O-R ©0
149 150 148

Abbildung 97: Selektive Spaltung von Bis-Benzylphosphattriestern 150 zum Monophosphat 148

Bei der Veresterung eines Alkohols mit dem Phosphorsdurechlorid 149 in Pyridin tritt ein
spontaner C-O-Bindungsbruch der Benzylesterbindung als signifikante Nebenreaktion auf
(Abbildung 98).2"*?'® Der Bindungsbruch resultiert aus dem nucleophilen Angriff des
Losemittels Pyridin auf das Séurechlorid 149 unter Bildung des Pyridiniumsalzes 151 als
Zwischenprodukt. Dieses stabilisiert sich durch eine Syl-artige Reaktion an der Benzyl-
position unter Bildung des thermodynamisch stabileren Zwitterions 152, das mit dem Alkohol
zum Phosphatdiester 154 reagiert. Weiterhin wird die Oligomerisierung des Zwitterions 152
unter Ausbildung von Pyrophosphateinheiten zu 153 beobachtet. J. W. PERICH et al. konnten
jedoch zeigen, dass sich diese Nebenreaktionen durch Kiihlen der Reaktionsmischung auf

— 40 °C weitgehend unterdriicken lassen.”'’
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X
@\/O\ //o/_\ N o_0 o] . 0_0
/P\ /P\ —> /P\O R
N _
149 151 = 150
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O /P\ /P\NO X 2 \P//® R—OH /P\
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_ /

153 152 154

Abbildung 98: Mdgliche Reaktionsprodukte bei der Veresterung eines Alkohols mit dem Phosphor-
saurechlorid 149 in Pyridin

Bis-Benzylphosphattriester 150 konnen des Weiteren durch direkte Kondensation von Bis-
Benzylphosphat 155 mit dem entsprechenden Alkohol unter MITSUNOBU-Bedingungen
dargestellt werden (Abbildung 99)."7*'®%'® Bei dieser Kondensationsvariante tritt keine

spontane Dealkylierung als Nebenreaktion auf.

0
Q 0  P(Ph);/DIAD Q 0 H, ©o-p-0,
=4 — B P ;

J OH R—OH J o-R ©o R
155 150 148

Abbildung 99: Darstellung von Bis-Benzylphosphattriestern nach MiTsuNoBU

4.5.2 Synthese von Monophosphaten durch Hydrolyse von cycloSal-Phosphattriestern

Eine weitere Moglichkeit zur effizienten Darstellung von Monophosphaten besteht in der
Hydrolyse der jeweiligen cycloSal-Phosphattriester (Abbildung 100). Nach Angriff der Base
Hydroxid auf den Phosphattriester 11 erfolgt die Spaltung zum instabilen Benzyl-
phosphatdiester 12, der in einer spontanen Reaktion zum gewiinschten Monophosphat 148
zerfillt. Wie in Kapitel 2.4 (S. 8) erlautert, wurde das cycloSal-Konzept zur selektiven
intrazelluliren Freisetzung von Nucleosidmonophosphaten entwickelt.'™*” Da das Konzept

hierbei nicht auf eine enzymatische Aktivierung angewiesen ist, sondern lediglich den
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Anstieg des pH-Wertes beim Ubergang ins Cytosol ausnutzt, kann diese Methode auch zur

Darstellung von Monophosphaten im LabormaBstab herangezogen werden.”***

O
X . X I O
X P S,/O OH X 0P n spontan o O—/II'-I’\
0" "O-R = 00 ” o0 0-R

1 OH 4 148

Abbildung 100: Hydrolyse eines cycloSal-Phosphattriesters 11 zum Monophosphat 148

Durch Anwendung des cycloSal-Konzeptes zur Darstellung von Nucleosidmonophosphaten
ergibt sich zusdtzlich die Gelegenheit, die als Zwischenstufen anfallenden cycloSal-
Pronucleotide auf ihre antiviralen Aktivititen hin zu untersuchen und mit denen der

Nucleoside zu vergleichen.

Grundbausteine der cycloSal-Phosphattriester sind entsprechend substituierte Salicylalkohole.
In der Vergangenheit wurden bereits eine Vielzahl Akzeptor- bzw. Donor-substituierter
Salicylalkohole dargestellt und zur Synthese von cycloSal-Nucleosidmonophosphaten
herangezogen. Als besonders effektiv hat sich hierbei der 3-Methyl-Substituent erwiesen. Die
entsprechenden Phosphattriester zeigen eine hohe biologische Aktivitit sowie optimale

Stabilitit unter physiologischen Bedingungen.'>’

3-Methylsalicylalkohol 157 konnte als Ausgangssubstanz nach der Methode von H. C.

BROWN et al. durch Reduktion der 3-Methylsalicylsdure 156 mit Boran in Tetrahydrofuran als

Losemittel in 78 %iger Ausbeute dargestellt werden (Abbildung 101).%!

o)

OH BH; OH
OH THF, 78 % OH

156 157

Abbildung 101: Darstellung von 3-Methylsalicylalkohol 157
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4.5.2.1 Darstellung der cycloSal-Phosphattriester

Die Vorgehensweise zur Darstellung der cycloSal-Phosphattriester besteht in der Umsetzung
des jeweiligen Salicylalkohols 13 mit PCl; zu einem reaktiven Chlorphosphit 158, das nach
Aufarbeitung, oder in manchen Fillen auch als Rohprodukt, direkt mit dem entsprechenden
Nucleosid zu einem Phosphittriester gekuppelt wird (Abbildung 102). Abschlieende
Oxidation der intermedidren P(III)-Verbindung mit fert-Butylhydroperoxid liefert nach
chromatographischer Reinigung der Rohprodukte den gewiinschten cycloSal-Phosphattriester
11. Die beschriebene Synthesevariante kann jedoch gerade bei Nucleosiden, die eine
zusitzliche Hydroxyfunktion tragen, infolge der hohen Reaktivitit des phosphitylierenden

Reagenzes 158 zu einer unselektiven Mehrfachphosphorylierung fiihren. **

1) Nucleosid, DIPEA

X idi X X

X—: OH PCl3, Pyridin X—: g 2) tBuOOH X—: (IP)//O
ZoH Et,O Z> 0"l MeCN Z >0 0-Nudleosid
13 158 1

Abbildung 102: Darstellung von cycloSal-Phosphattriestern 11 nach der Chlorphosphit-Methode

Eine Alternative hierzu kann die Phosphorylierung mittels eines Phosphor-(V)-Reagenzes

223 Durch die verminderten Reaktivitit ist hierbei mit einer verbesserten Selektivitiit

darstellen.
zwischen priméren und sekundéren Hydroxyfunktionen zu rechnen. Erste Ansitze zu diesem
Konzept wurden bereits 2002 von T. KNISPEL beschrieben,”* jedoch infolge unbefriedigender

Ergebnisse nicht weiter verfolgt.

Die Darstellung des cycloSal-Phosphorchloridats 160 gelingt durch Einleiten von
getrocknetem Sauerstoff in eine Losung des entsprechenden cycloSal-Chlorphosphites 159 in
Toluen (Abbildung 103).** Alternativ hierzu kann die Losung auch in einer statischen
Sauerstoffatmosphire geriihrt werden. Der Fortschritt der Oxidation ist durch ein *'P-NMR-
Experiment zu verfolgen. So zeigt die Phosphor-(IlI)-Verbindung 159 eine chemische
Verschiebung von 144.2 ppm, die oxidierte Phosphor-(V)-Verbindung 160 hingegen eine
Absorption bei — 5.5 ppm. Gewohnlich ist die Reaktion nach ungefahr 12 Stunden vollstiandig
abgeschlossen. Losungen des Phosphorchloridats 160 in Toluen sind im Kiihlschrank iiber
Monate hinweg ohne messbare Anzeichen von Zersetzung lagerbar, so dass sich definierte

MaBlosungen anfertigen lassen.
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OH PCl3, Pyridin (I) O, (ID o
_P P
OH Et,0, 40 % o~ Cl Toluen o ™l

157 159 160

Abbildung 103: Darstellung des 3-Methyl-cycloSal-Phosphorchloridats 160

Die bendtigten Phosphattriester sind nun durch einfache Veresterung eines Alkohols und
eines Siurechlorids in Gegenwart von Base zuginglich.””**?’ In den vorangegangenen
Arbeiten von T. KNISPEL *** wurde hierzu das entsprechende Nucleosid in einer DMF/THF-
Mischung (2:1) geldst, mit sechs Aquivalenten N-Methylimidazol als Base versetzt und
anschlieend bei Raumtemperatur mit dem Phosphorchloridat 160 umgesetzt. Hierbei erwies
sich jedoch die spétere Abtrennung des N-Methylimidazols im Zuge der Aufarbeitung als

problematisch, so dass nur unzureichende Ausbeuten erzielt wurden.

Eine erhebliche Steigerung der Phosphattriesterausbeute konnte in dieser Arbeit durch
Anwendung der Reaktionsbedingungen von J. W. PERICH ef al. zur Synthese von Bis-
Benzylphosphattriestern erreicht werden.”'’ In diesem Fall wird Pyridin gleichzeitig als Base

und Losemittel eingetzt (Abbildung 104).

g//o Nucleosid S//o
o~ Cl Pyridin 0" "O-Nucleosid

160 161 - 172 (Tabelle 19)

Abbildung 104: Synthese der cycloSal-Nucleosidmonophosphate nach der Phosphorchloridatmethode

Da die cycloSal-Einheit in 160 ebenfalls eine benzylalkoholische Funktion enthilt, kann es
nach nucleophilem Angriff des Pyridins auf das Séurechlorid 160 und Bildung der aktivierten
Zwischenverbindung ebenfalls zu der beschriebenen Dealkylierungsreaktion kommen (Kap.
4.5.1, S. 83). Diese Nebenreaktion lésst sich jedoch durch das Arbeiten bei tiefer Temperatur
(—40 °C) so weit unterdriicken, dass gute bis sehr gute Ausbeuten an Phosphattriestern
erhalten werden. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Kupplungsreaktionen sind in Tabelle 19

zusammengestellt.
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Tabelle 19: Zusammenfassung der 3-Me-cycloSal-Nucleosidmonophosphat-Synthesen

Nucleosid cycloSal-Phosphattriester Ausbeute
2'-Desoxythymidin (dT) 3-Me-cycloSal-dTMP 161 67 %
AZT 1 3-Me-cycloSal-AZTMP 162 84 %
d4T 2 3-Me-cycloSal-d4TMP 163 78 %
carba-dT 25 3-Me-cycloSal- carba-dTMP 164 529% ")
carba-a-dT 91 3-Me-cycloSal- carba-o.-dTMP 165 65 %
carba-iso-dT 92  3-Me-cycloSal- carba-iso-dTMP 166 61 %
carba-iso-a-dT 93  3-Me-cycloSal- carba-iso-o.-dTMP 167 63 %
carba-AZT 33  3-Me-cycloSal- carba-AZTMP 168 85 %
carba-ddT 128  3-Me-cycloSal- carba-ddTMP 169 78 %
carba-3'-Allyl-dT 35 3-Me-cycloSal- carba-3'-Allyl-dTMP 170 65 %
carba-3'-Propargyl-dT 36  3-Me-cycloSal-carba-3'-Propargyl-dTMP 171 69 %
carba-BVdU 95  3-Me-cycloSal- carba-BVdUMP 172 21% "

") Darstellung erfolgte nach der Chlorphosphit-Methode

Aus diesen Ergebnissen ist eine deutliche Abhdngigkeit der Ausbeuten an Phosphattriester
vom jeweils verwendeten Nucleosid ersichtlich. So liegen die erreichten Ausbeuten bei
Nucleosiden mit einer 3'-OH-Gruppe (dT, 91 — 93) im Schnitt 15 —20 % unter denen der
nicht hydroxylierten Derivate (1, 2, 33, 128). Dies ldsst sich mit einer bei diesen
Verbindungen zu ca. 10 % als Nebenreaktion auftretenden Mehrfachphosphorylierung
begriinden. Um diese Nebenreaktion so weit wie moglich zu unterbinden, wurden hier zudem
weniger Aquivalente des Phosphorchloridats 160 verwendet, so dass nicht alles Edukt zum
entsprechenden Phosphattriester umgesetzt wurde. Die Ausbeuten liegen dennoch tiber denen
der cycloSal-Phosphattriester des carba-dT 25 und carba-BVdU 95, die nach der klassischen
Chlorphosphit-Methode erhalten wurden. Im Fall des carba-dT 25 wurden hierbei 26 % des
3',5'-diphosphorylierten Derivates isoliert. Die vergleichsweise niedrigen Ausbeuten der
3'-Allyl- und 3'-Propargyl-substituierten Triester 170 und 171 sind auf Verluste bei der
chromatographischen Reinigung zuriickzufiihren. Anfallende Mischfraktionen wurden hier

verworfen und nicht nochmals aufgereinigt.

Die neue cycloSal-Triestersynthesevariante wurde desweiteren auf das 2'-Desoxy-3'-epi-
Thymidin 173 angewendet (Abbildung 105). Hierbei konnte jedoch bei einer Reaktions-

temperatur von — 40 °C nach zweistiindiger Reaktionsdauer keine Produktbildung beobachtet
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werden. Eine Erhohung der Temperatur auf — 20 °C bzw. 0 °C fiihrte ebenfalls nicht zum
gewiinschten Produkt 174. Vielmehr bildete sich hier schon nach kurzer Zeit ein farbloser
Niederschlag, der aus der Reaktionslosung ausfiel. Hierbei handelte es sich vermutlich um
Oligomerisierungsprodukte, die aus der unter Kapitel 4.5.1 (S. 83) beschriebenen Dealky-
lierungsreaktion resultierten. Desweiteren zeigte die diinnschichtchromatographische Analyse
der Reaktionsmischung eine Reihe polarer Substanzen, die einen kleineren R,-Wert als das
Edukt 173 aufwiesen. Diese wurden jedoch nicht ndher untersucht. Denkbar ist hierbei die
Bildung eines cyclischen 3',5'-Phosphatdiesters, der aus einer intramolekularen Umesterungs-
reaktion mit der cis-stindigen 3'-Hydroxygruppe resultiert. Aufgrund dieses unbefriedigenden
Ergebnisses wurde auf die Synthese der 3-Methyl-cycloSal-Phosphattriester der carba-3'-epi-
Nucleoside 133 und 144 verzichtet.

) 0
0

o Cor CLk r
HO. P o o

OH o OH

/o: N "0 160 /o: N" "0

Pyridin
173 174

Abbildung 105: Versuch der Darstellung des 3-Me-cycloSal-3‘-epi-dTMPs 174

4.5.2.2 Hydrolyseeigenschaften der cycloSal-Nucleosidmonophosphate

Die Freisetzung des Monophosphates aus einem cycloSal-Pro-Nucleotid beruht auf einer
selektiven chemischen Hydrolyse der Phosphattriestergruppierung. Aus diesem Grunde sind
Informationen iiber das Hydrolyseverhalten der entsprechenden Phosphattriester ein integraler
Bestandteil des cycloSal-Konzeptes. Zu hohe Stabilitidten der Triester verhindern hierbei die
effiziente Spaltung zum Monophosphat, sehr labile Triester hingegen sind schon vor
Erreichung ihres Wirkortes vollstindig zum Nucleotid hydrolysiert. Die biologische Aktivitit

ist somit eng mit der Hydrolysegeschwindigkeit dieser Verbindungen verkniipft.

Die Hydrolysegeschwindigkeit von cycloSal-Phosphattriestern kann durch die Wahl des
Substituenten am aromatischen Ring stark beeinflusst werden. Akzeptorsubstituenten (z. B.
Chlor oder Nitro) in para-Stellung zur phenylischen Esterbindung in 11 bewirken eine
Beschleunigung der Hydrolyse. Donorsubstituenten (z.B. Methyl oder fert-Butyl) in ortho-
Stellung zur phenylischen Esterbindung bewirken hingegen eine Abnahme der

Hydrolysegeschwindigkeit im Vergleich zur unsubstituierten Stammverbindung.
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Dartiber hinaus wird eine Abhéngigkeit der Hydrolysegeschwindigkeit sowohl vom

19,228

verwendeten Nucleosidanalogon als auch von der Natur des Substituenten in der

3'-Position beobachtet.*****

Ursache hierfiir sind u. a. Unterschiede in den Hydrathiillen der
Verbindungen, die hierbei den Angriff des Nucleophils Hydroxid auf den Phosphattriester
verschieden beeinflussen. Die chemische Hydrolyse der synthetisierten 3-Methyl-cycloSal-
Phosphattriester 164 — 172 soll daher im Hinblick auf den Einfluss des Substituenten in der
3'-Position als auch auf den Einfluss des Riickgrates des Nucleosidanalogons hin untersucht

werden.

Zur Untersuchung des Hydrolyseverhaltens der dargestellten cycloSal-Phosphattriester 164 —
172 wurden chemische Hydrolysekinetiken in basischem Medium bei 37 °C mit isotonischen
Phosphatpufferlosungen (25 mM, PBS, pH 7.3) durchgefiihrt und simulieren somit
physiologische Bedingungen. Durch den groBen Uberschuss an Wasser kann die Hydrolyse
der Pro-Nucleotide als Reaktion pseudo-erster Ordnung aufgefasst werden, so dass sich
Hydrolyse-Halbwertszeiten t;, ermitteln lassen. Die besten biologischen Aktivititen wurden
hierbei mit Hydrolyse-Halbwertszeiten im Bereich zwischen zehn und zwanzig Stunden
erreicht. Die Hydrolysehalbwertszeiten der Phosphattriester 164 — 172 sowie der

entsprechenden Furanose-Referenzverbindungen sind in Tabelle 20 gegeniibergestellt.

Tabelle 20: Hydrolyse-Halbwertszeiten der cycloSal-Nucleosidmonophosphate

3-Methyl-cycloSal-NMP | PWETISZEIt o ethyl-cycloSal-NMPp D Wertszelt
ti2 [h]” ti [V

carba-dT 164 8.5 dT 161 8.5
carba-a-dT 165 9.5 - -
carba-iso-dT 166 14.5 - ---
carba-iso-a-dT 167 16.5 - ---
carba-AZT 168 14.5 AZT 162 8.0
carba-ddT 169 25.0 ddT 175 15.0
carba-3'-Allyl-dT 170 27.0 3'-Allyl-dT 176 19.0
carba-3'-Propargyl-dT 171 26.5 3'-Propargyl-dT 177 16.5
carba-BVdU 172 14.5 BVdU 178 6.5

“ pH 7.3, PBS, 37 °C

5. Lit. "
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Wie erwartet zeigen die Ergebnisse aus Tabelle 20 eine deutliche Abhdngigkeit der
Hydrolyse-Halbwertszeiten der untersuchten 3-Methyl-cycloSal-Verbindungen 164 — 172
vom Substituenten in der 3'-Position des Nucleosids. So hydrolysieren die Derivate 164 — 167
mit der polaren Hydroxygruppe im Schnitt zwei- bis dreimal so schnell wie die
unsubstituierte Verbindung 169 oder die aliphatisch modifizierten Nucleoside 170 und 171. In
gleicher Weise fiihrt der polare zwitterionische Azid-Substituent in 168 zu einer verminderten
Hydrolyse-Halbwertszeit. Als Ursache hierfiir wird ein assistierender Effekt des
3'-Substituenten bei der Hydrolyse durch polare Wechselwirkungen mit dem angreifenden
Nucleophil diskutiert. Die unpolaren Reste Allyl in 170 sowie Propargyl in 171 hingegen
erschweren durch ihre Lipophilie den Angriff des geladenen Nucleophils. Als Konsequenz

steigt die hydrolytische Stabilitdt des Phosphattriesters.

Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang die beinahe Verdoppelung der Hydrolyse-
stabilitdt von den Verbindungen mit dem natiirlichen Nucleosid-Substitutionsmuster 164 und
165 zu den iso-Nucleotiden 166 und 167. Der Grund hierfiir ist vermutlich in Konformations-
unterschieden zwischen den zwei cycloSal-Triesterklassen zu suchen, die Anderungen in der

Gesamtsolvatation bewirken und somit direkten Einfluss auf das Hydrolyseverhalten nehmen.

Im direkten Vergleich zeigen die carbocyclischen Nucleotidderivate 168 — 172 eine erhdhte
Hydrolysestabilitidt gegeniiber ihren Furanose-Stammverbindungen 162 sowie 175 — 178.
Wurde bei den Verbindungen 164 — 168 ein assistierender Effekt des polaren Substituenten an
der 3'-Position angenommen, so gilt u. U. gleiches flir das aminale Sauerstoffatom der
2'-Desoxyribonucleotide. Lediglich die Nucleotide mit der natiirlichen Konfiguration 161 und
164 zeigen ein abweichendes Verhalten von diesem Trend. Diese cycloSal-Verbindungen sind
jedoch per se sehr polar, so dass kleine Unterschiede in der Solvathiille eventuell keinen

merklichen Effekt auf ihr Hydrolyseverhalten austiben.

4.5.2.3 Synthese der Nucleosid-5'-monophosphate

Zur Darstellung der Nucleotide wurden die 3-Methyl-cycloSal-Phosphattriester 164 — 171 in
Acetonitril gelost und nach Zugabe von Wasser und Triethylamin bei Raumtemperatur bis zur

vollstdndigen Verseifung geriihrt (Abbildung 106).
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Abbildung 106: Darstellung der Monophosphate

Die wilrigen Losungen wurden im Anschluss daran lyophilisiert und die Rohprodukte an
RP-18-Kieselgel aufgereinigt. Nach erneuter Gefriertrocknung wurden die Nucleotide mit

einer lonenaustauschersdule (DOWEX 50x8) in das Dinatriumsalz tiberfiihrt.

Interessanterweise bildete sich bei den Hydrolysen der cycloSal-Nucleotide 164 — 167 mit
einer 3'-Hydroxygruppe neben dem gewiinschten Nucleosid-5'-monophosphat ein zweites
polares Reaktionsprodukt, das sich jedoch im Zuge der Aufarbeitung durch Chromatographie
an RP-18-Kieselgel abtrennen liel (Abbildung 107). Anhand der Dublett-Struktur des Signals
im Protonen-gekoppelten *'P-NMR-Experiment (*Jp.y = 20.0 Hz) und Vergleich mit dem als
Referenzsubstanz zur Verfiigung stehenden Thymidin-3',5"-cyclophosphats *** konnte es als

der jeweilige cyclische Phosphatdiester 183 — 186 identifiziert werden.

OH OH

Base: B: 164 Base: B:27 Base: p:183
o: 165 o 179 o: 184
iso-f3: 166 iso-B: 180 iso-f: 185
iso-a.: 167 iso-a.: 181 iso-a.: 186

Abbildung 107: Reaktionsprodukte der Hydrolyse der Triester 164 - 167

Zu klaren war in diesem Zusammenhang, ob sich das 3',5'-Cyclophosphat als Folge einer
intramolekularen Kondensation aus dem jeweiligen 5'-Monophosphat bildet, oder ob es das
Primérprodukt einer internen Umesterung im Triester darstellt. Hierzu wurde 3-Me-cycloSal-
carba-dTMP 164 als Prototypverbindung unter den Reaktionsbedingungen der Mono-
phosphatsynthese in einem Triethylamin-basischen deuterierten Acetonitril/Wasser-Gemisch
gelost und die Hydrolyse anschlieBend mit Hilfe der *'P-NMR-Spektroskopie verfolgt. Auf
Grund der natiirlichen Isotopenhdufigkeit von annihernd 100 % des *'P-Kernes lassen sich

die Produkte leicht quantifizieren.
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Abbildung 108: Protonengekoppelte *'P-NMR Hydrolysestudie des Phosphattriesters 164

Der Verlauf zeigt deutlich, das die beiden Diastereomerenpeaks des Eduks 164 bei — 7.9 ppm
und — 8.1 ppm im Zuge der Hydrolyse zu Gunsten eines Tripletts (*Jp.y = 6.0 Hz) bei 4.1 ppm
und eines Dubletts (*Jp.; = 20.0 Hz) bei — 2.6 ppm abnehmen. Das Triplett (korrekterweise
ein doppeltes Dublett mit identischen Kopplungskonstanten) resultiert hierbei aus der

Kopplung des Phosphors mit der 5'-Methylengruppe im Monophosphat 27, das Dublett
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hingegen wird dem 3',5'-Cyclophosphat 183 zugeordnet. Das Verhéltnis beider Reaktions-
produkte 27 und 183 bleibt dabei mit ca. 66 % zu 34 % {iiber den gesamten Reaktions-
zeitraum konstant. Der bei der Hydrolyse der cycloSal-Einheit in 164 zwangsldufig anfallende
Benzylphosphatdiester 11 (s. Abbildung 8, S.9) ist unter diesen Reaktionsbedingungen als
Intermediat nicht nachweisbar. Infolge des hohen pH-Wertes bildet sich vermutlich gleich
nach Bruch des Phenylesters in 164 ein Phenolation aus, das sofort die Spaltung der
Benzylesterbindung einleitet. Das konstante Verhéltnis beider Reaktionsprodukte 27 und 183
im Verlauf der Hydrolyse spricht gegen die Hypothese einer Cyclisierung des
Monophosphates 27 zum Phosphatdiester 183.

Die Ausbeuten der Nucleotidsynthesen sind in Tabelle 21 gegeniibergestellt.

Tabelle 21: Ausbeuten der Nucleotidsynthesen

3-Me-cycloSal-NMP Nucleosid-5'-MP Ausbeute
carba-dT 164 27 37 %
carba-o-dT 165 179 36 %
carba-iso-dT 166 180 15 %
carba-iso-a-dT 167 181 29 %
carba-AZT 168 28 88 %
carba-ddT 169 182 77 %
carba-3'-Allyl-dT 170 30 67 %
carba-3'-Propargyl-dT 171 31 81 %

Die intramolekulare Cyclisierung der cycloSal-Triester mit 3'-Hydroxyfunktion stellt einen
ernstzunehmenden Nachteil dieser Synthesevariante dar. Zum einen ist hierdurch ein
deutlicher Ausbeuteverlust gegeniiber den nicht hydroxylierten Derivaten 28, 30, 31 und 182
zu verzeichnen, zum anderen gelang die Abtrennung des Cyclophosphates bei den iso-
Nucleotiden 181 und 182 erst nach mehrmaliger Chromatographie. Im Vergleich zu den

Monophosphaten 27 und 179 verringerten sich die Ausbeuten dementsprechend nochmals.
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Interessanterweise zeigt die Cyclisierung eine Abhdngigkeit vom pH-Wert des Reaktions-
mediums. So wurde bei einer *'P-NMR-Studie in wissriger HCl/Imidazol-Pufferlosung bei
pH=7.3 keine Cyclophosphatbildung beobachtet. Stattdessen konnten jedoch 6 % des
hydrolysestabilen Phenylphosphatdiesters 12 nachgewiesen werden (s. Abbildung 8, S.9).

Hieraus ergibt sich ein moglicher Ansatz zur Optimierung der Nucleotidsynthese.

4.5.2.4 Eigenschaften der Nucleosidmonophosphate

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Nucleotidanaloga werden in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. KONRAD Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische
Chemie in Gottingen auf ihre Substrateigenschaften gegeniiber humaner Thymidylatkinase
getestet. Die Ergebnisse dieser enzymkinetischen Untersuchungen lagen nach Abschluss

dieser Arbeit noch nicht vor und werden daher an anderer Stelle publiziert.

4.6 Antivirale in vitro-Aktivitdten

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. J. BALZARINI, Universitit Leuven,
Belgien wurden die synthetisierten carbocyclischen Nucleoside 25, 33, 35, 73, 74, 91 — 93,
95, 128, 133 und 144 sowie die cycloSal-Pronucleotide 164 — 170 in vitro-anti-HIV-Tests in
Zellkulturen unterzogen. Als Testsysteme kamen HIV-1- bzw. HIV-2-infizierte humane
T-Lymphocyten (CEM/0) ebenso zum Einsatz wie HIV-2-infizierte Thymidinkinase-
defiziente Zellen (CEM/TK"). AuBBerdem wurde d4T 2 als Referenzsubstanz getestet. Die
Ergebnisse dieser Tests sind in Tabelle 22 dargestellt.
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Tabelle 22: Anti-HIV-Aktivitdten und Cytotoxizitaten

97

ECso [uM]”

CCso [uM]”

Verbindung CEM/0 CEM/TK.  CEM/0
HIV-1 HIV-2 HIV-2

1-Cyclopentylthymin 73 > 250 > 250 > 250 > 250
2-O-Cyclopentylthymin 74 > 250 > 250 > 250 > 250
carba-ddT 128 > 250 > 250 > 250 > 250
3-Me-cycloSal-carba-ddTMP 169 > 50 > 50 > 50 > 250
carba-dT 25 05+0.14 04+0.0 > 250 63.3+5.5
3-Me-cycloSal-carba-dTMP 164 0.65+0.07 0.7+0.14 > 250 77 +22
carba-o-dT 91 3.83+£2.02 2.67+0.58 >250 >250
3-Me-cycloSal-carba-o-dTMP 165 25.0+0.0 233+7.6 > 250 167+3.5
carba-iso-dT 92 10+0.0 26.0+15.6 >250 > 250
3-Me-cycloSal-carba-iso-dTMP 166 27.5+3.5 37.5+17.7 >250 > 250
carba-iso-a-dT 93 190+104 103 +45 > 250 > 250
3-Me-cycloSal-carba-iso-a-dTMP 167 80.0 +£28.3 125+354  >250 >250
carba-3'"-epi-dT 133 > 250 > 250 > 250 > 250
carba-3'-epi-iso-dT 144 > 250 > 250 > 250 > 250
carba-AZT 33 1834115 107+125 > 250 > 250
3-Me-cycloSal-carba-AZTMP 168 30.0 +£20.0 32.5+24.7 > 50 135+40.3
carba-3'-Allyl-dT 35 483+20.2 75.0+66.1 >250 138 +£12.0
3-Me-cycloSal-carba-3'-allyl-dTMP170 11.7+7.6 16.7+12.6 10.0+0.0 61.5+1.1
carba-BVdU 95 > 250 > 250 > 250 > 250
3-Me-cycloSal-carba-BVAUMP 172 > 50 > 50 > 50 101 +4.3
AZT (Referenz) ! 1 0.006 0.005 > 100 > 100
d4T (Referenz) 2 0.37+024 035+£0.09 8.0£3.5 >250

Y50 %ige effektive Konzentration oder notwendige Konzentration zum 50 %igen Schutz

von CEM-Zellen gegen die Cytopathogenie von HIV

® 50 %ige cytotoxische Konzentration oder notwendige Konzentration zur Reduktion der

Uberlebensfihigkeit von CEM-Zellen um 50 %

Das carbocyclische Analogon des Thymidins carba-dT 25 zeigt in CEM/0-Zellen eine dem

d4T 2 vergleichbare antivirale Aktivitdit gegen HIV-1 und HIV-2. Dies

ist ein
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bemerkenswertes Ergebnis, da Nucleosidanaloga mit einer 3'-Hydroxygruppe nicht zu den
klassischen anti-HIV-Wirkstoffen zdhlen. Denkbar ist an dieser Stelle, dass auf Grund der
Konformationsunterschiede zwischen dem Carbocyclus und des Furanoseringes, die
Hydroxygruppe in 25 nicht die optimale Orientierung flir die enzymatische Ketten-
verldngerung an der 3'-Position einnimmt. J. BERES et al. testeten 1990 die Wirksamkeit von
carba-dT 25 an HIV-infizierten MT-4-Zellen und fanden eine Cytotoxizitit in der
GréBenordnung der antiviralen Aktivitit (ICso: 0.07 pg/mL; CCso: 0.07 pg/mL).""® In den hier
verwendeten CEM/0-Zellen liegt die Cytotoxizitéit jedoch um den Faktor 100 iiber dem ECso-
Wert.

Im direkten Vergleich der 3'-hydroxylierten Nucleosidderivate 25, 91 — 93 sowie 133 und 144
zeigt die antivirale Aktivitit eine Abhdngigkeit von der Konfiguration und Konstitution des
jeweiligen Nucleosids. Die beste Aktivitdt korreliert mit der natiirlichen 2'-Desoxyribose-
Konfiguration. Beim Ubergang zum entsprechenden a-Nucleosid 91 fillt die Aktivitit in
beiden HIV-Stdammen um eine Groenordnung. Das iso-Derivat 92 verliert nochmals um den
Faktor zehn an Aktivitét gegeniiber dem a-Nucleosid 91, zeigt jedoch einen besseren Schutz
gegen HIV als das a-iso-Derivat 93. Die 3'-epi-Verbindungen 133 und 144 sind nicht
antiviral aktiv. Die entsprechenden cycloSal-Phosphattriester 164 — 167 zeigen gegeniiber den
Nucleosiden 25 und 91 — 93 keine verbesserte antivirale Aktivitit und sind ebenfalls in der
Thymidinkinase-defizienten Zelllinie inaktiv. Dieses Ergebnis ist erstaunlich, da aus den
Triestern durch chemische Hydrolyse nachweislich das entsprechende Monophosphat

freigesetzt wird.

Anders liegen die Verhiltnisse bei den 3'-unhydroxylierten Nucleosiden 128, 33 und 35. Hier
wurde durch Darstellung der entsprechenden cycloSal-Pro-Nucleotide 168 — 170 eine
Steigerung der antiviralen Aktivitit gegeniiber den Nucleosiden erreicht. Diese bleibt
ebenfalls in der TK -Zelllinie erhalten. Ein besonderes Augenmerk sei auf die 3'-Allyl-
substituierte Verbindung 35 gelegt. Sie weist von den drei unhydroxylierten Nucleosiden 33,
35 sowie 128 den wirkungsvollsten Schutz der CEM/0-Zellen gegen das HI-Virus auf. Dies
ist besonders vom Standpunkt der Struktur/Aktivitits-Beziehung von Interesse, da das von
H. C. MULLER synthetisierte entsprechende Furanose-Derivat gegen keines der beiden HIV-
Stimme eine antivirale Wirkung entfaltet. Genau entgegengesetzt verhalten sich die 3'-Azid-
substituierten Verbindungen AZT 1 und carba-AZT 33. AZT 1 wird seit langem auf Grund

seines hohen anti-HIV-Potentials in der Therapie gegen das Virus verwendet, das carbo-
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cyclische Analogon 33 hingegen bietet keinen wirksamen Schutz gegen eine Infektion. Dieses
Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit den von J. BERES et al. publizierten Daten fiir

enantiomerenreines carba-AZT 33.'1°

Die antiviralen Daten des 3'-Thiocyanat-substituierten Derivates 34 und den 3'-Propargyl-
Verbindungen 36 und 171 lagen nach Abschluss dieses Manuskriptes noch nicht vor. Sie
werden ebenso wie die Daten fiir carba-dU 99 und carba-IdU 101 an anderer Stelle

publiziert.

4.7 Synthese von carba-Nucleosiden durch Wiederverwertung

Ein Riickblick auf die durchgefiihrten Arbeiten bestétigt 2-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol
32 als ideale Ausgangssubstanz zur Darstellung carbocyclischer 2'-Desoxynucleoside. Sie
wird mit hohen Enantiomereniiberschiissen erhalten und ist zudem lange lagerungsfahig. Von
Nachteil ist jedoch die geringe Gesamtausbeute bei einem vergleichsweise hohen
Arbeitsaufwand. Wiinschenswert wére aus diesem Grunde eine Modifizierung der Synthese,
durch die sich die Ausbeute an Cyclopentenol 32 steigern lieBe. Eine Erhohung der
Reaktionstemperatur ist hierbei jedoch unmdglich, da sich ab 0 °C das symmetrische Dien 39
aus dem Alkylierungsschritt durch sigmatrope [1.5]-Verschiebungen merklich in die beiden

177,230

thermodynamisch stabileren Diene 39a und 39b umlagert (Abbildung 109). Diese

konnen anschlieBend nicht mehr in die benotigte Ausgangssubstanz 32 iiberfiihrt werden.

1) NaH
)Na o~cl BnO 3) (-)-(ipc),BH BnO
2) 4) NaOH / H202
O 2D
THF THF, 30 - 40 %
OH
39 32
>0°C
BnQO BnQO
39a 39b

Abbildung 109: Isomerisierung des symmetrischen Diens 39
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Bei der chromatographischen Aufarbeitung der FEintopfreaktion zur Darstellung des
Cyclopentenols 32 bilden die beiden unsymmetrischen Diene 39a und 39b eine Haupt-
fraktion der abzutrennenden Nebenprodukte. Sie resultieren aus dem groBen Anteil an nicht
umgesetzem symmetrischen Dien 39 aus dem Hydroborierungsschritt und konnen als

unpolarste Fraktion leicht abgetrennt werden.*'

Vor diesem Hintergrund entstand die Uberlegung, diese Nebenprodukte zu isolieren und als
Ausgangssubstanzen fiir weitere Synthesen zu nutzen. Interessanterweise lassen sich beide
Verbindungen durch Hydroborierung in das gleiche Cyclopentenol 187 tiberfiihren, da das
Boran stets an den terminalen Positionen eines konjugierten Diens angreift.”*> So konnte
durch Hydroborierung mit Disiamylboran das 3-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 187 aus
beiden Dienen 39a und 39b in 62 %iger Ausbeute als Racemat erhalten werden (Abbildung
110).

1) (Sia),BH
BnQ +B“0 2)NaOH /H,0,  BnO
Y, - o
THF, 62 %
39a 39b 187

Abbildung 110: Darstellung von 3-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 187

Das Cyclopentenol 187 zeigt alle Merkmale, die zur Darstellung -carbocyclischer
Nucleosidanaloga bendtigt werden: Eine Hydroxyfunktion zur Kupplung mit der Base, die
Hydroxymethyleinheit in der 4'-Position sowie eine Doppelbindung fiir weitere Funktionali-
sierungen an der 3'-Position. Es sollte somit moglich sein, durch die Reaktionsfolge
MiTSUNOBU-Kupplung und Hydroborierung der Doppelbindung das Cyclopentenol 187 direkt

in carbocyclische 2'-Desoxynucleoside zu iiberfithren (Abbildung 111).
o
HO Q
07 >N BnO M—NH BnO
L;; :;J E— \~——<::::::;>-N o T \~——<::::::;>A~c>H

OH
25 188 187

Abbildung 111: Synthese von carba-2'-Desoxynucleosiden aus dem Cyclopentenol 187
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Zusétzlich kann das Cylcopentenol 187 auch als Startsubstanz zur Darstellung von
Cyclopentenyl-Nucleosiden herangezogen werden. Die natiirlichen Vertreter dieser
Verbindungsklasse sind die Neplanocine, die 1981 erstmals von S. YAGINUMA et al. aus dem
Bakterium Ampullariella regularis isoliert wurden (Abbildung 112).%* Sie zeigen eine groBe
Bandbreite an antiviraler Aktivitét, bei zumeist nur geringer Cytotoxizitdt. Der Hauptvertreter
dieser Verbindungsklasse ist das Neplanocin A, alle anderen Neplanocine sind weit weniger
hiufig. Fiir Neplanocin A konnte der Wirkmechanismus detailliert aufgeklart werden. Es
hemmt nach Oxidation der 3'-Hydroxygruppe zur Ketofunktion die S-Adenosylhomo-
cysteinase, der eine essentielle Funktion in Biomethylierungsprozessen zukommt. Zur
Oxidation wird dabei enzymgebundenes NAD" zu NADH reduziert. Auf diese Weise wird der

eigentliche Inhibitor vom Enzym selbst generiert.”**

NH 0 NH,
N NH ~N
¢ T <7
HO
HO N N/) HO N N/) | z N N/)
OH OH OH OH OH OH
Neplanocin A Neplanocin D Neplanocin C
189 190 191
NH2 NH,
Nf N
N SN
<l <
HO
HO ! N N/) J N N/)
OH ° OH
Neplanocin F Neplanocin B
192 193

Abbildung 112: Die Neplanocine

Die interessanten antiviralen Eigenschaften und antitumor Aktivititen der natiirlichen
Neplanocine 189 — 193 befliigelten die Synthesen einer Reihe von Nucleosidanaloga mit
Cyclopentenyl-Grundgeriist. Besonders ist hierbei das Cytosin-Derivat 194 (CPE-C)
hervorzuheben, das sich durch ein breites antivirales Spektrum auszeichnet (Abbildung 113).
So zeigt es hervorragende Aktivititen gegen HSV-1, HSV-2, humanes Cytomegalievirus
HCMV und das Varicella-Zoster-Virus VZV.*** Das entsprechende Triphosphat blockiert
hierbei die Umwandlung von UTP in CTP durch Inhibition der Cytosintriphosphat-

Synthetase. Derivate der Neplanocine F und B sind in der Literatur kaum beschrieben.”
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Abbildung 113: Struktur des Cyclopentenyl-Cytosins (CPE-C) 194

4.7.1 Darstellung von (+/-)-carba-dT 25

Der Weg zur Darstellung des racemischen carba-2'-Desoxythymidins 25, ausgehend von
3-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 187, richtet sich im Wesentlichen nach den Erfahrungen,
die bei der Synthese des enantiomerenreinen Nucleosids 25 gemacht wurden. Zur Kupplung
des Cyclopentenols 187 mit der Nucleobase unter MITSUNOBU-Bedingungen wurde daher
infolge der besseren N/O-Selektivitit das alkylierte BOM-Thyminderivat 78 herangezogen.
Das zweifach alkylierte Thyminderivat 195 wurde so in 90 %iger Ausbeute erhalten und
zeigte wie erwartet eine Produktzusammensetzung von 85 % N-1- zu 15 % O-2-Isomer

(Abbildung 114).

P(Ph); / DIAD Q. BOM
BnO 3-N-BOM-T 78 BnO >\‘—N
MeCN, 90 % \=<:

187 195

Abbildung 114: Alkylierung von 3-N-BOM-Thymin mit dem Cyclopentenol 187

Durch Hydroborierung der Doppelbindung im Cyclopentengeriist des Nucleosids 195 wird
eine Hydroxyfunktion an der anti-MARKOWNIKOW-3'-Position erzeugt. Der elektrophile
Angriff des Borans auf das Olefin 195 sollte dabei in beiden Enantiomeren auf der jeweiligen
a-Seite trans zur Nucleobase erfolgen, da diese die [B-Seite wirkungsvoll abschirmt
(Abbildung 115). Die Hydroborierung der Doppelbindung generiert gleichzeitig zwei neue

Stereozentren an der 3'- und 4'-Position in Abhéngigkeit des einen Stereozentrums an C-1".
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Abbildung 115: Hydroborierung der Doppelbindung im Cyclopenten 195

Erste Versuche, das Cyclopentenylthymin 195 unter den Standardbedingungen bei
Raumtemperatur mit 9-BBN zu hydroborieren, zeigten sich als wenig erfolgreich. Das
blockierte carba-dT 196 konnte nur in einer unbefriedigenden Ausbeute von 19 % isoliert
werden (Abbildung 116). Verantwortlich sind hierfiir die sterischen 1,3-Wechselwirkungen
zwischen der blockierten Base und der Hydroxymethyleinheit in 195, die sich im Zuge der
Hydroborierung annéhern miissen. Nach Erhdhung der Reaktionstemperatur auf 50 °C wurde
das carba-Thymidinderivat 196 in 76 %iger Ausbeute erhalten. AnschlieBende hydrogeno-
lytische Spaltung der Benzylether in 196 lieferte das racemische carba-dT 25 in 51 %iger
Gesamtausbeute iiber drei Reaktionsschritte. Die spektroskopischen Daten der Verbindung 25

sind identisch mit denen des enantiomerenreinen carba-dTs 25.

o) 0
BOM\N | HNJ]/
O, BOM 4y9.8BN BnO O)\N HO PN

BnO, N>—N o 2)NaOH/H;0, H,, PA/C o__N
: \=<E THF, 76 % EtOH, 88 %

OH
195 oH 196

(+/-)-25

Abbildung 116: Darstellung von (+/-)-carba-dT 25 aus dem Cyclopentenylthymin 195

Die vorstehend beschriebene Reaktionssequenz zeigt, dass 3-Benzyloxymethylcyclopent-3-
enol 187 als alternative Startsubstanz fiir die Darstellung carbocyclischer Nucleoside
herangezogen werden kann. Verglichen mit der enantioselektiven Route werden, jeweils von
Cyclopentadien ausgehend, sogar zwei Reaktionsschritte zur Synthese des carba-dT 25
eingespart. Durch Optimierung einzelner Reaktionsschritte, im Besonderen die
Hydroborierung der beiden Diene 39a und 39b zum Cyclopentenol 187, ist eine weitere
Steigerung der Gesamtausbeute sicherlich moglich. Die nicht enantioselektive Reaktions-

fiihrung, die zu den jeweiligen racemischen Gemischen der Zielsubstanzen fiihrt, ist hierbei
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nur von scheinbarem Nachteil. Die Doppelbindung im Cyclopentengeriist von 195 gestattet
eine Vielzahl an elektrophilen Additionsreaktionen, die allesamt zu interessanten neuen
carbocyclischen Nucleosidstrukturen fiihren. Fiir erste Aktivitdtsuntersuchungen in in vitro-
Systemen sind enantiomerenreine Verbindungen jedoch nicht zwingend notwendig, zumal die
biologische Aktivitit nicht unmittelbar mit der natiirlichen D-Form verkniipft ist. Die
Synthese des Racemats kann insofern als einfachste Variante der Parallelsynthese zweier
potentieller Wirkstoffe verstanden werden. Erweist sich eine der Verbindungen im Zelltest als
biologisch aktiv, miissen die Enantiomere anschliefend voneinander getrennt oder separat
synthetisiert werden. Erst so wird die Frage, welches Enantiomer fiir die biologische Wirkung

verantwortlich ist, eindeutig beantwortet.

Vor diesem Hintergrund ergab sich die Uberlegung, die beiden Diene stereoselektiv in eines
der beiden moglichen Enantiomere des Cyclopentenols 187 zu iiberfiihren. Da alle weiteren
Stereozentren im Molekiil in Abhidngigkeit der Konfiguration an C-1 aufgebaut werden,
sollten auf diese Weise enantiomerenreine Zielverbindungen erhalten werden. Die
Herausforderung besteht hierbei darin, zwei isomere Edukte in ein stereochemisch

einheitliches Produkt zu iiberfithren (Abbildung 117).

(0] (0]
”j\ | ”j\ |
HO.
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OH25 188 187

Abbildung 117: Synthesestrategie zur Darstellung von enantiomerenreinem carba-dT 25

Die enantioselektive Hydroborierung des Diengemisches 39a,b erfolgte analog der auf Seite
100 beschriebenen racemischen Synthese. Als chirales Reagenz wurde (—)-Diisopino-
campheylboran verwendet (Abbildung 118). Das Cyclopentenol 187 wurde so in 48 %iger
Ausbeute mit 49 % Enantiomereniiberschuss isoliert. Die enantiomerenangereicherte
Verbindung 187 ist rechtsdrehend, die Konfiguration am Chiralititszentrum ist jedoch
unbekannt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird sie in folgenden Abbildungen
R-konfiguriert dargestellt.
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Abbildung 118: Enantioselektive Hydroborierung der beiden Diene 39a und 39b

Die Bestimmung der optischen Reinheit von 187 erfolgte erneut durch enantioselektive
Gaschromatographie (vgl. Kapitel 4.1.2, S. 24). Abbildung 119 zeigt das Chromatogramm
nach Veresterung der Hydroxyfunktion in 187 mit Trifluoracetanhydrid.
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Abbildung 119: Bestimmung des Enantiomereniberschusses des Cyclopentenols 187

Ein ginzlich anderer Ansatz zur enantioselektiven Darstellung von 3-Benzyloxymethyl-
cyclopent-3-enol 187 besteht in der Oxidation der Hydroxyfunktion im racemischen
Cyclopentenol 187 zum prochiralen B,y-ungesittigten Keton 197 (Abbildung 120). Dieses
kann dann moglicherweise enantioselektiv wieder zum Alkohol 187 reduziert werden. Hierzu

37

haben sich in der Vergangenheit besonders die CBS-Reduktion,™’ chiral komplexierte

Metallhydride *** sowie enzymatische Methoden ** bewihrt.

BnO BnO BnO,
L > T > o
OH
187 197 187

Abbildung 120: Synthesestrategie zur Darstellung des enantiomerenreinen Cyclopentenols 187
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Die Oxidation des sekundédren Alkohols 187 zum entsprechenden Keton 197 verlduft unter

den Bedingungen von SWERN nahezu quantitativ (Abbildung 121).2%

Hierbei ist jedoch im
Besonderen darauf zu achten, das Produkt nicht zu erwirmen, da ansonsten eine Umlagerung
in das thermodynamisch stabilere a,B-ungesittigte Keton 198 einsetzt. Diese Umlagerung
kann durch Spuren von Sidure katalysiert werden. Untersuchungen zur enantioselektiven
Reduktion des prochiralen Cyclopentenons 197 wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr

durchgefiihrt.

DMSO, (COCI),
BnO EtsN BnO
o o
CH,Cly 95 %
187 197

BnO H*, A BnO
O —C_°
197 198

Abbildung 121: SWERN-Oxidation des Cyclopentenols 187 zum Cyclopentenon 197 und mdgliche

Isomerisierung in das a,B-ungesattigte Cyclopentenol 198

Die Reduktion des a,pB-ungesittigten Ketons 198 zum entsprechenden Cyclopentenol 199
liefert letzendlich einen carbocyclischen Grundkorper zur Synthese von 2',3'-Didesoxy-

derivaten 200 des Neplanocins A 189 (Abbildung 122).

HO, Base BnO BnO,
Ry el G W= G
OH
200 199 198

Abbildung 122: Synthesestrategie zur enantioselektiven Darstellung von 2‘,3‘-Didesoxyderivaten 200

des Neplanocins A 189

Die in diesem Kapitel beschriebenen Synthesen zeigen, dass 3-Benzyloxymethylcyclopent-3-
enol 187 als alternative Startsubstanz zur Darstellung carbocylischer Nucleosidanaloga
herangezogen werden kann. Prinzipiell ist hierbei sowohl eine enantioselektive
Reaktionsfithrung als auch die Synthese des Racemats mdglich. Die als Zwischenstufen

anfallenden Cyclopentenyl-Nucleoside bieten auf Grund der olefinischen Doppelbindung im
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Molekiil die Mdglichkeit weiterer Funktionalisierungen. Hierin zeigt sich der besondere
Vorteil gegeniiber dem 2-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 32, das im Wesentlichen nur
Zugang zu carbocyclischen Nucleosiden mit 2'-Desoxykonfiguration bietet. Diese
Vielseitigkeit macht das Cyclopentenol 187, zusammen mit seinem einfachen synthetischen

Zugang, zu einem wichtigen Beitrag zur Chemie der carbocyclischen Nucleoside.
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S ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wird die Darstellung konformativ flexibler Nucleosid-5'-
monophosphat-Analoga beschrieben. Diese werden fiir enzymkinetische Untersuchungen an
Thymidylatkinase bendtigt, dem verantwortlichen Enzym fiir die verminderte Bioaktivierung
des anti-HIV-Wirkstoffes AZT 1. In Folge einer abstoBenden Wechselwirkung zwischen der
3'-Azidgruppe des konformativ starren AZT-Monophosphates 15 und dem Aspartat-14 des
Enzyms kommt es in der Thymidylatkinase zu einer Strukturverzerrung, die eine effektive
Phosphorylierung des Substrats behindert. Durch Erhohung der Flexibilitit im Glykon des
AZTMPs 15 soll diese abstoBende Wechselwirkung ausgeglichen und somit eine verbesserte

Phosphorylierungsrate erreicht werden (Kap. 2.6, S. 12).

Diese Arbeiten stehen in Zusammenhang mit einer Reithe von Struktur-Aktivitéts-
Untersuchungen an Thymidylatkinasen, die in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. M. KONRAD vom MAX-PLANCK-Institut fiir Biophysikalische Chemie in Géttingen durch-

gefiihrt werden.

Eine Erhohung der Flexibilitit des 2'-Desoxyriboseriickgrats in Nucleosiden wird durch den
Austausch des Ringsauerstoffs durch eine Methyleneinheit erreicht. Auf Grund des fehlenden
anomeren Effekts und fehlender gauche-Wechselwirkungen zwischen Ringsauerstoff und der
3'-Hydroxygruppe werden in diesen carbocyclischen Nucleosiden die Vorzugs-
konformationen alleinig durch sterische Wechselwirkungen zwischen den Substituenten
untereinander und mit dem Ring bestimmt. Neben einem strukturellen Einfluss hat dieser
Austausch weiterhin grundlegende Auswirkungen auf die Reaktivitdt von carbocyclischen

Nucleosiden (Kap. 2.7, S. 17).

Die Darstellung der carba-Nucleotide erfolgte nach einer konvergenten Synthesestrategie. Sie
gliederte sich in die Synthese eines enantiomerenreinen carbocyclischen Grundgeriists, die
Kupplung des Grundgeriists mit der Nucleobase, Modifikationen an der 3'-Position sowie
abschlieBend die Phosphorylierung der Nucleoside an der 5'-Hydroxygruppe zum

entsprechenden carba-Nucleotid.

Ein Schwerpunkt ist in dieser Arbeit auf die Optimierung des synthetischen Zugangs zu

carba-dT 25 gesetzt, da in der Vergangenheit bereits an der 3'-Position modifizierte
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Nucleosidmonophosphate aus dem natiirlichen 2'-Desoxythymidin erfolgreich dargestellt
werden konnten. Carbocyclisches 2'-Desoxythymidin 25 stellt somit eine Schliissel-

verbindung dieser Arbeit dar.

Als Ausgangsverbindung wurde der chirale Alkohol 2-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 32
gewidhlt, da hier die benétigte Grundstruktur von 2'-Desoxynucleosiden bereits vorgegeben
ist. Das Cyclopentenol 32 wurde nach der Methode von BIGGADIKE und BORTHWICK durch
Alkylierung von Cyclopentadienylnatrium mit Benzylchlormethylether 38 und anschlieBender
enantioselektiver Hydroborierung mit (—)-Diisopinocampheylboran in einer Eintopfreaktion
mit Gesamtausbeuten zwischen 35 — 45 % dargestellt. Der Enantiomereniiberschuss wurde

durch chirale Gaschromatographie bestimmt und war grofer als 97 % (Kap. 4.1, S. 23).

Das Konzept der konvergenten Synthese beinhaltet die Kupplung eines aktivierten
carbocyclischen Grundgeriists mit der entsprechenden Nucleobase. Hierzu wurde in einem
ersten Ansatz das chirale Cyclopentenol 32 selektiv in das perbenzylierte Epoxid 41
iiberfiihrt. Nucleophile Offnung des Epoxids in 41 mit verschiedenen Metallsalzen der
Nucleobase Thymin und anschlieBender radikalischer Desoxygenierung der resultierenden
Hydroxygruppe nach BARTON lieferte 3',5'-Di-O-benzyl-carba-dT 45. Nach Spaltung der
Benzylether unter LEWIs-sauren Bedingungen konnte das enantiomerenreine carba-dT 25 in
13 %iger Gesamtausbeute in sechs Syntheseschritten aus 2-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol

32 erhalten werden (Kap. 4.2.1, S.29).

Als Ergebnis dieses Reaktionswegs bleibt festzuhalten, dass er fiir eine Synthese von carba-
dT 25 im MakromafBstab nicht geeignet ist. Die Gesamtausbeute ist hierfiir zu niedrig, so dass
sehr viel des wertvollen chiralen Cyclopentenols 32 ungenutzt bleibt. Hinzu kommt die
Tatsache, dass die Synthesestrategie iiber die Offnung eines Epoxids insgesamt nicht als
effizient zu bezeichnen ist. Das Epoxid wird in einer Synthesestufe eingefiihrt, die
resultierende Hydroxygruppe muss im Anschluss daran jedoch in zwei Syntheseschritten
wieder entfernt werden. Diese Schlussfolgerungen fiihrten zur Entwicklung einer neuen
Synthesestrategie, bei der die Kupplung von carbocyclischem Grundgeriist 32 und
Nucleobase durch nucleophile Substitution einer entsprechend aktivierten Hydroxyfunktion
vorgenommen werden kann. Dies hat den Vorteil, dass durch die Reaktion selbst keine

weitere unerwiinschte Funktionalitit im Cyclopentansystem entsteht.
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Hierzu wurde das Cyclopentenol 32 an der freien Hydroxygruppe als Benzylether blockiert
und das resultierende Cyclopenten 47 im Anschluss daran mit 9-BBN zum Cyclopentanol 463
hydroboriert. Mit Boran-THF-Komplexlosung wurden zusitzlich die isomeren Alkohole 48a
und 48 gebildet. Inversion der Hydroxyfunktion in 46 nach MITSUNOBU zum

Cyclopentanol 46a. liefert ein vielseitiges Vorldufermolekiil zur Darstellung carbocyclischer

Nucleosidanaloga (Kap. 4.2.2.1, S. 33).

Durch nucleophile Substitution der Hydroxygruppe in 46o nach einem modifizierten
MITSUNOBU-Protokoll und anschliefender Hydrogenolyse der Benzylether wurde die
Schliisselverbindung carba-dT 25 in einer Gesamtausbeute von 43 % aus dem Cyclopentanol
32 erhalten. Gegeniiber der Variante via nucleophiler Offnung des Epoxids 41 wurde mit
dieser neuen Strategie anndhernd die Verdreifachung der Gesamtausbeute erreicht. Zudem
konnte gezeigt werden, dass an Hand dieser Methode, neben Nucleosiden mit der natiirlichen
B-Konfiguration, auch carbocyclische iso-, und a-Nucleosidderivate zugénglich sind. Fiir
diese interessanten Verbindungsklassen sind aus der Literatur bisher noch keine Beispiele

bekannt (Kap. 4.2.2.3, S. 59).

Bei der Kondensationsreaktion des Cyclopentanols 46o. mit der Nucleobase nach dem
MITSUNOBU-Protokoll kommt es neben der gewiinschten Alkylierung an N-1 ebenfalls zur
Reaktion am O-2 des Thymins. Das Produktverhéltnis dieser Kupplungsreaktion kann jedoch
entscheidend durch verschiedene Parameter beeinflusst werden. Als besonders einflussreich
hat sich die Variation des Losemittels und die verwendete Schutzgruppe an der Nucleobase
herausgestellt. Polare Losemittel begiinstigen die N-1-Alkylierung, unpolare hingegen liefern
einen erhdhten Anteil an O-2-Produkt. Der Einfluss der Schutzgruppe beruht wahrscheinlich
auf einer Anderung der Elektronendichteverteilung im Heterocyclus, die Auswirkungen auf
die relativen Nucleophilien beider Alkylierungsstellen hat. So konnten durch Variation der
Substituenten am aromatischen Kern der Benzoylschutzgruppe zu 100 % das O-2-Produkt
(2,6-Dimethylbenzoyl, 77) und zu 96 % das N-1-Isomer (3,5-Dinitrobenzoyl, 75) erhalten
werden. Fiir die selektive Darstellung carbocyclischer Thymin-Nucleoside ist jedoch die
Benzyloxymethyl-(BOM)-Schutzgruppe (78) in Folge der besseren Gesamtausbeute bei der
Kupplungsreaktion und der einfacheren Zugénglichkeit dem 3,5-Dinitrobenzoylderivat 75
vorzuziehen. Ebenso beeinflusst der Alkohol selbst durch die Elektronendichte an seinem
Reaktionszentrum stark das Produktverhéltnis (HSAB-Prinzip). Hohe Elektronendichten, wie

in priméren, allylischen oder benzylischen Alkoholen liefern hohe Ausbeuten an N-1-Produkt.
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Mit abnehmender Elektronendichte und steigender Hérte steigt hingegen der Anteil des O-2-
Isomers. Nicht zu vernachldssigen sind hierbei auch sterische Wechselwirkungen mit

Substituenten an der Alkoholkomponente (Kap. 4.2.2.2, S. 41).

Neben Thymin konnten nach dieser neuen Synthesevariante ebenfalls die Nucleobasen Uracil
(82), 5-Ioduracil (83) und 5-Bromvinyluracil (85) erfolgreich mit dem Cyclopentanol 46a zu
den entsprechenden carbocyclischen Nucleosiden umgesetzt werden. Lediglich 5-Fluoruracil
(84) lieferte unter den verwendeten Bedingungen sowohl in der Ausbeute als auch in der

Produktverteilung ein unbefriedigendes Ergebnis (Kap. 4.2.3, S. 64).

Die folgenden Modifikationen an der 3'-Position von carba-dT 25 wurden analog der am
natiirlichen Furanosesystem beschriebenen Methoden durchgefiihrt. Die Einfiihrung des
Azid-Restes gelang an dieser Stelle durch nucleophile Offnung der 2,3'-Anhydroverbindung
106 mit Natriumazid. Das Thiocyanat hingegen wurde nach Offnung der 2,3'-
Anhydroverbindung 106 mit Trimethylsilylethantiol 121 aus dem resultierenden gemischten
Sulfid 122 durch VON BRAUN-Abbau mittels Cyanogenbromid erhalten. Abschlieende saure
Spaltung der jeweiligen 5'-O-Tritylether fiihrte zu den Zielverbindungen carba-AZT 33 und
carba-3'-Thiocyanato-dT 34 in 66%iger bzw. 29 %iger Gesamtausbeute aus carba-dT 25
(Kap. 4.3.1, S. 69).

Die Einfiihrung des Allyl-Substituenten gelang durch eine diastereoselektive Radikalreaktion
an der 3'-Position nach BARTON. Neben dem Hauptprodukt carba-3'-Allyl-2'-desoxy-5'-O-
tritylthymidin 126 wurde hierbei carba-2',3'-didesoxy-5'-O-tritylthymidin 127 als
Nebenprodukt isoliert. Dies ist vermutlich auf eine Radikalreaktion zwischen dem aktivierten
Nucleosid und dem Losemittel Toluen zuriickzufiihren, das nach Abspaltung eines
Wasserstoffatoms ein stabiles Benzylradikal ausbilden kann. Der Propargyl-Rest wurde durch
Bromierung und anschlieBende doppelte Dehydrohalogenierung aus dem Allyl-Substituenten
in 126 erhalten. AbschlieBende sauer katalysierte Spaltung der jeweiligen 5'-O-Tritylether
filhrte zu den Zielverbindungen carba-3'-Allyl-dT 35 und carba-3'-Propargyl-dT 36 sowie
dem Nebenprodukt carba-ddT 128 in 50-, 18- und 15 %iger Gesamtausbeute aus carba-dT
25 (Kap. 4.3.2, S. 74).

Aus diesen Arbeiten ergab sich die Uberlegung, die fiir eine nucleophile Substitutionsreaktion

an der 3'-Position notwendige Inversion der Hydroxyfunktion bereits zu einem fritheren
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Zeitpunkt in der Synthesesequenz durchzufiihren. Dieses hitte den Vorteil, dass auch
Purinnucleoside sowie O-2-alkylierte Strukturen, die nicht zur Ausbildung einer
2,3'-Anhydrostruktur fahig sind, an der 3'-Position modifiziert werden konnten. Das chirale
Cyclopentenol 32 wurde daher durch Inversion der Hydroxygruppe in das isomere
Cyclopentenol 134 mit threo-Konfiguration iiberfiihrt und nach anschlieBender Benzylierung
zum Cyclopenten 135 mit (—)-Diisopinocampheylboran zum Cyclopentanol 132a
hydroboriert. Als Nebenprodukt wurde das isomere Cyclopentanol 136a isoliert. Das
Verhiltnis beider Produkte betrug 65 % 132a zu 35 % 1360. Durch Blockierung der freien
Hydroxygruppe in 134 als tert-Butyldimethylsilylether und Hydroborierung des
resultierenden Cyclopentens 137 mit 9-BBN, wurde das entgegengesetzte Isomerenverhéltnis
erreicht. Nach nucleophiler Substitution der Hydroxygruppe in 132a und 138c durch Thymin
nach dem MITSUNOBU-Protokoll und anschlieBender Entschiitzung wurden die beiden
isomeren carbocyclischen 3'-epi-Nucleoside 133 und 144 in Gesamtausbeuten von 20 % bzw.

15 % aus dem Cyclopentanol 32 erhalten (Kap. 4.4, S. 76).

Die Darstellung der korrespondierenden Nucleosid-5'-monophosphate erfolgte durch
Hydrolyse der jeweiligen cycloSal-Phosphattriester. Diese wurden nach einer neuen Variante
durch Reaktion des Nucleosids mit dem cycloSaligenylphosphorchloridat 160 in Pyridin
dargestellt. Die Ausbeuten konnten hierbei im Vergleich zur konventionellen
Darstellungsmethode mittels eines phosphitylierenden Reagenzes und anschlieender

Oxidation gerade bei Nucleosiden mit einer 3'-Hydroxygruppe merklich gesteigert werden

(Kap. 4.5.2.1, S. 87).

Bei der Bestimmung der Hydrolysehalbwertszeiten der Phosphattriester in Phosphatpuffer bei
einem pH-Wert von 7.3 konnte eine starke Abhidngigkeit der Hydrolysegeschwindigkeiten
vom Substituenten in der 3'-Position des Nucleosids beobachtet werden. Demnach fiihren
unpolare Substituenten zu einer Stabilisierung des Triesters, polare Substituenten hingegen
beschleunigen die Hydrolyse durch einen assistierenden Effekt. Einen dhnlichen Einfluss
zeigt das aminale Sauerstoffatom in 2'-Desoxyribonucleosiden. So zeigen carbocyclische
Nucleoside mit der unpolaren Methyleneinheit eine deutlich stabilere Phosphattriestereinheit

als die entsprechenden Furanosederivate (Kap. 4.5.2.2, S. 90).

Zur Synthese der Nucleotidanaloga wurden die cycloSal-Phosphattriester 164 — 171 in einem

Triethylamin-basischen Acetonitril-Wasser-Gemisch hydrolysiert. Die Aufreinigung erfolgte
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mittels Sdulenchromatographie an einer RP-18-Kieselgelsdule mit Wasser als Eluent. Nach
Gefriertrocknung wurden die Nucleotide mit einer lonenaustauschersdule in ihr Dinatriumsalz
tiberfiihrt. Interessanterweise bildete sich bei Hydrolysen von Phosphattriestern mit
3'-Hydroxygruppe unter diesen Bedingungen das jeweilige 3',5'-Cyclophosphat als
Nebenprodukt. Der Anteil betrug hierbei bis zu 40 %. Neben diesem reaktionsbedingten
Ausbeuteverlust verringerten sich in diesen Fillen die Ausbeuten weiterhin durch
mehrmaliges Chromatographieren. Fiir Phosphattriester mit 3'-Hydroxygruppe sollten die
Hydrolysebedingungen daher fiir zukiinftige Anwendungen optimiert werden (Kap. 4.5.2.3, S.
92).

Die synthetisierten carbocyclischen Nucleosidanaloga sowie deren cycloSal-Phosphattriester
wurden auf ihre Aktivitit gegen das HI-Virus untersucht. Hierbei zeigt das carbocyclische
Analogon des Thymidins carba-dT 25 in CEM/0-Zellen eine dem d4T 2 vergleichbare
antivirale Aktivitdt gegen HIV-1 und HIV-2. Dies ist ein bemerkenswertes Ergebnis, da
Nucleosidanaloga mit einer 3'-Hydroxygruppe nicht zu den klassischen anti-HIV-Wirkstoffen
zihlen. Die Anderung des Substitutionsmusters am Cyclopentanring fiihrt zu einer
verminderten antiviralen Aktivitit. Die entsprechenden cycloSal-Phosphattriester 164 — 167
zeigen gegeniiber den Nucleosiden 25 und 91 — 93 keine verbesserte antivirale Aktivitdt und
sind ebenfalls in der Thymidinkinase-defizienten Zelllinie inaktiv. Dieses Ergebnis ist
erstaunlich, da aus den Triestern durch chemische Hydrolyse nachweislich das entsprechende
Monophosphat freigesetzt wird. Von den 3'-modifizierten Verbindungen weisen die 3'-Allyl-
Derivate 35 bzw. 170 den wirkungsvollsten Schutz der CEM/0-Zellen gegen das HI-Virus
auf. Vom Standpunkt der Struktur/Aktivitits-Beziehung ist dies von besonderem Interesse, da
das entsprechende Furanose-Derivat gegen keines der beiden HIV-Stimme eine antivirale

Wirkung entfaltet (Kap. 4.6, S. 96).

Die Ergebnisse der enzymkinetischen Untersuchungen der synthetisierten carbocyclischen
Nucleotide an Thymidylatkinasen lagen nach Abschluss dieser Arbeit noch nicht vor und

werden daher an anderer Stelle publiziert.

Der letzte Abschnitt dieser Arbeit beschéftigt sich mit dem Versuch, die Effizienz der
Darstellung der carbocyclischen Ausgangsverbindung 32 zu steigern. Hierzu wurde das im
Hydroborierungsschritt nicht umgesetzte und umgelagerte Cyclopentadien 39a,b isoliert und

anschlieend mit Disiamylboran zu 3-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 187 hydroboriert.
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Dieses Cyclopentenol 187 konnte darauf durch Kupplung mit der Nucleobase unter
MITSUNOBU-Bedingungen und nachfolgender Hydroborierung der Doppelbindung im
Cyclopentengeriist in racemisches carba-dT 25 mit 51 %iger Gesamtausbeute iiberfiihrt
werden. 3-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 187 kann somit als alternative Startsubstanz zur
Darstellung carbocyclischer Nucleosidanaloga herangezogen werden. Prinzipiell ist hierbei
sowohl eine enantioselektive Reaktionsfithrung als auch die Synthese des Racemats mdoglich.
Die als Zwischenstufen anfallenden Cyclopentenyl-Nucleoside bieten auf Grund der
olefinischen Doppelbindung im Molekiil die Moglichkeit weiterer Funktionalisierungen.
Diese Vielseitigkeit macht das Cyclopentenol 187, zusammen mit seinem einfachen
synthetischen Zugang, zu einem wichtigen Beitrag zur Chemie der carbocyclischen

Nucleoside (Kap. 4.7, S. 99).

Die in dieser Arbeit entwickelten Synthesestrategien erlauben erstmals eine effiziente
Darstellung carbocyclischer Nucleoside, ausgehend vom bekannten enantiomerenreinen
(+)-2-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 32. Aus ihm sind durch selektive Hydroborierungs-
reaktionen und MITSUNOBU-Inversionen acht chirale Cyclopentanole zugénglich, die mit
Nucleobasen zu den entsprechenden carbocyclischen Nucleosiden kondensiert werden
konnen. Unter Verwendung des Spiegelbildisomers von 32 werden zusétzlich acht weitere
Nucleoside mit der unnatiirlichen L-Konfiguration erhalten. Die aus der Darstellung des
chiralen Cyclopentenols 32 resultierenden Limitierungen wurden durch die Entwicklung einer
Wiederverwertungsstrategie fiir das als Zwischenstufe auftretende symmetrische Dien 39
umgangen. Nach Umlagerung in die thermodynamisch gilinstigeren Diene 39a,b wird durch
Hydroborierung 3-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 187 erhalten, welches sich ebenfalls als

vielseitiges Vorldufermolekiil fiir carbocyclische Nucleoside eignet.



Summary 115

6 SUMMARY

Nucleoside-based inhibitors of reverse transcriptase (RT) were the first drugs to be used in the
chemotherapy of AIDS. After entering the cell, these substances need to be activated to their
triphosphates by cellular kinases. Unfortunatelly, for the most extensively used drug, 3'-azido-
3'-deoxythymidine 1 (AZT), whereas phosphorylation is facile, the product (AZTMP 15) is a
very poor substrate for the second kinase, thymidylate kinase (TmpK). Due to the steric
demand of the azido group in the 3'-position of AZTMP 15, compared to the 3'-hydroxyl
group of the natural substrate, 2'-deoxythymidine monophosphate (dTMP), the structure of

the enzyme changes, which causes a 200-fold decrease in the rate of phosphorylation.

In our group, we are interested in investigating the structural requirements of nucleotides, in
order to be phosphorylated efficiently by thymidylate kinase (structure/activity relationship).
In a first attempt we replaced the azido group in AZTMP 15 by isosteric substituents, e.g. the
thiocyanato, the allyl and propargyl group and we increased the flexibility of the nucleotide
by using acyclic analogues of thymidine. Surprisingly, none of the prepared nucleotides were
substrates for TmpK. Apparently, the acyclic nucleotides were too flexible to bind to the
active site of the kinase. In a second attempt we now prepared carbocyclic nucleotides, whose
flexibility is reduced compared to the acyclic system, but still increased compared to the

natural furanose ring.

By using a new convergent synthetic strategy, enantiomerically pure carbocyclic thymidine
(carba-dT) 25 was obtained as a key intermediate for further variations at the 3'-position. As
starting material, we chose the chiral cyclopentenol 32, which can easily be prepared from
cyclopentadiene by alkylation and a subsequent asymmetric hydroboration. After protection
of the free hydroxy group in 32, the resultung chiral olefin 47 can be hydroxylated by
different methods, leading to chiral cyclopentanols. Additionally, after inversion of the
configuration and protection of the hydroxy group in 32, the chiral olefin 135 can also be
hydroxylated, leading to carbocyclic precursors with 2'-deoxy-threo-configuration. The
condensation of the carbocyclic moiety and the heterocyclic nucleobase was then achieved by
using a modified Mitsunobu reaction, using N-3-protected bases as nucleophiles. Detailed
investigations regarding the N-1- vs. O-2-alkylation at the pyrimidine nucleobase were
performed. This strategy was also used for the synthesis of carbocyclic BVdU 95, a
nucleoside analogue known to be antivirally active against HSV-1. Additionally, carbocyclic

a-nucleosides and carbocyclic iso-nucleosides were prepared by this reaction sequence.
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After protection of the 5'-hydroxy group in carba-dT 25, the secondary hydroxy group was
substituted by the azido, thiocyanato, allyl and propargyl group. These reactions were
performed in accordance with the published data for the natural 2'-deoxyribose system.
Finally, the carbocyclic nucleosides were transferred into their monophosphate esters

(nucleotides) by hydrolysis of the corresponding cycloSal-phosphate triesters.

Hydrolysis studies of the synthesised cycloSal-phosphate triesters revealed a strong
dependence of the hydrolytic stability on the nature of the substituent in the 3'-position of the
nucleoside. While unpolar substituents increase the hydrolysis half life of the triester, the
hydrolytic stability for 3'-hydroxylated derivatives is decreased. Apparently, polar
substituents create a more polar environment, which supports the nucleophile in attacking the

phosphate unit. A similar effect was observed for the aminal oxygen in natural nucleosides.

The carbocyclic nucleosides and the corresponding cycloSal-phosphate triesters were
evaluated for their ability to inhibit the replication of HIV-1 and HIV-2 in CEM cells. From
all compounds tested, carba-dT 25 showed the best antiviral data, with activities similar to
those of d4T 2. This result is particulary interesting with respect to structure/activity relations,
since nucleosides with a 3'-hydroxy group do not belong to the class of typical anti-HIV

compounds.
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7 AUSBLICK

Ursache fiir die limitierte Bioaktivierung des anti-HIV-Wirkstoffes AZT 1 ist eine
Strukturverzerrung im Enzym Thymidylatkinase, die als Folge einer abstoenden
Wechselwirkung zwischen der 3'-Azidgruppe des konformativ starren AZT-Monophosphates
15 und dem Aspartat-14 des Enzyms auftritt. Neben der in dieser Arbeit beschriebenen
Erhohung der Flexibilitit des Nucleosidriickgrades ist als weiter Ansatzpunkt einer
umfassenden Struktur-Aktivitits-Untersuchung die Verringerung des sterischen Anspruchs
des Substituenten in der 3'-Position denkbar. Von besonderem Interesse sind in diesem
Zusamenhang die Cyano-, Isocyano-, Vinyl- und Ethinylgruppe, die elektronisch sowie
strukturell dem Azidsubstituenten verwandt sind (Abbildung 123). In einem weiteren Schritt

lieBe sich dieses Konzept ebenfalls auf das carbocyclische Grundgeriist libertragen.

0]

0
I NH
@ /P\ \fj\
gy o N/&O X=0 R=-CN 201 X=C, R=-CN 205
X R=-NC 202 R=-NC 206
R=-CH=CH, 203 R=-CH=CH, 207

R R=-C=CH 204 R=-C=CH 208

Abbildung 123: 3‘-modifizierte Analoga des Thymidylats

Die in dieser Arbeit beschriebenen Synthesen zeigen, dass 3-Benzyloxymethylcyclopent-3-
enol 187 als alternative Startsubstanz zur Darstellung carbocylischer Nucleosidanaloga
herangezogen werden kann. Um das synthetische Potential dieser interessanten Verbindung
voll ausschopfen zu konnen, ist vor allem eine Optimierung der Darstellungsreaktion von
besonder Notwendigkeit. Desweiteren ist eine asymmetrische Synthesevariante wiinschens-
wert, die den Zugang zu enantiomerenreinen Nucleosidanaloga ermdglicht. Hierzu sind
sowohl klassische Racematspaltungen durch Uberfiihrung der enantiomeren Alkohole in

diastereomere Ester, als auch enzymatische Strategien denkbar.

Die nach Kupplung des Cyclopentenols 187 mit einer Nucleobase anfallenden Cyclopentenyl-
Nucleoside bieten auf Grund der olefinischen Doppelbindung im Molekiil die Moglichkeit
einer weiteren vielseitigen Funktionalisierung durch -elektrophile Additionsreaktionen.
(Abbildung 124). Durch die Reaktionsfolge cis-Dihydroxylierung und anschlieender

Glycolspaltung sind zudem neuartige acyclische Nucleosidanaloga zuganglich.
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Abbildung 124: Moégliche Funktionalisierungen der olefinischen Doppelbindung in Cyclopentenyl-
Nucleosiden des Typs 208

Fiir Derivate des 5-Fluoruracils ist in diesem Zusammenhang eine Optimierung der
MITSUNOBU-Kupplung  hinsichtlich einer besseren N-1-/O-2-Selektivitit notwendig.
Ansatzpunkte hierfiir konnten z.B. die Variation des Ldsemittels sowie unterschiedliche
Schutzgruppen am N-3 des Heterocyclus sein. Eine weitere Strategie hierzu besteht in der
Synthese des entsprechenden Uridinderivats, das mit einem Fluorierungsreagenz selektiv an

der 5-Position des Heterocyclus elektrophil substituiert werden kann.
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8 EXPERIMENTELLER TEIL

8.1 Allgemeines
8.1.1 Ldsemittel

Acetonitril:

Benzen:

Dichlormethan:

Diethylether:

Dimethylformamid:

Dimethylsulfoxid:

Dioxan:

Essigsdureethylester:

Ethanol:

Methanol:

Petrolether (50-70):

Tetrachlormethan:

Tetrahydrofuran:

Pyridin:

C,HsN; Sdp.: 81 —-82°C; {iiber Calciumhydrid getrocknet und bei
Normaldruck unter Stickstoffatmosphére destilliert.

CsHe; Sdp.: 80 °C; iiber Kalium getrocknet und bei Normaldruck unter
Stickstoffatmosphére destilliert.

CH,Cly; Sdp.: 40 °C; zur priparativen Chromatographie iiber Calcium-
chlorid getrocknet und bei Normaldruck destilliert; zur Synthese iiber
Calciumhydrid getrocknet und bei Normaldruck unter Stickstoff-
atmosphire destilliert.

C4H;00; Sdp.: 35 °C; iiber Natrium getrocknet und bei Normaldruck
unter Stickstoffatmosphare destilliert.

C3H7NO; Sdp.: 153 °C; iber Calciumhydrid getrocknet und im
Vakuum unter Stickstoffatmosphére destilliert.

C,HeOS; Sdp.: 189 °C; puriss. absolut, iber Molsieb, Fluka Nr. 41648
C4HsOy; Sdp.: 101 °C; iiber Kalium getrocknet und bei Normaldruck
unter Stickstoffatmosphire destilliert.

C4HgO,; Sdp.: 77 °C; zur Chromatographie iiber Calciumchlorid
getrocknet und bei Normaldruck destilliert.

C,HgO; Sdp.: 78 °C; iiber Natrium und Phthalsdurediethylester
getrocknet und unter Stickstoffatmosphére destilliert.

CH4O; Sdp.: 64°C; zur priparativen Chromatographie bei
Normaldruck destilliert.

Sdp.: 50 — 70 °C; zur préparativen Chromatographie bei Normaldruck
destilliert.

CCly; Sdp.: 77°C; bei Normaldruck unter Stickstoffatmosphire
destilliert und iiber Molsieb (4A) getrocknet.

C4H30; Sdp.: 65 °C; iiber Kalium getrocknet und bei Normaldruck
unter Stickstoffatmosphére destilliert.

CsHsN; Sdp.: 116 °C; tber Calciumhydrid getrocknet und bei

Normaldruck unter Stickstoffatmosphére destilliert.
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Toluen: C;Hs; Sdp.: 110 °C; iiber Natrium getrocknet und bei Normaldruck
unter Stickstoffatmosphire destilliert.

8.1.2 Verwendete Puffer und Reagenzien

* 50 mM Phosphatpuffer (pH 7.3) fiir die Hydrolysekinetiken
In 1000 mL Wasser wurden 6.85¢g (38.5 mmol) Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
(Na,HPO4 x 2 H;0) und 1.55 g (11.4 mmol) Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) gelost

und falls nétig, der pH-Wert mittels verdiinnter Phosphorsdure oder verdiinnter Natronlauge

auf 7.3 eingestellt.

¢ 50 mM Ammoniumacetatpuffer (pH 7.4)

In 250 mL Wasser wurden 963 mg (12.5 mmol) Ammoniumacetat geldst und der pH-Wert

anschlieend mit verdiinnter Ammoniaklésung auf 7.4 eingestellt.

¢ 50 mM Ammoniumacetatpuffer (pH 4.8)

In 250 mL Wasser wurden 963 mg (12.5 mmol) Ammoniumacetat geldst und der pH-Wert

anschlieend mit Eisessig auf 4.8 eingestellt.

8.1.3 Chromatographie

» Diinnschichtchromatographie (DC)

Es wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator (Merck Nr.
5554; Schichtdicke 0.2 mm) verwendet. Die Platten wurden auf eine Grofle von 2 — 4 x 10 cm
zugeschnitten; die Laufstrecke betrug 6 — 7 cm. Alle Ry-Werte wurden bei Kammersittigung
ermittelt. Die Detektion der UV-aktiven Substanzen erfolgte mit einer UV-Lampe bei einer
Wellenlidnge von 254 nm und durch Bespriithen mit 10 %iger ethanolischer Schwefelsdure und
anschliefender Warmebehandlung. Zur Detektion von ungesittigten Verbindungen wurde

eine lodkammer verwendet.

» Zirkulare, zentrifugale Diinnschichtchromatographie (CCTLC)

Mittels eines Chromatotrons der Firma Harrison Research, Modell 7924 T, wurden
Substanzgemische mit Rohausbeuten von maximal 4 g getrennt. Als Trennmaterial diente

gipshaltiges Kieselgel 60 PF254 (Merck Nr. 7749) in Schichtdicken von 1, 2 und 4 mm auf
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Glasplatten (Durchmesser: 20 cm). Die Detektion der UV-aktiven Substanzen erfolgte mit

einer UV-Lampe der Firma Konrad Benda bei einer Wellenldnge von 254 nm.

» Priparative Sdulenchromatographie (Flash-Chromatographie)

Die sdulenchromatographischen Trennungen wurden an Kieselgel 60 (230 — 400 mesh,
KorngroBe 0.040 — 0.063 nm, Merck) nach dem Flash-Verfahren bei einem Uberdruck von
0.2 — 0.4 bar durchgefiihrt. Es wurden stets destillierte Losemittel verwendet.

» Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie wurde an einer Merck-Hitachi-Anlage

durchgefiihrt.
Software: Chromatography Data Station Software
HPLC System Manager Version 3.1.1.
Interface: Model L-7000
Pumpe: Model L-7100
Automatischer Probenwechsler: Model L-7200
Dioden Array Detektor: Model L-7455
Analytische Séule: LiChroCART 250-3 mit Lichrospher 100-3 RP 18

(5 pm) Fiillmaterial
HPLC-Methode (Gradient A): Acetonitril-Gradient in Wasser von 5 — 100 % in 20 Minuten,
anschlieBend zehn Minuten isokratisch 5 % Acetonitril in Wasser bei einer Flussrate von

0.5 mL/min.

» Gaschromatographie

Die enantioselektive Gaschromatographie wurde an Gerdten der Firma Carlo Erba der
Baureihe 2150 und 4160 durchgefiihrt. Sie waren ausgestattet mit jeweils 25 m langen fused-
silica-Kapillaren, die mit einer 50 %igen 2,6-Me-3-Pe-B-CD-, bzw. 6-T-2,3-Me--CD-Phase
in Polysiloxan OV 1701 belegt waren.

Alle Gerdte waren mit einem Flammenionisationsdetektor und einem Splitinjektor
ausgestattet. Als Tragergas diente Wasserstoff. Die Integration der Signale erfolgte mit den

Geriten D-2500 der Firma Merck-Hitachi und HP 3390 A der Firma Hewlett-Packard.
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8.1.4 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden in den NMR-spektroskopischen Abteilungen der Universitét
Hamburg aufgenommen. Es standen folgende Gerite zur Verfligung:

« Bruker AMX 400 (‘"H mit 400 MHz; *C mit 101 MHz)

« Bruker DMX 500 ('H mit 500 MHz; "*C mit 126 MHz; *'P mit 202 MHz)

« Bruker AMX 400 (*'P mit 162 MHz)

'H-NMR: Die Standardisierung erfolgte gegen CDCl; (8 = 7.27 ppm), DMSO-ds (8 = 2.49
ppm) und D,0O (6 = 4.65 ppm).

PC-NMR: Die Standardisierung erfolgte gegen CDCl; (6 = 77.0 ppm) und DMSO-dg (5 =
39.7 ppm).

'P-NMR: Die Standardisierung erfolgte gegen einen externen Standard (85 %ige

Phosphorséure).

Zur Wiedergabe der Multiplizititen in den 'H-, C- und *'P-NMR-Spektren finden folgende
Abkiirzungen Verwendung: br. = breit, s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett,

quin = Quintett, sept = Septett, m = Multiplett, arom. = aromatisch.

8.1.5 Massenspektrometrie (MS)

Die ESI-Massenspektren wurden an der Universitit Hamburg mit einem Elektrospray-Gerét
(Hewlett Packard HP 5989 B MS mit einem ESI Interface HP 599 87 A API oder Finnegan
MAT 95 Trap XL) gemessen und mit der Software ISIS 8.1 nachbearbeitet. Als FlieBmittel
wurde Acetonitril mit 0.1 % Essigsdure (ESI") oder Acetonitril/Wasser 50:50 v/v benutzt.

Die FAB-Massenspektren wurden an der Universitit Hamburg mit einem
doppelfokussierenden Spektrometer VG/70-250 F der Firma VG Analytical gemessen. Als

Matrix wurde m-Nitrobenzylalkohol verwendet.

8.1.6 Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR)

Die Infrarotspektren wurden an einem Avatar 370 FT-IR der Firma ThermoNicolet

aufgenommen.
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8.1.7 Polarimeter

Drehwerte optisch aktiver Substanzen wurden mit einem Perkin-Elmer Polarimeter 241 oder
einem Jasco DIP-370 Digital Polarimeter in 10 cm Kiivetten mit einer Natriumlampe bei einer

Wellenlidnge von 589 nm gemessen.

8.1.8 Ultraviolettspektroskopie (UV)

Die UV-Spektren wurden an einem UV-Spektralphotometer (Cary IE) der Firma Varian

aufgenommen.

8.1.9 Schmelzpunktbestimmungsapparatur

Schmelzpunkte wurden am Schmelzpunktbestimmer der Fima Apotec gemessen und sind

unkorrigiert.

8.1.10 Gerite

* QGefriertrocknung

Wissrige Losungen wurden an einer Amsco/Finn-Aqua Lyovac GT2  Gefrier-

trocknungsanlage bzw. an einer Christ/Alpha 2-4 Gefriertrocknungsanlage lyophilisiert.

* Thermomixer
Die Hydrolysestudien wurden bei 37 °C in einem Eppendorf Thermomixer 5436
durchgefiihrt.

» Zentrifuge

Suspensionen des Hydrierkatalysators wurden an einer Heraeus Biofuge Primo R bei

6000 U/min zentrifugiert.

8.2  Analytische Arbeitsvorschriften

8.2.1 Hydrolysekinetiken in Phosphatpuffer

Es wurde eine 50 mM Stammlosung des jeweiligen Phosphattriesters in DMSO angesetzt.
Von dieser Stammldsung wurden 11.4 pLL. mit 288 L Wasser verdiinnt, um so die 1.9 mM
Hydrolyse-Stammldsung zu bilden. Diese wurde mit 5 pL des internen Standards (AZT-
Losung: 5.0 mg AZT gelost in 500 L. Wasser) versetzt und die Hydrolyse anschlieBend



Experimenteller Teil 124

durch Zugabe von 300 pL des zuvor auf 37 °C temperierten 50 mM Phosphatpuffers sowie
durchmischen (Vortex) gestartet. Die Konzentrationen betrugen somit 0.94 mM (Triester) und
24.8 mM (Puffersalze). Sofort nach Zugabe der Pufferlosung wurde ein erstes Aliquot
(60 uL) entnommen, auf 2-3 Tropfen konzentrierte Essigsidure pipettiert und bei —196 °C
eingefroren. Hierauf wurde die Kinetiklosung bei 37 °C in einem Eppendorf Thermomixer
inkubiert. Mit den entnommenen Proben (jeweils 60 uL) wurde analog zu der Nullprobe
verfahren. Die einzelnen Proben wurden HPLC-analytisch untersucht (Gradient A), wobei
jeweils 40 pL injiziert wurden. Zur Auswertung der Kinetiken wurde fiir jede Probe der
Quotient aus den Peakflichen des Prodrugs und des internen Standards gebildet (= normierte
Integrationseinheit; normierte IE) und gegen die Hydrolysedauer (in Stunden; h) aufgetragen.
Durch die experimentell bestimmten Messpunkte wurden mit Hilfe eines Tabellen-
kalkulationsprogramms exponentielle Ausgleichskurven gelegt, so dass sich Werte fiir die
jeweiligen Geschwindigkeitskonstanten k der Hydrolyse ergaben. Aus den so erhaltenen
Werten fiir k konnten gemdfl der Formel t'2=1In2/k die Hydrolysehalbwertszeiten t'%

errechnet werden.

8.2.2 *'P-NMR-Hydrolysestudien

» HCl/Imidazolpuffer (pH 7.3)

Es wurden ungefdhr 7 pmol des jeweiligen Phosphattriesters auf einer Analysenwaage in ein
Eppendorf-Cap eingewogen und mit 500 pL. DMSO-ds sowie 500 pL eines 50 mM Imidazol-
Salzsdure-Puffers (pH = 7.3) versetzt. Die Kinetik-Losungen wurden in NMR-Rohrchen
tiberfiihrt und sofort >'P-NMR-spektroskopisch ('H-entkoppelt und "H-gekoppelt) vermessen.
Die NMR-Proben wurden bei 37 °C gelagert und in Abstinden von Stunden, dann Tagen und
schlieBlich Wochen erneut *'P-NMR-spektroskopisch untersucht.

* Triethylamin/Wasser

Es wurden ungefdhr 7 pmol des jeweiligen Phosphattriesters auf einer Analysenwaage in ein
Eppendorf-Cap eingewogen und mit 700 pL Acetonitril-d; sowie 120 pL Wasser versetzt.
AnschlieBend wurden drei Tropfen Triethylamin hinzugefiigt. Die Kinetik-Losungen wurden
in NMR-Réhrchen iiberfiihrt und sofort *'P-NMR-spektroskopisch (‘H-entkoppelt und 'H-
gekoppelt) vermessen. Die NMR-Proben wurden bei 25 °C gelagert und in Abstinden von
Stunden, dann Tagen und schlieBlich Wochen erneut *'P-NMR-spektroskopisch untersucht.
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8.2.3 Bestimmung der Produkverhiltnisse bei der MiTSUNOBU-Kupplung

Die Rohprodukte der MITSUNOBU-Kupplung wurden an Kieselgel mit Essigester/Petrolether-
Gemischen gereinigt. In der Regel erwies sich das O-2-Isomer hierbei als unpolarer und
eluierte vor dem N-1-Produkt. Alle produkthaltigen Fraktionen wurden vereinigt, inklusive
der Mischfraktionen mit dem reduzierten DIAD (Ry-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.56)
und Triphenylphosphinoxid (R/-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.17). Nach Entfernung des
Losemittels unter vermindertem Druck wurden zehn Milligramm des vorgereinigten
Produktgemisches in 700 pL DMSO-ds geldst und anschlieBend 'H-NMR-spektroskopisch
vermessen. Als Bezugssystem wurden die Integrale der H-1'-Protonen beider Isomere ins
Verhiltnis gesetzt. Bei getrocknetem DMSO-ds kann die Auswertung alternativ auch iiber die

NH-Protonen erfolgen.

8.3 Prdparative Arbeitsvorschriften

8.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

* AAV 1: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur selektiven N-3-Benzoylierung substituierter

Uracilderivate

Die zu benzoylierende Pyrimidin-Nucleobase (1.0 Aquiv.) wird in wasserfreiem Acetonitril
bei 0 °C unter Stickstoffatmosphire suspendiert und anschlieBend mit Pyridin (4.5 Aquiv.)
und Benzoylchlorid (2.1 Aquiv.) versetzt. Die Kiihlung wird entfernt und das
Reaktionsgemisch darauthin 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Zum Abfangen des nicht
umgesetzten Benzoylchlorids wird Methanol (0.1 mL/mmol Benzoylchlorid) zum
Reaktionsgemisch hinzugefiigt und flir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur geriihrt.
Nachfolgend wird das Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert und der Riickstand
jeweils zweimal mit Toluen und Dichlormethan coevaporiert. Zur Reindarstellung der
N-3-geschiitzten Pyrimidin-Nucleobase wird das Rohprodukt sdulenchromatographisch

aufgetrennt.

* AAV 2: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur selektiven N-3-Alkylierung substituierter

Uracilderivate

A) Selektive Blockierung der Pyrimidin-Nucleobase an N-1

Die an N-1 zu blockierende Pyrimidin-Nucleobase (1.0 Aquiv.) wird in wasserfreiem

Acetonitril zusammen mit einer katalytischen Menge an Dimethylaminopyridin (DMAP)



Experimenteller Teil 126

suspendiert und anschlieBend mit Di-tert-butyldicarbonat (BOC-Anhydrid, 1.0 Aquiv.)
versetzt. Die Reaktionsmischung wird vier Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
beendeter Reaktion wird das Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert und das
Rohprodukt entsprechend aufgearbeitet. Fiir die folgende Alkylierung an N-3 kann auch das

Rohprodukt eingesetzt werden.

B) Selektive Alkylierung an N-3 der Pyrimidin Nucleobase

Zu einer Suspension von NaH (60 %) in wasserfreiem DMF wird unter einer
Stickstoffatmosphdre bei 0 °C langsam die N-1-BOC-geschiitzte Pyrimidin-Nucleobase
gegeben. Das Reaktionsgemisch wird darauthin noch 30 Minuten bei dieser Temperatur
geriihrt, anschlieBend wird das alkylierende Reagenz (1.2 Aquiv.) langsam zugetropft. Nach
Erwdrmung auf Raumtemperatur wird das Reaktionsgemisch noch eine Stunde bei dieser
Temperatur geriihrt und anschlieBend in Eiswasser gegossen. Das Produkt wird mit Essigester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das
Losemittel nachfolgend unter vermindertem Druck abdestilliert. Der Riickstand wird
entsprechend aufgereinigt. Fiir die folgende Spaltung des BOC-Carbamates kann auch das

Rohprodukt eingesetzt werden.

C) Spaltung des N-3-BOC-Carbamates

Zu einer Losung der N-1-BOC-geschiitzten Pyrimidin-Nucleobase (1.0 Aquiv.) in Methanol
wird portionsweise Kaliumcarbonat (0.5 Aquiv.) hinzugefiigt. Die Suspension wird
anschlieend fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wird
der Ansatz unter vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit, in Dichlormethan
aufgenommen und mit einer wissrigen gesattigten Ammoniumchloridlosung gewaschen. Die
organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet und abschlieBend bis zur Trockene

eingeengt. Das Rohprodukt wird entsprechend aufgereinigt.

* AAV 3: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von Dialkylboranen

Das entsprechende Olefin (2.2 Aquiv.) wird langsam bei 0°C unter einer Stickstoff-
atmosphire mit einer 1 M Boran-THF-Komplexldsung (1.0 Aquiv.) versetzt und daraufhin fiir
18 Stunden bei 0 °C geriihrt. Auf Grund der Hydrolyseanfalligkeit der Produktes kann auf
eine spektroskopische Charakterisierung verzichtet und die Rohprodukte direkt zur Reaktion

eingesetzt werden.
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* AAV 4: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Hydroborierung mit Dialkylboranen

Das entsprechende Dialkylboran (1.2 Aquiv., aus AAV 3) wird langsam bei 0 °C unter einer
Stickstoffatmosphire zu dem zu reduzierenden Olefin (1.0 Aquiv.) getropft und das
Reaktionsgemisch iiber Nacht bei 4 °C geriihrt. Nach vollstdndiger Reaktion wird eine 3 M
Natronlauge (350 pL / mmol Boran) sowie Wasserstoffperoxidlosung 30 %ig (350 uL / mmol
Boran) bei 0°C in das Reaktionsgemisch getropft. Der Ansatz wird {liber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt, anschlieBend wird vom Borat abfiltriert und die wéssrige Phase mit
Essigester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden {iber Natriumsulfat
getrocknet und nach Entfernung des Losemittels wird das erhaltene Rohprodukt entsprechend

aufgereinigt.

* AAV 5: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Hydroborierung mit 9-BBN

Eine 0.5 M Losung des 9-BBN in THF (2.0 Aquiv.) wird langsam bei 0 °C unter einer
Stickstoffatmosphire zu dem zu reduzierenden Olefin (1.0 Aquiv.) getropft. Die Kiihlung
wird entfernt und das Reaktionsgemisch iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
vollstindiger Reaktion wird zuerst Ethanol, dann eine 3 M Natronlauge (350 pL / mmol
Boran) sowie Wasserstoffperoxidlosung 30 %ig (350 uL / mmol Boran) bei 0 °C in das
Reaktionsgemisch getropft. Der Ansatz wird iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt,
anschlieend wird vom Borat abfiltriert und die wéssrige Phase mit Essigester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und nach Entfernung

des Losemittels wird das erhaltene Rohprodukt entsprechend aufgereinigt.

* AAV 6: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von Benzylethern

Der zu benzylierende Alkohol (1.0 Aquiv.) wird langsam zu einer Suspension aus
Natriumhydrid (1.2 Aquiv.) in THF bei 0°C unter Stickstoffatmosphire getropft. Nach
Entfernung der Kiihlung wird nach einer Stunde Benzylbromid (1.3 Aquiv.) und
Tetrabutylammoniumiodid (TBAIL 0.02 Aquiv.) bei Raumtemperatur dem Reaktionsgemisch
hinzugegeben und iiber Nacht bei dieser Temperatur geriihrt. Nach vollendeter Reaktion wird
gestoflenes Eis in den Ansatz gegeben und fiir eine Stunde geriihrt. Die wéssrige Phase wird
anschlieBend mit Essigester extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber
Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernung des Losemittels wird das erhaltene Rohprodukt

entsprechend gereinigt.
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* AAV 7: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von zerr-Butyldimethylsilyl-

ethern
Variante a:

Zu einer Losung des zu silylierenden priméren Alkohols (1.0 Aquiv.) in wasserfreiem Pyridin
wird bei Raumtemperatur fert-Butyldimethylchlorsilan (1.25 Aquiv.) unter einer Stickstoff-
atmosphére portionsweise zugesetzt. AnschlieBend wird der Ansatz iiber Nacht bei
Raumtemperatur gerithrt und zum Abschluss der Reaktion mit Methanol versetzt. Das
Losemittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert, der Riickstand in Dichlormethan
aufgenommen und zweimal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wird iiber
Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel erneut unter vermindertem Druck abdestilliert.

Zur Reindarstellung wird das Rohprodukt entsprechend aufgereinigt.

Variante b:

Zu einer Losung des zu silylierenden sekundiren Alkohols (1.0 Aquiv.) in DMF werden bei
Raumtemperatur und unter einer Stickstoffatmosphire langsam Imidazol (2.6 Aquiv.) sowie
tert-Butyldimethylchlorsilan (1.3 Aquiv.) hinzugefiigt. Nach 24-stiindigem Riihren bei
Raumtemperatur wird der Ansatz bis zur Trockene eingeengt, der Riickstand in
Dichlormethan aufgenommen und zweimal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase
wird iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck

abdestilliert. Zur Reindarstellung wird das Rohprodukt entsprechend aufgereinigt.

* AAV 8: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von Tritylethern

Zu einer Losung des zu tritylierenden Nucleosids (1.0 Aquiv.) in Pyridin wird portionsweise
Chlortriphenylmethan (1.2 Aquiv.) bei Raumtemperatur und unter einer Stickstoffatmosphiire
hinzugefiigt. Darauthin wird die Reaktionslosung auf 80 °C erwdrmt und bis zum
vollstdndigen Umsatz des Eduktes bei dieser Temperatur geriihrt. Nach vollendeter Reaktion
wird der Ansatz bis zur Trockene eingeengt, der Riickstand in Dichlormethan aufgenommen
und zweimal mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat
getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Zur Reindarstellung

wird das Rohprodukt entsprechend aufgereinigt.
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* AAV 9: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Inversion von sekundiren Hydroxy-

gruppen nach MITSUNOBU

Zu einer Suspension von Triphenylphosphin (2.0 Aquiv.), Benzoesdure (2.0 Aquiv.) und dem
zu invertierenden sekundiren Alkohol (1.0 Aquiv.) in wasserfreiem Diethylether wird bei
0 °C unter einer Stickstoffatmospire langsam DIAD (2.0 Aquiv.) hinzugetropft und das
Reaktionsgemisch fiir 0.5 h bei dieser Temperatur geriihrt. Die Suspension wird anschlieend
langsam auf Raumtemperatur erwarmt und iiber Nacht bei dieser Temperatur geriihrt. Vom
ausgefallenen Triphenylphosphinoxid wird abfiltriert und das Filtrat unter vermindertem
Druck bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird in einer 1 %igen Losung von NaOH
in Methanol aufgenommen und daraufhin bei Raumtemperatur iiber Nacht geriihrt. Nach
Neutralisation mit 2 M Salzsdure wird das Reaktionsgemisch eingeengt und der Riickstand

entsprechend aufgereinigt.

* AAV 10: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur selektiven N-1-Alkylierung von Thymin mit

substituierten Epoxiden
Variante a:

Natriumhydrid (2.0 Aquiv.) wird in abs. DMF suspendiert und bei 0°C unter einer
Stickstoffatmosphére langsam mit Thymin (4.0 Aquiv.) versetzt. Nach Abschluss der
Wasserstoffentwicklung wird das zu 6ffnende Epoxid (1.0 Aquiv.) in die Reaktionsmischung
getropft, die daraufhin 48 Stunden bei 140 °C geriihrt wird. Im Anschluss daran wird das
Losemittel im Olpumpenvakuum abdestilliert und der Riickstand eine Stunde in essigsaurem
Methanol geriihrt. Nach Entfernung des Losemittels wird das Rohprodukt entsprechend

aufgereinigt.

Variante b:

Lithiumhydrid (2.0 Aquiv.) wird in abs. DMF suspendiert und bei 0°C unter einer
Stickstoffatmosphére langsam mit Thymin (4.0 Aquiv.) versetzt. Nach Abschluss der
Wasserstoffentwicklung wird das zu 6ffnende Epoxid (1.0 Aquiv.) in die Reaktionsmischung
getropft, die darauthin 48 Stunden bei 140 °C geriihrt wird. Im Anschluss daran wird das
Losemittel im Olpumpenvakuum abdestilliert und der Riickstand eine Stunde in essigsaurem
Methanol geriihrt. Nach Entfernung des Losemittels wird das Rohprodukt entsprechend

aufgereinigt.
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Variante c:

Eine 1 M Losung von Triethylaluminium in Hexan (2.0 Aquiv.) wird bei Raumtemperatur
unter einer Stickstoffatmosphire langsam zu einer Suspension des Thymins (2.0 Aquiv.) in
THF getropft und eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Gasentwicklung
wird das zu &ffnende Epoxid (1.0 Aquiv.) in die Reaktionsmischung getropft, die daraufhin
48 Stunden in einem Ultraschallbad bei Raumtemperatur geriihrt wird. Nach Neutralisation
mit Eisessig und Zugabe von Wasser wird das Reaktionsgemisch mit Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte werden mit ges. Natriumhydrogen-
carbonatlosung saurefrei gewaschen und anschlieBend unter vermindertem Druck eingeengt.

Zur Reindarstellung des Nucleosids wird entsprechend aufgereinigt.

* AAV 11: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Alkylierung von Nucleobasen nach

MITSUNOBU

Zu einer Suspension von Triphenylphosphin (3.0 Aquiv.) in wasserfreiem Acetonitril wird
langsam DIAD (2.8 Aquiv.) bei 0°C unter einer Stickstoffatmosphire getropft und das
Reaktionsgemisch fiir 0.5 h bei dieser Temperatur geriihrt. Diese Losung wird dann zu einem
Ansatz aus der geschiitzten Pyrimidin-Nucleobase (2.0 Aquiv.) und dem zu substituierenden
Alkohol (1.0 Aquiv.) in wasserfreiem Acetonitril bei — 40 °C unter einer Stickstoffatmosphire
getropft. Das Reaktionsgemisch wird langsam auf Raumtemperatur erwirmt und dann weitere
24 Stunden bei dieser Temperatur geriihrt. Nach Entfernung des Losemittels unter
vermindertem Druck wird der Riickstand in einer 1 %igen Losung von NaOH in Methanol
aufgenommen und bei Raumtemperatur liber Nacht geriihrt. Nach Neutralisation mit
2 M Salzsdure wird das Reaktionsgemisch eingeengt und der Riickstand entsprechend

aufgereinigt.

* AAV 12: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Spaltung von zer-Butyldimethylsilylethern

Der zu spaltende Silylether (1.0 Aquiv.) wird in wasserfreiem THF geldst und langsam bei
Raumtemperatur unter einer Stickstoffatmosphire mit Tetrabutylammoniumfluoridlésung
(1 M in THF, 1.5 Aquiv. / Schutzgruppe) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird so lange bei
Raumtemperatur geriihrt, bis diinnschichtchromatographisch kein Edukt mehr nachweisbar
ist. Das Losemittel wird darauthin unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand

entsprechend aufgearbeitet.
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* AAV 13: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Spaltung von Benzylethern
Variante a:

Zu einer Losung des zu entschiitzenden Alkohols (1.0 Aquiv.) in wasserfreiem Dichlormethan
wird langsam BCl; (1 M in CH,Cl,) unter einer Stickstoffatmosphire bei — 78 © getropft und
fiinf Stunden bei dieser Temperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird auf — 25 °C erwéarmt
und dann langsam mit Methanol versetzt und fiir weitere 12 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert und der erhaltene
Riickstand dreimal mit Methanol coevaporiert. Das erhaltene Rohprodukt wird entsprechend

aufgereinigt.

Variante b:

Der zu spaltende Benzylether (1.0 Aquiv.) wird in Ethanol geldst und mit Hydrierkatalysator
(10 % Pd(OH), auf Aktivkohle) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird darauthin in einer
Wasserstoffatmosphiire bei leichtem Uberdruck geriihrt, bis durch diinnschicht-
chromatographische Kontrolle kein Edukt mehr nachzuweisen ist. Durch Einwirkung von
Ultraschall wird eine Beschleunigung der Reaktion erreicht. Nach beendeter Reaktion wird
der Katalysator durch Zentrifugation abgetrennt, in Methanol suspendiert und erneut
zentrifugiert. Zur vollstdndigen Extraktion des Produktes aus der Aktivkohle sollte der
Riickstand mindestens dreimal mit Methanol gewaschen werden. Die vereinigten Uberstinde
werden unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit und der Riickstand entsprechend

aufgearbeitet.

Variante c:

Eine Losung des zu entschiitzenden Alkohols (1.0 Aquiv.) in wasserfreiem Dichlormethan
wird bei 0°C unter einer Stickstoffatmosphére portionsweise mit wasserfreiem FeCls
(6.0 Aquiv.) versetzt und fiir zwei Stunden bei dieser Temperatur geriihrt. Nach beendeter
Reaktion wird das Reaktionsgemisch mit Wasser versetzt, der Niederschlag abfiltriert und mit
Methanol gewaschen. Das Losemittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert und der

erhaltene Riickstand entsprechend aufgereinigt.



Experimenteller Teil 132

* AAV 14: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Spaltung von Tritylethern
Variante a:

Der zu spaltende Tritylether wird in Methanol geldst, mit einer katalytischen Menge an
p-Toluensulfonsdure versetzt und anschlieBend bis zur vollstindigen Abspaltung der
Schutzgruppe bei 40 °C geriihrt. Nach beendeter Reaktion wird das Losemittel unter

vermindertem Druck abdestilliert und der Riickstand entsprechend aufgearbeitet.

Variante b:

Der zu spaltende Tritylether wird in Dichlormethan geldst, mit einer 2 %igen Lésung von
Benzensulfonsiure in Dichlormethan/Methanol (7:3, v/v) versetzt und im Anschluss daran bis
zum vollstindigen Reaktionsumsatz bei 40 °C geriihrt. Nach beendeter Reaktion wird das
Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert und der Riickstand entsprechend

aufgearbeitet.

Variante c:

Der zu spaltende Tritylether wird in Dichlormethan/Methanol (7:3, v/v) gelost, mit
Trifluoressigsdure (250 uL / mmol Tritylether) versetzt und im Anschluss daran bis zum
vollstindigen Reaktionsumsatz bei 40 °C geriihrt. Nach beendeter Reaktion wird das
Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert und der Riickstand entsprechend

aufgearbeitet.

Variante d:

Der zu spaltende Tritylether wird in Diethylether geldst, mit Ameisensdure versetzt und
anschlieend bis zum vollstindigen Reaktionsumsatz bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
beendeter Reaktion wird das Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert und der

Riickstand entsprechend aufgearbeitet.

* AAV 15: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur nucleophilen Substitution an der

3'-Position von Nucleosiden
Variante a:

Das mesylierte Elektrophil (1.0 A) wird unter einer Schutzgasatmosphire in wasserfreiem

DMF gelost und mit dem entsprechenden Nuclephil (5.0 A) versetzt. Daraufhin wird das
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Reaktionsgemisch auf 90 °C erwédrmt und so lange bei dieser Temperatur geriihrt, bis ein
vollstindiger Umsatz des Eduktes zu verzeichnen ist. Das Reaktionsgemisch wird unter
vermindertem Druck vom Losemittel befreit und der Riickstand zwischen Wasser und
Dichlormethan aufgeteilt. Die wéssrige Phase wird zweimal mit Dichlormethan gewaschen
und die vereinigten organischen Extrakte {iber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernung des

Losemittels unter vermindertem Druck wird das Rohprodukt entsprechend aufgearbeitet.

Variante b:

Der zu substituierende Alkohol (1.0 A) wird unter einer Stickstoffatmosphire bei 0 °C in
wasserfreiem Dichlormethan aufgenommen und mit Pyridin (4.0 A) versetzt. Im Anschluf}
daran wird langsam Trifluormethansulfonsidureanhydrid (T£,0,2.0 A) in das Reaktions-
gemisch getropft. Die sich gelb farbende Losung wird noch weitere zwei Stunden bei 0 °C
geriihrt und mit dem entsprechenden Nucleophil (10.0 A) sowie wasserfreiem DMF als
Cosolvens versetzt. Die Reaktionslosung wird vier Stunden bei 0 °C geriihrt und dann auf
Raumtemperatur erwérmt. Nach vollstdndigem Umsatz des Eduktes wird das Losemittel unter
vermindertem Druck abdestilliert und der Riickstand zwischen Dichlormethan und Wasser
aufgeteilt. Die wissrige Phase wird dreimal mit Dichlormethan gewaschen und die
vereinigten organischen Extrakte iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernung des

Losemittels unter vermindertem Druck wird das Rohprodukt entsprechend aufgearbeitet.

* AAV 16: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von cycloSal-Phosphattriestern
Variante a:

Das zu veresternde Nucleosid mit 3'-Hydroxygruppe (1.0 Aquiv.) wird in einer Mischung aus
wasserfreiem Acetonitril/DMF 2:1 gel6st und bei — 40 °C unter einer Stickstoffatmosphére
langsam mit dem phosphitylierenden Reagenz (1.3 Aquiv.) versetzt. Daraufhin wird auf 0 °C
erwdrmt und der Umsatz diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach vollstindigem
Umsatz wird erneut auf —40 °C abgekiihlt und das Reaktionsgemisch langsam mit tert-
Butylhydroperoxid-Losung (5-6 M in Decan, 4.0 Aquiv.) versetzt. Nach vollstindiger
Oxidation wird das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand am
Chromatotron (Essigester/Methanol 9:1) vorgereinigt. Zur Reindarstellung der Triester wird
das Rohprodukt am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0— 10 %)
aufgereinigt. Nach Entfernung des Losemittels wird der Riickstand in Acetonitril/Wasser 1:1

aufgenommen und gefriergetrocknet.
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Variante b:

Das zu veresternde 2',3'-Didesoxynucleosid (1.0 Aquiv.) wird in wasserfreiem Pyridin geldst
und mit fiinf Kugeln aktiviertem Molsieb (3 A) versetzt. Daraufhin wird bei — 40 °C unter
einer Stickstoffatmosphére langsam (ca. 150 pL / Stunde) das phosphorylierende Reagenz
(1.2M in Toluen, 2.2 Aquiv.) in die Losung getropft. Nach beendeter Zugabe wird das
Reaktionsgemisch noch weitere 30 Minuten bei — 40 °C geriihrt und der Umsatz diinnschicht-
chromatographisch verfolgt. Nach vollstindigem Umsatz wird das Losemittel unter
vermindertem Druck abdestilliert und der Riickstand am Chromatotron (Dichlormethan mit
Methanolgradient 0 — 10 %) aufgereinigt. Nach Entfernung des Losemittels wird der

Riickstand in Acetonitril/Wasser 1:1 aufgenommen und gefriergetrocknet.

Variante c:

Das zu veresternde Nucleosid mit 3'-Hydroxygruppe (1.0 Aquiv.) wird in wasserfreiem
Pyridin geldst und mit fiinf Kugeln aktiviertem Molsieb (3 A) versetzt. Daraufhin wird bei
—40°C unter einer Stickstoffatmosphdre langsam (ca. 150 pL/Stunde) das
phosphorylierende Reagenz (1.2M in Toluen, 1.8 Aquiv.) in die Ldsung getropft. Nach
beendeter Zugabe wird das Reaktionsgemisch noch weitere 30 Minuten bei — 40 °C geriihrt
und der Umsatz diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach vollstindigem Umsatz wird
das Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert und der Riickstand am Chromatotron
(Dichlormethan mit Methanolgradient 0— 10 %) aufgereinigt. Nach Entfernung des
Losemittels wird der Riickstand in Acetonitril/Wasser 1:1 aufgenommen und

gefriergetrocknet.

* AAV 17: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von Nucleosid-5'-mono-

phosphaten

Der cycloSal-Triester wird in Acetonitril geldst und langsam bei Raumtemperatur mit Wasser
versetzt. Zu dieser Losung wird Triethylamin hinzugefiigt und das Reaktionsgemisch
daraufhin so lange bei Raumtemperatur geriihrt, bis kein Triester mehr durch
diinnschichtchromatographische Kontrolle detektierbar ist. Die Reaktionslosung wird mit
Acetonitril und Wasser verdiinnt und gefriergetrocknet. Der Riickstand wird durch
Chromatographie an RP-C;g-Kieselgel (LiChropep 25 —40 um, Merck) gereinigt und das
erhaltene Triethylammoniumsalz durch Ionenaustausch (Dowex 50X8, Na'-Form) in das
entsprechende Natriumsalz iiberfiihrt. Nach erneuter Gefriertrocknung werden die

Monophosphate als farblose Feststoffe erhalten.
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8.4 Allgemeine Synthesen

Benzylchlormethylether 38

Unter einer Stickstoffatmosphire wurden Benzylalkohol (67.0 mL, 0.647 mol) und
Paraformaldehyd (22.0 g, 0.733 mol) bei Raumtemperatur miteinander verriihrt. AnschlieBend
wurde trockenes Chlorwasserstoffgas in die Suspension eingeleitet, wobei die Temperatur
stets unter 30 °C gehalten wurde. Zur Trocknung des Chlorwasserstoffs wurde das Gas durch
eine Waschflasche mit konzentrierter Schwefelsdure geleitet. Nicht umgesetztes HCI-Gas
wurde in einer nachgeschalteten Waschflasche mit 10 M Natronlauge abgefangen. Das Ende
der Reaktion ist deutlich an der Bildung zweier klarer Phasen zu erkennen. Die obere
organische Phase wurde abgetrennt, mit 300 mL n-Pentan verdiinnt und anschlieend drei
Stunden im Eisbad mit Natriumsulfat getrocknet. Zur Gewinnung des Rohprodukts wurde
dann vom Feststoff abfiltriert und das n-Pentan am Rotationsverdampfer abdestilliert. Um
Zersetzungen des Produkts beim Entfernen des Losemittels zu verhindern, wurden der
verdiinnten Losung noch 2 g wasserfreies Calciumchlorid zugesetzt. Zur Reindarstellung
wurde das Rohprodukt unter einer trockenen Stickstoffatmosphéire von Calciumchlorid auf

Calciumchlorid im Olpumpenvakuum bei 70 °C destilliert und anschlieBend bei 4 °C gelagert.

Ausbeute: 73.8 g (0.471 mol, 73 %)
farblose Fliissigkeit ©/\0/\CI
Kp: 70 °C (0,1 mbar)

38

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7.35 — 7.23 (m, SH, CH-arom.); 5.17 (s, 2H, CH,-Cl); 4.23
(s, 2H, CH,-benzyl) ppm.

BC-NMR: (101 MHz, CDCls): & = 137.42 (Cqg-arom.); 128.26, 127.63, 127.34 (C-arom.);
84.7 (CH,-Cl); 73.3 (CH,-benzyl) ppm.

3-N-Benzoylthymin 71
Die Durchfiihrung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.

Ansatz: Thymin (20.0 g, 0.159 mol) in abs. Acetonitril (150 mL); Pyridin (60 mL);
Benzoylchlorid (40.0 mL, 0.345 mol) und Methanol (30 mL). Reinigung: Siulen-
chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 20:1).
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Ausbeute: 29.8 g (0.129 mol, 80 %)

farbloser Feststoff o o

R/-Wert: (Dichlormethan/Methanol 30:1) 0.28 N)Jj/

MS-Fab: m/z berechnet fiir C;,H;oN,O3 (M + H) 231.1 ©)§)\N |
gefunden: 231.1 71H

Smp.: 175-176 °C

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 11.35 (bs, 1H, NH); 7.93 (d, 2H, J = 7.6 Hz, CH-arom.-
0); 1.77 (t, 1H, J = 7.6 Hz, CH-arom.-p); 7.59 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CH-arom.-m); 7.52 (s, 1H,
H-6); 1.82 (s, 3H, H-7) ppm.

C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): 5 = 170.49 (Ph-CO); 163.91 (C-4); 150.30 (C-2); 139.1 (C-
6); 135.68, 131.76, 130.57, 129.82 (C-arom.); 108.26 (C-5); 12.05 (C-7) ppm.

IR (KBr): v'= 3213, 3092, 2955, 1747, 1650, 1489, 1451, 1423, 1252, 966, 840, 787, 766,
690, 480 cm™.

3-N-Benzoyl-5-[(E)-bromvinyl]uracil 85
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.

Ansatz: 5-[(E)-bromvinylJuracil (1.00 g, 4.61 mmol) in abs. Acetonitril (6.0 mL); Pyridin
(1.8 mL); Benzoylchlorid (1.2 mL, 10mmol) und Methanol (0.75 mL). Reinigung:
Sdulenchromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 20:1).

Ausbeute: 700 mg (2.18 mmol, 47 %)

O
farbloser Feststoff N
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.36 O)\

MS-FAB: mz berechnet fiir C;3:HyBrN,O3; (M + H): 321.0 und 323.0
gefunden: 321.0 und 322.9

0]

_Br
|
N
H

85

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d): 8 = 11.90 (bs, 1H, NH); 7.92 (dd, 2H, J = 8.3 Hz, 1.1 Hz,
CH-arom.-0); 7.84 (s, 1H, H-6); 7.71 (tt, 1H, J= 7.5 Hz, 1.1 Hz, CH-arom.-p); 7.53 (dd, 2H, J
= 8.3 Hz, 7.5 Hz, CH-arom.-m); 7.12 (d, 1H, J = 13.5 Hz, H-8); 6.86 (d, 1H, J=13.5 Hz, H-
7) ppm.
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BC.NMR (101 MHz, DMSO-dq): § = 169.27 (Ph-CO); 161.03 (C-4); 149.57 (C-2); 142.55
(C-6); 135.89 (C-7); 131.34, 130,71, 129.86, 129.58 (C-arom.); 109.45 (C-5); 106.97 (C-8)

3-N-Benzoyl-5-ioduracil 83
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.
Ansatz: 5-loduracil (5.00 g, 21.0 mmol) in abs. Acetonitril (20 mL); Pyridin (7.7 mL);

Benzoylchlorid (5.2 mL, 46 mmol) und Methanol (4.0 mL). Reinigung: Séulen-
chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 20:1).

Ausbeute: 6.30 g (18.4 mmol, 88 %)

O O
farbloser Feststoff N )‘j/l
Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.32 O)\N |

H

MS-FAB: mz berechnet fiir C;;H7IN,O3; (M + H): 343.0
gefunden: 343.0
Smp.: 200 °C Lit.: 203 °C **!

83

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 11.95 (bs, 1H, NH); 8.15 (s, 1H, H-6); 8.00 (d, 2H, J =
7.6 Hz, CH-arom.-0); 7.81 (t, 1H, J = 7.6 Hz, CH-arom.-p); 7.61 (t, 2H, J = 7.6 Hz, CH-

arom.-m) ppm.

3C-NMR (101 MHz, DMSO-dq): § = 169.62 (Ph-CO); 160.47 (C-4); 150.17 (C-2); 148.22
(C-6); 135.91, 131.29, 130.77, 129.86 (C-arom.); 67.00 (C-5) ppm.

IR (KBr): v- = 3083, 2940, 1651, 1496, 1447, 1403, 1249, 1180, 935, 789, 760, 684, 653, 575

-1
cm .

3-N-Benzoyl-5-fluoruracil 84
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.
Ansatz: 5-Fluoruracil (5.00 g, 38.4 mmol) in abs. Acetonitril (35 mL); Pyridin (13 mL);

Benzoylchlorid (9.1 mL, 85 mmol) und Methanol (4.0 mL). Reinigung: Séulen-
chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 20:1).
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Ausbeute: 7.50 g (32.1 mmol, 84 %)

0O O
farbloser Feststoff \ )ﬁ/,:
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.29 O)\N |
H

MS-FAB: mz berechnet fir C;;H7FN,0; (M +H): 235.1
gefunden: 235.1
Smp.: 167 °C Lit.: 170 °C **

84

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d;): 6 =11.50 (bs, 1H, NH); 8.09 — 8.02 (m, 3H, CH-arom.-o, H-
6); 7.80 (t, 1H, J= 7.7 Hz, CH-arom.-p); 7.61 (t, 2H, J = 7.7 Hz, CH-arom.-m) ppm.

PC-NMR (101 MHz, DMSO-dj): & = 168.99 (Ph-CO); 157.06 (d, J = 27.5 Hz, C-4); 148.97
(C-2); 139.87 (d, J = 229.3 Hz, C-5); 136.08, 131.28, 130.89, 129.88 (C-arom.); 127.93 (d, J
=32.0 Hz, C-6) ppm.

IR (KBr): v = 3094, 1650, 1433, 1266, 969, 856, 783, 754, 704, 684, 601, 541 cm™",

3-N-Benzoyluracil 82
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.

Ansatz: Uracil (5.00 g, 44.6 mmol) in abs. Acetonitril (45 mL); Pyridin (17 mL);
Benzoylchlorid (11.5mL, 99.1 mmol) und Methanol (4.0 mL). Reinigung: Séaulen-
chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 20:1).

Ausbeute: 6.10 g (28.2 mmol, 63 %)

farbloser Feststoff ©)J\N)j

R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.25 O)\N
H

MS-FAB: mz berechnet fiir C;;HgN,O; (M + H): 217.2 82

gefunden: 217.1
Smp.: 150 °C Lit.: 148 — 149 °C '*°

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 11.60 (bs, 1H, NH), 7.96 (d, 2H, J = 7.4 Hz, CH-arom-
0); 71.78 (t, 1H, J = 7.4 Hz, CH-arom.-p); 7.68 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-6); 7.60 (dd, 2H, J = 7.4
Hz, 7.4 Hz, CH-arom.-m); 5.74 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-5) ppm.
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BC-NMR (101 MHz, DMSO-dq): 5 = 170.38 (Ph-CO); 163.28 (C-4); 150.42 (C-2); 143.70
(C-6); 135.76, 131.68, 130.56, 129.85 (C-arom.); 100.42 (C-5) ppm.

IR (KBr): v = 3326, 3114, 1750, 1497, 1446, 1413, 1231, 1181, 933, 821, 785, 696, 678,
623, 569, 553, 534 cm’".

3-N-(3,5-Dimethylbenzoyl)thymin 76
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.

Ansatz: Thymin (1.00g, 7.93 mmol) in abs. Acetonitril (12 mL); Pyridin (4.0 mL);
3,5-Dimethylbenzoylchlorid (2.90 g, 17.4 mmol) und Methanol (1.5 mL). Reinigung: Sdulen-
chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 20:1).

Ausbeute: 1.40 g (5.42 mmol, 69 %)

O O
farbloser Feststoff N)j/
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.30 o)\N
H
MS-FAB: mz berechnet fiir C14H;4N,O3 (M + H): 259.1 76

gefunden: 259.2
Smp.: 250 — 252 °C

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dq): & = 11.35 (bs, NH); 7.57 (s, 2H, CH-arom.-0); 7.55 (q, 1H, J
= 1.0 Hz, H-6); 7.43 (s, 1H, CH-arom.-p); 2.38 (s, 6H, 3-CH3); 1.85 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7)
ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-de): 8 = 170.63 (Ph-CO); 163.31 (C-4); 150.31 (C-2); 139.20
(C-6); 139.03 (C-l-arom.); 137.13 (C-4-arom.); 131.93 (C-3-arom.); 128.06 (C-2-arom.);
108.24 (C-5); 20.94 (3-CHs3); 12.10 (C-7) ppm.

IR (KBr): vi = 3217, 3173, 2959, 2926, 1739, 1715, 1651, 1485, 1412, 1383, 1303, 1221,
1182, 1163, 1044, 859, 805, 780, 750, 725, 674, 573 479 cm™.
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3-N-(3,5-Dinitrobenzoyl)thymin 75
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.
Ansatz: Thymin (1.00 g, 7.93 mmol) in abs. Acetonitril (13 mL); Pyridin (4.0 mL);

3,5-Dinitrobenzoylchlorid (4.00 g, 17.4 mmol) und Methanol (1.5 mL). Reinigung: Saulen-
chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 20:1).

Ausbeute: 650 mg (2.03 mmol, 25 %) ON Q 0
2
farbloser Feststoff )N\)j/
O N
NO, H
75

Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.32

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d): & = 11.40 (bs, 1H, NH); 8.99 (s, 1H, CH-arom.-p); 8.91 (s,
2H, CH-arom.-0); 7.54 (q, 1H, J= 1.2 Hz, H-6); 1.78 (d, 3H, J= 1.2 Hz, H-7) ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-de): 8 = 168.68 (Ph-CO); 164.02 (C-4); 150.32 (C-2); 149.42
(C-3-arom.); 139.61 (C-6); 134.52 (C-l-arom.); 129.67 (C-2-arom.); 124.29 (C-4-arom.);
108.51 (C-5); 12.01 (C-7) ppm.

3-N-(2,6-Dimethylbenzoyl)thymin 77
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 1.
Ansatz: Thymin (750 mg, 5.95 mmol) in abs. Acetonitril (6.0 mL); Pyridin (3.0 mL);

2,6-Dimethylbenzoylchlorid (2.2 g, 13 mmol) und Methanol (1.0 mL). Reinigung: Saulen-
chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 20:1).

Ausbeute: 1.11 g (4.30 mmol, 72 %)

farbloser Feststoff 2
N
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.29 @\/\:\J]/

MS-FAB: mz berechnet fiir C;4H4N,O3 (M + H): 259.1
gefunden: 259.2 77
Smp.: 183 - 185 °C

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 11.60 (bs, 1H, NH); 8.22 (q, 1H, J= 1.0 Hz, H-6); 7.24
(t, 1H, J = 7.5 Hz, CH-arom.-p); 7.09 (d, 2H, J = 7.5 Hz, CH-arom.-m); 2.17 (s, 6H, 2-CHs);
1.94 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7) ppm.
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PC-NMR (101 MHz, DMSO-de): & = 169.50 (Ph-CO); 164.11 (C-4); 148.58 (C-2); 137.33
(C-1-arom.); 133.09 (C-6); 132.83 (C-2-arom.); 129.14 (C-4-arom.); 127.58 (C-3-arom.);
113.75 (C-5); 19.25 (3-CH3); 12.54 (C-7) ppm.

IR (KBr): vi = 3436, 3043, 2841, 1742, 1682, 1460, 1422, 1384, 1343, 1268, 1205, 1104,
1080, 945, 893, 784, 763, 624, 585, 542, 430 cm’".

3-N-Benzyloxymethylthymin 78

Die Durchfithrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 2.

Ansatz: 1) Thymin (2.50 g, 19.8 mmol) in abs. Acetonitril (100 mL), Di-tert-butyldicarbonat
(4.50 g, 20.6 mmol) und DMAP (25.0 mg); 2) DMF (100 mL), NaH (1.15 g, 24.0 mmol, 50
% in Ol) und Benzylchlormethylether 38 (3.3 mL, 24 mmol); 3) Methanol (200 mL) und
Kaliumcarbonat (1.00 g, 7.24 mmol). Reinigung: Sdulenchromatographie an Kieselgel

(Dichlormethan/Methanol 20:1), anschlieBend Umkristallisation aus Methanol.

Ausbeute: 3.10 g (12.6 mmol, 64 %)

farbloser Feststoff o
Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.35 O/\N)‘j/
MS-FAB: mz berechnet fiir C;3H4N,O3 (M + H): 247.1 ©/\ O)\N |

gefunden: 247.2 78 "
Smp.: 127 °C

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d): 8 = 11.25 (bs, 1H, NH); 7.45 — 7.35 (m, 6H, CH-arom., H-
6); 5.52 (s, 2H, O-CH,-N); 4.70 (s, 2H, CH,»-benzyl); 1.88 (d, 3H, J= 1.2 Hz, H-7) ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-dq): & = 164.25 (C-4); 151.78 (C-2); 138.55 (Cg-arom.); 137.51
(C-6); 128.53, 127.79, 127.70 (CH-arom.); 107.68 (C-5); 71.27 (O-CH,-N); 69.80 (CH,-
benzyl); 12.75 (C-7) ppm.

IR (KBr): vi = 3218, 3176, 3061, 2927, 1724, 1650, 1584, 1500, 1449, 1379, 1230, 1129,
1108, 1076, 950, 804, 772, 733, 707, 694, 560, 469, 428 cm’".
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3-Methylsalicylalkohol 157

Unter einer Stickstoffatmosphére wurde 3-Methylsalicylsdure 156 (20.0 g, 0.131 mol) in abs.
Tetrahydrofuran (50 mL) bei 0°C gelost. AnschlieBend wurde langsam Boran-THF-
Komplex-Losung (220 mL, 0.220 mmol, 1 M) bei dieser Temperatur in die Losung getropft,
wobei eine starke Wasserstoffentwicklung zu beobachten war. Die resultierende klare Losung
wurde nach beendeter Zugabe des Borans noch weitere drei Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt und iiberschiissiges Hydrid durch Zugabe von Wasser (5.0 mL) zerstort. AnschlieBend
wurde die Reaktionslosung mit Natriumhydroxidlosung (120 mL, 3 M) versetzt. Die wissrige
Phase wurde abgetrennt und die organische am Rotationsverdampfer eingeengt. Der
Riickstand wurde mit der wissrigen Phase vereinigt und daraufhin mit verdiinnter Salzsdure
(3 M) neutralisiert. Die neutrale wissrige Phase wurde danach mit Diethylether extrahiert (6 x
50 mL) und die vereinigten organischen Extrakte iiber Natriumsulfat getrocknet. Das
Losemittel wurde unter vermindertem Druck abdestilliert und das Rohprodukt

sdulenchromatographisch an Kieselgel (Essigester/Petrolether 3:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 14.2 g (0.103 mol, 78 %) 5 " SOH

hellgelbes Ol 3 OH

R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.71 157

MS-EI: 138 (56); 122 (10); 120 (100); 92 (40); 91 (83); 77 (10); 65 (11); 51 (9).

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 8.38 (s, 1H, OH-Phenol); 7.04 (d, 1H, J = 7.6 Hz, H6);
6.95 (d, 1H, J= 7.6 Hz, H4); 6.71 (dd, 1H, J= 7.6 Hz, 7.6 Hz, HS); 5.27 (s, IH, OH-benzyl);

4.56 (s, 2H, CH,-benzyl), 2.15 (s, 3H, 3-CH3) ppm.

BC.NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 152.6 (C2); 129.0 (C5); 127.9 (C4); 125.0 (Co6); 124.1
(C1); 118.9 (C3); 59.9 (CHz-benzyl); 16.1 (3-CH3) ppm.

IR (Film): v = 3383, 2922, 1596, 1473, 1438, 1383, 1265, 1225, 1161, 1085, 997, 837, 770,
742, 609, 467 cm’".
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3-Methyl-cycloSaligenylchlorphosphit 159

Zu einer Losung des 3-Methylsalicylalkohols 157 (4.00 g, 29.0 mmol) in abs. Diethylether
(60 mL) wurde unter einer Stickstoffatmosphidre langsam Phosphortrichlorid (2.9 mL,
33 mmol) getropft. AnschlieBend wurde die Losung auf —10 °C gekiihlt und bei dieser
Temperatur langsam Pyridin (5.2 mL, 64 mmol) hinzugegeben. Nach vollstindiger Zugabe
wurde das Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur erwérmt und noch eine Stunde bei dieser
Temperatur geriihrt. Daraufhin wurde der Ansatz {iber Nacht bei — 26 °C gelagert, um die
Féllung des Pyridinhydrochlorids zu vervollstindigen. Vom Niederschlag wurde unter
Stickstoff abfiltriert und das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt. Das Rohprodukt

wurde durch Kugelrohrdestillation aufgereinigt.

Ausbeute: 2.31 g (11.4 mmol, 39 %)

farbloses Ol ° Q
/P"\.

Kp: 140 °C (0.1 mbar) 5] O C

*'P-NMR (162 MHz, CDCl3): § = 140.8 ppm 159

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 7.18 (d, 1H, J = 7.4 Hz, H-4-arom.), 7.10 (dd, 1H, J = 7.4
Hz, J = 7.4 Hz, H-5-arom.), 6.61 (d, 1H, J = 7.4 Hz, H-6-arom.), 5.37 (dd, 1H, J = 14.1 Hz,
2.6 Hz, CHH-benzyl), 5.19 (dd, 1H, J = 14.1 Hz, 9.4 Hz, CHH-benzyl); 2.18 (s, 3H, 3-CH3)
ppm.

BC.NMR (101 MHz, CDCls): & = 144.62 (C-2); 130.53 (C-4); 128.43 (C-1); 123.36 (C-5);
122.92 (C-6); 121.26 (C-3); 61.98 (CHa-benzyl); 15.55 (3-CHs) ppm.

3-Methyl-cycloSaligenylphosphorchloridat 160
3-Methyl-cycloSaligenylchlorphosphit 159 (2.30 g, 11.4 mmol) wurde unter einer Stickstoft-

atmosphidre bei Raumtemperatur in Toluen (9.5 mL) geldst. AnschlieBend wurde evakuiert
und zum Druckausgleich getrockneter Sauerstoff aus einem Hydrierballon in das
Reaktionsgefd3 entlassen. Der Ansatz wurde zwolf Stunden in der statischen
Sauerstoffatmosphére geriihrt und dann *'P-NMR-spektroskopisch vermessen, wobei kein
Edukt mehr nachzuweisen war. Die Reaktionslosung wurde mit Stickstoff gespiilt und als

MaB16sung im Kiihlschrank gelagert.
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1
Ausbeute: 11.4 mmol, quantitativer Umsatz ° )
/P"\.
3IP-NMR (162 MHz, CDCL3): & =— 5.5 ppm s O ¢
160
'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.26 (d, 1H, J = 7.5 Hz, H-4); 7.14 (dd, 1H, J= 7.5 Hz, 7.5

Hz, H-5); 7.00 (d, 1H, J = 7.5 Hz, H-6); 5.56 (s, 1H, CHH-benzyl); 5.50 (d, 1H, J = 4.5 Hz,
CHH-benzyl); 2.35 (s, 3H, 3-CH3) ppm.

BC.NMR (101 MHz, CDCls): & = 143.71 (C-2); 132.15 (C-5); 129.13 (C-1); 125.54 (C-4);
123.12 (C-6); 119.74 (C-3); 70.66 (CHa-benzyl); 15.84 (3-CHs) ppm.

8.5 Synthese von carba-dT 25 durch nucleophile Epoxidoffnung

(1S,2R)-2-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 32

Eine Suspension aus Natriumhydrid (2.40 g, 0.100 mol) in trockenem THF (50 mL) wurde
langsam mit frisch destilliertem Cyclopentadien (10 mL, 0.12 mol) bei 0 °C unter Stickstoft-
atmosphire versetzt. Die zartrosa Losung wurde fiir eine Stunde im Eisbad geriihrt und darauf
folgend langsam zu einer stark geriihrten Losung aus Benzylchlormethylether 38 (14 mL,
0.10 mol) in trockenem THF (50 mL) bei — 60 °C getropft. Zur Vervollstindigung der
Reaktion wurde die Losung noch zwei Stunden bei —40 °C geriihrt und dann im
Olpumpenvakuum bis zur Trockene eingeengt. Nach Abkiihlung des Riickstandes auf — 60 °C
wurde eine Suspension von (—)-Diisopinocampheylboran (28.7 g, 0.100 mol, dargestellt aus
(+)-a-Pinen) in THF (100 mL) langsam in die Reaktionsmischung getropft. Der Ansatz wurde
eine Stunde bei — 60 °C geriihrt, im Kéiltebad langsam auf 0 °C aufgetaut und noch weitere
16 Stunden im Kiihlschrank bei 0 °C geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde etwa die Hélfte
des Losemittels abdestilliert und durch abs. Diethylether ersetzt. Zur Oxidation des
entstandenen Trialkylborans wurde die Reaktionsmischung langsam und unter starkem
Rithren bei 0°C mit einer 3 M Natronlauge (35 mL) und Wasserstoffperoxid-Losung
(30 %ig, 35 mL) versetzt, so dass die Innentemperatur 10 °C nicht iiberstieg. Im Anschluss
daran wurde die Reaktionsmischung noch weitere fiinf Stunden bei Raumtemperatur geriihrt,
wobei sich langsam ein Niederschlag aus Natriumborat bildete. Zur Isolierung des
Rohprodukts wurde der Niederschlag iiber eine Fritte im Wasserstrahlpumpenvakuum

abgetrennt und die wissrige Phase mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
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Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck
abdestilliert. Zur Reindarstellung wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch an

Kieselgel (Essigester/Petrolether 1:2) aufgereinigt.

Ausbeute: 8.20 g (40.1 mmol, 40 %) BnO ,
hellgelbes Ol 2 4
R/-Wert (Petrolether/Essigester 1:1): 0.38 1OH ’
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;3H;40, (M + H): 205.1229 32

gefunden: 205.1214
[ ]5) =+ 85.7° (¢ = 0.85, CHCl3) Lit.: [a];) =+ 88 ° (c = 1.0, CHCl3) '

'H-NMR (400 MHz, CDCls) 8 = 7.40 — 7.30 (m, 5H, CH-arom.); 5.74 (ddd, 1H, J = 6.1 Hz,
4.2 Hz, 2.0 Hz, H-3); 5.56 (ddd, 1H, J = 6.1 Hz, 4.1 Hz, 2.2 Hz, H-4); 4.54 (s, 2H, CH>-
benzyl); 4.32 (ddd, 1H, J= 7.0 Hz, 4.3 Hz, 4.3 Hz, H-1); 3.57 (dd, 1H, J=9.0 Hz, 5.3 Hz, O-
CHH); 3.30 (dd, 1H, J = 9.0 Hz, 8.8 Hz, O-CHH); 2.90 — 2.84 (m, 1H, H-2); 2.70 (dddd, 1H,
J=16.9 Hz, 7.0 Hz, 4.4 Hz, 2.0 Hz, H-5a); 2.30 (dddd, 1H, J=16.9 Hz, 4.3 Hz, 4.2 Hz, 2.2
Hz, H-5b), 2.09 (bs, 1H, 1-OH) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCl;) 8 = 138.7 (Cg-arom.); 130.5 (C-3); 129.7 (C-4); 128.8, 128.1,
128.0 (C-arom.); 76.7 (C-1); 73.7 (CH-benzyl); 72.6 (O-CH,); 55.6 (C-2); 41.5 (C-5) ppm.

IR (Film): v = 3384, 3059, 3030, 2920, 2857, 1738, 1455, 1358, 1099, 786, 737 cm™".

(1S,2R,3S5,5R)-2-Benzyloxymethyl-6-oxabicyclo[3.1.0]hexan-3-ol 42

Eine Losung des Cyclopentenols 32 (2.80 g, 13.7 mmol) in wasserfreiem Benzen (100 mL)
wurde unter einer Stickstoffatmosphdre mit katalytischen Mengen Mo(CO)s (434 mg,
1.60 mmol) versetzt und zum Sieden erhitzt. In der Siedehitze wurde langsam tert-
Butylhydroperoxid (5.6 mL, 28 mmol, 5 M in Decan) in die Reaktionslésung getropft und fiir
weitere drei Stunden unter Riickfluss geriihrt. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur wurde
eine eiskalte 20 %ige wassrige Natriumsulfitlosung (50 mL) in den Ansatz gegossen und fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Trennung der Phasen wurde der wissrige

Anteil mit Essigester (3 x 20 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber
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Natriumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde unter vermindertem Druck abdestilliert und

der Riickstand sdulenchromatographisch (Essigester/Petrolether 1:1) an Kieselgel gereinigt.

Ausbeute: 2.51 g, (11.3 mmol, 82 %)

BnO s
hellgelber Sirup , .
R/-Wert (Petrolether/Ethylacetat 1:1): 0.28 ! OH 5
HRMS-FAB: m/z ber. fiir C13H;603 (M + H): 221.1178 42

gefunden: 221.1201
[]}) =+53.2°(c=0.7, CHCl;) Lit.: [ ]y =+ 51° (¢ = 1.0, CHCL3) '®®

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7.38 — 7.28 (m, SH, CH-arom.); 4.49 (s, 2H, CH,-benzyl);
3.93 - 3.87 (m, 1H, H-3), 3.66 — 3.64 (m, 1H, H-5); 3.63 — 3.61 (m, 1H, H-1); 3.45 (dd, 1H, J
= 9.5 Hz, 5.5 Hz, O-CHH); 3.39 (dd, 1H, J = 9.5 Hz, 6.5 Hz, O-CHH); 2.52 (dd, 1H, J=6.5
Hz, 5.5 Hz, H-2); 2.25 (d, 1H, J=12.0 Hz, 3-OH); 2.09 — 2.05 (m, 2H, H-5) ppm.

3C-NMR (101 MHz, CDCly): 8= 138.42, 128.89, 128.24, 127.93 (C-arom.); 73.75 (CHa-
benzyl); 73.43 (C-3); 68.98 (0-CH,); 60.12 (C-5); 58.35 (C-1); 50.36 (C-2); 37.64 (C-4) ppm.

(1S,2R.,3S,5R)- 3-Benzyloxy-2-benzyloxymethyl -6-oxabicyclo-[3.1.0]-hexan 41
Die Durchfiihrung erfolgte nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6.

Ansatz: (15,2R,3S,5R)-2-Benzyloxymethyl-6-oxabicyclo[3.1.0]hexan-3-ol 42 (2.40 g, 11.0
mmol); NaH (520 mg, 13.0 mmol) in THF (40 mL); Benzylbromid (1.7 mL, 14 mmol) und
TBAI (80.0 mg). Reinigung: Sdulenchromatographie an Kieselgel (Essigester/Petrolether
1:1).

Ausbeute: 3.07 g, (9.89 mmol, 90 %)

hellgelbes Ol BnO 1

Ry-Wert (Petrolether/Ethylacetat 1:1): 0.45 2 °

HRMS-FAB: m/z ber. fiir C;0H2,03 (M + H): 311.1647 3OBn )
gefunden: 311.1664 41

[ ] =+35.6° (¢=0.8, CHCl;) Lit.: [ ] =+37° (¢ = 1.0, CHCL3) '®®
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'H-NMR (400 MHz, CDCL): 8= 7.36 — 7.26 (m, 10H, CH-arom.); 4.48 — 4.45 (m, 4H, 2 x
CH,-benzyl); 3.91 — 3.87 (m, 1H, H-3); 3.55 - 3.53 (m, 1H, H-5); 3.46 (d, 1H, J = 2.8 Hz, H-
1); 3.42 (dd, 1H, J = 9.4 Hz, 5.8 Hz, O-CHH); 3.39 (dd, 1H, J = 9.4 Hz, 5.8 Hz, O-CHH);
2.61 (dd, 1H, J=5.8 Hz, 5.8 Hz, H-2); 2.18 — 2.13 (m, 1H, H-4a); 2.04 (ddd, 1H, J=15.3 Hz,
2.6 Hz, 1.6 Hz, H-4b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, CDCls): 5= 138.63, 138.44 (Cg-arom.); 128.82, 128.73, 128.22, 128.16,
127.93, 127.86 (C-arom.); 81.54 (C-3); 73.67, 71.33 (2 x CHa-benzyl); 69.72 (O-CH,); 60.14
(C-1); 58.45 (C-5); 47.92 (C-2), 35.25 (C-4) ppm.

1-(3',5'-Di-0O-benzyl-6'-carba-2'-desoxy-6'-hydroxy-f3-D-erythro-pentofuranosyl)thymin 43
* Durchfiihrung entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 10a:

Ansatz: NaH (16.0 mg, 0.667 mmol); DMF (2.0 mL); Thymin (163 mg, 1.30 mmol); Epoxid
41 (100 mg, 0.322 mmol) und essigsaures Methanol (2.0 mL). Reinigung: Chromatographie
am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %).

Ausbeute: 59.0 mg, 0.135 mmol, 42 %

hellgelber zéhfliissiger Sirup BnO OHN)Nj/

R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.57

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C,5HsN,Os (M + H): 437.2076 OBn
gefunden: 437.2094 43

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dq): & = 11.22 (bs, 1H, NH); 7.60 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 7.36
—7.26 (m, 10H, CH-arom.); 5.28 (d, 1H, J=4.5 Hz, 6'-OH); 4.86 —4.79 (m, 1H, H-1'); 4.58 —
4.48 (m, 4H, 2 x CH»-benzyl); 3.95 — 3.90 (m, 2H, H-3', H-6'); 3.53 (dd, 1H, J=9.4 Hz, 6.9
Hz, H-5'a); 3.46 (dd, 1H, J =9.4 Hz, 6.1 Hz, H-5'b); 2.11 — 2.01 (m, 3H, H-4', H-2'a, H-2');
1.80 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7) ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-dq): & = 164.13 (C-4); 150.52 (C-2); 138.82, 138.58 (Cq-arom.);
138.01 (C-6); 128.74, 128.62, 128.55, 128.35, 128.02, 127.84 (C-arom.); 109.63 (C-5); 77.30
(C-1"); 73.35, 72.45 (C-benzyl); 70.24 (C-5"); 53.89 (C-3"); 44.33 (C-4"); 35.93 (C-2"); 32.46
(C-6"); 12.37 (C-7) ppm.
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* Durchfiihrung entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 10b:

Ansatz: LiH (6.00 mg, 0.755 mmol); DMF (2.0 mL); Thymin (163 mg, 1.30 mmol); Epoxid
41 (100 mg, 0.322 mmol) und essigsaures Methanol (2.0 mL). Reinigung: Chromatographie
am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %).

Ausbeute: 57.0 mg, (0.131 mmol, 41 %)
hellgelber zéhfliissiger Sirup

Die spektroskopischen Daten entsprechen den oben genannten.

* Durchfiihrung entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 10c:

Ansatz: Et;Al (1 Min Hexan, 12.8 mL, 12.8 mmol); Thymin (1.61 g, 12.8 mmol); THF
(60 mL); Epoxid 41 (2.00 g, 6.44 mmol); Eisessig (2.0 mL) und Wasser (200 mL). Reinigung:
Saulenchromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 20:1).

Ausbeute: 1.28 g, (2.93 mmol, 46 %)
hellgelber zéhfliissiger Sirup

Die spektroskopischen Daten entsprechen den oben genannten.

1-(3',5'-Di-O-benzyl-6'-carba-2'-desoxy-[3-D-erythro-pentofuranosyl)thymin 45

I) Das zu desoxygenierende Nucleosid 43 (750 mg, 1.72 mmol) wurde in wasserfreiem
Acetonitril (23 mL) gelost und bei Raumtemperatur unter einer Stickstoffatmosphére
portionsweise mit DMAP (420 mg, 3.44 mmol) und Phenoxythiocarbonylchlorid (PTC-CI,
384 mg, 2.23 mmol) versetzt. Nach 16-stiindigem Riihren bei Raumtemperatur wurde das
Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert und der Riickstand mit Wasser (50 mL)
und Essigester (100 mL) versetzt. Die organische Phase wurde anschlieBend mit
1 M Salzsédure, Wasser, ges. Natriumhydrogencarbonatlésung und ges. Natriumchloridlosung
gewaschen, liber Natriumsulfat getrocknet und abschlieBend unter vermindertem Druck
eingeengt. Das Rohprodukt des gebildeten Thiocarbonats 44 war ausreichend rein (‘H-NMR)
fiir die nachfolgende Reduktion.
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0]
Ausbeute: 808 mg (1.41 mmol 82 %, Rohprodukt) HN™
BnO. O)\N
gelber Sirup I
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.49 0. _S
' OBn\|//
44 OPh

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 =7.96 (bs, 1H, NH); 7.40 — 7.27 (m, 10H, CH-arom.); 7.16 —
7.11 (m, 2H, CH-arom.); 7.09 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6), 6.83 — 6.75 (m, 3H, CH-arom.); 5.15
—5.08 (m, 1H, H-1"); 4.53 (d, 1H, J = 12.0 Hz, CHH-benzyl (5')); 4.52 (d, 1H, J=10.4 Hz, H-
5'a); 4.49 (d, 1H, J=10.4 Hz, CHH-benzyl (3")); 4.49 (d, 1H, J = 10.4 Hz, CHH-benzyl (3"));
4.45 (d, 1H, J = 12.0 Hz, CHH-benzyl (5")); 4.08 — 3.97 (m, 2H, H-3', H-6"); 3.59 (dd, 1H, J =
9.2 Hz, 4.3 Hz, H-5'a); 3.53 (dd, 1H, J=9.2 Hz, 4.6 Hz, H-5'b); 2.40 — 2.30 (m, 2H, H-4', H-
2'a); 1.95 (ddd, 1H, J=13.2 Hz, 10.2 Hz, 6.4 Hz, H-2'b); 1.78 (d, 3H, J = 1.2 Hz, H-7) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCls): & = 192.32 (C=S); 164.64 (C-4); 156.91 (Cq-arom.); 151.34
(C-2); 138.24, 138.13 (Cqg-arom.); 135.56 (C-6); 130.12, 129.98, 128.73, 128.65, 128.34,
127.97, 127.75, 127.68, 127.34, 127.10, 121.21, 115.34 (C-arom.); 110.23 (C-5); 77.67 (C-
3"); 74.02, 73.87 (C-benzyl); 68.34 (C-5"), 58.31 (C-6'), 55.65 (C-1"); 44.23 (C-4'); 28.54 (C-
2"); 15.88 (C-7) ppm.

II) Das Rohprodukt des Thiocarbonats 44 (808 mg, 1.41 mmol) wurde in wasserfreiem
Toluen (35 mL) geldst und mit #n-BuzSnH (750 mg, 2.60 mmol) versetzt. Die Losung wurde
daraufhin mit sauerstofffreiem Stickstoff gespiilt und anschlieBend unter einer Stickstoff-
atmosphire auf 75 °C erhitzt. Nach 3.5 Stunden wurde das Losemittel unter vermindertem
Druck abdestilliert und der Riickstand direkt durch S&ulenchromatographie an Kieselgel
(Essigester/Petrolether 2:1) gereinigt.

(0]
Ausbeute: 398 mg, (0.950 mmol, 55 %, liber zwei Stufen) HN)j/
farbloser Sirup BnO o)\N
Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.40 b

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir CosH,sN,04 (M + H): 421.2127 OBn
gefunden: 421.2146

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 11.20 (bs, 1H, NH); 7.54 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6); 7.36
—7.26 (m, 10H, CH-arom.); 4.97 — 4.88 (m, 1H, H-1'); 4.53 — 4.43 (m, 4H, 2 x CH,-benzyl);
3.90 — 3.85 (m, 1H, H-3"); 3.50 (dd, 1H, J = 9.4 Hz, 6.9 Hz, H-5'a); 3.45 (dd, 1H, J = 9.4 Hz,
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6.1 Hz, H-5'b); 2.38 — 2.30 (m, 1H, H-4"); 2.22 — 2.12 (m, 1H, H-6"a); 2.06 — 2.00 (m, 2H,
H2'a, H2'b); 1.79 (d, 3H, J= 1.2 Hz, H-7); 1.50 — 1.42 (m, 1H, H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-dq): & = 164.24 (C-4); 150.62 (C-2); 138.86, 138.57 (Cq-arom.);
137.97 (C-6); 128.63, 128.55, 128.48, 128.25, 127.95, 127.76 (C-arom.); 109.47 (C-5); 80.07
(C-3"); 72.44, 71.94 (C-benzyl); 70.16 (C-5"); 53.89 (C-1"); 44.33 (C-4"); 35.93 (C-2'); 32.46
(C-6"; 12.37 (C-7) ppm.

1-(6'-Carba-2'-desoxy-[-D-erythro-pentofuranosyl)thymin (carba-dT) 25

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13c.

Ansatz: 3',5'-Di-O-benzyl-6'-carba-2'-desoxythymidin 45 (350 mg, 0.832 mmol) in Dichlor-
methan (9.0 mL); FeCls (808 mg, 4.98 mmol); H,O (4.0 mL); Reinigung: Chromatographie

am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 5 —20 %). Das Produkt wurde in

Wasser/Acetonitril (1:1) aufgenommen und anschlieend gefriergetrocknet.

Ausbeute: 184 mg, (0.766 mmol, 92 %) 0

farblose Watte HN)j/
HO. Ao

Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.12 0~ "N
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;;H;sN,O4 (M + H): 241.1188
gefunden: 241.1195

[ ] =+7.5°(c =037, H,0) Lit.: [o]})=+8.9° (c = 1.0, Methanol) '*°

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5 = 11.20 (s, 1H, NH); 7.57 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 5.02 —
4.96 (m, 1H, H-1Y; 4.73 (d, 1H, J = 4.5 Hz, 3-OH); 4.61 (t, 1H, J = 5.2 Hz, 5-OH); 4.03 —
3.98 (m, 1H, H-3'); 3.53 (ddd, 1H, J = 10.6 Hz, 5.5 Hz, 5.2 Hz, H-5'a); 3.43 (ddd, 1H, J =
10.6 Hz, 5.7 Hz, 5.2 Hz, H-5'b); 2.11 — 2.04 (m, 1H, H-6'a); 1.99 — 1.89 (m, 2H, H-4", H-2'a);
1.82 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7); 1.82 — 1.74 (m, 1H, H-2'b); 1.45 — 1.37 (m, 1H, H-6'b) ppm.

BC.NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 = 164.08 (C-4); 151.35 (C-2); 138.06 (C-6); 109.44 (C-
5); 71.72 (C-3"); 63.01 (C-5"); 53.58 (C-1"); 49.33 (C-4"); 36.35 (C-2"); 32.70 (C-6"); 12.43 (C-
7) ppm.

IR (KBr): v’ = 3424, 3025, 1681, 1474, 1422, 1392, 1288, 1265, 1052 cm™.
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8.6 Synthese carbocyclischer Nucleosidanaloga durch nucleophile Substitution

(18,2R)-1-Benzyloxy-2-benzyloxymethylcyclopent-3-en 47
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6.

Ansatz: NaH (1.45 g, 36.3 mmol, 60 % in Ol) in THF (100 mL); Cyclopentenol 32 (6.00 g,
29.4 mmol), Benzylbromid (4.5 mL, 40 mmol) und Tetrabutylammoniumiodid (TBAI,
220 mg). Reinigung: Sdulenchromatographie an Kieselgel (Essigester/Petrolether 1:10)

Ausbeute: 7.96 g (27.0 mmol, 92 %)

hellgelbes Ol

Ry-Wert (Petrolether/Essigester 1:1): 0.63 B0 3

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir CagHx,05 (M + H): 295.1698 N—7"
gefunden: 295.1682 OE;’;

[ ]} =+ 83.6° (c = 1.23, CHCl)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.37 — 7.22 (m, 10H, CH-arom.); 5.75 (ddd, 1H, J = 6.5 Hz,
4.3 Hz, 2.0 Hz, H-3); 5.65 (ddd, 1H, J = 6.1 Hz, 4.2 Hz, 2.1 Hz, H-4); 4.56 — 4.51 (m, 4H,
CH,-benzyl); 4.08 (ddd, 1H, J = 6.9 Hz, 3.4 Hz, 3.3 Hz, H-1); 3.45 (dd, 1H, J= 9,3 Hz, 5.7
Hz, O-CHH); 3.33 (dd, 1H, J = 9.3 Hz, 5.3 Hz, O-CHH); 3.10 — 3.03 (m, 1H, H-2); 2.68
(dddd, 1H, J=17.2 Hz, 6.5 Hz, 4.5 Hz, 2.0 Hz, H-5a); 2.46 — 2.37 (m, 1H, H-5b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, CDCLy): & = 139.18, 138.93 (Cg-arom.); 130.45 (C-3); 130.29 (C-4);
128.83, 128.76, 128.72, 128.21, 128.14, 128.05, 127.98, 127.93 (CH-arom.); 81.83 (C-1);
73.48, 72.06 (C-benzyl); 71,18 (O-CH,); 53.37 (C-2); 39.50 (C-5) ppm.

IR (Film): V' = 3061, 3030, 2856, 1495, 1453, 1359, 1308, 1272, 1204, 1174, 1096, 1072,
734,697 cm’.
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(1S,2R)-2-Benzyloxymethyl-1-ztert-butyldimethylsilyloxycyclopent-3-en 47a
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7b.

Ansatz: Cyclopentenol 32 (100 mg, 0.489 mmol) in abs. DMF (600 pL); Imidazol (93.0 mg,
1.36 mmol) und TBDMS-CI (125 mg, 0.829 mmol). Reinigung: Saulenchromatographie an
Kieselgel (Essigester/Petrolether 1:2).

Ausbeute: 135 mg, 0.424 mmol, 86 % BnO

hellgelbes Ol , ~
Ry-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): 0.66 ' dTBDMS
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;9H300,S1 (M + H): 319.2093 47a

gefunden: 319.2098

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.31 — 7.26 (m, 5H, CH-arom.); 5.67 (ddd, 1H, J = 6.1 Hz,
4.2 Hz, 2.0 Hz, H-4); 5.61 (ddd, 1H, J = 6.1 Hz, 4.1 Hz, 2.0 Hz, H-3); 4.48 (s, 2H, CH,-
benzyl); 4.24 (ddd, 1H, J= 7.0 Hz, 4.1 Hz, 4.1 Hz, H-1); 3.38 (dd, 1H, J=9.3 Hz, 6.1 Hz, O-
CHH); 3.34 (dd, 1H, J = 9.3 Hz, 6.0 Hz, O-CHH); 2.83 (m, 1H, H-2); 2.58 (dddd, 1H, J =
16.7 Hz, 7.0 Hz, 4.1 Hz, 2.0 Hz, H-5a); 2.21 (dddd, 1H, J = 16.7 Hz, 4.1 Hz, 4.1 Hz, 2.0 Hz,
H-5b); 0.83 (s, 9H, ‘Bu-TBDMS); 0.05 (s, 3H, CH3;a-TBDMS); 0.03 (s, 3H, CH;b-TBDMS)
ppm.

PC-NMR (101 MHz, CDCl3): & = 138.95 (Cq-arom.); 130.81 (C-3); 129.84 (C-4); 128.72,
128.00, 127.88 (C-arom.); 75.48 (C-1); 73.48 (C-benzyl); 71.64 (O-CH,); 55.83 (C-2); 42.52
(C-5); 26.31 (C(CH3);-TBDMS); 18.55 (Cq-TBDMS); -4.19 (CH3a-TBDMS), -4.29 (CH3b-
TBDMS) ppm.

Hydroborierung von (15,2R)-1-Benzyloxy-2-benzyloxymethylcyclopent-3-en 47 mit BH3
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 3.

Ansatz: Cyclopenten 47 (2.00 g, 6.79 mmol); BH;-THF-Komplex 1M in THF (4.5 mL,
4.5 mmol); 3 M NaOH (1.7mL) und Wasserstoffperoxid 33 %ig (1.7 mL). Reinigung:
Sdulenchromatographie an Kieselgel (Essigester/Petrolether 1:1). Es konnten die drei

isomeren Cyclopentanole 463, 48c und 483 isoliert werden.
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(1R,35,4R)-3-Benzyloxy-4-benzyloxymethylcylopentanol 463

Ausbeute: 786 mg, (2.52 mmol, 37 %)

farbloses Ol BnO : on

Ry-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): 0.35 4 1

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir CaoHa403 (M + H): 313.1804 OB
gefunden: 313.1808 46p

[ ]) =+ 35.48° (c = 0.73, CHCl5)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.35 — 7.25 (m, 10H, CH-arom.); 4.52 (s, 2H, CH,-benzyl);
4.49 (d, 1H, J = 11.8 Hz, CHH-benzyl); 4.44 (d, 1H, J = 11.8 Hz, CHH-benzyl); 4.33 — 4.28
(m, 1H, H-1); 4.07 (ddd, 1H, J = 6.6 Hz, 6.6 Hz, 4.1 Hz, H-3); 3.53 (dd, 1H, J = 9.0 Hz, 4.2
Hz, O-CHH); 3.49 (d, 1H, J = 9.0 Hz, 4.3 Hz, O-CHH); 2.35 — 2.25 (m, 2H, H-4, H-5a); 2.05
(dddd, 1H, J=13.5 Hz, 6.7 Hz, 3.5 Hz, 1.7 Hz, H-2a); 1.89 — 1.82 (m, 1H, H-2b); 1.52 — 1.46
(m, 1H, H-5b) ppm.

BC.NMR (101 MHz, CDCly): & = 139.07, 138.23 (Cg-arom.); 128.90, 128.86, 128.78,
128.21, 128.19, 128.10 (CH-arom.); 82.36 (C-1); 74.08, 73.70 (2 x CHy-benzyl); 72.80 (C-3);
71.51 (O-CHa); 44.94 (C-4); 40.82 (C-2); 37.76 (C-5) ppm.

IR (Film): v = 3395, 3087, 3062, 3029, 2929, 2859, 1496, 1453, 1360, 1308, 1246, 1205,
1166, 1096, 1028, 736 cm™.

(1R,25,35)-3-Benzyloxy-2-benzyloxymethylcyclopentanol 48

Ausbeute: 470 mg, (1.50 mmol, 22 % )

farbloses Ol BnO .
Ry-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): 0.43 2 °
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;0H403 (M + H): 313.1804. OBn

480

gefunden: 313.1794
[ ] = + 43.24 (c = 1.04, CHCL)
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.35 — 7.20 (m, 10H, CH-arom.); 4.55 — 4.40 (m, 4H, 2 x
CH,-benzyl); 4.02 — 3.96 (m, 1H, H-1); 3.74 — 3.69 (m, 1H, H-3); 3.59 (dd, 1H, J = 9.1 Hz,
5.6 Hz, O-CHH); 3.44 (dd, 1H, J=9.1 Hz, 7.9 Hz, O-CHH); 2.29 — 2.22 (m, 1H, H-2); 1.95 —
1.75 (m, 4H, 4-CH,, 5-CH,) ppm.

3C-NMR (101 MHz, CDCl): § = 138.91, 138.61, 128.85, 128.79, 128.10, 128.05, 128.00,
127.97 (C-arom.); 81.20 (C-3), 76.16 (C-1); 73.71, 71.55 (2 x CHy-benzyl); 71.18 (O-CHy);

54.48 (C-2); 32.39 (C-4); 29.41 (C-5) ppm.

IR (Film): v =3415, 3029, 2923, 2860, 1496, 1453, 1359, 1206, 1095, 1028, 1000, 735 cm™

(15,25.,35)-3-Benzyloxy-2-benzyloxymethylcyclopentanol 483

Ausbeute: 504 mg, (1.61 mmol, 24 %)
farbloses Ol

BnO OH
Ry-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): 0.49 , ! ]
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C0H,405 (M + H): 313.1804 3OB 4
n
gefunden: 313.1796 a8p

[ ]} =+ 80.32 (¢ = 0.63, CHCl)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.38 — 7.27 (m, 10H, CH-arom.); 4.56 — 4.38 (m, 5H, 2 x
CH;-benzyl, H-1); 4.02 — 3.96 (m, 1H, H-3); 3.79 (dd, 1H, J = 9.4 Hz, 4.3 Hz, O-CHH); 3.73
(dd, 1H, J=9.4 Hz, 6.9 Hz, O-CHH); 2.20 — 2.10 (m, 2H, H-2, H-4a); 2.05 — 1.95 (m, 1H, H-
5a); 1.70 — 1.60 (m, 2H, H-4b, H-5b) ppm.

C-NMR (101 MHz, CDCL): & = 139.06, 138.24, 128.95, 128.84, 128.79, 128.28, 128.13,
128.06 (C-arom.); 81.16 (C-3), 74.15 (C-1); 73.85, 71.54 (2 x CHy-benzyl); 69.13 (O-CH,);
51.19 (C-2); 33.00 (C-5); 29.47 (C-4) ppm.

IR (Film): V' = 3445, 3062, 3029, 2934, 2863, 1496, 1453, 1362, 1309, 1256, 1205, 1173,
1069, 1027, 958, 736 cm™".
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meso-(1R,25,35)-1,3-Benzyloxy-2-benzyloxymethylcyclopentan 49
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6.
Ansatz: NaH (20.0 mg, 0.417 mmol, 50 % in Ol) in THF (1.5 mL); Cyclopentanol 48

(100 mg, 0.320 mmol); Benzylbromid (83.0 mg, 0.485 mmol) und TBAI (4.0 mg). Reinigung:
Chromatographie am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 5 %).

Ausbeute: 109 mg, (0.271 mmol, 85 %) BnO :
farbloses Ol 2 —, ®
R/-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): 0.71 ogaBn
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C,7H3003 (M + H): 403.2273 49

gefunden: 403.2275
[ ]} = 0° (¢ =0.75, CHCL)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.35 — 7.26 (m, 15H, CH-arom.); 4.54 (d, 2H, J = 12.0 Hz,
2 x CHH-benzyl-A); 4.48 (d, 2H, J = 12.0 Hz, 2 x CHH-benzyl-A); 4.47 (s, 2H, CH»-benzyl-
B); 3.82 - 3.72 (m, 2H, H-1, H-3); 3.51 (d, 2H, J = 5.3 Hz, O-CH)); 2.33 — 2.24 (m, 1H, H-2);
1.88 — 1.78 (m, 4H, 4-CH,, 5-CH) ppm.

PBC-NMR (101 MHz, CDCl3): & = 139.33, 138.99, 128.74, 128.71, 128.07, 127.96, 127.90,
127.80 (CH-arom.); 81.10 (C-1, C-3); 73.45 (O-CH>); 71.38, 70.26 (CH,-benzyl); 52.82 (C-
2);30.02 (C-4, C-5) ppm.

IR (Film): V' = 3062, 3029, 2932, 2859, 1495, 1453, 1357, 1204, 1093, 1027, 753, 697 cm’".

Hydroborierung von (1S5,2R)-1-Benzyloxy-2-benzyloxymethylcyclopent-3-en 47 mit
9-BBN

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5.

Ansatz: Cyclopenten 47 (6.50 g, 22.1 mmol) in abs. THF (10 mL); 9-BBN (1 M in THF,
88 mL, 44 mmol); Ethanol (7.0 mL); 3 M Natronlauge (20 mL) und Wasserstoffperoxid-
16sung (30 %ig, 20 mL). Reinigung: Siulenchromatographie an Kieselgel (Essigester /

Petrolether 1:1). Es wurden die beiden isomeren Cyclopentanole 463 und 48a. isoliert.
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(1R,35.,4R)-3-Benzyloxy-4-benzyloxymethylcylopentanol 46[3

Ausbeute: 5.42 g, (17.3 mmol, 79 %) BnOS 5 on
farbloses Ol ) \ 4 1
Die spektroskopischen Daten entsprechen denen auf Seite 153. Oi:s[a
(1R,28,35)-3-Benzyloxy-2-benzyloxymethylcyclopentanol 48c.

BnO .
Ausbeute: 820 mg, (2.62 mmol, 12 %) ) m s
farbloses Ol 3 4

OBn

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen auf Seite 153. 484

(1R,3S5,4R)-3-Benzyloxy-4-benzyloxymethylcylopentylamin 50

Zu dem chiralen Cyclopenten 47 (294 mg, 1.00 mmol) wurde langsam bei 0 °C unter einer
Stickstoffatmosphire eine 0.5 M Losung von 9-BBN in THF (4.0 mL, 2.0 mmol) getropft.
Die Kiihlung wurde im Anschluss daran entfernt und die Losung 12 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. In diese Reaktionsmischung wurde Hydroxylamin-O-sulfonsiure
(680 mg, 6.00 mmol), geldst in 2 mL THF, getropft und der Ansatz anschlieend drei Stunden
zum Sieden erhitzt. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur wurde mit 2 M Salzsdure (10 mL)
versetzt und die wissrige Phase dreimal mit Diethylether (10 mL) extrahiert. Darauf wurde
mit 3 M Natriumhydroxidlosung der pH-Wert auf 11.0 eingestellt und die wéssrige Phase
erneut dreimal mit Diethylether (10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte
wurden {iber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsemittel unter vermindertem Druck
abdestilliert. Zur Reindarstellung wurde das Rohprodukt am Chromatotron in Dichlormethan

mit Methanolgradient (0 — 20 %) chromatographiert.

Ausbeute: 151 mg, (0.485 mmol, 49 %)

. BnO
gelbes Ol, langsame Braunfarbung 5 NH2
4 1
Ry-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): 0.18 3 2
OBn
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;0H,sNO, (M + H): 312.1964 50

gefunden: 312.1975
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"H-NMR (400 MHz, DMSO-di): 6 = 7.38 — 7.26 (m, 10H, CH-arom.); 4.55 (s, 2H, CH,-
benzyl); 4.50 (d, 1H, J = 12.0 Hz, CHH-benzyl); 4.46 (d, 1H, J = 12.0 Hz, CHH-benzyl); 3.87
—3.80 (m, 1H, H-3); 3.47 (dd, 1H, J=9.6 Hz, 5.7 Hz, O-CHH); 3.40 — 3.33 (m, 3H, O-CHH,
H-1); 2.28 — 2.21 (m, 1H, H-4); 2.11 — 2.03 (m, 1H, H-5a); 1.95 (ddd, 1H, J = 13.9 Hz, 6.0
Hz, 5.2 Hz, H-2a); 1.54 (ddd, 1H, J=13.9 Hz, 7.2 Hz, 5.2 Hz, H-2b), 1.09 — 1.00 (m, 1H, H-
5b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 138.88, 138.15 (Cg-arom.); 128.92, 128.79, 128.72,
128.41, 128.33, 127.95 (CH-arom.); 74.22, 73.86 (2 x CHy-benzyl); 71.65 (C-3); 70.40 (O-
CH,); 53.36 (C-1); 47.56 (C-4); 41.43 (C-2); 35.23 (C-5) ppm.

(15,35,4R)-3-Benzyloxy-4-benzyloxymethylcylopentanol 46co
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9.

Ansatz: Triphenylphosphin (6.82 g, 26.0 mmol), Benzoesdure (3.18 g, 26.0 mmol) und
Cyclopentanol 463 (4.10 g, 13.1 mmol) in abs. Diethylether (160 mL); Diisopropylazo-
dicarboxylat (DIAD, 5.05 mL, 26.0 mmol); 1 % NaOH in Methanol (100 mL). Reinigung:

Saulenchromatographie an Kieselgel (Essigester/Petrolether 1:1).

Ausbeute: 3.70 g, (11.8 mmol, 91 %)

hellgelbes Ol
Ry-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): 0.38 BnO s
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;0H2403 (M + H): 313.1804 4 ) . O|1-1
gefunden: 313.1823 OBn
460

[ ]} =+26.16° (c = 1.23, CHCl5)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.38 — 7.28 (m, 10H, CH-arom.); 4.56 — 4.48 (m, 4H, 2 x
CH,-benzyl); 4.31 — 4.26 (m, 1H, H-1); 4.01 — 3.97 (m, 1H, H-3); 3.43 (dd, 1H, J=9.4 Hz,
5.6 Hz, O-CHH); 3.28 (dd, 1H, J=9.4 Hz, 7.5 Hz, O-CHH); 2.72 — 2.68 (m, 1H, H-4); 2.11 —
2.00 (m, 2H, H-2a, H-5a); 1.86 (ddd, 1H, J = 14.2 Hz, 5.2 Hz, 5.2 Hz, H-2b); 1.57 (ddd, 1H, J
=13.9 Hz, 7.6 Hz, 5.2 Hz, H-5b) ppm.
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BC.NMR (101 MHz, DMSO-dq): & = 139.25, 138.97 (Cq-arom.); 128.57, 128.49, 127.80,
127.72, 127.69, 127.58 (CH-arom.); 80.91 (C-3); 72.37, 71.95 (2 x CH,-benzyl); 70.68 (O-
CHa); 69.49 (C-1); 43.97 (C-4); 41.55 (C-2); 37.51 (C-5) ppm.

IR (Film): v* = 3430, 3062, 3029, 2930, 2859, 1495, 1453, 1423, 1360, 1308, 1266, 1205,
1093, 1027, 736, 697, 608 cm’".

1-(3',5'-Di-0-benzyl-6'-carba-2'-desoxy--D-erythro-pentofuranosyl)thymin 45

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11.

Ansatz: Triphenylphosphin (3.94 g, 15.0 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (55 mL); DIAD
(2.76 mL, 14.0 mmol); 3-N-Benzoylthymin 71 (2.50 g; 10.9 mmol); Cyclopentanol 46c

(1.56 g, 4.99 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (30 mL) und 1 % NaOH in Methanol
(75 mL). Reinigung: Sdulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Essigester 1:2).

O
Ausbeute: 1.45 g, (3.45 mmol, 69 %) HNJ]/
farbloser zihfliissiger Sirup BnO oél\N
Die spektroskopischen Daten entsprechen denen auf Seite 149. b
OBn
45

1-(3',5'-Di-0-benzyl-6'-carba-2'-desoxy-o-D-erythro-pentofuranosyl)thymin 87
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11.

Ansatz: Triphenylphosphin (787 mg, 3.00 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (11 mL); DIAD
(545 pL, 2.80 mmol); 3-N-Benzoylthymin 71 (506 mg; 2.20 mmol); Cyclopentanol 46c
(312 mg, 1.00 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (6.0 mL) und 1% NaOH in Methanol
(15 mL). Reinigung: Sdulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Essigester 1:2). Das als
Nebenprodukt anfallende O-2-alkylierte Produkt konnte auf dieser Stufe nicht vollstindig

abgetrennt werden.

BnO
Ausbeute: 360 mg, (0.856 mmol, 86 %, N-1-/O-2-Isomerengemisch 1:3)
N.__O
farbloser zdhfliissiger Sirup OB || \|//
NH
R/-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.30 87

0]
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dq): & = 11.22 (bs, 1H, NH); 7.67 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6); 7.42
—7.30 (m, 10H, CH-arom.); 4.94 (quin., 1H, J= 8.1 Hz, H-1"); 4.55 — 4.48 (m, 4H, 2 x CH>-
benzyl); 3.94 — 3.89 (m, 1H, H-3"); 3.47 — 3.41 (m, 2H, 2 x H-5"); 2.51 — 2.47 (m, 1H, H-4");
2.38 —2.32 (m, 1H, H-2'a); 1.98 — 1.82 (m, 3H, H-6'a, H-6'b, H2'b); 1.74 (d, 3H, J = 1.2 Hz,
H-7) ppm.

PC-NMR (101 MHz, DMSO-dq): & = 164.06 (C-4); 150.22 (C-2); 138.86, 138.67 (Cq-arom.);
138.26 (C-6); 128.88, 128.61, 128.58, 127.92, 127.86, 127.76 (C-arom.); 109.58 (C-5); 80.77
(C-3"); 72.46, 71.44 (C-benzyl); 70.62 (C-5"); 52.91 (C-1"); 44.23 (C-4"); 37.15 (C-2"); 32.80
(C-6"); 12.46 (C-7) ppm.

(1'S,2'R,3'S)-1-(3'-Benzyloxy-2'-benzyloxymethylcyclopentyl)thymin 88

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11.

Ansatz: Triphenylphosphin (787 mg, 3.00 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (11 mL); DIAD
(545 pL, 2.80 mmol); 3-N-Benzoylthymin 71 (506 mg, 2.20 mmol); Cyclopentanol 46a

(312 mg, 1.00 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (6.0 mL) und 1 % NaOH in Methanol
(15 mL). Reinigung: Sdulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Essigester 1:2).

O
Ausbeute: 180 mg, (0.428 mmol, 43 %) | NH
farbloser zihfliissiger Sirup BnO_ ¢ 1,N 0
Ry-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.27 b 5
88 ’ OBn y

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.38 (bs, 1H, NH); 7.35 — 7.25 (m, 10H, CH-arom.); 7.01
(q, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 4.48 — 4.80 (m, 1H, H-1"); 4.48 (d, 1H, J = 12.0 Hz, CHH-benzyl-
A); 4.43 (d, 1H, J=12.0 Hz, CHH-benzyl-A); 4.22 (d, 1H, J = 11.7 Hz, CHH-benzyl-B); 4.19
(d, 1H, J=11.7 Hz, CHH-benzyl-B); 4.15 — 4.09 (m, 1H, H-3"); 3.40 (dd, 1H, J=9.9 Hz, 4.8
Hz, H-6'a); 3.27 (dd, 1H, J = 9.9 Hz, 3.0 Hz, H-6'b); 2.57 — 2.50 (m, 1H, H-2'); 2.30 — 2.23
(m, 1H, H-4'a); 2.02 — 1.90 (m, 2H, H-5'a, H-5'b); 1.68 (d, 3H, J = 1.0 Hz, H-7); 1.65 — 1.58
(m, 1H, H-4'b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, CDCly): & = 164.23 (C-4); 151.73 (C-2); 139.69 (C-6); 138.79, 138.66,
128.84, 128.74, 128.65, 128.20, 128.08, 127.86 (C-arom.); 109.17 (C-5); 81,22 (C-3"); 73.78,
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71.85 (2 x CHj-benzyl); 69.07 (C-5"); 58.29 (C-6'); 46.93 (C-4"); 30.64 (C-2"); 28.13 (C-1");
12.81 (C-7) ppm.

(1'R,2'R,3'S)-1-(3'-Benzyloxy-2'-benzyloxymethylcyclopentyl)thymin 89

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11.

Ansatz: Triphenylphosphin (787 mg, 3.00 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (11 mL); DIAD
(545 pL, 2.80 mmol); 3-N-Benzoylthymin 71 (506 mg; 2.20 mmol); Cyclopentanol 46c
(312 mg, 1.00 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (6.0 mL) und 1% NaOH in Methanol
(15 mL). Reinigung: Sdulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Essigester 1:2). Das als
Nebenprodukt anfallende O-2-alkylierte Produkt konnte auf dieser Stufe nicht abgetrennt

werden.

BnO_ ¢
Ausbeute: 230 mg, (0.547 mmol, 55 %, N-1-/O-2-Isomerengemisch 1:3) 2\@ 5
farbloser zdhfliissiger Sirup Byno ,L ¢ o
R/-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.31 99 )T\’(\,\i'

(0]

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8.30 (bs, 1H, NH); 7.35 — 7.27 (m, 11H, CH-arom., H-6);
4.89 (m, 1H, H-6"); 4.56 (d, 1H, J = 11.8 Hz, CHH-benzyl-A); 4.50 (d, 1H, J = 11.9 Hz,
CHH-benzyl-B); 4.48 (d, 1H, J = 11.8 Hz, CHH-benzyl-A); 4.46 (d, 1H, J=11.9 Hz, CHH-
benzyl-B); 3.95 — 3.90 (m, 1H, H-3"); 3.52 (dd, 1H, J=9.4 Hz, 5.6 Hz, H-5'a); 3.40 (dd, 1H, J
= 9.4 Hz, 7.1 Hz, H-5'b); 2.33 — 2.26 (m, 1H, H-4"); 2.15 — 2.10 (m, 1H, H-1"a); 2.06 — 2.01
(m, 1H, H-2'a); 1.87 — 1.82 (m, 1H-H-1'b); 1.80 (d, 3H, J= 1.2 Hz, H-7); 1.77 — 1.72 (m, 1H-
H-2'b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, CDCLy): & = 163.87 (C-4); 151.46 (C-2); 138.57, 138.41 (Cq-arom.);
138.06 (C-6); 128.91, 128.81, 128.75, 128.20, 128.10, 127.99 (CH-arom.); 111.76 (C-5);
81.56 (C-3'); 73.77, 71.70 (2 x CHy-benzyl); 70.65 (C-5"); 57.22 (C-6'); 52.48 (C-4"); 30.43
(C-2"); 30.41 (C-1%; 12.85 (C-7) ppm.
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1-(3',5'-Di-O-benzyl-6'-carba-2'-desoxy-[3-D-erythro-pentofuranosyl)uracil 105
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11.

Ansatz: Triphenylphosphin (394 mg, 1.50 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (6.0 mL); DIAD
(273 uL, 1.40 mmol); 3-N-Benzoyluracil 82 (253 mg; 1.10 mmol); Cyclopentanol 46a
(156 mg, 0.499 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (3.0 mL) und 1 % NaOH in Methanol
(7.0 mL). Reinigung: Sdulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Essigester 1:2). Das
als Nebenprodukt anfallende O-2-alkylierte Produkt konnte auf dieser Stufe nicht vollstindig

abgetrennt werden.

(0]
Ausbeute: 161 mg (0.396 mmol, 79 %) BnO f:,tio
farbloser zéhfliissiger Sirup
R/-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.25 OBn
105

'H-NMR (400 MHz, CDCL3): & = 8.30 (bs, 1H, NH); 7.30 — 7.20 (m, 11H, CH-arom., H-6);
5.43 (dd, 1H, J = 8.0 Hz, 2.4 Hz, H-5); 5.12 — 5.02 (m, 1H, H-1'); 4.45 (d, 1H, J = 12.0 Hz,
CHH-benzyl-A); 4.44 (d, 1H, J = 11.8 Hz, CHH-benzyl-B); 4.43 (d, 1H, J = 11.8 Hz, CHH-
benzyl-B); 4.38 (d, 1H, J= 11.0 Hz, CHH-benzyl-A); 3.93 — 3.90 (m, 1H, H-3"); 3.53 (dd, 1H,
J=9.3 Hz, 3.8 Hz, H-5'a); 3.46 (dd, 1H, J= 9.3 Hz, 4.3 Hz, H-5'b); 2.36 — 2.28 (m, 2H, H-4',
H-6'a); 2.13 (ddd, 1H, J = 13.4 Hz, 7.6 Hz, 3.0 Hz, H-2'a); 1.85 (ddd, 1H, J = 13.4 Hz, 10.1
Hz, 6.2 Hz, H-2'b); 1.54 (dd, 1H, J = 9.4 Hz, 5.2 Hz, H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCl3): & = 162.34 (C-4); 151.18 (C-2); 141.86 (C-6); 138.54, 138.38,
128.95, 128.85, 128.80, 128.36, 128.27, 128.10 (C-arom.); 102.70 (C-5); 81.19 (C-3"); 73.93
(CHj-benzyl-A); 72.03 (CH,-benzyl-B); 71.75 (C-5"); 55.45 (C-1"); 44.96 (C-4"); 37.43 (C-2");
32.47 (C-6") ppm.

5-[(E)-Bromvinyl]-1-(3',5'-di-O-benzyl-6'-carba-2'-desoxy-f-D-erythro-pentofuranosyl)-
uracil 102

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11.

Ansatz: Triphenylphosphin (984 mg, 3.75 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (14 mL);
Diisopropylazodicarbocylat (DIAD, 730 uL, 3.50 mmol); 3-N-Benzoyl-5-bromvinyluracil 85
(700 mg; 2.20 mmol); Cyclopentanol 46c. (390 mg, 1.25 mmol) in wasserfreiem Acetonitril
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(7.5 mL) und 1 % NaOH in Methanol (15 mL). Reinigung: 1) Sdulenchromatographie an
Kieselgel (Petrolether/Essigester 1:2), 2) Abtrennung des Hydrazinderivates durch
Chromatograpie an SEPHADEX-LH-20 in Methanol.

Ausbeute: 335 mg, (0.655 mmol, 52 %) BnO

farbloser zdhfliissiger Sirup

R/-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.57 102 OBn

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C,¢H,7BrN,O4 (M + H): 511.1232 und 513.1212
gefunden: 511.1249 und 513.1237

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 11.60 (s, 1H, NH); 8.03 (s, 1H, H-6); 7.45 — 7.38 (m,
10H, CH-arom.); 7.35 (d, 1H, J = 13.5 Hz, H-8); 6.93 (d, 1H, J = 13.5 Hz, H-7); 5.05 — 4.97
(m, 1H, H-1"); 4.63 — 4.54 (m, 4H, 2 x CH,-benzyl); 3.59 (dd, 1H, J=9.4 Hz, 7.0 Hz, H-5'a);
3.54 (dd, 1H, J = 9.4 Hz, 6.1 Hz, H-5'b); 2.54 — 2.38 (m, 1H, H-4"); 2.30 — 2.23 (m, 1H, H-
6'a); 2.15 —2.05 (m, 2H, H-2'a, H-2'b); 1.62 — 1.53 (m, 1H, H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-dq): & = 161.96 (C-4); 150.23 (C-2); 141.57 (C-6); 138.85,
138.32 (Cg-arom.); 130.27 (C-7); 128.63, 128.56, 128.21, 127.87, 127.77, 127.69 (CH-
arom.); 109.98 (C-5); 106.59 (C-8); 79.87 (C-3"); 72.43, 71.86 (C-benzyl); 70.20 (C-5"); 54.64
(C-1'); 44.34 (C-4'); 36.01 (C-2"); 32.70 (C-6') ppm.

1-(3',5'-Di-O-benzyl-6'-carba-2'-desoxy-[3-D-erythro-pentofuranosyl)-5-fluoruracil 103
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11.

Ansatz: Triphenylphosphin (787 mg, 3.00 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (11 mL); DIAD
(545 pL, 2.80 mmol); 3-N-Benzoyl-5-fluoruracil 84 (515 mg, 2.20 mmol); Cyclopentanol 46a
(312 mg, 1.00 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (6.0 mL) und 1% NaOH in Methanol

(15 mL). Reinigung: Sdulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Essigester 1:2). Die

N-1-/0-2-Regioisomere konnten auf dieser Stufe nicht voneinander getrennt werden.

o]
Ausbeute: 182 mg, (0.429 mmol, 43 %, N-1/0-2-Isomerengemisch 1:1.2) HN)j/F
farbloser zdhfliissiger Sirup BnO 07 >N

R/-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.52

103  OBn
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'"H-NMR (500 MHz, CDCL): & = 10.32 (bs, 1H, NH); 8.80 (bs, 1H, NH), 7.56 (d, 1H, J = 3.0
Hz, H-6); 7.38 (d, 1H, J = 6.0 Hz, H-6); 7.30 — 7.20 (m, 20H, CH-arom.); 5.38 — 5.33 (m, 1H,
H-1'; 5.12 - 5.03 (m, 1H, H-1"); 4.48 — 4.36 (m, 8H, 4 x CH>-benzyl); 3.93 — 3.88 (m, 2H, 2 x
H-3"); 3.51 (dd, 1H, J = 9.4 Hz, 3.8 Hz, H-5'a); 3.45 (dd, 1H, J = 9.4 Hz, 3.6 Hz, H-5'b); 3.43
(dd, 1H, J = 9.1 Hz, 6.3 Hz, H-5'a); 3.38 (dd, 1H, J = 9.1 Hz, 6.0 Hz, H-5'b); 2.39 — 2.29 (m,
4H, 2 x H-4", 2 x H-6'a); 2.17 — 2.02 (m, 3H, 2 x H-2'a, H-2'b); 1.81 (ddd, 1H, J = 13.2 Hz,
10.4 Hz, 6.0 Hz, H-2'b); 1.63 — 1.58 (m, 2H, 2 x H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCLs): & = 156.52 (d, J = 27 Hz, C-4); 148.64 (C-2); 140.05 (d, J =
230 Hz, C-5); ); 138.95, 138.06 (Cg-arom.); 128.79, 128.66, 128.34, 127.64, 127.24, 127.11
(CH-arom.); 125.25 (d, J = 32 Hz, C-6); 79.89 (C-3"); 72.88, 72.42 (C-benzyl); 70.53 (C-5");
54.66 (C-1'); 43.97 (C-4"); 37.32 (C-2"); 32.38 (C-6") ppm.

1-(6'-Carba-2'-desoxy-[3-D-erythro-pentofuranosyl)thymin (carba-dT) 25

* Durchfiihrung entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13a:

Ansatz: 3',5'-Di-O-benzyl-6'-carba-2'-desoxythymidin 45 (250 mg, 0.595 mmol) in abs.
Dichlormethan (28 mL), BCl; (1M in CH,Cl,, 7.2 mL) und Methanol (14 mL). Reinigung:

Coevaporieren mit Methanol (3 x 10 mL), anschlieBend Chromatographie am Chromatotron

(Dichlormethan mit Methanolgradient 5 — 20 %). 0

Ausbeute: 130 mg, (0.541 mmol, 90 %) HOS o2
farblose Watte b

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen auf Seite 150.

* Durchfiihrung entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13b:

Ansatz: 3',5'-Di-O-benzyl-6'-carba-2'-desoxythymidin 45 (2.40 g, 5.71 mmol) in Ethanol
(100 mL) und Hydrierkatalysator (Pd/C, 250 mg). Reinigung: Chromatographie am
Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 5 — 20 %)).

Ausbeute: 1.25 g (5.20 mmol, 91 %)
farblose Watte

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen auf Seite 150.
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1-(6'-Carba-2'-desoxy-o-D-erythro-pentofuranosyl)thymin (carba-o-dT) 91
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13b.

Ansatz: 3',5'-Di-O-benzyl-carba-o-dT 87 (300 mg, 0.713 mmol) in Ethanol (5.0 mL) und
Hydrierkatalysator (Pd/C, 50.0 mg). Reinigung: Chromatographie am Chromatotron
(Dichlormethan mit Methanolgradient 5 — 20 %)).

Ausbeute: 140 mg (0.583 mmol, 82 %)

HO
farblose Watte
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.19 o N\l//o
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;;H;sN>O4 (M + H): 241.1188 )l/\H/NH
91 o

gefunden: 241.1185
[ ]} =+ 8.18° (c = 0.44, H,0)

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5 = 11.20 (bs, 1H, NH); 7.73 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 4.99
(d, 1H, J = 4.1 Hz, 3'-OH); 4.87 (quin., 1H, J = 8.3 Hz, H-1"); 4.59 (dd, 1H, J= 5.1 Hz, 5.1
Hz, 5-OH); 3.95 — 3.90 (m, 1H, H-3"); 3.45 — 3.36 (m, 2H, 2 x H-5'); 2.24 (ddd, 1H, J = 13.3
Hz, 8.3 Hz, 5.9 Hz, H-2'a); 2.15 — 2.07 (m, 1H, H-4"); 1.90 — 1.83 (m, 2H, 2 x H-6"); 1.81 (d,
3H, J = 1.0 Hz, H-7); 1,68 (ddd, 1H, J = 13.3 Hz, 7.9 Hz, 5.6 Hz, H-2'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 164.10 (C-4); 151.33 (C-2); 138.51 (C-6); 109.61 (C-
5); 72.17 (C-3"); 62.33 (C-5"); 52.73 (C-1"); 49.36 (C-4"); 39.26 (C-2"); 32.64 (C-6"); 12.61 (C-
7) ppm.

IR (KBr): v = 3407, 3048, 2934, 1682, 1475, 1396, 1274, 1076, 1040, 764, 581 cm™.

(1'S,2'R,3'S)-1-(3'-Hydroxy-2'-hydroxymethylcyclopentyl)thymin (carba-iso-dT) 92

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13b.

Ansatz: (1'S,2'R,3'S)-1-[3'-Benzyloxy-2'-benzyloxymethylcyclopentylJthymin 88 (200 mg,
0.476 mmol) in Ethanol (7.0 mL) und Hydrierkatalysator (Pd/C, 50.0 mg). Reinigung:
Chromatographie am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 5 — 20 %)).
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Ausbeute: 97.1 mg (0.404 mmol, 83 %)

O
farblose Watte
NH
Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.14 | \ /go
' HO &
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;1HigN>O4 (M + H): 241.1188 i
2' 5
gefunden: 241.1181 3 fl
OH
[ ] = — 128.0° (c = 0.25, H,0) 92

'H-NMR (400 MHz, D,0): & = 7.74 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 4.98 (dd, 1H, J=17.4 Hz, 8.7
Hz, H-6"); 4.17 (dd, 1H, J = 14.6 Hz, 6.7 Hz, H-3"); 3.56 (dd, 1H, J=11.6 Hz, 5.3 Hz, H-5'a);
3.45 (dd, 1H, J = 11.6 Hz, 7.8 Hz, H-5'b); 2.36 — 2.25 (m, 2H, H-4', H-2'a); 2.24 — 2.18 (m,
1H, H-1'a); 2.04 — 1.97 (m, 1H, H-1'b); 1.87 (d, 3H, J = 1.0 Hz, H-7); 1.65 — 1.57 (m, 1H, H-
2'b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, D,0): & = 166.96 (C-4); 153.11 (C-2); 141.26 (C-6); 110.40 (C-5);
73.92 (C-3'); 59.65 (C-5'); 57.64 (C-6"); 50.43 (C-4'); 31.85 (C-2'), 26.77 (C-1'); 11.77 (C-7)

IR (KBr): v = 3414, 3036, 2953, 1685, 1475, 1401, 1369, 1273, 1047, 765, 590, 486 cm"".

(1'R,2'R,3'S)-1-(3'-Hydroxy-2'-hydroxymethylcyclopentyl)thymin (carba-iso-o-dT) 93

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13b.

Ansatz: (1'R,2'R,3'S)-1-[3'-Benzyloxy-2'-benzyloxymethylcyclopentyl]thymin 89 (230 mg,
0.547 mmol) in Ethanol (10 mL) und Hydrierkatalysator (Pd/C, 60.0 mg). Reinigung:
Chromatographie am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 5 — 20 %).

Ausbeute: 110 mg (0.458 mmol, 84 %)
farblose Watte

Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.13 SHO ,L 4 o
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;{HsN2O4 (M + H): 241.1188 93 %Y

NH
gefunden: 241.1189

N
@

(0]
[]7) =+ 6.7° (c = 0.88, H,0)
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'"H-NMR (400 MHz, D,0): & = 7.61 (s, 1H, H-6); 4.68 (dd, 1H, J = 17.2 Hz, 8.5 Hz, H-6');
4.10 (dd, 1H, J = 10.8 Hz, 5.4 Hz, H-3"); 3.64 (d, 2H, J = 5.6 Hz, 5'-CH>); 2.18 — 2.05 (m, 2H,
H-4', 1'a); 2.04 — 1.94 (m, 2H, H-2'a, H-1'b); 1.90 (s, 3H, H-7); 1.88 — 1.80 (m, 1H, H-2'b)

BC.NMR (101 MHz, D,O): & =166.82 (C-4); 152.84 (C-2); 140.26 (C-6); 111.87 (C-5);
72.85 (C-3'); 60.89 (C-5'); 57.54 (C-6'); 54.09 (C-4"); 31.95 (C-2"); 27.99 (C-1'); 11.80 (C-7)

IR (KBr): v = 3422, 3052, 2951, 1685, 1578, 1474, 1396, 1307, 1271, 1072, 1046, 764, 590,
489, 420 cm’.

1-(6'-Carba-2'-desoxy-[-D-erythro-pentofuranosyl)uracil (carba-dU) 101
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13b.

Ansatz: 3',5'-Di-O-benzyl-carba-dU 105 (150 mg, 0.369 mmol) in Ethanol (10 mL) und
Hydrierkatalysator (Pd/C, 50.0 mg). Reinigung: Chromatographie am Chromatotron
(Dichlormethan mit Methanolgradient 5 — 20 %).

Ausbeute: 79.1 mg (0.350 mmol, 95 %)

farblose Watte HO K:NHO

Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.10 b

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;oH;4N,O4 (M + H): 227.1032 OH
gefunden: 227.1032 101

[ ] =+1.3° (¢ =0.37, H,0) Lit.: [a]}) =+ 3.0° (c = 2.12, Methanol) ***

'H-NMR (500 MHz, D,0): & = 7.64 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-6); 5.79 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-5);
4.97 — 4.89 (m, 1H, H-1'); 4.18 — 4.12 (m, 1H, H-3'); 3.68 (dd, 1H, J = 11.0 Hz, 5.7 Hz, H-
5'a); 3.58 (dd, 1H, J = 11.0 Hz, 6.6 Hz, H-5'b); 2.33 — 2.25 (m, 1H, H-6'a); 2.15 — 1.98 (m,
3H, H-2'a, H-2'b, H-4"); 1.51 (ddd, 1H, J = 12.8 Hz, 10.3 Hz, 10.3 Hz, H-6'b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, D,0): & = 166.81 (C-4); 152.24 (C-2); 144.63 (C-6); 102.08 (C-5);
72.60 (C-3"; 63.19 (C-5"); 55.48 (C-1"); 48.38 (C-4"); 38.41 (C-2"); 32.57 (C-6') ppm.
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IR (KBr): vi = 3376, 3047, 2918, 1682, 1560, 1465, 1372, 1351, 1319, 1265, 1225, 1206,
1177, 1064, 1043, 808, 758, 715, 633, 550 cm’".

5-1(E)-Bromovinyl]-1-(6'-carba-2'-desoxy-3-D-erythro-pentofuranosyl)uracil
(carba-BVdU) 95
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13a.

Ansatz: 3',5'-Di-O-benzyl-carba-BVdU 102 (250 mg, 0.489 mmol) in abs. Dichlormethan
(28 mL), BCl; (IM in CH,Cl,, 7.8 mL) und Methanol (14 mL). Reinigung: Coevaporieren mit
Methanol (3 x 10 mL), anschlieBend Chromatographie am Chromatotron (Dichlormethan mit

Methanolgradient 5 — 20 %).

___ br
HNJ]/J
Ausbeute: 141 mg (0.426 mmol, 88 %) HO Oél\

N
farblose Watte

Ry-Wert: (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.30 95 OH
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;,H;sBrN,O4 (M + H): 331.0293 und 333.0273
gefunden: 331.0314 und 333.0310

[ ]} =+ 7.5° (¢ = 0.53, Acetonitril/H,0 7:1 v/v) Lit.: [a ]} =+ 4.0° (c = 1.1, DMSO) ***

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d): & = 11.50 (bs, 1H, NH); 7.92 (s, 1H, H-6); 7.26 (d, 1H, J =
13.5 Hz, H-8); 6.90 (d, 1H, J = 13.5 Hz, H-7); 5.00 — 4.90 (m, 1H, H-1"); 4.72 (d, 1H, J = 4.6
Hz, 3'-OH); 4.60 (t, 1H, J = 5.2 Hz, 5'-OH); 4.01 — 3.95 (m, 1H, H-5'a); 3.43 — 3.38 (m, 1H,
H-5'0); 2.13 — 2.06 (m, 1H, H-6'a); 1.97 — 1.87 (m, 2H, H-4', H-2'a); 1.83 — 1.76 (m, 1H, H-
2'b); 1.42 — 1.35 (m, 1H, H-6'd) ppm.

3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 164.68 (C-4); 151.02 (C-2); 141.70 (C-7); 130.36 (C-
8); 109.23 (C-5); 106.48 (C-6); 71.56 (C-3"); 63.11 (C-5"); 54.35 (C-1'); 49.34 (C-4'); 38.35
(C-2"); 33.00 (C-6") ppm.

IR (KBr): v = 3414, 3057, 2935, 1693, 1596, 1469, 1370, 1292, 1107, 1043, 940, 801, 540

-1
cm .
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1-(6'-Carba-2'-desoxy-[-D-erythro-pentofuranosyl)-5-ioduracil (carba-1dU) 99
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13a.

Ansatz: 3',5'-Di-O-benzyl-carba-1dU 104 (180 mg, 0.338 mmol) in abs. Dichlormethan
(20 mL), BCl; (1M in CH,Cly, 6.0 mL) und Methanol (10 mL). Reinigung: Coevaporieren mit
Methanol (3 x 10 mL), anschlieBend Chromatographie am Chromatotron (Dichlormethan mit

Methanolgradient 5 — 20 %).

0]

Ausbeute: 101 mg (0.287 mmol, 85 %) HNJj/I
|

farblose Watte HO N

Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.24

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;oH;3IN,O4 (M + H): 352.9998 OH

99
gefunden: 352.9997

[ ]5) =+ 10.2° (¢ = 0.63, Methanol) Lit.: [o]) =+ 6.9° ( ¢ = 2.75, Methanol) ***

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-dq): & = 11.59 (s, 1H, NH); 8.13 (s, 1H, H-6); 4.98 — 4.88 (m,
1H, H-1'); 4.70 (bs, 1H, 3-OH); 4.60 (bs, 1H, 5'-OH); 4.00 — 3.94 (m, 1H, H-3"); 3.51 (dd,
1H, J = 10.0 Hz, 5.5 Hz, H-5'a); 3.41 (dd, 1H, J = 10.0 Hz, 6.6 Hz, H-5'b); 2.07 (ddd, 1H, J =
12.5 Hz, 7.7 Hz, 7.7 Hz, H-6'a); 1.98 (ddd, 1H, J = 12.8 Hz, 10.0 Hz, 6.8 Hz, H-2'a); 1.92 —
1.85 (m, 1H, H-4'); 1.77 (ddd, 1H, J = 12.8 Hz, 7.9 Hz, 3.5 Hz, H-2'b); 1.45 (ddd, 1H, J =
12.5 Hz, 10.2 Hz, 9.1 Hz, H-6'b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, DMSO-d): 8 = 160.89 (C-6); 151.08 (C-2); 147.01 (C-6); 71.74 (C-3";
63.02 (C-5'); 54.89 (C-1); 49.28 (C-4"); 39.41 (C-2'); 32.71 (C-6") ppm.

IR (KBr): V' = 3423, 3035, 2828, 1690, 1445, 1384, 1276, 1057, 742, 624, 434 cm™,

1-(6'-Carba-2'-desoxy-[-D-erythro-pentofuranosyl)-5-fluoruracil (carba-FdU) 97

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13b.

Ansatz: 3',5'-Di-O-benzyl-carba-FdAU 103 (160 mg, 0.377 mmol) in Ethanol (10 mL),
Hydrierkatalysator (Pd/C, 50.0 mg). Reinigung: Chromatographie am Chromatotron

(Dichlormethan mit Methanolgradient 5 — 20 %). Die N-1-/O-2-Regioisomere konnten auf

dieser Stufe nicht voneinander getrennt werden.
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Ausbeute: 83 mg, (0.34 mmol, 90 %, N-1-/O-2-Isomerengemisch 1:1.2)

farblose Watte jj/F
HN
_ - 1) |
Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.19 HO 5 )\N

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;oH;4FN,O4 (M + H): 245.0938.
gefunden: 245.0953 OH
PF-NMR (470 MHz, DMSO-dj): & = — 163.40; — 168.37 ppm. 97

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-dq): 5 = 12.70 (bs, 1H, NH); 11.70 (bs, 1H, NH); 8.08 (d, 1H, J
= 7.5 Hz, H-6); 7.83 (d, H1, J = 3.8 Hz, H-6); 5.34 — 5.26 (m, 1H, H-1"); 5.00 — 4.90 (m, 1H,
H-1'); 4.70 (dd, 2H, J = 4.6 Hz, 4.6 Hz, 2 x 5-OH); 4.60 (bs, 1H, 3-OH); 4.50 (bs, 1H, 3'-
OH), 3.99 — 3.90 (m, 2H, 2 x H-3"); 3.52 — 3.45 (m, 2H, 2 x H-5'a); 3.42 — 3.35 (m, 2H, 2 x H-
5'b); 2.28 (ddd, 1H, J = 14.0 Hz, 8.0 Hz, 7.8 Hz, H-6'a); 2.08 (ddd, 1H, J = 12.8 Hz, 7.8 Hz,
7.8 Hz, H-6'2); 1.92 — 1.87 (m, 4H, 2 x H-2'a, H-2'b, H-4"); 1.85 — 1.80 (m, 1H, H-4'); 1.80 —
1.75 (m, 1H, H-2'b); 1.47 (ddd, 1H, J = 14.0 Hz, 8.1 Hz, 5.3 Hz, H-6'b); 1.37 (ddd, 1H, J =
12.8 Hz, 9.8 Hz, 9.4 Hz, H-6'b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 157.29 (d, J = 26.0 Hz, C-4); 153.80 (C-2); 150.00 (C-
2); 146.59 (d, J = 243.0 Hz, C-5); 140.24 (d, J = 230.0 Hz, C-5); 127.10 (d, J = 33.0 Hz, C-6);
78.35 (C-1%); 71.76, 71.69 (C-3"); 63.13, 62.78 (C-5); 54.41 (C-1); 49.22, 48.86 (C-4"); 41.05,
40.30 (C-2'); 32.63, 32.57 (C-6') ppm.

8.7 Modifikationen an der 3 “-Position von carba-dT 25

6'-Carba-2'-desoxy-5'-O-tritylthymidin 107
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 8.

Ansatz: carba-2'-Desoxythymidin 25 (1.10 g, 4.58 mmol) in abs. Pyridin (30 mL) und Chlor-
triphenylmethan (1.81 g, 6.49 mmol). Reinigung: Sé&ulenchromatographie an Kieselgel
(Dichlormethan/Methanol 20:1).

Ausbeute: 1.87 g (3.88 mmol, 85 %) o)

farbloser Schaum NH
TrtO | /&
Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.65 N™ 0O
HRMS-FAB: m/z berechnet fur C30H3()N204 (M + H)I 483.2283
gefunden: 483.2268
[ ]5) = —4.8° (c = 0.62, Acetonitril)
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'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 11.20 (bs, 1H, NH); 7.46 (d, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 7.40
—7.25 (m, 15H, CH-arom.); 4.98 — 4.90 (m, 1H, H-1"); 4.81 (d, 1H, J = 5.0 Hz, 3'-OH); 3.98 —
3.92 (m, 1H, H-3"); 3.17 (dd, 1H, J = 9.0 Hz, 5.6 Hz, H-5'a); 2.96 (dd, 1H, J= 9.0 Hz, 7.4 Hz,
H-5'b); 2.21 — 2.16 (m, 1H, H-6'a), 2.12 — 2.16 (m, 1H, H-4'); 1.93 (ddd, 1H, J = 13.4 Hz, 9.0
Hz, 7.4 Hz, H-2'b); 1.73 (d, 3H, J = 1.0 Hz, H-7); 1.44 — 1.36 (m, 1H, H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-dg): 8 = 164.09 (C-4); 151.28 (C-2); 144.32 (Cg-arom.); 138.22
(C-6); 128.92, 128.26, 127.34 (CH-arom.); 109.48 (C-5); 86.17 (Cq-Trt.); 71.90 (C-3"); 65.46
(C-5"); 53.42 (C-1'); 47.40 (C-4"); 39.16 (C-2'); 33.70 (C-6"); 12.39 (C-7) ppm.

IR (KBr): V' = 3433, 3956, 2925, 1686, 1473, 1448, 1274, 1069, 747, 705, 632 cm™,

2,3'-Anhydro-6'-carba-2'-desoxy-5'-O-tritylthymin 106

Zu einer Suspension von Triphenylphosphin (980 mg, 3.73 mmol) in abs. Acetonitril (15 mL)
wurde bei 0 °C langsam DIAD (730 pL, 3.73 mmol) unter einer Stickstoffatmosphére getropft
und das Reaktionsgemisch fiir 0.5 Stunden bei dieser Temperatur geriihrt. Diese Losung
wurde dann zu einer Losung des 6'-Carba-2'-desoxy-5'-O-tritylthymidins 107 (900 mg,
1.87 mmol) in abs. Acetonitril (10 mL) bei 0 °C unter einer Stickstoffatmosphdre getropft.
Das Reaktionsgemisch wurde langsam auf Raumtemperatur erwédrmt und iiber Nacht bei
dieser Temperatur geriihrt. Das Losemittel wurde unter vermindertem Druck abdestilliert und
der Riickstand zur Reindarstellung an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 9:1)

chromatographiert.

Ausbeute: 770 mg (1.66 mmol, 87 %) o
farbloser Schaum )ﬁ/
]
Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.31 MO )l\N
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C3oH2sN,O3 (M + H): 465.2178 k %

gefunden: 465.2157 106

[ ] = +26.6° (c = 0.21, Acetonitril)

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 7.40 7.25 (m, 16H, CH-arom., H-6); 5.17 — 5.14 (m,
1H, H-3"); 4.39 — 4.35 (m, 1H, H-1"); 3.18 (dd, 1H, J=9.3 Hz, 9.0 Hz, H-5'a); 2.98 (dd, 1H, J
= 9.3 Hz, 6.5 Hz, H-5'b); 2.59 — 2.51 (m, 1H, H-4"); 2.26 — 2.21 (m, 1H, H-2'a); 2.16 — 2.06
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(m, 2H, H-2'b, H-6'a); 1.74 (d, 3H, J = 1.0 Hz, H-7); 1.50 (ddd, 1H, J = 14.0 Hz, 4.9 Hz, 2.5
Hz, H-6'd) ppm.

3C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): 8 = 171.27 (C-4); 153.90 (C-2); 144.03 (Cg-arom.); 137.92
(C-6); 128.62, 128.24, 127.30 (CH-arom.); 116.82 (C-5); 86.54 (Cq-Trt.); 80.72 (C-3'); 62.48
(C-5"); 60.55 (C-1'); 43.54 (C-4"); 35.55 (C-2'); 33.28 (C-6'); 13.54 (C-7) ppm.

IR (KBr): v- = 3432, 3057, 2922, 1659, 1626, 1514, 1476, 1448, 1314, 1267, 1208, 1138,
1070, 1032, 966, 873, 766, 706, 632 cm™,

3'-Azido-6'-carba-2',3'-didesoxy-5"-O-tritylthymidin 108

Das 2,3'-Anhydronucleosid 106 (300 mg, 0.646 mmol) wurde unter einer Stickstoff-
atmosphére in abs. DMF (3.0 mL) geldst, mit Natriumazid (420 mg, 6.46 mmol) versetzt und
12 Stunden auf 140 °C erhitzt. Nach beendeter Reaktion wurde das DMF unter vermindertem
Druck abdestilliert und der Riickstand in Dichlormethan (50 mL) aufgenommen. Die
organische Phase wurde dreimal mit Wasser (20 mL) gewaschen, iiber Natriumsulfat
getrocknet und hiernach unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Der Riickstand

wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Petrolether/Essigester (2:1) als Eluent

aufgereinigt.

O
Ausbeute: 260 mg (0.512 mmol, 79 %) |l\]\ |
farbloser Schaum MO o7 °N
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.43
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C30H29NsO3 (M + H): 508.2349 N3

gefunden: 508.2361 108
[ ]} =+2.3° (c = 0.58, CHCL)

"H-NMR (400 MHz,C¢Dg): & = 9.80 — 9.40 (bm, 1H, NH); 7.55 — 7.48 (m, 6H, CH-arom.);
7.20 — 7.12 (m, 6H, CH-arom.); 7.09 — 7.02 (m, 3H, CH-arom.); 6.02 (s, 1H, H-6); 4.42 —
4.33 (m, 1H, H-1"); 3.61 (dd, 1H, J=13.4 Hz, 6.7 Hz, H-3"); 3.14 (dd, 1H, J=9.4 Hz, 5.3 Hz,
H-5'a); 3.07 (dd, 1H, J = 9.4 Hz, 5.3 Hz, H-5'b); 1.83 — 1.76 (m, 1H, H-4"); 1.69 (s, 3H, H-7);
1.68 — 1.65 (m, 1H, H-6'a); 1.58 — 1.50 (m, 2H, 2 x H-2"); 1.33 (ddd, 1H, J = 12.7 Hz, 10.3
Hz, 10.3 Hz, H-6'b) ppm.
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BCNMR (101 MHz, C¢Dg): & = 162.24 (C-4); 149.37 (C-2); 143.03 (Cg-arom.); 135.57 (C-
6); 127.61, 126.93, 126.83 (CH-arom.); 109.21 (C-5); 85.82 (Cq-Trt.); 62.47 (C-5"); 60.89 (C-
3"); 53.97 (C-1'); 43.87 (C-4"); 34.33 (C-2'); 31.32 (C-6'); 12.81 (C-7) ppm.

IR (KBr): v =3177, 3056, 2924, 2102 (-N3), 1685, 1469, 1448, 1366, 1265, 1067, 1031, 898,
764, 704, 632 cm’.

3'-Azido-6'-carba-2',3'-didesoxythymidin (carba-AZT) 33

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 14c.

Ansatz: 3'-Azido-6'-carba-2',3'-didesoxy-5'-O-tritylthymidin 108 (250 mg, 0.493 mmol) in
Dichlormethan/Methanol (7:3 v/v, 10 mL) und Trifluoressigsdure (TFA, 100 puL). Reinigung:

Chromatographie am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %). Das
Produkt wurde in Acetonitril/Wasser 1:1 geldst und lyophilisiert.

(0]

Ausbeute: 105 mg (0.396 mmol, 81 %) )ﬁ/
HN
|
farblose Watte HO O)\N
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.39 \@
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;;H;sNsO3 (M + H): 266.1253 N
3
gefunden: 266.1275 33

[ ]5) =+ 10.0° (c = 0.61, Acetonitril) Lit.: [a];, =+ 16.0° (c = 0.98, Aceton) '"°

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.98 (bs, 1H, NH); 7.10 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6); 4.90 —
4.80 (m, 1H, H-1"); 3.84 (dd, 1H, J = 10.5 Hz, 4.5 Hz, H-5'a); 3.75 (dd, 1H, J = 10.5 Hz, 4.8
Hz, H-5'b); 2.33 — 2.22 (m, 2H, H-2'a, H-6'a); 2.21 — 2.08 (m, 2H, H-2'b, H-4"); 1.93 (d, 3H, J
= 1.2 Hz, H-7); 1.88 — 1.80 (m, 1H, H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCls): & = 164.12 (C-4); 151.28 (C-2); 138.41 (C-6); 111.67 (C-5);
63.50 (C-5"); 62.73 (C-3'); 56.66 (C-1'); 46.80 (C-4"); 36.80 (C-2"); 31.95 (C-6"); 12.94 (C-7)
ppm.

IR (KBr): v = 3430, 3040, 2104 (-N3), 1686, 1473, 1371, 1268, 1129, 1054, 782, 569, 419

-1
cm .



Experimenteller Teil 173

1-(6'-Carba-2'-desoxy-5'-O-trityl-B-D-threo-pentofuranosyl)thymin 112

2,3'-Anhydro-6'-carba-2'-desoxy-5'-O-tritylthymin 106 (400 mg, 0.861 mmol) wurde in
Ethanol (10 mL) geldst, mit Natriumhydroxidlésung (1 M, 5.0 mL) sowie Wasser (8.0 mL)
versetzt und vier Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur
wurde die Losung im Vakuum auf ca. 10 mL konzentriert, dann auf 0 °C gekiihlt und mit 2 M
Salzsdure auf pH 2 eingestellt. Der amorphe, farblose Niederschlag wurde in 10 mL
Dichlormethan aufgenommen und die wiéssrige Phase erneut mit Dichlormethan gewaschen
(3 x 10 mL). Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und nach
Abfiltrieren vom Trockenmittel unter vermindertem Druck vom Ldsemittel befreit. Der

Riickstand wurde am Chromatotron aufgereinigt (Dichlormethan mit Methanolgradient

0- 10 %).

Ausbeute: 395 mg (0.819 mmol, 95 %) 0
farbloser Schaum \fil\i-l
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.62 MOl oy N O
MS-FAB: m/z berechnet fiir C30H30N,O4 (M + H): 483.2 \k‘/_\/J
gefunden: 483.2 112

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dq): & = 11.22 (bs, 1H, NH); 7.68 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6); 7.45
—7.30 (m, 15H, CH-arom.); 5.11 — 5.06 (m, 1H, H-1"); 5.05 (d, 1H, J=4.0 Hz, 3'-OH); 4.21 —
4.17 (m, 1H, H-3"); 3.29 (dd, 1H, J=9.0 Hz, 6.2 Hz, H-5'a); 3.06 (dd, 1H, J=9.0 Hz, 7.1 Hz,
H-5'b); 2.38 (ddd, 1H, J= 14,9 Hz, 10.9 Hz, 4.7 Hz, H-2'a); 2.22 — 2.12 (m, 2H, H-4', H-6'a);
1.78 (d, 3H, J= 1.2 Hz, H-7); 1.57 (ddd, 1H, J = 14.7 Hz, 4.7 Hz, 0.8 Hz, H-2'b); 1.50 — 1.45
(m, 1H, H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-dq): & = 164.07 (C-4); 151.41 (C-2); 144.45 (Cq-arom.); 138.50
(C-6); 128.64, 128.20, 127.27 (CH-arom.); 109.77 (C-5); 86.13 (Cq-Trt); 70.52 (C-3'); 63.18
(C-5"; 52.90 (C-1'); 45.20 (C-4"); 41.00 (C-2"); 34.07 (C-6'); 12.72 (C-7) ppm.

6'-Carba-2',3'-didesoxy-3'-(2-(trimethylsilyl)ethyl)thio-5'-O-tritylthymidin 122
Zu einer Suspension aus Natriumhydrid (37.0 mg, 0.771 mmol, 50 % in Ol) in abs. DMF

(2.0 mL) wurde unter einer Stickstoffatmosphére langsam eine Losung aus 2-(Trimethylsilyl)-

ethanthiol 121 (112 pL, 0.700 mmol) in abs. DMF (2.0 mL) getropft. Die klare Losung wurde
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15 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und im Anschluss daran mit dem 2,3'-Anhydro-
nucleosid 106 (300 mg, 0.646 mmol) versetzt und hierauf zwei Stunden auf 90 °C erhitzt.
Nach beendeter Reaktion wurde das DMF unter vermindertem Druck abdestilliert und der
Riickstand in Dichlormethan (50 mL) aufgenommen. Die organische Phase wurde dreimal mit
Wasser (20 mL) gewaschen und anschlieBend unter vermindertem Druck vom Ld&semittel
befreit. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Petrolether/

Essigester (2:1) als Eluent aufgereinigt.

0]

Ausbeute: 310 mg (0.518 mmol, 80 %) \fLNH
farbloser Schaum TrtO |

o
R/-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.61 b
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C35H4,N,O3SS1 (M + H): 599.2764 S g’
~N
gefunden: 599.2758 122 /

[oc ]i)o =+13.4° (c = 0.59, Acetonitril)

"H-NMR (500 MHz, Benzol-dg): 6 = 9.19 (s, 1H, NH); 7.59 (d, 6H, J = 7.2 Hz, CH-arom.);
7.22 —7.17 (m, 6H, CH-arom.); 7.10 — 7.06 (m, 3H, CH-arom.); 6.25 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-
6); 4.80 — 4.70 (m, 1H, H-1"); 3.40 (dd, 1H, J = 9.1 Hz, 4.8 Hz, H-5'a); 3.28 (dd, 1H, J=9.1
Hz, 6.3 Hz, H-5'b); 3.10 (ddd, 1H, J = 7.8 Hz, 7.8 Hz, 5.9 Hz, H-3"); 2.54 — 2.50 (m, 1H, S-
CH»-); 2.09 — 2.03 (m, 1H, H-4"); 2.02 — 1.97 (m, 1H, H-6'a); 1.94 — 1.88 (m, 2H, H-2'a, H-
2'b); 1.73 (d, 3H, J = 1.0 Hz, H-7); 1.53 (ddd, 1H, J=12.8 Hz, 10.2 Hz, 10.2 Hz, H-6'b); 0.90
—0.85 (m, 2H, -CH,-Si); 0.00 (s, 9H, Si-(CH3)3) ppm.

BC-NMR (101 MHz, Benzol-de): § = 164.54 (C-4); 152.54 (C-2); 146.34 (Cg-arom.); 138.59
(C-6); 130.82, 129.94, 129.34 (CH-arom.); 112.12 (C-5); 84.56 (Cq-Trt.); 66.90 (C-5"); 57.77
(C-1"); 47.38 (C-4"); 45.81 (C-3"); 40.04 (C-2'); 36.21 (C-6"); 29.18 (S-CH,-); 19.18 (CH,-Si);
14.35 (C-7); 0.00 (Si-(CH3)3) ppm.

IR (Film): V' = 3175, 3056, 2954, 1685, 1468, 1448, 1266, 1071, 859, 738, 707 cm’".
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6'-Carba-2',3'-didesoxy-3'-(2-(trimethylsilyl)ethyl)thiothymidin 123

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 14d.

Ansatz: 6'-Carba-2',3'-didesoxy-3'-(2-(trimethylsilyl)ethyl)thio-5'-O-tritylthymidin =~ 122
(200 mg, 0.334 mmol) in Diethylether (2.0 mL) und Ameisensdure (1.0 mL). Reinigung:

Chromatographie am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 5 %).

Ausbeute: 68.9 mg (0.193 mmol, 59 %) o)
farbloser Schaum \KLNH
. HO PN
R/-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.17 N" "0
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;sH2sN,O03SS1 (M + H): 357.1668
funden: S
gefunden: 357.1667 SN
123

[ ]5) =+ 41° (c = 0.18, Acetonitril)

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 8.18 (bs, 1H, NH); 7.09 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6); 5.00 —
491 (m, 1H, H-1"); 3.80 (dd, 1H, J = 10.0 Hz, 4.2 Hz, H-5'a); 3.75 (dd, 1H, J = 10.0 Hz, 5.0
Hz, H-5'b); 3.20 (ddd, 1H, J= 8.1 Hz, 8.1 Hz, 5.8 Hz, H-3"); 2.59 — 2.55 (m, 2H, S-CH,); 2.29
—2.21 (m, 2H, H-2'a, H-6'a); 2.10 — 2.14 (m, 1H, H-2'b); 2.10 — 2.02 (m, 1H, H-4"); 1.91 (d,
3H, J=1.2 Hz, H-7); 1.75 (ddd, 1H, J = 12.6 Hz, 10.0 Hz, 10.0 Hz, H-6'b); 0.89 — 0.78 (m,
2H, CH-Si); 0.00 (s, 9H, Si-(CHs3)3) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCls): § = 164.34 (C-4); 152.03 (C-2); 139.31 (C-6); 65.88 (C-5");
57.75 (C-1"); 48.20 (C-4"); 45.63 (C-3"); 40.58 (C-2"); 34.92 (C-6"); 29.16 (S-CH;); 19.07
(CH»-Si); 14.31 (C-7); 0.00 (Si-(CH3)3) ppm.

IR (Film): V' = 3440, 1647, 1467, 1421, 1247, 1047, 593 cm’".

6'-Carba-2',3'-didesoxy-3'-thiocyanatothymidin 34

Zu einer Losung des 6'-Carba-2',3'-didesoxy-3'-(2-(trimethylsilyl)ethyl)thiothymidins 123
(60.0 mg, 0.168 mmol) in Methanol (1.5 mL) wurde in einer Portion Cyanogenbromid
(178 mg, 1.70 mmol) gegeben und die Reaktionslosung daraufthin 18 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion wurde der Ansatz mit wéssriger
Natriumdihydrogenphosphatlosung (0.1 M, 4.0 mL) versetzt und weitere 30 Minuten bei

Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde mit Wasser (10 mL) verdiinnt und die wéssrige
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Phase dreimal mit Dichlormethan (15 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit.
Die Reinigung des Rohproduktes erfolgte am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanol-
gradient 0 — 10 %).

Ausbeute: 36.2 mg (0.129 mmol, 75 %) o

farbloser Schaum \kaH
HO P
R;-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.43 ] : N" 0
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;,H;sN3;03S (M + H): 282.0912
gefunden: 282.0890
[ ] =+ 25.0° (¢ = 0.52, Acetonitril)

'"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.90 (bs, 1H, NH); 7.03 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6); 4.78 —
4.69 (m, 1H, H-1"; 3.86 (dd, 1H, J = 11.0 Hz, 4.0 Hz, H-5'2); 3.81 (d, 1H, J = 7.5 Hz, H-3");
3.76 (dd, 1H, J = 11.0 Hz, 3.6 Hz, H-5'b); 2.52 (ddd, 1H, J = 14.5 Hz, 8.1 Hz, 6.6 Hz, H-2'a);
2.32 (ddd, 1H, J = 14.5 Hz, 9.3 Hz, 7.3 Hz, H-2'b); 2.28 — 2.17 (m, 2H, H-4', H-6'a); 2.07
(ddd, 1H, J=11.7 Hz, 9.3 Hz, 9.3 Hz, H-6'b); 1.87 (d, 3H, J = 1.2 Hz, H-7) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCls): & = 164.21 (C-4); 151.10 (C-2); 139.00 (C-6); 111.80 (C-5);
111.43 (S-CN); 61.84 (C-5"); 57.72 (C-1"); 47.79 (C-4"); 46.44 (C-3"); 38.78 (C-2"); 32.70 (C-
6"); 12.90 (C-7) ppm.

IR (KBr): v = 3434, 3046, 2928, 2151 (SCN); 1686, 1473, 1384, 1272, 1222, 1129, 1050,
782, 590 cm™.

6'-Carba-2'-desoxy-3'-O-phenoxythiocarbonyl-5'-O-triylthymidin 124

6'-Carba-2'-desoxy-5"-O-tritylthymidin 107 (1.80 g, 3.73 mmol) wurde unter einer Stickstoff-
atmosphire bei 0°C in abs. Dichlormethan (10 mL) geldst, mit wasserfreiem Pyridin (1.5 mL)
versetzt und bei dieser Temperatur Phenoxythiocarbonylchlorid (PTC-CI, 1.3 g, 1.0 mL,
7.4 mmol) innerhalb von 15 Minuten zugetropft. Die Losung wurde eine Stunde bei 0 °C
geriihrt, danach weitere 12 Stunden bei Raumtemperatur. Die fliichtigen Anteile wurden im
Vakuum abkondensiert und der Riickstand in Dichlormethan (50 mL) aufgenommen. Die

organische Phase wurde dreimal mit Wasser (50 mL) gewaschen, anschliefend wurden die
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vereinigten wassrigen Phasen mit Dichlormethan (50 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und nach Filtration unter
vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Der Riickstand wurde sédulenchromatographisch

an Kieselgel aufgereinigt (Essigester/Petrolether 2:1).

O

Ausbeute: 2.17 g (3.51 mmol, 95 %)
farbloser Schaum \kaH
TrtO N~ o
Ry-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.36
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C37H34N,0sS (M + H): 619.2267
0.__S
gefunden: 619.2299 Y
124 O,

[ ] =+2.5° (c=0.57, CHCL)

'H-NMR (400 MHz,CgDg): 6 = 9.42 — 9.30 (bs, 1H, NH); 7.55 — 7.50 (m, 6H, CH-arom.);
7.18 — 7.10 (m, 6H, CH-arom.); 7.08 — 7.00 (m, 8H, CH-arom.); 6.19 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-
6); 5.68 (ddd, 1H, J= 6.5 Hz, 4.3 Hz, 3.9 Hz, H-3'); 4.86 —4.76 (m, 1H, H-1"); 3.32 (dd, 1H, J
=9.1 Hz, 5.3 Hz, H-5'a); 3.15 (dd, 1H, J=9.1 Hz, 5.8 Hz, H-5'b); 2.37 — 2.29 (m, 1H, H-4");
2.00 - 1.90 (m, 2H, 2 x H-2"); 1.78 — 1.70 (m, 1H, H-6"); 1.66 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7); 1.29 —
1.25 (m, 1H, H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, C¢Dg): & = 195.29 (C=S); 164.24 (C-4); 157.34 (Cq-Phenol) 151.17 (C-
2); 144.67 (Cq-arom.); 136.35 (C-6); 130.06, 129.38, 128.07, 127.89, 127.67, 122.62 (CH-
arom.); 109.37 (C-5); 86.11 (C-3"); 84.88 (Cq-Trt.); 64.78 (C-5"); 55.07 (C-1'); 44.51 (C-4');
36.73 (C-2'); 32.48 (C-6"); 12.90 (C-7) ppm.

IR (KBr): v = 3435, 3057, 2926, 1686, 1489, 1448, 1369, 1277, 1203, 1070, 1003, 899, 766,
705, 632 cm’'.

3'-Allyl-6'-carba-2',3'-didesoxy- 5'-O-tritylthymidin 126

6'-Carba-2'-desoxy-3'-O-phenoxythiocarbonyl-5'-O-tritylthymidin 124 (2.10 g, 3.39 mmol)
wurde in absolutem Toluen (15 mL) gelost und mit Allyltri-n-butylstannan 125 (5.60 g,
17.0 mmol) sowie a,a'-Azoisobutyronitril (AIBN, 180 mg, 1.10 mmol) versetzt. Die
Reaktionslosung wurde wiederholt entgast und 24 Stunden auf 80 °C erhitzt. Es wurde

weiteres AIBN (180 mg, 1.10 mmol) zugegeben und die Reaktionslosung weitere 48 Stunden
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auf 80 °C erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das Losemittel abdestilliert und
der Riickstand durch Sdulenchromatographie (Essigester/Petrolether 3:2) gereinigt. Als
Nebenprodukt wurde 6'-Carba-2',3'-didesoxy-5'-O-tritylthymidin 127 isoliert.

Ausbeute: 1.10 g (2.17 mmol, 64 %) o]
farbloser Schaum HN)j/
- L PN
Ry-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.45 O N
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C33H34N203 (M + H)I 507.2648
gefunden: 507.2650 Z
126

[ ]Y =+2.2° (¢ = 0.97, Acetonitril)

"TH-NMR (400 MHz,CgDg): 6 = 9.90 (bs, 1H, NH); 7.65 — 7.60 (m, 6H, CH-arom.); 7.25 —
7.15 (m, 9H, CH-arom.); 6.45 (q, 1H, J= 1.0 Hz, H-6); 5.69 — 5.59 (m, 1H, CH=CH,); 5.05 —
5.00 (m, 2H, CH=CH,); 4.99 — 4.90 (m, 1H, H-1"); 3.28 (dd, 1H, J = 9.0 Hz, 5.0 Hz, H-5'a);
3.08 (dd, 1H, J=9.0 Hz, 6.6 Hz, H-5'b); 2.14 — 2.02 (m, 2H, CH,-CH=); 1.82 (d, 3H, J=1.0
Hz, H-7); 1.78 — 1.70 (m, 2H, H-4', H-6'a); 1.69 — 1.62 (m, 2H, H-3', H-2'a); 1.45 — 1.32 (m,
2H, H-2'b, H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, C¢Dg): & = 164.35 (C-4); 151.89 (C-2); 145.00 (Cq-arom.); 137.27 (C-
6); 136.19 (CH=CH,); 127.96, 127.63, 127.51 (CH-arom.); 116.46 (CH=CH,); 111.00 (C-5);
84.85 (Cq-Trt.); 66.14 (C-5'); 54.40 (C-1'); 44.39 (C-4'); 39.87 (CH,-CH=); 39.66 (C-3");
36.46 (C-2"); 36.15 (C-6'); 13.03 (C-7) ppm.

IR (KBr): V' = 3433, 3177, 3057, 2922, 1685, 1489, 1469, 1448, 1268, 1070, 763, 747, 706,
632 cm’..

6'-Carba-2',3'-didesoxy-5'-O-tritylthymidin 127

Ausbeute: 294 mg (0.631 mmol, 19 %) 0
farbloser Schaum HNJE/
, oA
R/-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.36 ] 0: N
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C30H30N,O3 (M + H): 467.2335
gefunden: 467.2333 127

[ ]5) =—130.1° (c = 0.95, CHCL)
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"H-NMR (400 MHz,C¢Dg): 0 = 9.95 — 9.85 (m, 1H, NH); 7.55 — 7.50 (m, 6H, CH-arom.);
7.20 — 7.10 (m, 6H, CH-arom.); 7.06 — 7.00 (m, 3H, CH-arom.); 6.26 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-
6); 4.80 — 4.70 (m, 1H, H-1"); 3.03 (dd, 1H, J = 8.8 Hz, 6.0 Hz, H-5'a); 2.97 (dd, 1H, J = 8.8
Hz, 6.6 Hz, H-5'b); 1.94 — 1.80 (m, 2H, H-4', H-6'a); 1.68 (d, 3H, J = 1.0 Hz, H-7); 1.60 —
1.52 (m, 1H, H-2'a); 1.44 — 1.35 (m, 1H, H-3'a); 1.33 — 1.20 (m, 2H, H-2'b, H-3'b); 1.00 —
0.90 (m, 1H, H-6'b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, C¢D): & = 164.34 (C-4); 151.98 (C-2); 145.05 (Cq-arom.); 136.13 (C-
6); 128.06, 127.94, 127.61 (CH-arom.); 110.98 (C-5); 84.55 (Cq-Trt.); 67.64 (C-5'); 56.03 (C-
1"); 38.32 (C-4'); 35.45 (C-2'); 29.90 (C-6'); 27.38 (C-3'); 12.99 (C-7) ppm.

IR (KBr): V' = 3438, 3057, 2954, 2923, 1684, 1472, 1448, 1384, 1269, 1071, 764, 706 cm™".

3'-Allyl-6'-carba-2',3'-didesoxythymidin (carba-3'-Allyl-dT) 35

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 14c.

Ansatz: 3'-Allyl-6'-carba-2',3'-didesoxy-5'-O-tritylthymidin 126 (180 mg, 0.355 mmol) in
Dichlormethan/Methanol (7:3, 10 mL), Trifluoressigsdure (TFA, 100 uL). Reinigung:

Chromatographie am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %). Das
Produkt wurde in Wasser/Acetonitril 1:1 gelost und lyophilisiert.

Ausbeute: 65.0 mg (0.246 mmol, 69 %) 0

farblose Watte
HO

HN)ﬁ/
|
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.41 O)\N
HRMS-FAB: m/z berechnet fir C;4H>9N,03 (M +H): 265.1552
gefunden: 265.1548 7
20 .. 35
[oc ]D =+ 14.4° (¢ = 0.42, Acetonitril)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8.85 (bs, 1H, NH); 7.15 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 5.81 —
5.70 (m, 1H, CH=CH,); 5.09 — 5.00 (m, 2H, CH=CH>); 4.95 — 4.88 (m, 1H, H-1"); 3.78 — 3.63
(m, 2H, 5'-CH>); 2.33 — 2.20 (m, 2H, CH>-CH=, H-6'2); 2.09 — 1.99 (m, 2H, H-3', H-2'a); 1.92
(d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7); 1.88 — 1.80 (m, 2H, H-4", H-2'b); 1.70 — 1.60 (m, 1H, H-6'b) ppm.
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BC.NMR (101 MHz, CDCly): & = 164.03 (C-4); 152.31 (C-2); 137.50 (C-6); 136.90
(CH=CH,); 117.02 (CH=CH,); 111.09 (C-5); 64.88 (C-5'); 55.10 (C-1'); 45.98 (C-4'); 39.72
(C-2'); 39.10 (C-3'); 36.75 (CH,-CH=); 35.25 (C-6'); 13.01 (C-7) ppm.

IR (KBr): V' = 3433, 3061, 2924, 1682, 1473, 1695, 1269, 1219, 1045, 912, 591, 486 cm’".

6'-Carba-2',3'-didesoxythymidin (carba-ddT) 128

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 14c.

Ansatz:  6'-Carba-2',3'-didesoxy-5'-O-tritylthymidin 127 (300 mg, 0.643 mmol) in
Dichlormethan/Methanol (7:3, 10 mL), Trifluoressigsdure (TFA, 200 uL). Reinigung:
Chromatographie am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %). Das
Produkt wurde in Acetonitril/Wasser 1:1 geldst und lyophilisiert.

Ausbeute: 132 mg (0.589 mmol, 92 %) o

farblose Watte HNJj/
Rp-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.29 HO O)\N |

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;;H;sN,O3 (M + H): 225.1239
gefunden: 225.1239 128

[oc éo =-9.5° (¢ = 0.72, Acetonitril) Lit.: — 13° (c=1.0, Ethanol) **

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 8.75 (bs, 1H, NH); 7.11 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 4.95 —
4.85 (m, 1H, H-1"); 3.67 (d, 2H, J = 5.0 Hz, 5'-CH,); 2.31 — 2.16 (m, 2H, H-4', H-6'a); 2.14 —
2.05 (m, 1H, H-2'a); 1.93 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7); 1.89 — 1.81 (m, 1H, H-3'a); 1.77 — 1.61 (m,
2H, H-2'b, H-3'b); 1.55 — 1.45 (m, 1H, H-6'b) ppm.

BC.NMR (101 MHz, CDCls): & = 164.33 (C-4); 152.23 (C-2); 137.29 (C-6); 111.38 (C-5);
66.60 (C-5'); 56.76 (C-1); 39.95 (C-4"); 34.50 (C-2"); 30.59 (C-2"); 26.92 (C-3"); 13.03 (C-7)

IR (KBr): v = 3468, 3161, 3031, 2953, 1684, 1473, 1421, 1398, 1375, 1270, 1126, 1056,
1015, 593, 425 cm™
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6'-Carba-3'-(2,3-dibrompropyl)-2'3'-didesoxy-5'-O-tritylthymidin 129

3'-Allyl-6'-carba-2',3'-didesoxy-5"-O-tritylthymidin 126 (400 mg, 0.790 mmol) wurde in
Tetrachlormethan (5.0 mL) gel6st und unter Lichtausschluss auf — 10 °C gekiihlt. Bei dieser
Temperatur wurde das Brom (126 mg, 0.788 mmol), gelost in Tetrachlormethan (1.0 mL),
innerhalb von 45 Minuten in die Reaktionslosung getropft. Die Losung wurde weitere 30
Minuten bei 0 °C geriihrt und anschlieend die fliichtigen Anteile im Vakuum entfernt. Der

resultierende Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt (Dichlormethan mit Methanol-

gradient 0 bis 10 %).

O
Ausbeute: 310 mg (0.465 mmol, 59 %) TrtO \f:/tl o
farbloser Schaum
Ry-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.43 Br

129 Br

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): 6 = 8.25 (bs, 2H, 2 x NH); 7.45 — 7.40 (m, 12 H, CH-arom.);
7.35 —7.28 (m, 12H, CH-arom.); 7.25 — 20 (m, 6H, CH-arom.); 7.06 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6);
7.01 (q, 1H, J= 1.2 Hz, H-6); 5.06 — 4.94 (m, 2H, 2 x H-1"); 4.05 (dddd, 1H, J=10.7 Hz, 9.9
Hz, 4.0 Hz, 3.0 Hz, CHBr); 4.98 (dddd, 1H, J = 9.5 Hz, 9.5 Hz, 4.0 Hz, 3.3 Hz, CHBr); 3.85
(dd, 1H, J=10.2 Hz, 4.0 Hz, CHHBr); 3.75 (dd, 1H, J = 10.2 Hz, 4.0 Hz, CHHBr); 3.54 (dd,
1H, J=12.8 Hz, 9.6 Hz, CHHBYr); 3.52 (d, 1H, J = 12.8 Hz, 9.6 Hz, CHHBr); 3.23 (dd, 1H, J
=9.6 Hz, 5.0 Hz, H-5'a); 3.21 — 3.16 (m, 3H, H-5'b, 5'-CH>); 2.50 — 2.40 (m, 1H, H-3"); 2.37 —
2.28 (m, SH, H-3', 2 x CH,-CHBr-); 2.05 — 1.95 (m, 4H, 2 x H-2'a, 2 x H-6'a); 1.91 (d, 3H, J
= 1.2 Hz, H-7); 1.88 (d, 3H, J= 1.2 Hz, H-7); 1.87 — 1.84 (m, 2H, 2 x H-4"); 1.80 — 1.70 (m,
2H, 2 x H-2'b); 1.65 — 1.58 (m, 2H, 2 x H-6'd) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCLy): & = 164.71 (C-6); 151.25 (C-2); 144.34 (Cq-arom.); 144.30
(Cq-arom.); 136.83 (C-6); 136.72 (C-6); 129.12, 129.08, 128.32, 128.30, 127.58, 127.52 (CH-
arom.); 84.26 (Cq-Trt.); 65.92 (C-5'); 64.53 (C-5'); 54.73 (C-1"); 54.29 (C-1'); 52.27 (CHBr);
51.70 (CHBr); 45.25 (C-4"); 44.92 (C-4"); 43.14 (CH,-CHBr); 38.39 (C-3"); 37.99 (CH,Br);
37.04 (CH,Br); 36.96 (C-2") 36.28 (C-2'); 36.25 (C-6'); 36.09 (C-6"); 13.14 (C-7); 13.06 (C-7)
ppm.
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6'-Carba-3'-(2,3-dibrompropyl)-2'3'-didesoxythymidin 130

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 14c.

Ansatz:  6'-Carba-3'-(2,3-dibrompropyl)-2'3'-didesoxy-5'-O-tritylthymidin 129 (300 mg,
0.450 mmol) in Dichlormethan/Methanol (7:3, 10 mL) und Trifluoressigsdure (TFA, 200 uL).

Reinigung: Chromatographie am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 —

15 %). o)
NH
o0 \'AA
Ausbeute: 170 mg (0.401 mmol, 89 %) N0
farbloser Schaum
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.33 Br
130 Br

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 =9.45 (bs, 2H, 2 x NH); 7.17 — 7.14 (m, 2H, 2 x H-6); 5.05 —
4.88 (m, 2H, 2 x H-1"); 4.23 (dddd, 1H, J = 9.3 Hz, 9.3 Hz, 4.0 Hz, 4.0 Hz, CHBr); 4.06
(dddd, 1H, J = 10.5 Hz, 9.7 Hz, 4.1 Hz, 2.8 Hz, CHBr); 3.86 (dd, 1H, J = 10.3 Hz, 4.1 Hz,
CHHBY); 3.85 (dd, 1H, J = 10.4 Hz, 4.3Hz, CHHBYr); 3.77 — 3.67 (m, 4H, 2 x 5'-CH,); 3.61
(dd, 1H, J = 10.3 Hz, 3.2 Hz, CHHBr); 3.59 (dd, 1H, J = 10.3 Hz, 4.0 Hz, CHHBY); 2.40 —
2.30 (m, 3H, CH,-CHBr, H-3"); 2.28 — 2.15 (m, 4H, H-3', CH,-CHBr, H-2'a); 2.12 — 2.00 (m,
3H, H-2'a, 2 x H-6'a); 1.91 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7); 1.90 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7); 1.88 — 1.75
(m, 4H, 2 x H-4', 2 x H-2'b); 1.73 — 1.60 (m, 2H, 2 x H6'b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, CDCls): § = 164.28 (C-4); 164.27 (C-4); 151.65 (C-2); 137.55 (C-6);
137.32 (C-6); 111.66 (C-5); 111.53 (C-5); 63.97 (C-5"); 62.11 (C-5"); 55.45 (C-1"); 54.92 (C-
1'); 52.32 (CHBr); 51.90 (CHBr); 46.71 (C-4'); 46.22 (C-4'); 43.08 (CH,-CHBr); 42.05 (CHa-
CHBr); 38.37 (C-3'); 37.98 (CH,Br); 37.63 (C-3'); 36.99 (CH,Br); 36.34 (C-2'); 35.29 (C-2');
34.81 (C-6'); 33.60 (C-6"); 13.08 (C-7); 13.05 (C-7) ppm.

6'-Carba-2',3'-didesoxy-3'-propargylthymidin (carba-3'-Propargyl-dT) 36

6'-Carba-3'-(2,3-dibrompropyl)-2',3'-didesoxythymidin 130 (165 mg, 0.389 mmol) wurde in
Ethanol (5.0 mL) gel6st, mit Kaliumhydroxid (435 mg, 7.75 mmol) in Wasser (10 mL)
versetzt und 20 Stunden unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur wurde
die Losung im Vakuum auf die Hélfte konzentriert und mit 2 M Salzsdure neutralisiert,
worauf ein farbloser Niederschlag entstand. Die wissrige Losung wurde mit Natriumchlorid

gesittigt und dreimal mit Dichlormethan (10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
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Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und nach Filtration unter vermindertem Druck
vom Ldsemittel befreit. Der resultierende Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt
(Dichlormethan mit Methanolgradient von 0 bis 10 %). Das Produkt wurde in Acetonitril/

Wasser 1:1 geldst und lyophilisiert.

Ausbeute: 63.0 mg (0.240 mmol, 62 %)

farblose Watte \kaH
Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.27 HO A

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;4H;sN,O3; (M + H): 263.1396
gefunden: 263.1408

[ ]2 =+ 4.7° (c = 0.45, Acetonitril) 36

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.35 (bs, 1H, NH); 7.12 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6); 5.03 —
4.94 (m, 1H, H-1"); 3.76 (d, 1H, J= 5.0 Hz, H-5'a); 3.74 (d, 1H, J = 5.0 Hz, H-5'b); 2.37 (ddd,
1H, J=16.6 Hz, 6.0 Hz, 2.5 Hz, CHH-C); 2.30 (ddd, 1H, J = 16.6 Hz, 6.0 Hz, 2.5 Hz, CHH-
C); 2.26 — 2.20 (m, 2H, H-3', H-6'a); 2.10 — 2.00 (m, 2H, H-4', H-2'a); 1.99 (dd, 1H, J = 2.5
Hz, 2.5 Hz, CH-alkin); 1.98 — 1.93 (m, 1H, H-2'b); 1.93 (d, 3H, J = 1.2 Hz, H-7); 1.73 — 1.63
(m, 1H, H-6'b) ppm.

BC.NMR (101 MHz, CDCls): & = 164.35 (C-4); 151.26 (C-2); 137.35 (C-6); 111.45 (C-5);
82.68 (Cg-alkin); 70.24 (CH-alkin); 64.55 (C-5"); 55.06 (C-1'); 45.43 (C-4"); 38.67 (C-3");
36.66 (C-2'); 35.25 (C-6'); 23.72 (CH,-C); 13.03 (C-7) ppm.

IR (KBr): v = 3434, 3302, 3041, 2926, 1685, 1473, 1430, 1396, 1371, 1271, 1128, 1039,
632, 589, 489, 420 cm™.

8.8 Synthese carbocyclischer 3 ‘-epi-Nucleosidanaloga

(1R,2R)-2-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 134
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9.

Ansatz: Triphenylphosphin (1.93 g, 7.36 mmol), Benzoesdure (890 mg, 7.29 mmol), Cyclo-
pentenol 32 (1.00 g, 4.90 mmol) in abs. Diethylether (60 mL); DIAD (1.4 mL, 7.3 mmol) und
1% NaOH in Methanol (40 mL). Reinigung: S&dulenchromatographie an Kieselgel
(Essigester/Petrolether 1:2).
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Ausbeute: 800 mg (3.92 mmol, 80 %)

. BnO
hellgelbes Ol OH.3
2 ~I4
R/-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): —
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;3H;60, (M + H): 205.1229 134

gefunden: 205.1224
[ ]} =+ 44.6° (c = 0.68, CHCL3) Lit.: o]} =+ 49° (¢=0.02, CHCl;) **

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.40 — 7.33 (m, 5H, CH-arom.); 5.71 (ddd, 1H, J = 6.0 Hz,
4.7 Hz, 2.4 Hz, H-3); 5.56 (ddd, 1H, J = 6.0 Hz, 4.2 Hz, 1.9 Hz, H-4); 4.54 — 4.49 (m, 1H, H-
1); 4.46 (s, 2H, CH>-benzyl); 3.64 — 3.59 (m, 2H, O-CH,); 2.94 — 2.86 (m, 1H, H-2); 2.62 —
2.55 (m, 1H, H-5a); 2.32 — 2.25 (m, 1H, H-5b), 2.11 (bs, 1H, 1-OH) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCl;): & = 138.72 (Cg-arom.); 130.71 (C-3); 129.72 (C-4); 128.94,
128.23, 127.49 (CH-arom.); 73.34 (C-1); 69.63 (CH,-benzyl); 65.75 (O-CH,); 50.12 (C-2);
42.45 (C-5) ppm.

IR (Film): V' = 3431, 3060, 2915, 2859, 1453, 1362, 1206, 1175, 1088, 736, 697, 606 cm™".

(1R,2R)-1-Benzyloxy-2-benzyloxymethylcyclopent-3-en 135
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 6.

Ansatz: Cyclopentenol 134 (1.25 g, 6.12 mmol), Natriumhydrid (350 mg, 7.29 mmol, 50 % in
Ol) in abs. THF (25 mL), Benzylbromid (1.36 g, 7.95 mmol) und Tetrabutylammoniumiodid

(TBAI, 40.0 mg). Reinigung: Sdulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Essigester
10:1).

Ausbeute: 1.28 g (4.35 mmol, 71 %) BnO._ 0OBn
farbloses Ol 2 k 3\> 4
R/-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): 0.67 1 °
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C,0H,,0, (M + H): 295.1698

gefunden: 295.1697

135

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =7.35 —7.28 (m, 10H, CH-arom.); 5.79 — 5.75 (m, 2H, H-3,
H-4); 4.57 — 4.50 (m, 4H, 2 x CH>-benzyl); 4.27 (ddd, 1H, J = 6.5 Hz, 6.5 Hz, 4.6 Hz, H-1);
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3.81 (dd, 1H, J=9.2 Hz, 6.8 Hz, O-CHH); 3.57 (dd, 1H, J=9.2 Hz, 7.4 Hz, O-CHH); 3.07 —
3.02 (m, 1H, H-2); 2.52 — 2.47 (m,1H, H-5a, H-5b) ppm.

3C.NMR (101 MHz, CDCls): & = 139.24, 139.12 (Cg-arom.); 132.00 (C-3); 129.46 (C-4);
128.73, 128.70, 128.08, 127.89, 127.86, 127.80 (CH-arom.); 79.94 (C-1); 73.75, 72.09 (CHa-
benzyl); 69.99 (O-CH,); 49.22 (C-2); 38.78 (C-5) ppm.

Hydroborierung von (1R,2R)-1-Benzyloxy-2-benzyloxymethylcyclopent-3-en 135 mit
(-)-Diisopinocampheylboran

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend den allgemeinen Arbeitsvorschriften AAV 3 und
AAV 4.

Ansatz: BH;-THF-Komplex (IM in THF, 5.0mL, 5.0 mmol), (+)-a-Pinen (1.50 g,
11.0 mmol), Cyclopenten 135 (740 mg, 2.51 mmol), Natriumhydroxidlésung (3 M, 3.0 mL)
und Wasserstoffperoxidlosung (30 %ig, 3.0 mL). Reinigung: Saulenchromatographie an
Kieselgel (Petrolether/Essigester 1:1). Es konnten die beiden isomeren Cyclopentanole 132

und 1360 isoliert werden.

(1R,3R,4R)-3-Benzyloxy-4-benzyloxymethylcyclopentanol 132a

Ausbeute: 450 mg (1.44 mmol, 58 %)

.. BnO
farbloses Ol o5
; /5: )
Ry-Wert (Petrolether/Essigester 1:1): 0.26 ‘ s 2 OH
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C0H,403 (M + H): 313.1804 1320,

gefunden: 313.1802

'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 8 =7.37 — 7.27 (m, 10H, CH-arom.); 4.53 (AB-System, 2H, J =
12.0 Hz, CH>-benzyl-A); 4.52 (d, 1H, J = 12.2 Hz, CHH-benzyl-B); 4.51 — 4.46 (m, 1H, H-1);
4.42 (d, 1H, J =12.2 Hz, CHH-benzyl-B); 4.15 (ddd, 1H, J = 5.3 Hz, 5.3 Hz, 2.7 Hz, H-3);
3.74 (dd, 1H, J =9.2 Hz, 7.9 Hz, O-CHH); 3.51 (dd, 1H, J=9.2 Hz, 6.1 Hz, O-CHH); 2.65 —
2.55 (m, 1H, H-4); 2.25 (ddd, 1H, J = 14.4 Hz, 6.7 Hz, 2.8 Hz, H-2a); 1.89 (ddd, 1H, J=13.6
Hz, 10.8 Hz, 6.7 Hz, H-5a); 1.81 — 1.70 (m, 2H, H-2b, H-5b) ppm.
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BC.NMR (101 MHz, CDCly): & = 139.36, 139.08 (Cq-arom.); 128.87, 128.82, 128.77,
128.07, 127.91, 127.79 (CH-arom.); 80.33 (C-1); 73.60 (CHy-benzyl-A); 71.88 (C-3); 71.54
(CHy-benzyl-B); 70.16 (O-CH,); 42.99 (C-4); 42.41 (C-2); 38.01 (C-5) ppm.

(1R,25,3R)-3-Benzyloxy-2-benzyloxymethylcyclopentanol 136a

Ausbeute: 200 mg (0.640 mmol, 26 %)

farbloses Ol

BnO._ 0OBn
R/-Wert (Petrolether/Essigester 1:1): 0.37 19 :1OH ]
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C,0H403 (M + H): 313.1804 3 4

gefunden: 313.1815 1360

[ ]5) = —42.9° (c = 1.04, CHCl;)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.30 — 7.15 (m, 10H, CH-arom.); 4.47 (s, 2H, CH,-benzyl-
A); 4.43 (d, 1H, J = 12.2 Hz, CHH-benzyl-B); 4.24 (d, 1H, J = 12.2 Hz, CHH-benzyl-B);
4.23 —4.20 (m, 1H, H-1); 3.95 (ddd, 1H, J = 5.5 Hz, 5.5 Hz, 2.6 Hz; H-3); 3.76 (dd, 1H, J =
9.0 Hz, 6.0 Hz, O-CHH); 3.67 (dd, 1H, J= 9.0 Hz, 9.0Hz, O-CHH); 2.16 — 2.07 (m, 1H, H-2);
2.05 -2.00 (m, 1H, H-5a); 1.95 — 1.85 (m, 1H, H-5b); 1.73 (dddd, 1H, J=13.9 Hz, 10.6 Hz,
5.4 Hz, 5.4 Hz, H-4a); 1.52 — 1.42 (m, 1H, H-4b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCls): 6= 139.21, 138.72, 128.87, 128.73, 128.11, 127.84, 127.72,
127.56 (C-arom.); 80.3 (C-1); 77.0 (C-3); 74.0, 71.2 (CH,-benzyl); 70.5 (O-CH,); 53.0 (C-2);
32.0 (C-5); 29.4 (C-4) ppm.

(18,25,3R)-3-Benzyloxy-2-benzyloxymethylcyclopentanol 13603

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 9.

Ansatz: Triphenylphosphin (262 mg, 1.00 mmol), Benzoesdure (122 mg, 1.00 mmol),
Cyclopentanol 136a (160 mg, 0.512 mmol) in abs. THF (8.0 mL), Diisopropylazodi-
carboxylat (DIAD, 208 pL, 1.00 mmol), Natriumhydroxidlésung (1 % in Methanol, 8.0 mL).

Reinigung: Séulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Essigester 1:1).
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Ausbeute: 115 mg (0.368 mmol, 72 %)

farbloses Ol BnO OH

B ol
R/-Wert (Petrolether/Essigester 1:1): 0.38 " 5
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C2oHO3 (M + H): 313.1804 ’ 136;

gefunden: 313.1796
[ ]y =—44.0° (c = 0.61, CHCL)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 7.35 — 7.25 (m, 10H, CH-arom.); 4.61 (d, 1H, J = 12.0 Hz,
CHH-benzyl-A); 4.58 (d, 1H, J = 11.8 Hz, CHH-benzyl-B); 4.53 (d, 1H, J = 11.8 Hz, CHH-
benzyl-B); 4.37 (d, 1H, J = 12.0 Hz, CHH-benzyl-A); 4.25 — 4.20 (m, 1H, H-1); 4.15 — 4.11
(m, 1H, H-3); 3.87 (d, 2H, J = 7.0 Hz, O-CH,); 2.75 (d, 1H, J = 10.8 Hz, 1-OH); 2.11 (dddd,
1H, J=14.0 Hz, 9.1 Hz, 4.9 Hz, 1.3 Hz, H-4a); 2.06 — 1.99 (m, 2H, H-2, H-5a); 1,88 (dddd,
1H, J=14.0 Hz, 9.1 Hz, 6.1 Hz, 1.5 Hz, H-5b); 1.69 (dddd, 1H, J = 14.0 Hz, 11.0 Hz, 6.2 Hz,
4.9 Hz, H-4b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, CDCL): § = 138.96, 138.71, 128.80, 128.16, 128.01, 127.98, 127.85,
127.79 (C-arom.); 81.56 (C-1); 74.61 (C-3); 73.89, 71.56 (2 x CHy-benzyl); 66.80 (O-CH,):;
50.82 (C-2); 34.02 (C-5); 29.27 (C-4) ppm.

meso-(18,25,3R)-1,3-Dibenzyloxy-2-benzyloxymethylcyclopentan 137

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAYV 6.

Ansatz: Cyclopentanol 136 (5.00 mg, 16.0 umol), Natriumhydrid (0.900 mg, 18.8 umol,
50 % in Ol) in abs. DMF (0.5 mL), Benzylbromid (3.6 mg, 20 umol) und Tetrabutyl-

ammoniumiodid (TBAI, 0.5mg). Reinigung: Séulenchromatographie an Kieselgel

(Dichlormethan als Eluent).

Ausbeute: 5.00 mg (12.4 pmol, 78 %)

farbloses Ol Bn,
BnO\ 0]
R/-Wert (Petrolether/Essigester 1:1): 0.67 o) f
2 5
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C,7H3003 (M + H): 403.2273 3 4
gefunden: 403.2271 137

[ ]3) = 0° (¢ =0.25, CDCL)
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'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.38 — 7.26 (m, 15H, CH-arom.); 4.62 (d, 2H, J = 12.5 Hz,
2 x CHH-benzyl-A); 4.53 (s, 2H, CH,-benzyl-B); 4.48 (d, 2H, J = 12.5 Hz, CHH-benzyl-A);
4.05 — 4.00 (m, 2H, H-1, H-3); 3.82 (d, 2H, J = 6.6 Hz, O-CH>); 2.22 (tt, 1H, J= 6.6 Hz, 6.6
Hz, H-2); 1.99 — 1.90 (m, 2H, H-4a, H-5a); 1.78 — 1.69 (m, 2H, H-4b, H-5b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, CDCLy): § = 139.68, 138.83, 128.21, 128.16, 128.06, 127.84, 127.81,
127.58 (C-arom.); 79.59 (C-1, C-3); 73.81, 71.41 (CH,-benzyl); 66.88 (O-CH,); 49.17 (C-2);
30.21 (C-4, C-5) ppm.

IR (Film): V' = 3062, 3029, 2961, 2925, 2857, 1496, 1453, 1361, 1261, 1172, 1093, 1027,
734, 696 cm™.

(1R,2R)- 2-Benzyloxymethyl-1-tert-butyldimethylsilyloxycyclopent-3-enol 138
Die Darstellung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 7.

Ansatz: Cyclopentenol 134 (800 mg, 3.92 mmol) in abs. DMF (3.0 mL); Imidazol (765 mg,
11.2 mmol) und TBDMS-CI1 (1.01 g, 6.70 mmol). Reinigung: Siulenchromatographie an
Kieselgel (Essigester/Petrolether 1:2).

Ausbeute: 1.12 g (3.52 mmol, 90 %)

hellgelbes Ol BnO. - TBDMS
3

R/-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): 0.64 2k 4

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;9H300,Si (M + H): 319.2093 1138 ’

gefunden: 319.2104

"TH-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.35 — 7.30 (m, 5SH, CH-arom.); 5.79 — 5.71 (m, 2H, H-3,
H-4); 4.56 —4.51 (m, 1H, H-1); 4.55 (d, 1H, J=11.9 Hz, CHH-benzyl); 4.49 (d, 1H,J=11.9
Hz, CHH-benzyl); 3.73 (dd, 1H, J = 9.0 Hz, 6.0 Hz, O-CHH), 3.48 (dd, 1H, J = 9.0 Hz, 8.3
Hz, O-CHH); 2.91 — 2.84 (m, 1H, H-2); 2.49 (dddd, 1H,J=16.4 Hz, 6.4 Hz, 2.9 Hz, 1.6 Hz,
H-5a); 2.32 — 2.25 (m, 1H, H-5b); 0.87 (s, 9H, tBu-TBDMS); 0.10 (s, 3H, CH3(a)-TBDMS);
0.04 (s, 3H, CH3(b)-TBDMS) ppm.

3C-NMR (101 MHz, CDCls): & = 138.22 (Cg-arom.); 132.02 (C-3); 129.33 (C-4); 128.69,
128.60, 128.10 (CH-arom.); 73.70 (C-1); 73.40 (CHy-benzyl); 70.44 (O-CH,); 50.37 (C-2);
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42.46 (C-5); 26.37 (C(CH;3);-TBDMS); 18.44 (Cq-TBDMS); -4.01 (CH3a-TBDMS), -4.52
(CH3b-TBDMS) ppm.

Hydroborierung von (1R,2R)-2-Benzyloxymethyl-1-tert-butyldimethylsilyloxycyclopent-
3-enol 138 mit 9-BBN

Die Darstellung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 5.

Ansatz: Cyclopenten 138 (900 mg, 2.83 mmol); 9-BBN (0.5 M in THF, 12 mL, 6.0 mmol);
Ethanol (500 pL); Natriumhydroxidlosung (3 M, 3.0mL) und Wasserstoffperoxid-
16sung (30 %ig, 3.0 mL). Reinigung: Siulenchromatographie an Kieselgel (Essigester/
Petrolether 1:1). Es konnten die beiden isomeren Cyclopentanole 139c und 140a isoliert

werden.

(1R,28,3R)-2-Benzyloxymethyl-3-tert-butyldimethylsilyloxycyclopentanol 139a

Ausbeute: 466 mg (1.38 mmol, 50 %)

hellgelbes Ol BnO o TBDMS

R/-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): 0.51 ? @OH °
3 4

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;9H3,03Si (M + H): 337.2199 1390,

gefunden: 337.2193

'H-NMR (400 MHz, CDCls): &= 7.35 — 7.30 (m, 5H, CH-arom.); 4.55 (d, 1H, J = 11.8 Hz,
CHH-benzyl); 4.50 (d, 1H, J = 11.8 Hz, CHH-benzyl); 4.29 — 4.22 (m, 2H, H-1, H-3); 3.72
(dd, 1H, J=9.0 Hz, 6.0 Hz, O-CHH); 3.62 (dd, 1H, J= 9.0 Hz, 7.8 Hz, O-CHH); 2.25 - 2.17
(m, 1H, H-4); 2.05 — 1.95 (m, 2H, H-2a, H-2b); 1.60 — 1.51 (m, 2H, H-5a, H-5b); 0.84 (s, 9H,
tBu-TBDMS); 0.04 (s, 3H, CH3;a-TBDMS); 0.01 (s, 3H, CH3b-TBDMS) ppm.

PC-NMR: (101 MHz, CDCl3) & = 138.25 (Cg-arom.); 128.58, 128.30, 128.02 (CH-arom.);
74.69 (C-3); 73.80 (CHy-benzyl); 72.45 (C-1), 70.44 (O-CH,); 53.35 (C-4); 34.24 (C-5);
32.65 (C-2); 26.54 (C(CH3);-TBDMS); 18.36 (Cq-TBDMS); -4.00 (CHza-TBDMS), -4.49
(CH3b-TBDMS) ppm.
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(1S,3R,4R)-4-Benzyloxymethyl-3-tert-butyldimethylsilyloxycyclopentanol 140c

Ausbeute: 260 mg (0.773 mmol, 28 %)

hellgelbes Ol BnO_ __TBDMS

R/-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): 0.38 4 ko : )1

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C1oH3,05Si (M + H): 337.2199 3 20H
gefunden: 337.2193 1400

[ ] =—0.9° (c = 1.1, CHCl3)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8= 7.35 — 7.27 (m, 5H, CH-arom.); 4.54 (d, 1H, J = 11.9 Hz,
Hz, CHH-benzyl); 4.50 (ddd, 1H, J=9.2 Hz, 4.5 Hz, 2.3 Hz, H-1); 4.43 (d, 1H, J=11.9 Hz,
CHH-benzyl); 4.37 (m, 1H, H-3); 3.53 (dd, 1H, J= 8.9 Hz, 7.6 Hz, O-CHH); 3.39 (dd, 1H, J
= 8.9 Hz, 6.6 Hz, O-CHH); 2.50 — 2.40 (m, 1H, H-2); 2.05 (ddd, 1H, J=13.9 Hz, 6.7 Hz, 2.3
Hz,H-4a); 1.85 (ddd, 1H, J=13.5 Hz, 10.7 Hz, 7.0 Hz, H-5a); 1.74 (ddd, 1H, J=13.9 Hz, 4.8
Hz, 4.8 Hz, H-4b); 1.66 (ddd, 1H, J = 13.5 Hz, 7.9 Hz, 2.3 Hz, H-5b); 0.85 (s, 9H, Bu-
TBDMS); 0.05 (s, 3H, CH3a-TBDMS); 0.02 (s, 3H, CH;b-TBDMS) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCls): & = 138.31 (Cq-arom.); 128.49, 128.32, 128.07 (CH-arom.);
74.80 (CHz-benzyl); 74.58 (C-3); 72.56 (C-1), 71.03 (O-CHa; 46.05 (C-5); 44.89 (C-2); 37.46
(C-4); 26.37 (C(CH3);-TBDMS); 19.01 (Cq-TBDMS); -4.04 (CHsa-TBDMS), -4.48 (CH3b-
TBDMS) ppm.

IR (Film): V' = 3373, 3064, 3030, 2928, 1496, 1471, 1408, 1363, 1250, 1206, 1171, 1042,
911, 836, 807, 775, 734, 697 cm’".

1-(3',5'-Di-O-benzyl-6'-carba-2'-desoxy-3-D-threo-pentofuranosyl)thymin 141

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11.

Ansatz: Triphenylphosphin (880 mg, 3.36 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (12 mL); DIAD
(610 uL, 3.13 mmol); 3-N-Benzoylthymin 71 (560 mg; 2.43 mmol); Cyclopentanol 132a

(350 mg, 1.12 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (6.0 mL) und 1 % NaOH in Methanol
(15 mL). Reinigung: Saulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Essigester 1:2). Das
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Produkt konnte auf dieser Stufe nicht ganz vom anfallenden Triphenylphosphinoxid befreit

werden.

|
Ausbeute: 350 mg (0.832 mmol, 74 %) BnO ngn N/go
farbloser zédhfliissiger Sirup

Ry-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.19 141

'H-NMR (400 MHz, CDCls): &= 8.44 — 8.40 (bs, 1H, NH); 7.46 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6);
7.35 — 7.27 (m, 10H, CH-arom.); 5.36 — 5.30 (m, 1H, H-1'); 4.57 — 4.49 (m, 4H, 2 x CH>-
benzyl); 4.08 (dd, 1H, J= 3.8 Hz, 3.8 Hz, H-3"); 3.77 (dd, 1H, J= 9.0 Hz, 8.8 Hz, H-5'a); 3.57
(dd, 1H, J=9.0 Hz, 5.2 Hz, H-5'b); 2.35 — 2.21 (m, 3H, H-4', H-2'a, H-6'a); 1.82 (dd, 1H, J =
15.5 Hz, 3.6 Hz, H-2'b); 1.62 (d, 3H, J= 1.2 Hz, H-7); 1.56 — 1.51 (m, 1H, H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCl3): & = 164.00 (C-4); 151.52 (C-2); 138.68 (C-6); 138.44, 138.37,
129.57, 128.96, 128.87, 128.34, 128.15, 127.96 (C-arom.); 111.97 (C-5); 79.50 (C-3"); 73.80
(C-5"); 71.84, 69.10 (2 x CHy-benzyl), 52.96 (C-1'); 45.73 (C-4"); 38.33 (C-2"); 31.35 (C-6");
12.75 (C-7) ppm.

(1'S,2'R,3'R)-1-(2'-Benzyloxymethyl-3'-tert-butyldimethylsilyloxycyclopentyl)thymin 142
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11.

Ansatz: Triphenylphosphin (787 mg, 3.00 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (11 mL); DIAD
(545 pL, 2.80 mmol); 3-N-Benzoylthymin 71 (505 mg, 2.20 mmol); Cyclopentanol 139a
(340 mg, 1.00 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (6.0 mL) und 1 % NaOH in Methanol
(15 mL). Reinigung: Sdulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Essigester 1:2).

Ausbeute: 275 mg (0.618 mmol, 62 %) o)
farbloser zéhfliissiger Sirup | NH
Ry-Wert (Essigester/Petrolether 2:1): 0.38 BnO& N/gO

20 I
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C14H3sN>04Si (M + H): 445.2523  TBOMS 5
3 4

gefunden: 445.2563
142
[0 ] = - 16.4° (c = 0.34, Acetonitril)
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'"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 8.25 (bs, 1H, NH); 7.62 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6); 7.34 —
7.20 (m, 5H, CH-arom.); 5.42 (ddd, 1H, J = 10.6 Hz, 9.5 Hz, 7.2 Hz, H-1'); 4.46 (d, 1H, J =
11.6 Hz, CHH-benzyl); 4.36 — 4.32 (m, 1H, H-3"); 4.28 (d, 1H, J = 11.6 Hz, CHH-benzy);
3.39 (dd, 1H, J=9.2 Hz, 7.6 Hz, O-CHH); 3.25 (dd, 1H, J = 9.2 Hz, 7.0 Hz, O-CHH); 2.50 —
2.42 (m, 1H, H-2"); 2.33 — 2.23 (m, 1H, H-5'2); 1.90 — 1.86 (m, 2H, H-5'b, H-4'a); 1.86 (d, 3H,
J=1.2Hz, H-7); 1.57 — 1.52 (m, 1H, H-4'b); 0.93 (s, 9H, Bu-TBDMS); 0.13 (s, 3H, CH;a-
TBDMS); 0.09 (s, 3H, CH;b-TBDMS) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCl3): & = 163.95 (C-4); 151.02 (C-2); 139.61 (C-6); 138.01, 128.76,
128.42, 128.15 (C-arom.); 110.09 (C-5); 74.18 (C-3"); 74.02 (C-benzyl); 66.62 (O-CH,);
54.21 (C-1"); 48.36 (C-2"); 34.57 (C-4"); 30.50 (C-5"); 26.27 (C(CH3);-TBDMS); 18.75 (Cq-
TBDMS); 12.73 (C-7); -4.25 (CH3a-TBDMS); -4.65 (CH3b-TBDMS) ppm.

(1'S,2'R,3'R)-1-(2'-Benzyloxymethyl-3'-hydroxycyclopentyl)thymin 143

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 12.

Ansatz: (1'S,2'R,3'R)-1-(2'-Benzyloxymethyl-3'-fert-butyldimethylsilyloxycyclopentyl)thymin
142 (260 mg, 0.585 mmol) in THF (8.0 mL) und Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF, 1 M in
THF, 840 pL, 0.840 mmol). Reinigung: Chromatographie am Chromatotron (Dichlormethan
mit Methanolgradient 0 — 10 %).

Ausbeute: 140 mg (0.424 mmol, 72 %) 0
farbloser zéhfliissiger Sirup \fj\/lﬁ
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.37 BnO_& OHN« o)
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;3H2N,O4 (M + H): 331.1658 2 k > 5
gefunden: 331.1663 v
143

[oc éo =+13.2 ° (¢ =0.26, Acetonitril)

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 11.20 (bs, 1H, NH); 7.87 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6); 7.35
—7.25 (m, SH, CH-arom.); 5.26 (ddd, 1H, J=10.0 Hz, 9.6 Hz, 7.0 Hz, H-1"); 5.16 (d, 1H, J =
3.0 Hz, 3'-OH); 4.43 (d, 1H, J = 12.0 Hz, CHH-benzyl); 4.28 (d, 1H, J = 12.0 Hz, CHH-
benzyl); 4.20 — 4.17 (m, 1H, H-3"); 3.48 (dd, 1H, J= 9.8 Hz, 6.4 Hz, O-CHH); 3.23 (dd, 1H, J
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= 9.8 Hz, 8.3 Hz, O-CHH); 2.45 — 2.36 (m, 1H, H-2'); 2.22 — 2.15 (m, 1H, H-5'a); 1.86 — 1.75
(m, 2H, H-4'a, H-4'b); 1.74 (d, 3H, J= 1.2 Hz, H-7); 1.69 — 1.61 (m, 1H, H-5'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-d6): & = 164.04 (C-4); 151.84 (C-2); 140.02 (C-6); 138.66,
128.47, 127.77, 127.61 (C-arom.); 108.20 (C-5); 72.66 (CHa-benzyl); 71.51 (C-3"); 66.51 (O-
CH.); 53.80 (C-1"); 47.33 (C-2'); 33.81 (C-4"); 30.10 (C-5"); 12.77 (C-7) ppm.

IR (KBr): V"= 3439, 3058, 2926, 1683, 1474, 1400, 1384, 1271, 1103, 748, 699 cm™",

1-(6'-carba-2'-desoxy-[3-D-threo-pentofuranosyl)thymin (carba-3'-epi-dT) 133
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13b.

Ansatz: 3',5'-Di-O-benzyl-carba-3'-epi-dT 141 (330 mg, 0.781 mmol) in Ethanol (10 mL) und
Hydrierkatalysator (Pd/C, 60.0 mg). Reinigung: Chromatographiec am Chromatotron
(Dichlormethan mit Methanolgradient 5 — 20 %). Das Produkt wurde in Acetonitril/Wasser

1:1 geldst und lyophilisiert.

Ausbeute: 165 mg (0.687 mmol, 88 %)

farblose Watte o
Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.27 \ELNH
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;;HagN2O4 (M + H): 241.1188 HOW OH | N0

gefunden: 241.1179

[Ot ]20 =—57.5° (¢ = 0.6, H,0O) 133

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 11.25 (bs, 1H, NH); 7.76 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6); 5.08
5.00 (m, 1H, H-1"); 4.90 (d, 1H, J = 3.6 Hz, 3'-OH); 4.40 (t, 1H, J = 5.2 Hz, 5'-OH); 4.17 —
4.12 (m, 1H, H-3"); 3.64 (dd, 1H, J = 10.6 Hz, 7.4 Hz, H-5'a); 3.46 (dd, 1H, J = 10.6 Hz, 5.9
Hz, H-5'b); 2.35 — 2.27 (m, 1H, H-2"a); 2.06 — 2.00 (m, 1H, H-6'a); 1.96 — 1.87 (m, 1H, H-4");
1.81 (d, 3H, J= 1.2 Hz, H-7); 1.56 (ddd, 1H, J = 14.8 Hz, 4.5 Hz, 1.2 Hz, H-2'b); 1.50 — 1.40
(m, 1H, H-6'b) ppm.

BC.NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6 = 164.08 (C-4); 151.41 (C-2); 138.60 (C-6); 109.72 (C-
5); 70.40 (C-3"); 60.47 (C-5'); 52.86 (C-1"); 47.52 (C-4"); 39.25 (C-2'); 33.44 (C-6"); 12.79 (C-
7) ppm.
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IR (KBr): v'=3415, 3050, 2933, 1685, 1474, 1394, 1276, 1214, 1127, 1060, 1060, 1018, 991,
935, 869, 762, 596, 558, 479, 420 cm’.

(1'S,2'R,3'R)-1-(3'-Hydroxy-2'-hydroxymethylcyclopentyl)thymin 144

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 13b.

Ansatz: (1'S,2'R,3'R)-1-(2'-Benzyloxymethyl-3'-hydroxycyclopentyl)thymin 143 (120 mg,
0.360 mmol) in Ethanol (3.0 mL), Hydrierkatalysator (Pd/C, 25.0 mg). Reinigung: Chromato-

graphie am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 5 — 20 %). Das Produkt

wurde in Acetonitril/Wasser 1:1 gelost und lyophilisiert.

Ausbeute: 85.2 mg (0.355 mmol, 98 %) 0

farblose Watte \fk/r\g

Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.19 HO_& OHN1- o

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;;HysN>O4 (M + H): 241.1188 5 k ? 5
B .

gefunden: 241.1184
[ ]5) = - 83.7° (¢ = 0.68, H,0)

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-d): & = 11.14 (bs, 1H, NH); 7.91 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 5.21
(ddd, 1H, J=10.2 Hz, 9.5 Hz, 6.7 Hz, H-1'); 5.05 (d, 1H, J = 2.7 Hz, 3'-OH); 4.31 (dd, 1H, J
= 5.0 Hz, 5.0 Hz, 6-OH); 4.20 — 4.16 (m, 1H, H-3"); 3.47 — 3.43 (m, 1H, H-6'2); 3.20 (ddd,
1H, J=10.7 Hz, 7.1 Hz, 5.0 Hz, H-6'b); 2.23 — 2.15 (m, 2H, H-2', H-5'a); 1.84 — 1.80 (m, 1H,
H-5'b); 1.78 (d, 3H, J = 1.0 Hz, H-7); 1.78 — 1.74 (m, 1H, H-4'a); 1.65 — 1.57 (m, 1H, H-4'b)
ppm.

BC.NMR (101 MHz, DMSO-d;): 6 = 164.08 (C-4); 152.12 (C-2); 140.25 (C-6); 108.01 (C-
5); 70.99 (C-3"); 57.34 (C-6"); 53.88 (C-1"); 49.94 (C-2'); 33.81 (C-4"); 30.07 (C-5"); 12.80 (C-
7) ppm.

IR (KBr): v'= 3423, 3055, 2953, 1682, 1475, 1401, 1270, 1218, 1102, 1042, 937, 766, 559,
485,420 cm™.
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8.9 Synthese der cycloSal-Phosphattriester

3-Methyl-cycloSaligenyl-[1-(6'-carba-2'-desoxy-3-D-erythro-pentofuranosyl)thyminyl]-
monophosphat (3-Me-cycloSal-carba-dTMP) 164
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16a.

Ansatz: carba-dT 25 (100 mg, 0.416 mmol) in Acetonitri/DMF 2:1 (6.0 mL); 3-Methyl-
cyclosaligenylchlorphosphit 159 (127 mg, 0.627 mmol), Diisopropylethylamin (DIPEA,
109 mg, 0.840 mmol) und fert-Butylhydroperoxid (5 — 6 M in Decan, 350 pL). Reinigung: 1)
Chromatographie am Chromatotron (Essigester/Methanol 9:1 + 0.1 % Essigséure), 2)
Chromatographie am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %)

Ausbeute: 107 mg (0.253 mmol, 60 %)
farblose Watte Qf\/ 1,0 HN)H/

R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.35

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;9H,4N,O-P (M + H): 423.1321
gefunden: 423.1331

HPLC: tg =11.56, 11.67 min, Gradient A

UV: Anax = 262.4 nm (Acetonitril)

3'P-NMR: (202 MHz, DMSO-d): & = — 7.52; — 7.96 ppm.

OH
164

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & = 11.20 (bs, 2H, 2 x NH); 7.51 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6);
7.49 (q, 1H, J= 1.2 Hz, H-6); 7.28 — 7.23 (m, 2H, 2 x H-6-arom.); 7.11 — 7.06 (m, 4H, 2 x H-
4-arom., 2 x H-5-arom.); 5.52 — 5.40 (m, 4H, 2 x CH,-benzyl); 5.00 — 4.85 (m, 4H, 2 x H-1', 2
x 3'-OH); 4.27 (ddd, 2H, J = 10.1 Hz, 6.4 Hz, 6.4 Hz, H-5'a); 4.22 (ddd, 2H, J = 10.1 Hz, 6.6
Hz, 6,6 Hz, H-5'd); 4.12 (ddd, 2H, J = 10.2 Hz, 7.4 Hz, 7.4 Hz, H-5'a); 4.06 (ddd, 2H, J =
10.2 Hz, 7.2 Hz, 7.2 Hz, H-5'b); 4.00 — 4.95 (m, 2H, 2 x H-3"); 2.24 (s, 6H, 2 x 3-CHj3); 2.13 —
1.93 (m, 6H, 2 x H-2'a, 2 x H-4', 2 x H-6"a); 1.82 — 1.74 (m, 8H, 2 x H-2'b, 2 x H-7); 1.42 —
1.30 (m, 2H, 2 x H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 164.06 (C-4); 151.49 (C-2); 148.11 (C-2-arom.); 138.21
(C-6); 131.18 (C-4-arom.); 127.54 (C-3-arom.); 124.22 (C-5-arom.); 123.93 (C-6-arom.);
121.46 (d, J = 3.5 Hz, C-1-arom.); 109.50 (C-5); 71.09 (C-3'); 69.46 (d, J = 7.0 Hz, CH,-
benzyl); 68.74 (d, J = 3.8 Hz, C-5'); 53.35 (C-1'); 47.28 (C-4'); 38.62 (C-2'); 32.41 (C-6");
15.30 (3-CH3); 12.41 (C-7) ppm.
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IR (KBr): V"= 3432, 3054, 2955, 1686, 1472, 1369, 1282, 1192, 1018, 937, 776, 652 cm’*

3-Methyl-cycloSaligenyl-[1-(6'-carba-2'-desoxy-o-D-erythro-pentofuranosyl)thyminyl]-
monophosphat (3-Me-cycloSal-carba-o-dTMP) 165

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16c¢.

Ansatz: carba-o-dT 91 (50.0 mg, 0.208 mmol) in Pyridin (500 uL), 3-Methyl-
cyclosaligenylchlorphosphat 160 (1.23 M in Toluen, 280 pL). Reinigung: Chromatographie
am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %)

Ausbeute: 58.1 mg (0.138 mmol, 65 %) %0
farblose Watte oo

Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.38

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;9H4N,O7P (M + H): 423.1321 OH ] N\(O
gefunden: 423.1331

HPLC: tg = 10.61, 10.79 min, Gradient A

UV: Anax = 262.2 nm (Acetonitril)

S'P.NMR (162 MHz, CDCl3) : = — 8.15; — 8.22 ppm.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.76 (bs, 2H, 2 x NH); 7.29 (q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6); 7.28
(q, 1H, J = 1.2 Hz, H-6); 7.20 — 7.15 (m, 2H, 2 x H-6-arom.); 7.04 (d, 1H, J = 7.6 Hz, H-4-
arom.); 7.02 (d, 1H, J = 7.6 Hz, H-4-arom.); 6.94 — 6.90 (m, 2H, 2 x H-5-arom.); 5.38 — 5.30
(m, 4H, 2 x CH,-benzyl); 4.90 — 4.80 (m, 2H, 2 x H-1"); 4.22 (ddd, 1H, J = 10.6 Hz, 7.9 Hz,
5.5 Hz, H-5'a); 4.20 — 4.10 (m, 4H, 2 x H-3', 5'-CH>); 4.07 (ddd, 1H, J = 10.6 Hz, 8.8 Hz, 6.4
Hz, H-5'b); 3.44 (bd, 1H, J = 4.7 Hz, 3'-OH); 3.35 (bd, 1H, J = 4.7 Hz, 3'-OH); 2.52 — 2.40
(m, 4H, 2 x H-4', 2 x H-2'a); 2.29 (s, 3H, 3-CHs); 2.28 (s, 3H, 3-CH3); 2.10 — 2.20 (m, 2H, 2 x
H-6'a); 2.01 — 1.92 (m, 2H, 2 x H-6'b); 1.91 (d, 6H, J= 1.2 Hz, 2 x H-7); 1.90 — 1.82 (m, 2H,
2 x H-2'd) ppm.

PC-NMR (101 MHz, CDCl3): & = 164.00 (C-4); 151.30 (C-2); 148.93 (C-2-arom.); 138.66
(C-6); 138.62 (C-6); 131.57 (C-6-arom.); 128.37 (C-1-arom.); 128.28 (C-1-arom.); 124.51 (C-
4-arom.); 123.34 (C-5-arom.); 120.92 (d, J = 2.0 Hz, C-3-arom.); 120.82 (d, /= 2.4 Hz, C-3-
arom.); 111.84 (C-5); 73.81 (C-3"); 73.61 (C-3"); 69.40 (d, J = 6.0 Hz, CH,-benzyl); 69.32 (C-
5"; 69.21 (d, J = 6.3 Hz, C-5'); 55.10 (C-1"); 55.05 (C-5"); 48.26 (d, J = 5.5 Hz, C-4'); 48.21
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(d, J = 5.6 Hz, C-4"); 39.60 (C-2") 39.55 (C-2"); 32.30 (C-6"); 32.22 (C-6"); 15.82 (3-CHy);
12.98 (C-7) ppm.

IR (KBr): v’ = 3431, 3054, 2954, 1685, 1472, 1369, 1280, 1191, 1019, 939, 866, 819, 775,
651,487,421 cm™.

(1'S,2'R,3'S)-3-Methyl-cycloSaligenyl-(3'-hydroxy-1'-thyminylcyclopent-2'-ylmethyl)-
monophosphat (3-Me-cycloSal-carba-iso-dTMP) 166
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16e¢.

Ansatz: carba-iso-dT 93 (50.0 mg, 0.208 mmol) in Pyridin (500 uL), 3-Methyl-
cyclosaligenylchlorphosphat 160 (1.23 M in Toluen, 280 pL). Reinigung: Chromatographie
am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %)

Ausbeute: 53.9 mg (0.128 mmol, 61 %)

o oo \fJ\NH

arblose Watte . o /&

Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.35

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir CioHpNoO7P (M + H): 423.1321 o >—
gefunden: 423.1334

HPLC: tg =9.80, 9.96 min, Gradient A

UV: Anax = 264.5 nm (Acetonitril)

3'P.NMR (162 MHz, CDCL3) : 8 =—7.63; — 8.14 ppm.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.30 (bs, 1H, NH); 8.20 (bs, 1H, NH); 7.20 — 7.15 (m, 2H, 2
x H-6-arom.); 7.04 (d, 1H, J = 7.4 Hz, H-4-arom.); 7.02 (d, 1H, J = 7.4 Hz, H-4-arom.); 6.95
—6.87 (m, 4H, 2 x H-6, 2 x H-5-arom.); 5.35 — 5.20 (m, 4H, 2 x CH,-benzyl); 5.03 — 4.90 (m,
2H, 2 x H-1"); 4.40 — 4.31 (m, 2H, 2 x H-6'a); 4.30 — 4.20 (m, 2H, 2 x H-6'd); 2.48 — 2.40 (m,
2H, 2 x H-2"); 2.38 — 2.28 (m, 4H, 2 x H-4'a, 2 x H-5'a); 2.25 (s, 3H, 3-CHs); 2.23 (s, 3H, 3-
CH3); 1.92 — 1.88 (m, 2H, 2 x H-4'b); 1.85 (d, 3H, J = 1.2 Hz, H-7); 1.78 (d, 1H, J = 1.2 Hz,
H-7); 1.74 — 1.65 (m, 2H, 2 x H-5'd) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCly): & = 164.47 (C-4); 151.68 (C-2); 148.73 (C-2-arom.); 138.69
(C-6); 131.89 (C-6-arom.); 128.31 (C-l-arom.); 124.63 (C-4-arom.); 124.57 (C-4-arom.);
123.39 (C-5-arom.) 123.34 (C-5-arom.); 122.46 (C-3-arom.); 110.77 (C-5); 73.33 (C-3");
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69.32 (d, J = 6.5 Hz, CHy-benzyl); 69.16 (d, J = 7.0 Hz, CH,-benzyl); 66.46 (d, J = 6.0 Hz, H-
6"); 57.63 (C-1'); 57.38 (C-1'); 50.61 (C-2); 32.53 (C-4"); 31.91 (C-4'); 27.38 (C-5'); 27.04 (C-
5"; 15.74 (3-CHs); 12.97 (C-7); 12.85 (C-7) ppm.

IR (KBr): V"= 3433, 3049, 2957, 1686, 1472, 1275, 1191, 1087, 1020, 942, 772, 480 cm".

(1'R,2'R,3'S)-3-Methyl-cycloSaligenyl-(3'-hydroxy-1'-thyminylcyclopent-2'-ylmethyl)-
monophosphat (3-Me-cycloSal-carba-iso-o-dTMP) 167

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16c¢.

Ansatz: carba-iso-a-dT 93 (60.0 mg, 0.250 mmol) in Pyridin (600 puL), 3-Methyl-
cyclosaligenylchlorphosphat 160 (1.23 M in Toluen, 340 pL). Reinigung: Chromatographie

am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %).

Ausbeute: 66.0 mg (0.156 mmol, 63 %) 0o

farblose Watte @fo\f(o o,

Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.34 2\@ 5

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C1oH4N,0-P (M + H): 423.1321 Hok o
gefunden:423.1321 | \N/(H

HPLC: tg =9.93 min, Gradient A 167 o}

UV: Amax = 264.1 nm (Acetonitril)
3'P-NMR (162 MHz, CDCl3) : 8 =—10.63; — 10.82 ppm.

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.64 (bs, 1H, NH); 8.47 (bs, 1H, NH); 7.20 (q, 1H, J = 1.0
Hz, H-6); 7.19 (q, 1H, J= 1.0 Hz, H-6); 7.17 — 7.12 (m, 2H, 2 x H-6-arom.); 7.05 — 7.00 (m,
2H, 2 x H-4-arom.); 6.94 — 6.88 (m, 2H, 2 x H-5-arom.); 5.37 — 5.28 (m, 4H, 2 x CH,-
benzyl); 4.65 — 4.55 (m, 2H, 2 x H-1"); 4.28 — 4.18 (m, 4H, 2 x 6'-CH,); 4.17 — 4.10 (m, 2H, 2
x H-3"); 3.36 (bs, 2H, 2 x 3'-OH); 2.42 — 2.36 (m, 2H, 2 x H-2'); 2.27 (s, 3H, 3-CHs); 2.22 (s,
3H, 3-CH;); 2.12 — 2.02 (m, 4H, 2 x H-4'a, 2 x H-5'a); 1.92 — 1.84 (m, 4H, 2 x H-2'b, 2 x H-
5'b); 1.90 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7); 1.88 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCl3): & = 163.72 (C-4); 151.18 (C-2); 148.76 (C-2-arom.); 138.67
(C-6); 138.58 (C-6); 131.73 (C-6-arom.); 128.30 (C-1-arom.); 124.52 (C-4-arom.); 123.32 (C-
5-arom); 123.28 (C-5-arom.); 122.79 (d, J = 2.5 Hz, H-3-arom.); 122.72 (d, J = 2.1 Hz, H-3-
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arom.); 73.63 (C-3'); 73.34 (C-3'); 69.44 (d, J = 6.6 Hz, CHy-benzyl); 69.27 (d, J = 6.6 Hz,
CH,-benzyl); 68.10 (d, J = 5.6 Hz, C-6"); 68.02 (d, J = 5.6 Hz, C-6'); 58.82 (C-1'); 58.70 (C-
1); 53.67 (C-2"); 53.62 (C-2); 33.28 (C-4'); 33.14 (C-4'); 28.59 (C-5'); 28.54 (C-5"); 15.80 (3-
CH;); 15.75 (3-CHs); 12.91 (C-7); 12.90 (C-7) ppm.

IR (KBr): V"= 3431, 3056, 2957, 1685, 1472, 1370, 1272, 1191, 1020, 941, 867, 773 cm’".

3-Methyl-cycloSaligenyl-(3'-azido-6'-carba-2',3'-didesoxythymidinyl)-monophosphat
(3-Me-cycloSal-carba-AZTMP) 168
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16b.

Ansatz: carba-AZT 33 (50.0mg, 0.188 mmol) in Pyridin (500 pL), 3-Methyl-
cyclosaligenylchlorphosphat 160 (1.23 M in Toluen, 330 pL). Reinigung: Chromatographie
am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %).

O
Ausbeute: 72.0 mg (0.161 mmol, 85 %) Oo HNJj/
Ty
farblose Watte o ™o o)\N |
Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.62 b

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;9H2,NsOqP (M + H): 448.1386 N3
gefunden: 448.1397 168

HPLC: tg = 13.05, 13.20 min, Gradient A

UV: Anax = 262.8 nm (Acetonitril)

3'P-NMR (162 MHz, CDCl;): & =— 8.70; — 8.83 ppm.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 =8.70 (bs, 2H, 2 x NH); 7.19 — 7.16 (m, 2H, 2 x H-6-arom.);
7.05 —7.01 (m, 2H, 2 x H-4-arom.); 6.97 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 6.95 (q, 1H, /= 1.0 Hz, H-
6); 6.94 — 6.90 (m, 2H, 2 x H-5-arom.); 5.42 — 5.30 (m, 4H, 2 x CH,-benzyl); 4.85 — 4.77 (m,
2H, 2 x H-1"); 4.26 (ddd, 1H, J = 10.8 Hz, 6.8 Hz, 4.6 Hz, H-5'a); 4.22 — 4.19 (m, 2H, 5'-
CH»); 4.17 (ddd, 1H, J=10.8 Hz, 7.7 Hz, 5.2 Hz, H-5'b); 4.12 — 4.09 (m, 2H 2 x H-3"); 2.23
(s, 6H, 2 x 3-CH3); 2.22 — 2.11 (m, 6H, 2 x H-4"; 2 x H-6'a, 2 x H-2'a); 2.10 — 2.04 (m, 2H, 2 x
H-2'b); 1.85 (d, 6H, J= 1.0 Hz, 2 x H-7); 1.74 — 1.68 (m, 2H, 2 x H-6'd) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCls): & = 163.90 (C-4); 150.97 (C-2); 150.94 (C-2); 148.95 (C-2-
arom.); 137.89 (C-6); 137.87 (C-6); 131.77 (C-6-arom.); 128.36 (C-1-arom.); 128.28 (C-1-
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arom.); 124.51 (C-4-arom.); 124.49 (C-4-arom.); 123.33 (C-5-arom.); 122.39 (C-3-arom.);
69.23 (d, J = 6.5 Hz, CH,-benzyl); 69.19 (d, J = 6.5 Hz, CH,-benzyl); 68.79 (d, J= 6.0 Hz, C-
5"); 68.70 (d, J = 5.6 Hz, C-5"); 62.00 (C-3"); 61.95 (C-3"); 56.00 (C-1'); 55.97 (C-1"); 36.48
(C-2"); 36.40 (C-2"); 32.07 (C-6"); 32.04 (C-6"); 15.81 (3-CHs); 12.93 (C-7) ppm.

IR (KBr): v =3441, 3183, 3052, 2954, 2106, 1689, 1472, 1268, 1295, 1191, 1019, 938, 866,
820, 774, 651,493,416 cm’.

3-Methyl-cycloSaligenyl-(6'-carba-2',3'-didesoxythymidinyl)-monophosphat
(3-Me-cycloSal-carba-ddTMP) 169
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16b.

Ansatz: carba-ddT 128 (45.0 mg, 0.200 mmol) in Pyridin (500 uL), 3-Methyl-
cyclosaligenylchlorphosphat 160 (1.23 M in Toluen, 350 pL). Reinigung: Chromatographie

am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %).

Ausbeute: 63.0 mg (0.155 mmol, 78 %)

0]
farblose Watte ) HN
- oo PN |
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.54 o0“ >N
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;9H23N,06P (M + H): 407.1372 b
gefunden: 407.1371 169

HPLC: tg =11.25, 12.48 min, Gradient A
UV: Amax = 263.1 nm (Acetonitril)
*'P-NMR (162 MHz, CDCls): & = — 8.23; — 8.26 ppm.

"TH-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8.44 (bs, 2H, 2 x NH); 7.19 — 7.15 (m, 2H, 2 x H-6-arom.);
7.05 —7.00 (m, 4H, 2 x H-6, 2 x H-4-arom.); 6.94 — 6.98 (m, 2H, 2 x H-5-arom.); 5.41 — 5.25
(m, 4H, 2 x CH,-benzyl); 4.93 — 4.84 (m, 2H, 2 x H-1"); 4.25 — 4.12 (m, 4H, 2 x 5'-CH,); 2.46
—2.35 (m, 2H, 2 x H-4"); 2.29 (s, 3H, 3-CH3); 2.27 (s, 3H, 3-CH3); 2.26 — 2.17 (m, 2H, 2 x H-
6'a); 2.13 — 2.04 (m, 2H, 2 x H-2'a); 1.92 (d, 3H, J= 1.2 Hz, H-7); 1.91 (d, 3H, J= 1.2 Hz, H-
7); 1.90 — 1.81 (m, 2H, 2 x H-3"a); 1.75 — 1.60 (m, 4H, 2 x H-2'b, 2 x H-3'b); 1.50 — 1.40 (m,
2H, 2 x H-6'b) ppm.
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PC-NMR (101 MHz, CDCls): & = 163.75 (C-4); 151.28 (C-2); 146.56 (C-2-arom.); 136.84
(C-6); 136.83 (C-6); 131.69 (C-6-arom.); 128.27 (d, J = 8.0 Hz, C-1-arom.); 124.35 (C-4-
arom.); 123.27 (C-5-arom.); 120.95 (C-3-arom.); 111.61 (C-5); 71.93 (d, J = 6.0 Hz, CH,-
benzyl); 71.78 (d, J = 6.0 Hz, CH,-benzyl); 69.02 (d, /= 6.7 Hz, C-5"); 56.31 (C-1"); 38.12 (d,
J = 6.6 Hz, C-4"); 38.04 (d, J = 8.1 Hz, C-4"); 34.48 (C-2'); 34.44 (C-2'); 30.18 (C-6"), 30.13
(C-6"); 26.59 (C-3"); 26.54 (C-3"); 15.82 (3-CH3); 13.02 (C-7) ppm.

IR (KBr): v’ = 3441, 3182, 3048, 2955, 1685, 1472, 1369, 1297, 1192, 1019, 937, 869, 819,
776, 487 cm’".

3-Methyl-cycloSaligenyl-(3'-allyl-6'-carba-2',3'-didesoxythymidinyl)-monophosphat
(3-Me-cycloSal-carba-3'-allyl-dTMP) 170
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16b.

Ansatz: carba-3'-Allyl-dT 35 (50.0 mg, 0.189 mmol) in Pyridin (500 uL), 3-Methyl-
cyclosaligenylchlorphosphat 160 (1.23 M in Toluen, 330 pL). Reinigung: Chromatographie

am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %).

Ausbeute: 55.0 mg (0.123 mmol, 65 %) o)
farblose Watte @f;%% lj\)j/
Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.57
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;oH27N,O6P (M + H): 447.1685
gefunden: 447.1691
HPLC: tg = 13.96, 14.17 min, Gradient A
UV: Amax = 263.9 nm (Acetonitril)
*'P-NMR (162 MHz, CDCl3): & =— 8.27; — 8.36 ppm.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 8.36 (bs, 2H, 2 x NH); 7.20 — 7.15 (m, 2H; 2 x H-6-arom.);
7.05 —7.00 (m, 3H, 2 x H-4-arom., H-6); 6.99 (q, 1H, J= 1.0 Hz, H-6); 6.94 — 6.90 (m, 2H, 2
x H-5-arom.); 5.77 — 5.62 (m, 2H, 2 x CH=CH,); 5.42 — 5.25 (m, 4H, 2 x CH,-benzyl); 5.07 —
4.99 (m, 4H, 2 x CH=CH,); 4.96 — 4.87 (m, 2H, 2 x H-1'); 4.31 — 4.21 (m, 2H, 2 x H-5'a);
4.20 —4.11 (m, 2H, 2 x H-5b); 2.28 (s, 3H, 3-CH3); 2.27 (s, 3H, 3-CH3); 2.26 — 2.20 (m, 4H,
2 x H-6"a, 2 x CH,-CH=); 2.10 — 1.98 (m, 4H, 2 x H-4', 2 x H-3"); 1.91 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-
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7); 1.91 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7); 1.88 — 1.81 (m, 4H, 2 x 2'-CH>); 1,65 — 1.55 (m, 2H, 2 x H-
6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCl3): & = 163.70 (C-4); 151.23 (C-2); 146.78 (C-2-arom); 136.82 (C-
6); 136.17 (CH=CHy;); 136.15 (CH=CH); 131.71 (C-6-arom.); 128.64 (C-1-arom.); 124.39
(C-4-arom.); 123.28 (C-5-arom.); 122.75 (C-3-arom.); 117.54 (CH=CH,); 117.51 (CH=CH,);
111.60 (C-5); 70.68 (d, J = 6.0 Hz, 5'-CH»); 70.56 (d, J = 5.5 Hz, 5'-CH,); 69.04 (d, J = 6.6
Hz, CH;-benzyl); 54.60 (C-1'); 54.56 (C-1"); 44.06 (d, J = 2.5 Hz, H-4"); 43.99 (d, J = 2.5 Hz,
H-4"); 39.52 (CH,-CH=); 39.47 (CH,-CH=); 38.96 (C-3"); 36.21 (C-2"); 36.18 (C-2"); 35.37
(C-6"); 35.32 (C-6"); 15.83 (3-CH3); 15.81 (3-CHs); 13.02 (C-7) ppm.

IR (KBr): v = 3438, 3183, 3062, 2953, 1685, 1472, 1396, 1297, 1192, 1017, 936, 776 cm™".

3-Methyl-cycloSaligenyl-(6'-carba-2',3'-didesoxy-3'-propargylthymidinyl)-monophosphat
(3-Me-cycloSal-carba-3'-propargyl-dTMP) 171

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16b.

Ansatz: carba-3'-Propargyl-dT 36 (40.0 mg, 0.152 mmol) in Pyridin (400 puL), 3-Methyl-
cyclosaligenylchlorphosphat 160 (1.23 M in Toluen, 260 pL). Reinigung: Chromatographie

am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %).

Ausbeute: 46.0 mg (0.104 mmol, 69 %) O
farblose Watte @f;gﬁ% 'j\)j/
Ry-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.56 )
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C;,H,sN2OgP (M + H): 445.1529

gefunden: 445.1523 A5
HPLC: t = 13.21, 13.35 min, Gradient A 1
UV: Amax = 264.5 nm (Acetonitril)
S'P-NMR (162 MHz, CDCl3): & = — 8.32; — 8.41 ppm.

"TH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 8.31 (m, 2H, 2 x NH); 7.20 — 7.15 (m, 2H, 2 x H-6-arom.);
7.05 —7.00 (m, 2H, 2 x H-4-arom.); 7.00 (q, 1H, J= 1.0 Hz, H-6); 6.99 (q, 1H, J= 1.0 Hz, H-
6); 6.94 — 6.90 (m, 2H, 2 x H-5-arom.); 5.43 — 5.25 (m, 4H, 2 x CH,-benzyl); 4.99 — 4.90 (m,
2H, 2 x H-1"); 4.34 — 4.19 (m, 4H, 2 x 5'-CH>); 2.40 — 2.30 (m, 4H, 2 x CH,-C); 2.28 (s, 6H, 2
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x 3-CH3); 2.26 — 2.15 (m, 6H, 2 x H-3', 2 x H-4', 2 x H-6'a); 2.09 — 2.00 (m, 2H, 2 x H-2'a);
1.96 (dd, 1H, J= 2.5 Hz, 2.5 Hz, CH-alkin); 1.95 (dd, 1H, J= 2.5 Hz, 2.5 Hz, CH-alkin); 1.95
—1.92 (m, 2H, 2 x H-2'b); 1.92 (d, 6H, J = 1.0 Hz, 2 x H-7); 1.70 — 1.60 (m, 2H, 2 x H-6'b)
ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCL): & = 164.75 (C-4); 151.01 (C-2); 145.37 (C-2-arom.); 136.95
(C-6); 131.73 (C-6-arom.); 129.12 (C-l-arom.); 124.41 (C-4-arom.); 123.30 (C-5-arom.);
120.99 (d, J = 2.0 Hz, C-3-arom.); 120.94 (d, J = 2.4 Hz, C-3-arom.); 111.66 (C-5); 81.83
(Cqg-alkin); 81.79 (Cg-alkin); 70.71 (CH-alkin); 70.65 (CH-alkin); 70.27 (d, J = 6.0 Hz, C-5");
70.12 (d, J = 6.0 Hz, C-5"); 69.08 (d, J = 6.8 Hz, CH,-benzyl); 54.80 (C-1"); 43.44 (C-4");
43.37 (C-4"); 38.27 (C-3"); 38.18 (C-3"); 36.04 (C-2") 35.99 (C-2"); 35.27 (C-6"); 35.24 (C-6");
23.51 (CH,-C); 23.43 (CH,-C); 15.83 (3-CHs); 13.02 (C-7) ppm.

IR (KBr): V' = 3439, 3245, 3049, 2953, 1685, 1472, 1369, 1296, 1191, 1017, 938, 871, 820,
776, 651, 589, 482, 420 cm’".

3-Methyl-cycloSaligenyl-(5-[(E)-bromovinyl]-1-(6'-carba-2'-desoxy-3-D-erythro-
pentofuranosyl)uracilyl]-monophosphat (3-Me-cycloSal-carba-BYVdUMP) 172

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 16a.

Ansatz: carba-BVdU 95 (80.0 mg, 0.242 mmol) in Acetonitril/DMF 3:1 (4.0 mL); 3-Methyl-
cyclosaligenylchlorphosphit 159 (72.0 mg, 0.355 mmol), Diisopropylethylamin (DIPEA,

63.0 mg, 0.487 mmol) und tert-Butylhydroperoxid (5-6 M in Decan, 200 pL). Reinigung:
Séulenchromatographie an Kieselgel (Essigester/Methanol 20:1).

% ___ bBr
Q0 HN
Ausbeute 26.0 mg (50.7 pmol, 21 %) @fo\/P“O )\J]/_/
farblose Watte

] O N
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.43 172

OH
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C0H,BrN,O7P (M + H): 513.0426 und 515.0406.

gefunden: 513.0441 und 515.0431
HPLC: tg = 13.24 min, Gradient A
UV: Amax = 293.2, 250.1 nm (Acetonitril)
3'P.NMR: (202 MHz, DMSO-dy): 8 =—6.79, — 6.92
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-d): & = 11.48 (bs, 2H, 2 x NH); 7.96 (s, 1H, H-6); 7.83 (s, 1H,
H-6); 7.28 (d, 1H, J = 13.5 Hz, H-8); 7.26 (d, 1H, J = 13.5 Hz, H-8); 7.24 — 7.20 (m, 2H, CH-
arom.); 7.10 — 7.04 (m, 4 H, CH-arom.); 6.85 (d, 1H, J = 13.5 Hz, H-7); 6.81 (d, 1H, J=13.5
Hz, H-7); 5.49 — 5.38 (m, 4H, 2 x CH,-benzyl); 5.02 — 4.90 (m, 4H, 2 x H-1', 2 x 3'-OH); 4.29
(ddd, 2H, J = 9.8 Hz, 6.2 Hz, 6.2 Hz, H-5'a); 4.24 (ddd, 2H, J = 9.8 Hz, 6.6 Hz, 6,6 Hz, H-
5'b); 4.11 (ddd, 2H, J = 10.1 Hz, 7.2 Hz, 7.2 Hz, H-5'a); 4.04 (ddd, 2H, J = 10.1 Hz, 7.2 Hz,
7.2 Hz, H-5'b); 4.02 — 4.96 (m, 2H, 2 x H-3"); 2.25 (s, 6H, 2 x CH;-arom.); 2.15 — 1.91 (m,
6H, 2 x H-2'a, 2 x H-4', 2 x H-6"a); 1.82 — 1.77 (m, 2H, 2 x H-2'b); 1.45 — 1.35 (m, 2H, 2 x H-
6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, DMSO-d): & = 164.20 (C-4); 151.34 (C-2); 149.24 (C-2arom.); 142.55
(C-7); 132.63 (C-4arom.); 130.36 (C-8); 127.22 (C-3arom.); 123.97 (C-5arom.); 123.12 (C-
6arom.); 121.22 (d, J = 3.5 Hz, C-larom.); 109.44 (C-5); 106.35 (C-6); 72.35 (C-3"); 70.62 (d,
J=17.0 Hz, CHy-benzyl); 67.47 (d, J = 3.8 Hz, C-5"); 54.25 (C-1"); 49.35 (C-4"); 38.33 (C-2");
32.25 (C-6"); 15.36 (CH3z-arom.) ppm.

IR (KBr): v = 3431, 3060, 1697, 1594, 1470, 1366, 1291, 1190, 1017, 940, 863, 819, 772,
657, 537, 507, 432 cm’".

8.10 Synthese der Nucleosid-5 -monophosphate

[1-(6'-Carba-2'-desoxy-3-D-erythro-pentofuranosyl)thymin]-5'-monophosphat
(carba-dTMP) 27
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 17.

Ansatz: 3-Me-cycloSal-carba-dTMP 164 (15.0 mg, 35.5 umol) in Acetonitril (1.5 mL);
Wasser (250 puL); Triethylamin (5 Tropfen). Reinigung: Sdulenchromatographie an RP-18-
Kieselgel mit Wasser als Eluent. Produkthaltige Fraktionen wurden vereinigt, mit Acetonitril
versetzt (Acetonitril/Wasser 1:1) und anschlieBend lyophilisiert. Uberfiihrung in das
Natriumsalz: Siulenchromatographie an DOWEX-50x8-Ionenaustauscherharz (Na'-Form) in
Wasser. Produkthaltige Fraktionen wurden vereinigt, mit Acetonitril versetzt (Acetonitril/

Wasser 1:1) und lyophilisiert.
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(0]
Ausbeute: 4.90 mg (13.1 pmol, 37 %) 0
Il HN

O _po
farbloser Feststoff Na® G(D)O,eo 5 )\N |
Ry-Wert (iso-Propanol/Wasser/25 %ige-NH;-Losung 14:7:1): 0.38  Na b
HRMS-ESI:  m/z berechnet fiir C;;H;sN,Na,O;P (M — 2 Na, + H): 319.0695 OH
gefunden: 319.0682 27

[ ]y =+ 7.5° (c = 0.44, H,0)
3'P-NMR (162 MHz, D,0): & = 4.05 ppm.

'"H-NMR (500 MHz, D,0): 8 = 7.52 (q, 1H, J = 1.1 Hz, H-6); 5.03 — 4.93 (m, 1H, H-1); 4.30
— 423 (m, 1H, H-3'); 3.80 — 3.70 (m, 2H, H-5'a, H-5'b); 2.29 — 2.19 (m, 1H, H-6'a); 2.15 —
2.10 (m, 1H, H-4"); 2.09 — 2.04 (m, 1H, H-2'a); 1.98 (ddd, 1H, J = 13.7 Hz, 8.7 Hz, 4.8 Hz, H-
2'b); 1.83 (d, 1H, J = 1.1 Hz, H-7); 1.62 — 1.52 (m, 1H, H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, D,0): 8 = 165.36 (C-4); 153.85 (C-2); 140.14 (C-6); 111.46 (C-5);
73.04 (C-3"); 65.27 (d, J = 5.1 Hz, C-5"); 54.38 (C-1"); 47.36 (d, J = 7.6 Hz, C-4"); 38.25 (C-
2"); 32.45 (C-6"); 11.78 (C-7) ppm.

IR (KBr): v = 3431, 2961, 1685, 1384, 1121, 1092, 975, 701, 668, 598, 580 cm".

[1-(6'-Carba-2'-desoxy-a-D-erythro-pentofuranosyl)thymin]-5'-monophosphat
(carba-o-dTMP) 179
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 17.

Ansatz: 3-Me-cycloSal-carba-a-dTMP 165 (30.0 mg, 71.0 pmol) in Acetonitril (3.0 mL),
Wasser (500 pL) und Triethylamin (10 Tropfen). Reinigung: Sdulenchromatographie an RP-
18-Kieselgel mit Wasser als Eluent. Produkthaltige Fraktionen wurden vereinigt, mit
Acetonitril versetzt (Acetonitril/Wasser 1:1) und anschliefend lyophilisiert. Uberfiihrung in
das Natriumsalz: Saulenchromatographie an DOWEX-50x8-Ionenaustauscherharz (Na'-
Form) in Wasser. Produkthaltige Fraktionen wurden vereinigt, mit Acetonitril versetzt

(Acetonitril/Wasser 1:1) und lyophilisiert.
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Ausbeute: 9.30 mg (25.5 pmol, 36 %) o
farblose Watte NaD (58%0

Ry-Wert (iso-Propanol/Wasser/25 %ige-NH;-Losung 14:7:1): 0.42 Na

HRMS-ESI:  m/z berechnet fiir C;,H;sN>Na;O7P (M — 2 Na, + H): 319.0695  OH ] N\hlljo

gefunden: 319.0679 5

[ ]5) =+ 10.2° (c = 0.48, H,0) 179
3'P-NMR (162 MHz, D,0): & =4.01 ppm.

'"H-NMR (500 MHz, D,0): § = 7.62 (s, 1H, H-6); 4.90 — 4.80 (m, 1H, H-1"); 4.10 (dd, 1H, J =
13.2 Hz, 6.6 Hz, H-3'); 3.82 — 3.74 (m, 2H, H-5'a, H-5'b); 2.42 (ddd, 1H, J = 13.2 Hz, 6.9 Hz,
6.9 Hz, H-2'a); 2.36 — 2.30 (m, 1H, H-4"); 2.03 (dd, 1H, J = 15.0 Hz, 8.4 Hz, H-6'a); 1.97 (dd,
1H, J = 15.0 Hz, 8.2 Hz, H-6'b); 1.85 (s, 3H, H-7); 1.84 — 1.75 (m, 1H, H-2'b) ppm.

C-NMR (101 MHz, D,0): & = 167.00 (C-4); 152.78 (C-2); 140.46 (C-6); 111.5 (C-5); 73.06
(C-3):; 66.07 (d, J = 5.6 Hz, C-5'); 53.97 (C-17); 46.72 (d, J = 7.2 Hz, C-4"; 39.17 (C-2');
31.64 (C-6'); 11.80 (C-7) ppm.

IR (KBr): V' = 3447, 1685, 1560, 1508, 1458, 1384, 1278, 1084, 922 cm’".

(1'S,2'R,3'S)-3'-Hydroxy-1'-thyminylcyclopent-2'-yl-methylphosphat
(carba-iso-dTMP) 180
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 17.

Ansatz: 3-Me-cycloSal-carba-iso-dTMP 166 (30.0 mg, 71.0 pumol) in Acetonitril (3.0 mL),
Wasser (500 puL) und Triethylamin (10 Tropfen). Reinigung: Sdulenchromatographie an RP-
18-Kieselgel mit Ammoniumacetatpuffer (pH 4.8, 50 mM) als Eluent. Produkthaltige
Fraktionen wurden vereinigt, mit Acetonitril versetzt (Acetonitril/Wasser 1:1) und
anschlieBend lyophilisiert. Uberfiihrung in das Natriumsalz: Siulenchromatographie an
DOWEX-50x8-Ionenaustauscherharz (Na'-Form) in Wasser. Produkthaltige Fraktionen

wurden vereinigt, mit Acetonitril versetzt (Acetonitril/Wasser 1:1) und lyophilisiert.
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Ausbeute: 3.90 mg (10.6 pmol, 15 %)
NH
0 \fL Iy

farbloser Feststoff o B

R/-Wert (iso-Propanol/Wasser/25 %ige-NH;-Losung 14:7:1): 0.36 Na@o® ' P

HRMS-ESI:  m/z berechnet fiir C;;H;sN,Na,O;P (M —2 Na, + H): 319.0695 = #
gefunden: 319.0688

[ ]} =—66° (c = 0.24, H,0)

BP.NMR (162 MHz, D,0): & = 4.68 ppm.

'H-NMR (500 MHz, D,0): & = 7.45 (s, 1H, H-6); 4.92 (dd, 1H, J = 17.5 Hz, 9.0 Hz, H-1");
4.34 (dd, 1H, J=13.4 Hz, 7.1 Hz, H-3"); 3.59 (ddd, 1H, J = 10.6 Hz, 5.5 Hz, 5.5 Hz, H-6'a);
3.53 (ddd, 1H, J=10.6 Hz, 7.0 Hz, 6.1 Hz, H-6'b); 2.40 — 2.33 (m, 1H, H-2'); 2.30 — 2.23 (m,
1H, H-5'a); 2.11 (dddd, 1H, J = 13.0 Hz, 8.1 Hz, 8.1 Hz, 2.8 Hz, H-4'a); 2.03 — 1.94 (m, 1H,
H-4'v); 1.83 (s, 3H, H-7); 1.58 — 1.50 (m, 1H, H-5'b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, D,0): & = 166.88 (C-4); 153.78 (C-2); 140.23 (C-6); 111.42 (C-5);
75.02 (C-3'); 62.98 (d, J = 5.2 Hz, C-6'); 56.79 (C-1'); 49.86 (d, J = 7.6 Hz, C-2"); 31.69 (C-
4"); 27.03 (C-5'); 11.78 (C-7) ppm.

(1'R,2'R,3'S)-3'-Hydroxy-1'-thyminylcyclopent-2'-yl-methylphosphat
(carba-iso-a-dTMP) 181
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 17.

Ansatz: 3-Me-cycloSal-carba-iso-o-dTMP 167 (30.0 mg, 71.0 pmol) in Acetonitril (3.0 mL),
Wasser (500 uL) und Triethylamin (10 Tropfen). Reinigung: Sdulenchromatographie an RP-
18-Kieselgel mit Ammoniumacetatpuffer (pH 4.8, 50 mM) als Eluent. Produkthaltige
Fraktionen wurden vereinigt, mit Acetonitril versetzt (Acetonitril/Wasser 1:1) und
anschlieBend lyophilisiert. Uberfiihrung in das Natriumsalz: Siulenchromatographie an
DOWEX-50x8-Ionentauscherharz (Na'-Form) in Wasser. Produkthaltige Fraktionen wurden

vereinigt, mit Acetonitril versetzt (Acetonitril/Wasser 1:1) und lyophilisiert.
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Ausbeute: 8.70 mg (23.9 pmol, 34 %)

farbloser Feststoff S) -N
Ry-Wert (iso-Propanol/Wasser/25 %ige-NH;-Losung 14:7:1): 0.30 NaNa® '
HRMS-ESI:  m/z berechnet fiir C;;H;sN,Na,O;P (M — 2 Na, + H): 319.0695 ?—i |«

ON__O
gefunden: 319.0702 ﬁ(\f
NH
[ ] =+ 6.5° (c=0.57, H,0) o

BP-NMR (162 MHz, D,0): & = 2.90 ppm.

'H-NMR (500 MHz, D,0): & = 7.45 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 4.49 (dd, 1H, J=17.3 Hz, 8.5
Hz, H-1"); 4.04 (dd, 1H, J = 11.7 Hz, 6.0 Hz, H-3"); 3.69 (ddd, 1H, J = 10.6 Hz, 5.2 Hz, 5.2
Hz, H-6'a); 3.58 (ddd, 1H, J = 10.6 Hz, 5.4 Hz, 5.4 Hz, H-6'b); 2.11 (ddd, 1H, J = 14.3 Hz,
5.2 Hz, 5.2 Hz, H-2'); 1.98 — 1.91 (m, 1H, H-5'a); 1.88 — 1.80 (m, 1H, H-4'a); 1.80 — 1.75 (m,
1H, H-5'b), 1.74 (d, 3H, J= 1.0 Hz, H-7); 1.70 — 1.63 (m, 1H, H-4'b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, D,0): & = 166.98 (C-4); 152.89 (C-2); 140.73 (C-6); 111.85 (C-5);
73.14 (C-3'); 63.20 (d, J = 5.0 Hz, C-6'); 57.56 (C-1'); 52.82 (d, J = 7.6 Hz, C-2"); 31.47 (C-
4"); 27.85 (C-5'); 11.82 (C-7) ppm.

IR (KBr): v = 3431, 1685, 1474, 1399, 1271, 1078, 928, 492 cm™".

3'-Azido-6'-carba-2',3'-didesoxythymidin-5'-monophosphat (carba-AZTMP) 28
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 17.

Ansatz: 3-Methyl-cycloSal-carba-AZTMP 168 (30.0 mg; 67.1 umol) in Acetonitril (3.0 mL),
Wasser (500 puL) und Triethylamin (10 Tropfen). Reinigung: Sdulenchromatographie an RP-
18-Kieselgel mit Wasser als Eluent. Produkthaltige Fraktionen wurden vereinigt, mit
Acetonitril versetzt (Acetonitril/Wasser 1:1) und anschlieend lyophilisiert. Uberfiihrung in
das Natriumsalz: Siulenchromatographie an DOWEX-50x8-Ionentauscherharz (Na'-Form) in
Wasser.  Produkthaltige Fraktionen wurden vereinigt, mit Acetonitril versetzt

(Acetonitril/Wasser 1:1) und lyophilisiert.
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Ausbeute: 23.0 mg (59.1 pmol, 88 %) o

farbloser Feststoff Q ﬁ HN
aroloser reststo - P~
NP 0% )\

|
, 09N o\
R/-Wert (iso-Propanol/Wasser/25 %ige-NH;-Losung 14:7:1): 0.54 NaD b
HRMS-ESI:  m/z berechnet fiir C;;H;4NsNa,OgP (M — 2 Na + H): 344.0760 N
3
gefunden: 344.0772 28

[ ]y =+ 24.3° (c = 0.41, H,0)
3'P-NMR (162 MHz, D,0): & = 4.10 ppm.

'"H-NMR (500 MHz, D,0): & = 7.50 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 4.91 — 4.83 (m, 1H, H-1"); 4.06
(ddd, 1H, J = 7.9 Hz, 5.0 Hz, 5.0 Hz, H-3"); 3.88 — 3.83 (m, 1H, H-5'a); 3.82 — 3.77 (m, 1H,
H-5'b); 2.24 — 2.13 (m, 3H, H-4', H-6'a, H-2'a); 2.08 (ddd, 1H, J = 13.8 Hz, 5.6 Hz, 5.0 Hz, H-
2'b); 1.81 (d, 3H, J = 1.0 Hz, H-7); 1.66 — 1.62 (m, 1H, H-6'b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, D,0): & = 166.93 (C-4); 152.76 (C-2); 140.09 (C-6); 111.50 (C-5);
65.58 (d, J = 5.0 Hz, C-5'); 62.20 (C-3'); 54.87 (C-1"); 44.94 (d, J = 8.0 Hz, C-4"); 35.95 (C-
2"); 32.08 (C-6'); 11.76 (C-7) ppm.

IR (KBr): v = 3434, 2952, 2105 (-N3), 1690, 1476, 1438, 1384, 1267, 1062, 980, 922, 767,
596,516,419 cm™.

3'-Allyl-6'-carba-2',3'-didesoxythymidin-5'-monophosphat (carba-3'-Allyl-dTMP) 30
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 17.

Ansatz: 3-Methyl-cycloSal-carba-3'-allyl-dTMP 176 (30.0 mg; 67.2 pumol) in Acetonitril
(3.0 mL), Wasser (500 puL) und Triethylamin (10 Tropfen). Reinigung: Séulen-
chromatographie an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent. Produkthaltige Fraktionen
wurden vereinigt, mit Acetonitril versetzt (Acetonitril/Wasser 1:1) und anschlieend
lyophilisiert. Uberfithrung in das Natriumsalz: Siulenchromatographie an DOWEX-50x8-
TIonentauscherharz (Na'-Form) in Wasser. Produkthaltige Fraktionen wurden vereinigt, mit

Acetonitril versetzt (Acetonitril/Wasser 1:1) und lyophilisiert.



Experimenteller Teil 210

Ausbeute: 17.4 mg (44.8 pmol, 67 %) 9

farbloser Feststoff P AN |
Na> 00’60 O)\N

Ry-Wert (iso-Propanol/Wasser/25 %ige-NH;-Losung 14:7:1): 0.58 Na

HRMS-ESI:  m/z berechnet fiir C;4H;9N,Na,OgP (M — 2 Na + H): 343.1059

gefunden: 343.1042 30
[ ]5) =—2° (c =0.19, H,0)
3'P-NMR (162 MHz, D,0): & = 2.96 ppm.

'H-NMR (500 MHz, D,0): § = 7.53 (q, 1H, J = 1.0 Hz, H-6); 5.86 — 5.77 (m, 1H, -CH=CH,);
5.07 — 5.02 (m, 1H, -CH=CHH); 5.00 — 4.96 (m, 1H, -CH=CHH); 4.84 — 4.76 (m, 1H, H-1);
3.87 (ddd, 1H, J = 10.2 Hz, 5.1 Hz, 5.1 Hz, H-5'a); 3.73 (ddd, 1H, J = 10.2 Hz, 6.0 Hz, 6.0
Hz, H-5'b); 2.30 — 2.25 (m, 1H, CHH-CH); 2.19 (ddd, 1H, J = 12.8 Hz, 6.8 Hz, 6.8 Hz, H-
6'a); 2.04 — 1.96 (m, 2H, H-3', CH-CH); 1.94 — 1.88 (m, 1H, H-4); 1.86 — 1.78 (m, 2H, H-2"a,
H-2'b); 1.82 (d, 3H, J = 1.0 Hz, H-7); 1.60 (ddd, 1H, J = 12.8 Hz, 10.2 Hz, 10.2 Hz, H-6'b)
ppm.

BC-NMR (101 MHz, D,0): § = 166.97 (C-4); 152.93 (C-2); 140.15 (C-6); 138.09 (CH=CH.);
116.28 (-CH=CH,); 111.39 (C-5); 67.45 (d, J = 5.3 Hz, C-5'); 55.33 (C-1); 44.99 (d, J = 7.6
Hz, C-4'); 38.89 (C-3"); 38.74 (C-2') 35.76 (-CH,-CH-); 35.18 (C-6'); 11.78 (C-7) ppm.

IR (KBr): v = 3435, 2948, 1685, 1476, 1439, 1272, 1083, 980, 913, 766, 591, 513, 420 cm”".

6'-Carba-2',3'-didesoxythymidin-5'-monophosphat (carba-ddTMP) 182
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 17.

Ansatz: 3-Methyl-cycloSal-carba-ddTMP 175 (30.0 mg; 73.8 pmol) in Acetonitril (3.0 mL),
Wasser (500 pL) und Triethylamin (10 Tropfen). Reinigung: Séulenchromatographie an RP-
18-Kieselgel mit Wasser als Eluent. Produkthaltige Fraktionen wurden vereinigt, mit
Acetonitril versetzt (Acetonitril/Wasser 1:1) und anschlieBend lyophilisiert. Uberfiihrung in
das Natriumsalz: Saulenchromatographie an DOWEX-50x8-Ionentauscherharz (Na'-Form) in
Wasser.  Produkthaltige Fraktionen wurden vereinigt, mit Acetonitril versetzt

(Acetonitril/Wasser 1:1) und lyophilisiert.
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(0]
Ausbeute: 19.8 mg (56.9 umol, 77 %) 0
Il HN

O _po
farbloser Feststoff Na® G(D)O,eo 5 )\N |
Ry-Wert (iso-Propanol/Wasser/25 %ige-NH;-Losung 14:7:1): 0.57  Na b
HRMS-ESI:  m/z berechnet fiir C;4H9N,Na,OgP (M — 2 Na + H): 303.0746 182
gefunden: 303.0755

[ ]} =—10.5° (c = 0.42, H,0)
PBP_NMR (162 MHz, D,0): & =2.41 ppm.

'H-NMR (500 MHz, D,0): & = 7.52 (s, 1H, H-6); 4.81 —4.43 (m, 1H, H-1"); 3.76 (dd, 1H, J =
6.7 Hz, 2.7 Hz, H-5'a); 3.75 (dd, 1H, J = 6.2 Hz, 2.7 Hz, H-5'b); 2.31 — 2.21 (m, 1H, H-4");
2.18 = 2.11 (m, 1H, H-6'a); 2.04 — 1.96 (m, 1H, H-2'a); 1.82 (d, 3H, J= 1.2 Hz, H-7); 1.82 —
1.75 (m, 1H, H-3'a); 1.73 — 1.66 (m, 1H, H-2'b); 1.61 — 1.54 (m, 1H, H-3'b); 1.46 — 1.39 (m,
1H, H-6'b) ppm.

3C-NMR (101 MHz, D,0): & = 168.46 (C-4); 152.94 (C-2); 140.13 (C-6); 111.35 (C-5);
68.87 (d, J= 5.2 Hz, C-5'); 57.01 (C-1'); 38.09 (d, J = 7.6 Hz, H-4"); 34.30 (C-6"); 29.71 (C-
2"); 26.45 (C-3'); 11.76 (C-7) ppm.

IR (KBr): V' = 3438, 1685, 1476, 1384, 1272, 1060, 918, 767 cm™".

6'-Carba-2',3'-didesoxy-3'-propargyl-thymidin-5'-monophosphat
(carba-3¢-Propargyl-dTMP) 31
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 17.

Ansatz: 3-Methyl-cycloSal-carba-3'-propargyl-dTMP 177 (30.0 mg; 67.5 umol) in Acetonitril
(3.0mL), Wasser (500 uL) wund Triethylamin (10 Tropfen). Reinigung: Séaulen-
chromatographie an RP-18-Kieselgel mit Wasser als Eluent. Produkthaltige Fraktionen
wurden vereinigt, mit Acetonitril versetzt (Acetonitril/Wasser 1:1) und anschlieBend
lyophilisiert. Uberfiihrung in das Natriumsalz: Sidulenchromatographie an DOWEX-50x8-
Ionentauscherharz (Na'-Form) in Wasser. Produkthaltige Fraktionen wurden vereinigt, mit

Acetonitril versetzt (Acetonitril/Wasser 1:1) und lyophilisiert.
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Ausbeute: 21.1 mg (54.7 pmol, 81 %) %

O

I HN
farbloser Feststoff Na®008|80 )\)j/
Ry-Wert (iso-Propanol/Wasser/25 %ige-NH;3-Losung 14:7:1): 0.60  \® oN
HRMS-ESI:  m/z berechnet fiir C;4H;7N,Na,OgP (M — 2 Na + H): 341.0903

gefunden: 341.0913 A
31

[ ]5) =+ 14° (c = 0.26, H,0)
BP.NMR (162 MHz, D,0): & =1.12 ppm.

'H-NMR (500 MHz, D,0): & = 7.53 (q, 1H, J = 0.7 Hz, H-6); 4.92 — 4.85 (m, 1H, H-1"); 3.97
(ddd, 1H, J = 10.3 Hz, 5.2 Hz, 5.2 Hz, H-5'a); 3.91 (ddd, 1H, J = 10.3 Hz, 5.8 Hz, 5.8 Hz, H-
5'b); 2.39 (ddd, 1H, J = 16.7 Hz, 5.1 Hz, 2.7 Hz, CHH-CCH); 2.32 (dd, 1H, J = 2.7 Hz, 2.7
Hz, CH,-CCH); 2.27 (ddd, 1H, J = 16.7 Hz, 6.7 Hz, 2.7 Hz, CHH-CCH); 2.24 — 2.17 (m, 2H,
H-3', H-6'a); 2.15 — 2.07 (m, 1H, H-4"); 1.98 (dd, 2H, J = 8.3 Hz, 8.3 Hz, H-2'a, H-2'b); 1.84
(d, 3H, J= 0.7 Hz, H-7); 1.71 — 1.64 (m, 1H, H-6'b) ppm.

BC.NMR (101 MHz, D,0): § = 166.94 (C-4); 152.87 (C-2); 140.03 (C-6); 111.45 (C-5);
84.21 (CH,-CCH); 70.49 (CH,-CCH); 67.81 (d, J = 5.0 Hz, C-5'); 55.27 (C-1'); 43.18 (d, J =
7.6 Hz, C-4"); 37.93 (C-3"; 35.69 (C-2"); 22.75 (CH,-CCH); 11.78 (C-7) ppm.

IR (KBr): V' = 3447, 2283, 1685, 1476, 1384, 1274, 1220, 1023, 784, 490 cm"".

8.11 Synthese carbocyclischer Nucleosidanaloga durch Wiederverwertung

(+/-)-3-Benzyloxymethylcyclopent-3-enol 187

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend den allgemeinen Arbeitsvorschriften AAV 3 und
AAYV 4.

Ansatz: BH;-THF-Komplex (IM in THF, 10.0 mL, 10.0 mmol), 2-Methyl-but-2-en (1.54 g,
2.34 mL, 22.0 mmol), Cyclopentadien 39a und 39b (931 mg, 5.00 mmol), Natriumhydroxid-
16sung (3 M, 3.5 mL) und Wasserstoffperoxidlosung (30 %ig, 3.5 mL). Reinigung: Séulen-
chromatographie an Kieselgel (Petrolether/Essigester 1:1).
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Ausbeute: 633 mg (3.1 mmol, 62 %)
2

. BnO
farbloses Ol n L@“@?AOH

Ry-Wert (Petrolether/Essigester 1:1): 0.32 4 5
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C13H;60, (M + H): 205.1229 187
gefunden: 205.1224

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.40 — 7.30 (m, 5SH, CH-arom.); 5.64 — 6.60 (m, 1H, H-4);,
4.45 —4.50 (m, 1H, H-1); 4.48 (s, 2H, CH,-benzyl); 4.06 (s, 2H, O-CH,); 2.75 — 2.65 (m, 2H,
H-2a, H-5a); 2.36 — 2.27 (m, 2H, H-2b, H-5b) ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCls) : 6 = 139.6 (C-3); 138.8 (Cq-arom.); 128.9, 128.1, 128.0 (CH-
arom.); 125.3 (C-4); 74.1 (O-CH,) 73.7 (C-1); 69.2 (CHjy-benzyl); 43.7 (C-2); 43.1
(C-5) ppm.

IR (Film): v = 3388, 3062, 3030, 2921, 2848, 1496, 1453, 1356, 1311, 1241, 1197, 1168,
1071, 1028, 945, 840, 737, 698 cm’".

(+/-)-3-Benzyloxymethyl-1-(4'-benzyloxymethylcyclopent-3'-enyl)thymin 195
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 11.

Ansatz: Triphenylphosphin (790 mg, 3.00 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (11 mL); DIAD
(545 uL, 2.80 mmol); 3-N-BOM-thymin 78 (542 mg; 2.20 mmol); 3-Benzyloxymethylcyclo-
pent-3-enol 187 (205 mg, 1.00 mmol) in wasserfreiem Acetonitril (6.0 mL) und 1 % NaOH in
Methanol (15 mL). Reinigung: Sdulenchromatographie an Kieselgel (Petrolether/Essigester
1:1). Das als Nebenprodukt anfallende O-2-Isomer konnte auf dieser Stufe nicht vollstindig

abgetrennt werden.

Ausbeute: 389 mg (0.837 mmol, 90 %, N-1-/O-2-Isomerengemisch 85:15)

zdhflussiger farbloser Sirup BnQ

R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 30:1): 0.71 BnO

HRMS-FAB: m/z berechnet fiir CosHasN2O4 (M + H): 433.2127 L@””thz ©
gefunden: 433.2143 195
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"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.40 — 7.30 (m, 10H, CH-arom.); 6.95 (q, 1H, J = 1.0 Hz,
H-6); 5.76 — 5.72 (m, 1H, H-3"); 5.52 (s, 2H, O-CH,-N); 5.46 — 5.39 (m, 1H, H-1"); 4.72 (s,
2H, CH,-benzyl-A); 4.55 (s, 2H, CH,-benzyl-B); 4.11 — 4.06 (m, 2H, 5'-CH); 2.96 — 2.85 (m,
H-2'a, H-6'a); 2.44 — 2.39 (m, 1H, H-2'b); 2.39 — 2.34 (H-6'b); 1.88 (d, 3H, J = 1.0 Hz, H-7)
ppm.

BC-NMR (101 MHz, CDCL): & = 163,27 (C-4); 150.18 (C-2); 140.82, 138.73 (Cq-arom.);
135.75 (C-6); 128.90, 128.83, 128.68, 128.27, 128.12, 128.07 (CH-arom.); 127.93 (C-3");
111.24 (C-5); 73.09, 72.66 (CH,-benzyl); 71.25 (O-CH,-N); 68.85 (C-5"); 54.00 (C-1'); 40.16
(C-2"); 39.93 (C-6"); 13.71 (C-7) ppm.

IR (Film): v'= 3030, 2924, 2855, 1705, 1663, 1548, 1496, 1453, 1360, 1269, 1211, 1150,
1092, 1028, 810, 772, 738, 698 cm™.

(+/-)-5'-0-Benzyl-3-benzyloxymethyl-6'-carba-2'-desoxythymidin 196

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV S.
Anderung: Das Cyclopentenylnucleosid 195 wurde bei 50 °C hydroboriert.

Ansatz: 3-Benzyloxymethyl-1-(4'-benzyloxymethylcyclopent-3'-enyl)thymin 195 (100 mg,
0.215 mmol), 9-BBN (0.5 M in THF, 920 pL, 0.460 mmol), Natriumhydroxidlésung (3 M,
170 uL) und Wasserstoffperoxidlosung (30 %ig, 170 uL). Reinigung: Chromatographie am
Chromatotron (Dichlormethan mit Methanolgradient 0 — 10 %).

Ausbeute: 79.0 mg (0.175 mmol 76 %)

O
farbloser zahfliissiger Sirup ~ Jj/
BnO~ N |
R/-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1): 0.65 BnO O)\ N
HRMS-FAB: m/z berechnet fiir C2sH3N2Os (M + H): 451.2233 b
gefunden: 451.2256 OH
196

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.40 — 7.27 (m, 10H, CH-arom.); 6.98 (q, 1H, J = 1.0 Hz,
H-6); 5.49 (s, 2H, O-CH,-N); 5.19 — 5.10 (m, 1H, H-1"); 4.70 (s, 2H, CH»-benzyl-A); 4.56 (d,
1H, J = 12.0 Hz, CHH-benzyl-B); 4.52 (d, 1H, J = 12.0 Hz, CHH-benzyl-B); 4.32 — 4.27 (m,
1H, H-3"); 4.69 (dd, 1H, J = 9.0 Hz, 4.1 Hz, H-5'a); 3.51 (dd, 1H, J = 9.0 Hz, 7.0 Hz, H-5'b);
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2.28 —2.17 (m, 2H, H-4', H-6'a); 2.09 — 2.03 (m, 2H, 2'-CH>); 1.81 (d, 3H, J = 1.0 Hz, H-7);
1.54 —1.47 (m, 1H, H-6'd) ppm.

3C-NMR (101 MHz, CDCls): & = 163.82 (C-4); 151.90 (C-2); 138.53, 138.30 (Cq-arom.);
136.40 (C-6); 128.68, 12836, 128.22, 128.11, 128.06, 128.01 (CH-arom.); 110.80 (C-5);
75.81 (C-3"); 73.96 (CHy-benzyl-A); 72.87 (C-5"); 72.41 (CHa-benzyl-B); 71.21 (O-CH,-N);
55.34 (C-1'); 47.12 (C-4'); 39.60 (C-2"); 32.82 (C-6'); 13.56 (C-7) ppm.

IR (Film): v = 3457, 3062, 3031, 2928, 1661, 1548, 1496, 1454, 1360, 1267, 1151, 1091,
1027, 774, 736, 698, 611, 468 cm’.

3-Benzyloxymethylcyclopent-3-enon 197

Oxalylchlorid (180 pL, 2.00 mmol) in abs. Dichlormethan (5.0 mL) wurde bei — 50 °C unter
einer Stickstoffatomosphdre langsam mit Dimethylsulfoxid (DMSO, 290 puL, 4.00 mmol),
geldst in Dichlormethan (1.0 mL), versetzt. Nach beendeter Zugabe wurde die Losung noch
zwei Minuten bei dieser Temperatur geriihrt, anschlieBend wurde eine Losung des
Cyclopentenols 187 (205 mg, 1.00 mmol) in Dichlormethan (1.5 mL) langsam in die
Reaktionsmischung eingetropft. Nach einstiindigem Riihren bei — 50 °C wurde der Ansatz mit
Triethylamin (830 pL, 6.00 mmol) versetzt und bis auf Raumtemperatur erwdrmt. Daraufhin
wurde gesittigte Ammoniumchloridlésung (1.5 mL) zugegeben und mit Diethylether (20 mL)
verdiinnt. Die organische Phase wurde abgetrennt, zweimal mit geséttigter Ammonium-
chloridlésung (5.0 mL), dreimal mit geséttigter Kupfersulfatlosung (5.0 mL) und mit
gesittigter Natriumchloridlosung (5.0 mL) gewaschen. AnschlieBend wurde iiber Natrium-
sulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Auf eine
chromatographische Aufarbeitung wurde auf Grund der hohen Reinheit und der

Isomerisierungstendenz des Rohproduktes verzichtet.

Ausbeute: 190 mg (0.939 mmol, 94 %) 5

. BnO 3 1
farbloses Ol LGO

Ry-Wert (Essigester/Petrolether 1:1): 0.54 ) 1975
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'"H-NMR (400 MHz, Benzol-dg): & = 7.35 — 7.25 (m, SH, CH-arom.); 5.55 — 5.51 (m, 1H, H-
4; 4.24 (s, 2H, CHy-benzyl); 3.69 — 3.66 (m, 2H, O-CHb); 2.56 — 2.53 (m, 2H, H-5a, H-5b);
2.51 (dd, 2H, J = 4.3 Hz, 2.3 Hz, H-2a, H-2b) ppm.

BC.NMR (400 MHz, Benzol-ds): & = 213.45 (C-1); 139.90 (C-3); 137.25, 128.89, 128.61
128.00 (C-arom.); 123.84 (C-4); 72.61 (CH,-benzyl); 69.30 (O-CH;); 43.39 (C-5); 39.46 (C-
2) ppm.
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Die folgende Liste umfasst die Verbindungen und Losemittel, mit denen wéhrend dieser

Arbeit umgegangen wurde. Die Gefahrstoffe sind mit den jeweiligen Gefahrensymbolen,

R-Satzen sowie S-Sétzen gekennzeichnet. Die Stoffe, fiir die keine bekannte Einstufung

existiert, sind als gefdhrlich einzustufen. Es ist unbedingt zu vermeiden, dass man sich mit

diesen Stoffen in irgendeiner Weise kontaminiert und diese Stoffe in die Umwelt eingebracht

werden.
Substanzname R-Sitze S-Sizte Symbole
9-BBN (0.5 M in THF) 19-22-14/15-36/37/38 16-26-33-36/37/38 F, X;
Aceton 11-36-66-67 2-9-16-26 F
Acetonitril 11-23/24/25 16-27-45 F, T
Allyltributylzinn 21-25-36/38- 35-36/37/39-45-60-61 T,N
48/23/25-50/53
Ammoniak 10-23-34-50 9-16-26-36/37/39-45-61 T,N
a,a.‘-Azoisobutyronitril 2-11-20/22-52/53 39-41-47-61 E, X,
Benzoesdure 22-41-37/38-42/43 22-26-36 X
Benzen 45-11-48/23/24/25.1 53.1-45 F, T
Benzen-ds 45-11-E48/23/24/25 53-45 F, T
Benzensulfonsiure 22-34 26-45-36/37/39 C
Benzylbromid 36/37/38 26-39 X;
Benzylchlormethylether 45-36/37/38 53-26-36/37/39-45 T
Boran-THF-Komplex 11-19-22-14/15- 16-26-29-33-36 F, Xi
36/37/38-66-67
Bortrichlorid 14-35-40-26/28 9-23-26-45-28-36/37/39 T,C
Brom 26-35-50 7/9-26-26-45-61 T,C,N
tert-Butylchlordimethyl- 10-34 26-45-36/37/39 F,C
silan
tert-Butylhydroperoxid 7-10-21/22-23-34 3/7-26-36/37/39-45 o,C
Chloroform 22-38-40-48/20/22 36/37 Xn
Chloroform-d, 22-38-40-48/20/22 36/37 Xn
m-Chlorperbenzoesiure 7-36/37/38 3/7-14.10-36/37/39 0O, X;
Chlortriphenylmethan 34 26-45-36/37/39 X
Cyanogenbromid 26/27/28-34-50/53 28.1-36/37/39-45-60-61 T, N
Cyclohexen 11-22-65 16-33-36/37-62 Xn, F
Deuteriumoxid (D,0) - - -
Dichlormethan 40 23.2-24/25-36/37 Xa
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Substanzname R-Sitze S-Sézte Symbole
Dicyclopentadien 11-20/22-36/37/38- 16-36/37-61 Xn, F, N
51/53
Diethylether 12-19-22-66-67 (2-)-9-16-29-33 F"
Diisopropylazodicarboxylat 40-36/37/38 26-36/37/39 X
(DIAD)
Dimethylformamid 61-E20/21-36 53-45 T
Dimethylsulfoxid 36/38 26 X;
Dimethylsulfoxid-ds 36/38 26 X;
Dioxan 11-19-36/37-40-66 9-16-36/37-46 F, Xu
Eisessig 10-35 23.2-26-45 C
Ethanol 11 7-16 F
Ethylacetat 11-36-66-67 (2-)16-26-33 F
Hexacarbonylmolybdén 26 45-36/37/39 T
n-Hexan 11-36/37-67 (2-)9-16-29-33-36/37-61- F, Xu
62
Iod 20/21 23-25 Xn
Kaliumcarbonat 22-36/37/38 22-26 Xn
Kaliumhydroxid 35 26-37/39-45 C
Lithiumaluminiumhydrid 15 7/8-24/25-43.6 F
Lithiumhydrid 14-34 16-26-27-36/37/39 F,C
Magnesiumsulfat - - -
Methanol 11-23/25 7-16-24-45 F, T
Methyliodid 21-23/25-37/38-40 36/37-38-45 T
Natriumazid 28-32-50/53 28-45-60-61 T,N
Natriumchlorid -—- - -
Natriumdisulfit 22-31-37-41 26-39 Xn
Natriumhydrid 15-34 7/8-26-36/37/39-43.6-45 F,C
Natriumhydrogencarbonat - - -
Natriumhydroxid 35 26-37/39-45 C
Natriumsulfat - - -
Oxalylchlorid 14-34-23/24/25 26-27-45-36/37/39 T,C
Palladium auf Aktivkohle 7-36/37/38 17-26-36 F, Xi
n-Pentan 11 (2-)9-16-29-33-61-62 F
Petrolether 11-52/53-65 9-16-23.2-24-33-62 F, Xu
Phosphortrichlorid 34-37 7/8-26-45 C
a-Pinen 10-36/37/37 16-26-36 Xi
Pyridin 11-20/21/22 26-28.1 F, X,
Quecksilbertrifluoracetat 26/27/28-33-50/53 13-28-36-45-60-61 T,N
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Substanzname R-Sitze S-Sézte Symbole
Salzsdure 34-37 26-36/37/39-45 C
Sauerstoff 8 17 0]
Schwefelsdure 35 26-30-45 C
Tetrabutylammonium- 11-19-34-37/38 16-26 X, F
flourid in THF
Tetrabutylammoniumiodid 22-36/37/38 26-36 Xa
Tetrachlorkohlenstoff 23/24/25-40-48/23- 23-36/37-45-59-61 T,N
52/53-59
Tetrahydrofuran 11-19-36/37 16-29-33 F, X;
Tetramethylsilan (TMS) 12 9-16-29-43.3 F"
Thymin - 22-24/25
Toluen 11-20 16-25-29-33 F, X,
p-Toluensulfonsiure 36/373/38 26-37 X;
Tributylzinnhydrid 14-21-25-36/38- 35-36/37/39-45 T
48/23/25
Triethylaluminium 14-17-34-23/24/25 16-26-45-36/37/39 F,C
Triethylamin 11-20/21/22-35 3-16-26-29-36/37/39-45 F,C
Triflatanhydrid 14-34 26-445-36/37/39 C
Trifluoressigsdure 20-35 9-26-27-28.1-45 C
Triphenylphosphin 22-43-48/20/22-50/53 26-36/37/39-61 Xn N
Wasserstoff 12 9-16-33 F'
Wasserstoffperoxid 30%ig 34 3-26-36/37/39-45 C
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