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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das Zusammenspiel einer Vielzahl von biologischen und chemischen Prozessen ermog-
licht es einem Organismus auf &ulRere Reize zu reagieren und ihn vor einer groRen Anzahl
verschiedenster Erreger, wie Bakterien, Pilze oder Viren, zu schitzen. Diese Pathogene
kénnen durch sogenannte Antigene, die an Antikorper oder spezielle Rezeptoren binden,
vom Immunsystem als Fremdkérper erkannt werden. Dadurch wird anschlieBend eine Im-
munantwort eingeleitet. Die daran beteiligten Zellen missen wahrenddessen eine Vielzahl
an Informationen simultan verarbeiten. Die Signaltransduktion beschreibt dabei den Vor-
gang, bei dem ein extrazellulares Signal Uber die Zellmembran in das Zellinnere vermittelt
wird. Innerhalb der Zelle kann ein solches Signal anschlieRend Uber eine Signalkaskade,
an der second messenger, Rezeptoren und andere Enzyme beteiligt sein kdnnen, amplifi-
ziert werden (Kapitel 4.2). Dabei werden Vorgénge wie die Aktivierung der Proliferation von
T-Zellen und die Zytokinproduktion eingeleitet, was zur weiteren Differenzierung der T-Zel-
len fuhrt. Einer dieser second messenger ist das Nicotinsaureadenindinucleotidphosphat
(NAADP), welches bereits 1987 als potentester Ca?*-freisetzender Botenstoff entdeckt
wurde.! Untersuchungen zeigten, dass die Injektion von NAADP in T-Lymphozyten dosis-
abhangig unterschiedliche Arten von Signalen erzeugt. Eine Injektion von 30 nM hatte ein
lokales subzellulares Signal zur Folge, wohin bei einer Gabe von 50-100 nM eine globale
Ca?*-Freisetzung gemessen wurde.?®l Der Calcium-Freisetzungsmechanismus durch
NAADP wurde in den letzten Jahren besonders in der Arbeitsgruppe um GUSE erforscht.
Dabei konnten die Bindeproteine hamatologisch und neurologisch exprimiertes 1-dhnliches
Protein/Jupiter Mikrotubuli assoziiertes Homolog 2 (Hn1L/JPT2) und das von ZHAN et al.
entdeckte Lsm12 identifiziert werden, die nach Komplexierung von NAADP den Ryanodin-
Rezeptor (RyR) sowie die Kationenkandle TCP1 bzw. TPC2 (two-pore channel) binden
konnen und eine Calciumfreisetzung aktivieren (Kapitel 4.4.5).415! Eine der bedeutendsten
Herausforderungen bei der Untersuchung solcher Zellprozesse stellt die Verwendung ge-
eigneter Methoden fir die zellulare Aufnahme des NAADP dar. Die etablierten Verfahren,
wie die Mikroinjektion, die Elektroporation oder die Patch-Clamp-Methode, fihren zu einer
Schadigung der Zellmembran und sind aufgrund ihrer Anwendung als einzelzellbasierte
Techniken anspruchsvoll und zeitintensiv. Weiterhin kdnnen diese invasiven Methoden eine
stressbedingte Calciumfreisetzung der Zelle ausldsen, was die Wahrscheinlichkeit fir
falsch-positive Ergebnisse oder storende Artefakte erhéht.®! In diesem Jahr wurde in unse-

rer Gruppe in Zusammenarbeit mit der Gruppe um GUSE ein membran-permeables 3'-F-
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MASTER-NAADP-Derivat vorgestellt, welches aufgrund lipophiler Maskierung passiv durch
die Zellmembran diffundieren kann (Kapitel 4.6)."]

Intrazellular kdnnen diese Maskierungen enzymatisch gespalten werden, wodurch das bio-
aktive NAADP-Derivat freigesetzt und somit eine Ca?*-abhangige Signalkaskade ausgeldst
werden kann.l Das MASTER-NAADP-Derivat besitzt im Gegensatz zum nativen NAADP
im ehemaligen Nicotinsdurebaustein eine C-glycosidische Bindung, welche die labile N-
glycosidische Bindung ersetzt. Zudem wurde am Adenosin-Baustein ein 3'-Fluorsubstituent
eingeflhrt, welcher als Bioisoster der nativen Hydroxyfunktion einen 2',3'-Phosphatshift ver-
hindern soll. Auf Grundlage dieses MASTER-NAADPSs sollten weitere Derivate entwickelt

werden, die fur biologische Untersuchungen genutzt werden kénnen.

Das erste Derivat, welches in dieser Arbeit entwickelt wurde, ist ein Thiazol-modifiziertes-
NAADP, welches anstelle der Nicotinsaure einen Thiazol-Ring tragt (Kapitel 6.1). Die Car-
bonséaure und die 2'-Phosphatgruppe des Adenosin-Bausteins wurden dabei mit Acyloxy-
benzyl-, bzw. Alkoxycarbonyl-oxybenzyl-Masken (AB/ACB) versehen, welche die Lipophi-
lie durch lange aliphatische Reste verbessern. Der Thiazol-Baustein wurde zunéchst durch
die Bildung des Thiazol-Rings an der Ribose aufgebaut. Anschliel3end konnte die lipophile
AB-Maske an die Carbonséaure gekuppelt werden. Nach einer selektiven 5'-Monophospho-
rylierung konnte der Baustein erfolgreich an das 3'-OMe-Adenosin-5'-monophosphat von
KRUKENBERG gekuppelt werden. Fir die Kupplung wurde das 3'-OMe-Adenosin-5'-mono-
phosphat anstelle des 3'-F-Adenosin-5-monophosphats ausgewahlt, da es in biologischen
Untersuchungen zur Calciumfreisetzung vergleichbare Ergebnisse zeigte, jedoch synthe-
tisch besser zugéanglich ist. Zur Untersuchung der passiven Diffusion und der calciumfrei-
setzenden Eigenschaften sollte eine Nicotinamidadenindinukleotidphosphat-Referenz
(NADP) synthetisiert werden. Es wurde jedoch festgestellt, dass die Synthese einer Amino-
AB-Maske nicht méglich war, da die Alkylkette wahrend der Reaktion gespalten wurde (Ka-
pitel 6.2.1). Entsprechend wurde auf die Verwendung der etablierten ACB-Maskierungs-
strategie zurlickgegriffen, da diese chemisch stabiler sind.® Die chemische Stabilitat sowie
die enzymatisch induzierte Freisetzung der Derivate konnte in Hydrolysestudien mit
Schweineleberesterase (pig live resterase, PLE) beobachtet werden. In jeweils 11 Synthese
schritten konnten so die Derivate erhalten und fur biologische Untersuchungen verwendet
werden. Bei der Untersuchung der calciumfreisetzenden Eigenschaften wurde beobachtet,
dass das Thiazol-NAADP-Derivat keine aktivierende Wirkung hat (Kapitel 6.3). Durch erste
Tests wird jedoch vermutet, dass die Calciumfreisetzung durch eine antagonistische Wir-

kung des Derivats gehemmt wird.
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Ein weiteres Derivat ist das 5-Pyridin-NAADP-Derivat, welches neben der C-glycosidischen
Bindung ein Stickstoff im Aromaten tragt (Kapitel 6.4). Eine Herausforderung in der Syn-
these war die Kupplung zwischen dem Bromnicotinsaurebaustein und der Ribose, die durch
Verwendung eines Turbo-Grignard-Reagenzes geldst werden konnte. AnschlieBend wurde
die Carbonséaure mit einer ACB-Maske gekuppelt und die 5'-Position via YOSHIKAWA-Reak-
tion selektiv monophosphoryliert. Folgend wurde das Monophosphat mit dem 3'-OMe-Ade-
nosin-Derivat erfolgreich gekuppelt. Bei der Synthese der NADP-Referenz erfolgte nach
der Turbo-Grignard-Reaktion die Kupplung an die Amino-Carbonat-Maske. Beide Zielver-
bindungen konnten in jeweils 12 Syntheseschritten erfolgreich dargestellt werden und wur-
den anschliel3end auf ihre chemische und enzymatische Stabilitdt untersucht. Die biologi-
schen Untersuchungen wurden in der Arbeitsgruppe um GUSE durchgefiihrt, wobei eine

Calciumfreisetzung beobachtet wurde.

Daruberhinaus sollte ein weiteres NADP-Derivat synthetisiert werden, welches in biologi-
schen Untersuchungen die Referenz fir das 3'-F-MASTER-NAADP darstellen sollte. Dabei
handelt es sich um das 3'-F-MASTER-NADP-Derivat, welches einen Benzolring mit einer
Amino-Carbonatmaske tragt (Kapitel 6.7). Das Adenosin-Derivat wurde von KRUKENBERG
synthetisiert und hat neben den 2'-Phosphat-AB-Masken einen 3'-F-Substituenten, um ei-
nen 2',3'-Phosphatshift zu vermeiden. Die Synthese erfolgte analog zu der Darstellung des
3'-F-MASTER-NAADPs von DEKIERT.[! In Hydrolysestudien konnte eine gute Stabilitat des
Derivats bestimmt werden, weshalb es als Referenz-Verbindung fur biologische Untersu-

chungen geeignet ist.

Ein weiteres Derivat, welches in dieser Arbeit synthetisiert wurde, ist das carbocyclische-
NAADP (Kapitel 6.5). Die Synthese wurde bereits zuvor von DEKIERT durchgefihrt, wobei
sich eine zINCKE-Reaktion als méglicher Weg der Kupplung zwischen der Nicotinsaure und
dem Aminocyclopentan bewahrte.® Dabei konnte jedoch das Produkt nicht mit einer Maske
versehen werden, sodass die Carbonsaure einen groRen Faktor in der Lipophilie und
Membranpermeabilitdt darstellt. AnschlieBend wurde das carbocyclische Monophosphat
synthetisiert, das zukunftig mit einem 3'-OMe-Adenosin-Derivat versehen werden kbnnte,
das zwei AB-Ci1H23-Schutzgruppen tragt, um eine erhdhte Lipophilie durch verlangerte Al-
kylkettenlange zu gewahrleisten. In sieben Syntheseschritten wurde das Monophosphat er-
folgreich dargestellt und kann zukiinftig an verschiedene Adenosin-Bausteine gekuppelt

werden.

Ein weiterer Schritt, um maoglichst nah an die Struktur des endogenen NAADP zu kommen,
ist die Synthese eines 'natives'-NAADP-Derivats, bei dem die N-glycosidische Bindung wie-

dereingefuhrt wird (Kapitel 6.6). Dabei wurde auf die Maskierung der Carbonsaure

3
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verzichtet, wobei analog zu dem carbocyclischen Derivat (Kapitel 6.5) eine Verlangerung
der Alkylketten der 2'-Phosphat-AB-Masken zu der bendétigten Lipophiliesteigerung flhren
sollte. Dafiir wurde zunachst das Nicotinsaure-Mononucleosid dargestellt, welches 5'-mo-
nophosphoryliert wurde, um es zukinftig an Adenosin-Bausteine mit unterschiedlichen Ket-

tenl&angen zu kuppelin.

Zusammenfassend konnte die erfolgreiche Synthese von zwei NAADP-Derivaten sowie ih-
ren NADP-Referenzverbindungen durchgefiihrt werden, welche in biologischen Untersu-
chungen Potenzial hinsichtlich ihrer calciumfreisetzenden beziehungsweise inhibitorischen
Eigenschaften zeigten. Darliber hinaus wurden zwei Monophosphate fir zukulinftige Kupp-
lungen an lipophil-maskierte Adenosin-Bausteine dargestellt sowie das 3'-F-MASTER-
NADP-Referenz-Derivat, welches in Hydrolyse-Studien eine gute Handhabbarkeit fiir bio-

logische Untersuchungen zeigte.
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2 Abstract

The interplay of a multitude of biological and chemical processes enables an organism to
react to external stimuli and to protect itself against a variety of pathogens such as bacteria,
fungi or viruses. The immune system facilitates the recognition of these invaders by anti-
gens, which are bound by antibodies or special receptors, triggering an immune response.
During this process, the cells involved must process a large amount of information simulta-
neously. Signal transduction describes the process by which an extracellular signal is trans-
mitted across the cell membrane into the cell interior. Such a signal can then be amplified
intracellulary a signaling cascade in which second messengers, receptors and other en-
zymes are often involved (Chapter 4.2). Triggering further processes that serve to protect
the cell or the organism. One of these second messengers is nicotinic acid adenine dinu-
cleotide phosphate (NAADP), discovered in 1987 as the most potent Ca%*-releasing mes-
senger substance. Studies have shown that the injection of NAADP into T Lymphocytes
produce different dose-dependent signals. An injection of 30 nM resulted in a local subcel-
lular signal, whereas a global Ca?*-release was measured with an administration of 50-
100 nM.2IBI The exact mode of action of NAADP has been investigated in more detail es-
pecially by the working group around GUSE. Recently, the binding proteins Hn1L/JPT2 and
Lsm12 have been identified to play a major role, activating the ryanodine receptor and TPC1
or TPC2 after complexing NAADP, thus triggering a calcium release (Chapter 4.4.5).[4I]

A key challenge in investigating such signaling pathways is the identification of suitable
methods for the cellular uptake of NAADP. The established methods, including microinjec-
tion, electroporation and the patch-clamp method, are elaborate and time-consuming due
to their application as single-cell-based techniques. Further, since these invasive methods
damage the cell wall, they can also trigger a stress-induced calcium release increasing the
probability of false-positive results or artefacts.!® This year, our research group, in collabo-
ration with the GUSE group, presented a lipophilic masked MASTER-NAADP derivative,
which is able to penetrate cellular membranes by passive diffusion (Chapter 4.6).[" Intra-
cellularly, the bioreversible masking units can be enzymatically cleaved, releasing the bio-
active NAADP derivative, thus being able to trigger Ca?* release. In contrast to the native
NAADP, the MASTER-NAADP has a C-glycosidic bond within the former nicotinic acid moi-
ety, replacing the labile N-glycosidic bond for higher stability. In addition, a 3'-fluorine was
introduced to the adenosine moiety, which, as a bioisoster of the native hydroxyl function,
is intended to prevent a 2',3'-phosphate shift. Based on this initial structure motif, further
5
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derivatives should be developed in the context of present work, optimizing the potential for

the application in biological studies.

The first derivative developed in this work is a thiazole-modified NAADP, which provides a
thiazole ring replacing the native nicotinic acid (Chapter 6.1). The carboxylic acid and the
2'-phosphate group of the adenosine moiety were masked with acyloxy or alkoxycarbon-
yloxybenzyl masking units (AB/ACB), modulating the compounds lipophilicity due to the hy-
drophobic alkyl substituents. The thiazole building block was first synthesized by forming
the thiazole ring on the ribose. The lipophilic AB mask was then coupled to the carboxylic
acid. After selective 5'-monophosphorylation, the obtained building block was successfully
coupled to the 3'-OMe adenosine-5'-monophosphate of KRUKENBERG. The 3'-OMe-adeno-
sine-5'-monophosphate was chosen for coupling instead of the 3'-F-adenosine-5'-mono-
phosphate, as it exhibited comparable results in biological studies concerning calcium re-
lease, while being more accessible synthetically. An NADP reference was also to be syn-
thesized to investigate the capability of passive diffusion and Ca?*-releasing properties,
whereby it was recognized that the synthesis of an amino-AB-mask was not possible (Chap-
ter 6.2.1). Therefore, the concept of ACB masking units was introduced, which provide a
higher chemical stability than their AB representatives. The chemical stability and the en-
zymatically induced release of the masked derivatives could be demonstrated in hydrolysis
studies using pig liver esterase (PLE). In 11 synthesis steps each, the derivatives were
successfully obtained. In the course of the investigation into the calcium-releasing proper-
ties, it was observed that the thiazole-NAADP derivative had no activating effect (Chap-
ter 6.3). However, preliminary tests indicated that calcium release was being inhibited by

an antagonistic effect of the derivative.

Another derivative synthesized is the 5-pyridine-NAADP, which provides an N-heterocycle
in addition to the C-glycosidic bond within the former nicotinic acid moiety, imitating the
electronic structure of its native representative (Chapter 6.4). One challenge in its synthesis
was the coupling between the 5-bromonicotinic acid building block and the ribose, which
could be solved using a Turbo-Grignard reaction. The carboxylic acid was then coupled with
an ACB mask and the 5'-position was selectively phosphorylated via a YOSHIKAWA reaction.
The monophosphate was then successfully coupled to the corresponding 3'-OMe adeno-
sine-5'-monophosphate. In the synthesis of the NADP reference, coupling to the amino-
carbonate was carried out after the Turbo-Grignard reaction. Both target compounds were
successfully synthesized in 12 steps and subsequently tested for their chemical and enzy-
matic stability. The biological investigations were conducted within the working group of
GUSE, where calcium release was observed.
6
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Another derivative synthesized in this work is the carbocyclic-NAADP (Chapter 6.5). The
synthesis was previously tested by DEKIERT and the zINCKE reaction was found to be a
possible route for coupling the nicotinic acid to an aminocyclopentane.® However, subse-
guent protection of the carboxylic acid with a lipophilic masking unit was not possible, thus
providing a decisive influence on the compound's membrane permeability. Therefore, after
synthesizing the carbocyclic monophosphate, it should be coupled to a 3'-OMe-adenosine-
5'-monophosphat providing two AB-Ci1Hz;z masking units, ensuring compensation of the
carboxylic acid's hydrophilicity by an increased lipophilicity of the alkyl substituents. The
monophosphate was successfully synthesized in seven steps and can be coupled to various

adenosine building blocks in the future.

A further step to get as close as possible to the structure of the endogenous NAADP was
the synthesis of a native NAADP derivative, by reintroduction of the N-glycosidic bond
(Chapter 6.6). In this work, the masking of the carboxylic acid was omitted, since the syn-
thesis already proved inaccessible in previous studies. Thus, as with the carbocyclic deriv-
ative described in Chapter 6.5, an extension of the alkyl chain length of the 2'-phosphate
AB masking groups might result in a desired compensation for a sufficient lipophilicity. For
this purpose, the nicotinic acid mononucleoside was first prepared by 5'-monophosphoryla-

tion and subsequently coupled to an appropriate adenosine building block.

The final objective of the present project was to synthesize an NADP derivative that would
serve as a negative control for 3'-F-MASTER-NAADP in the context of biological studies.
The 3'-F-MASTER-NADP derivative provides a benzene ring accompanied by an amino
carbonate mask (Chapter 6.7). The adenosine building block, synthesized by KRUKENBERG,
contains a 3'-F substituent in addition to the AB-masked 2'-phosphate to prevent a 2',3'-
phosphate shift. Despite the coupling of the aminocarbonate mask, the synthesis was car-
ried out according to a protocol from DEKIERT.

In summary, two novel NAADP derivatives and their reference NADP compounds for neg-
ative control were successfully be synthesized. Moreover, the preliminary biological data
indicate that they provide promising potential for their application in studying cellular Ca?*-
dependent signaling pathways. Furthermore, two monophosphates for future coupling to
lipophilic-masked adenosine building blocks were synthesized, as well as the 3'-F-MAS-
TER-NADP reference, demonstrated effective handling in hydrolysis studies for biological

studies.
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3 Einleitung

Seit Jahrtausenden kampft die Menschheit gegen Krankheiten wie die Pest, Pocken oder
Cholera.l'*-*2l Die Corona-19 Pandemie hat gezeigt wie verherrend die Erreger solcher
Krankheiten auch heute noch sein kénnen. Schon Ende des 18. Jahrhunderts fiihrte der
Landarzt Edward Jenner, welcher als Begriinder der Immunologie gilt, die erste Impfung
am Menschen mit Kuhpocken-Erregern durch, die anschlieBend eine Immunitat gegen an-
dere Pocken-Varianten zur Folge hatte.® Aus dieser Entdeckung entwickelte sich die mo-
derne Immunologie die aus den verschiedenen Teilbereichen, wie zum Beispiel der zellu-

laren und humoralen Immunologie, besteht.

Das menschliche Immunsystem ist ein hochkomplexes Abwehrsystem, welches den Orga-
nismus vor Viren, Bakterien oder anderen Pathogenen schiitzen kann.'¥ Durch das Zu-
sammenspiel einer Vielzahl von Zellen, Botenstoffen und Proteinen laufen im Kdrper zahl-
reiche molekularbiologische Prozesse ab, deren Signalwege bis heute noch nicht vollstan-
dig entschlusselt sind. Die Zellkommunikation ist dabei eines der bedeutendsten Instru-
mente, mit denen ein Organismus auf Umweltreize reagieren kann. Auf der Basis von ver-
schiedensten Rezeptorinteraktionen ermdglichen die dafiir notwendigen Botenstoffe einen
inter- und intrazellularen Austausch von Informationen, die fiir das Uberleben einzelner Zel-
len sowie groRerer Zellverbénde und somit auch des Organismus essentiell sind. Die Bin-
dung eines priméaren Botenstoffs, zum Beispiel eines Hormons, an ein membranstandigen
Rezeptor kann intrazellular eine Signalkaskade auslésen, bei der das Signal in die Zelle
geleitet, moduliert und verstarkt wird, sodass es schlie3lich zu einem zellularen Effekt
fuhrt.[*S Bei dieser sogenannten intrazellularen Signaltransduktion bilden second messen-
ger, wie unter anderem Inositol-1,4,5-triphosphat (IPs), cyclische Adenosindiphosphat-Ri-
bose (cADPR) oder Nicotinsaureadenindinucleotidphosphat (NAADP), die bedeutendsten

biochemischen Komponenten der Signalweiterleitung.6Iit7]

Bei der Aktivierung des Immunsystems spielen insbesondere Calcium-lonen (Ca?") als se-
cond messenger in allen eukaryotischen Zellen eine zentrale Rolle.® In ruhenden T-Lym-
phozyten liegt die Ca?*-Konzentration beispielsweise im niedrigen Bereich von 30-100 nM,
was eine hohe Diskrepanz zu dem extrazellularen Raum (1 mM) darstellt.'¥-2% Eine Stimu-
lation des T-Zell-Rezeptor (TCR) durch die Bindung einer antigenprasentierenden-Zelle
(APC) verursacht eine Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration auf bis zu 1 yM
(Abb. 1). Die Bindung des TCR an den Haupthistokompatibilititkomplex (MHC) fuhrt zur

Phosphorylierung und Aktivierung von nachgeschalteten Effektoren, die zu einer schnellen
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Bildung des Ca?*-mobilisierenden second messenger NAADP, sowie IP; und cADPR fiih-
ren.l22l Die prazisen Zusammenhange zwischen der Aktivierung des TCR/CD3 und der
Oxidation von NADPH zu NAADP Uber DUOX1/2 wurden erst kiirzlich von der Forschungs-
gruppe um GUSE aufgeklart.?

Antigenpresentierende Zelle ‘ |

MHC
®
TCR/
e D3
0, \/ lT TT
L -~
DUOX1/2
Ca2¢
NAADPH SR mikro-
‘\_/ doméne
NAADPH/NAADP
Redox Zyklus ’ NAADP, /—\‘ RYR1
GLC-6-P-DH @
HN1L/
LSM12 P12
NAAD“ NAADP, i :
¢ Tt e, . )
e > Endoplasmatisches
LLaC \ L Retikulum
t 1 F ITPC1
Lysosom % e

Abb. 1: Schematische Darstellung der Signaltransduktion nach Stimulation des TCR/CD3-Rezep-
tors einer T-Zelle. Nach Aktivierung fuhrt eine intrazellulare Signalkaskade zunéachst zur Bildung von
second messenger-Molekllen wie NAADP, welche nach Bindung an HN1L/JPT2 oder Lsm12 an
unterschiedliche Rezeptoren wie RyR1 oder TPC1/2 binden kénnen und somit Ca2*-Mikrodoméanen
aktivieren. Erstellt mit BioRender.com.[“l[7124]

Diese kdnnen anschlielend direkt mit Rezeptoren, wie dem IPs-Rezeptor am endoplasma-
tischen Retikulum (ER) interagieren oder, wie in Abbildung 1 dargestellt, mit Bindeprotei-
nen, wie dem HN1L/JPT2 oder dem Lsm12, komplexieren.“?42% Die freigesetzten Cal-
cium-Mikrodomanen kénnen anschlieRend an verschiedene Calcium-bindende Enzyme,
wie Calmodulin und Calcineurin, binden, die durch Dephosphorylierung des Transkriptions-
faktors NF-AT (nuclear factor of activated T-cells) eine Expression verschiedenster Gene

aktivieren konnen.[28

Nach der Signaltransduktion durch die freigesetzten Ca?*-lonen ist eine schnelle Abnahme
ihrer Konzentration im Cytosol zuriick auf die Ausgangskonzentration unerlasslich um wei-
tere Signale in kurzen Abstanden zu ermdglichen. Die Konzentrationsabnahme kann dabei

einerseits passiv durch Ca?*-puffernde Proteine erfolgen. Andererseits kénnen die lonen
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durch Na*/Ca?*-Austauscher (NCX) und Plasmamembran-gebundene Ca?*-ATPasen-Pum-
pen (PMCA), wie P2X oder TRPM, aktiv aus der Zelle transportiert werden.*4?7l Dje sarko-
/endoplasmatische Ca?*-ATPase-Pumpe (SERCA) ermdglicht dabei den Ricktransport von
freiem Ca?" in die intrazellularen Speicher des endo-/sarkoplasmatisches Retikulums

(SE/ER), welche eine hohe Ca?*-Konzentration von 300 uM bis 1 mM aufweisen.28l2°]

Durch das Zusammenwirken der unterschiedlichen Ca?*-freisetzenden second messenger
ergibt sich eine Vielzahl von Signalwegen zur Steuerung zellularer Prozesse. Die Dynamik
der Effekte hangt dabei von den raumzeitlichen Eigenschaften der Signale ab. Die meisten
Signale bestehen aus kurzen transienten, oszillierenden Konzentrationserh6hungen im
Mikrosekundenbereich, die durch Modulation der Frequenz verschiedene kodierte Informa-
tionen weiterleiten konnen.B% Fir andere zellulare Prozesse, wie zum Beispiel die Aktivie-
rung der T-Zell Proliferation, ist ein langer, kontinuierlicher Anstieg erforderlich, der tGber

Stunden anhalt.[=2]

Eine Vielzahl an Krankheiten, wie Multiple Sklerose (MS) oder Autoimmunerkrankungen,
stehen in Verbindung mit einer Dysregulierung des Immunsystems.?7123134 Stgrungen der
Calcium-Homoostase kénnen weitreichende Folgen fir die Gesundheit haben. Um die Ge-
samtheit des Immunsystems zu ergrtinden, ist die Entwicklung neuer Methoden zur Identi-
fikation von Zielstrukturen wie Rezeptoren und Bindungsproteinen erforderlich. Dadurch

sollen zukunftig innovative therapeutische Ansatze in der Medizin mdglich werden.
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4 Kenntnisstand

4.1 Zellkommunikation

Die Méglichkeit von Zellen tiber verschiedene interzellulare Ubertragungswege mit anderen
Zellen zu kommunizieren ist essentiell fir das Uberleben eines Organismus. Die Signal-
transduktion bezeichnet dabei den Prozess, bei dem ein Signal tber die Zellmembran ins
Zellinnere vermittelt wird. Dieser Prozess kann mehrere Schritte umfassen, bei denen un-
terschiedliche Molekiile, wie primére oder sekundéare Botenstoffe, Rezeptoren und Enzyme,
beteiligt sind.'¥ Die Art des Signals und der Ubertragung kann stark variieren und reicht
von extra- sowie intrazellularen Botenstoffen bis hin zu elektrischen Impulsen. Dabei wird
zwischen endokrinen, parakrinen, synaptischen und kontaktabhangigen Signallbertragun-
gen unterschieden.28 Jber den endokrinen Weg werden Signalmolekile, wie zum Bei-
spiel Hormone, in spezifischen Organen oder Geweben gebildet und tber den Blutweg im
Korper verteilt. Der parakrine Weg zeichnet sich durch die Diffusion von Hormonen oder
hormonahnlichen Substanzen im Interzellularraum der Zelle aus.® Somit werden die Sig-
nale lediglich an unmittelbar benachbarten Zellen tbertragen. Die synaptische Signalwei-
terleitung findet in Nervenzellen statt. Die Signale werden elektrisch durch Anderung des
Membranpotentials entlang sogenannter Axone zu den Zielzellen transportiert. An der Ziel-
zelle kann das elektrische Signal in ein chemisches Signal umgewandelt werden.B Ein
weiterer essentieller Signallbertragungsweg ist die kontaktabhéngige Signalweiterleitung.
Diese erfolgt, analog zum parakrinen Weg, nur zwischen unmittelbar benachbarten Zellen.
Das sind zum Beispiel Zellen des Immunsystems, bei denen sowohl der Rezeptor, als auch
das Signalmolekil membrangebunden sind.” Da nur wenige hydrophobe Signalmolekiile,
wie Stickstoffmonoxid (NO) oder Steroide, in der Lage, sind passiv durch die Zellmembran
zu diffundieren, ist es fir andere hydrophilere Signalmolekiile wichtig, dass weitere Trans-
duktionsmechanismen zu Verfigung stehen, um das Signal in die Zelle weiterzuleiten und
zu amplifizieren.® Dabei beginnt die Signalkaskade im Allgemeinen mit der extrazellularen
Interaktion eines priméren Signalmolekuls mit einem Rezeptor auf der Membranoberfl&-

che.[8

Diese Zelloberflaichenrezeptoren kdnnen in drei Klassen eingeteilt werden (Abb. 2). Unter
die Rezeptor-Kinasen fallen zum Beispiel die Tyrosinkinase-Rezeptoren. Sie sind an der
Zellmembran gebunden und tragen eine intrazellulare Doméne, welche die Phosphorylie-

rung von Tyrosin-Seitenketten in Proteinen ermdglicht.'l Bei diesem Rezeptortyp sind es
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in der Regel Wachstumsfaktoren, wie der Insulin-&hnliche Wachstumsfaktor | (IGF 1) oder
der Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF), die als primare Signalmolekile fungieren. Letz-
terer wird nach Bindung mittels Autophosphorylierung aktiviert und ldst intrazellular eine
Signalkaskade mit nachfolgender Genaktivierung aus, die eine Regulierung der Zellprolife-

ration, -migration und -differenzierung zur Folge hat.!*°

Rezeptor-Kinasen Cytokin-Rezeptoren

Od 04 s — oy pe — oty i

] e olle Homo- oder
‘ Heterodimere
@ B OAG L=
Tyrosin- : i
b Transiepton
—>
G-Protein-gekoppelte Ligandengesteuerter
Rezeptoren (GPCR) Kanal (LGICs)
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@ molekile 0~

lonen

ossso00d

TP

G

G-Protein G-Protein :
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Abb. 2: Darstellung der unterschiedlichen Rezeptorklassen fiir extrazellulare Signalmolekile und
deren Transduktionsweg.*! Erstellt mit BioRender.com

Auch die Rezeptorklasse der Cytokin-Rezeptoren kann eine Gen-Transkription initiieren.
Cytokine sind kleine l6sliche Polypeptide, die auf Grundlage ihrer biologischen Funktion in
Wachstumsfaktoren, Interleukine, Interferone oder Chemokine eingeteilt werden. Diese Art
von Rezeptoren sind mit einer Januskinase Tyrosi Kinase (JAK) assoziiert und induzieren
somit durch Bindung eines Cytokins, die Phosphorylierung eines cytoplasmatischen Tran-
skriptionsfaktors (STAT — signal transducer and activator of transcription).:43% Durch eine

anschlielende Dimerisierung der STAT-Proteine kénnen diese den Rezeptor-Komplex
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verlassen und in den Zellkern translozieren. Die STAT-Dimere sind dazu in der Lage, im
Zellkern an enhancer-Elemente (Anlagerungsort des Transkriptionskomplexes an den Pro-

motor) verschiedener Zielgene zu binden und somit deren Transkription zu aktivieren.!

Eine weitere Klasse von membrangebundenen Rezeptoren sind die G-Protein-gekoppel-
ten-Rezeptoren (G-protein-coupled receptors, GPCRs). Sie bilden mit mehr als 1000 ver-
schiedenen Mitgliedern die grofdte Proteinsuperfamilie. Die G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren sind fir die Ubertragung einer Vielzahl von externen Signalgebern, wie Licht-, Ge-
ruchs- und Geschmacksreizen verantwortlich. Eine entscheidende Rolle spielen GPCRs
auch bei Entziindungsprozessen, der Exo- und Endozytose, sowie beim Zellwachstum und
der Zelldifferenzierung.B% Der GPCR besteht aus sieben transmembranstandigen Heli-
ces mit einer extrazellularen Bindestelle fur Liganden und einer intrazellularen Bindungs-
stelle fir G-Proteine (Guanosintriphosphat-bindende Proteine) und andere Signalmolekile.
Die Aktivierung des Rezeptors durch die Bindung eines Signalmolekiils an der extrazellu-
laren Domane fuhrt zu einer Konformationsanderung, die eine Interaktion mit heterotrime-
ren G-Proteinen zur Folge hat (Abb. 2).1*Y Die heterotrimeren G-Proteine kénnen an ihrer
a-Untereinheit GTP und GDP binden. Die Aktivierung des Rezeptors sorgt auf diese Weise
fur den Austausch des inaktiven GDP gegen die aktive GTP-Form an der a-Untereinheit
des G-Proteins. Der G-Protein-Komplex wird durch die Bindung des GTP instabil, wodurch
die a- und By-Untereinheiten dissoziieren und die intrazellulare Signaltransduktion ausl6-
sen. Die a-Untereinheit des G-Proteins setzt anschlieRend mithilfe von GTPase-aktivieren-
den Proteinen (GAP) das gebundene GTP in GDP und Pi um. Die Reassoziation mit der

By-Untereinheit ermdglicht schlieRlich eine erneute Rezeptorbindung. 251421

Die ligandengesteuerten lonenkanale (LGICs) bilden eine weitere Klasse von Rezepto-
ren. Sie kommen sowohl in der Plasmamembran als auch in Membranen intrazellularer
Kompartimente vor. Der lonenkanal wird durch die Bindung eines Liganden aktiviert. Die
Konformationsanderung, die beispielweise von Neurotransmittern wie Serotonin oder Glu-
tamat ausgeldst wird, ermdglicht eine schnelle zellulare Reaktion auf Signalstoffe durch
einen lonenfluss von z. B. Na*, Ca?*, K* oder CI".*% Die LDICs ktnnen in drei Klassen ein-
geteilt werden. Zum einen in die P2X-Rezeptoren, welche eine Klasse von homo- und he-
terotrimeren Kationenkanéalen bilden, die durch extrazellulares ATP gesteuert werden. Zum

anderen in Cys-loop-Rezeptoren und die ionotropischen Glutamat-aktivierten-Rezepto-
ren. 14143l

Eine Rezeptor-Klasse die nicht an der Zellmembran lokalisiert ist, ist die der nuklearen
Rezeptoren. Einige extrazellulare Molekule kdnnen aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften

die Plasmamembran mittels passiver Diffusion passieren. Im Zellinneren binden sie an
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intrazellulare Rezeptoren im Cytosol oder im Zellkern und bilden einen Liganden-Rezeptor-
Komplex. Dieser kann durch Bindung an spezifische Promoterregionen (enhancer/silencer)

innerhalb der DNA die Transkription regulieren.*®

Von jeder der oben genannten Rezeptorklassen kdnnen verschiedene Signalwege ausge-
hen. Die Weiterleitung des von dem Rezeptor aufgenommen extrazellularen Reizes zu ei-
nem intrazellularen Effektorprotein ist die Signaltransduktion. Bei einer solchen Signal-

kaskade sind eine Vielzahl von Enzymen und sekundaren Botenstoffen beteiligt.

4.2 Signalkaskade

Einige Signalwege fuhren zur Freisetzung oder Synthese von second messengern, die es
der Zelle ermdglichen das priméare Signale aus dem extrazellularen Raum intrazellular zu
verarbeiten und zu verstarken. Nach der Bildung von Ligand-Rezeptor-Komplexen kénnen
sich solche second messenger frei in der Zelle verteilen und auch selbst weitere Signal-
kaskaden induzieren.Y G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren aktivieren beispielsweise tber
heterotrimere G-Proteine die membranstandige Adenylatcyclase, welche ATP in den se-
cond messenger cAMP (cyclisches Adenosin-3',5'-monophosphat) umwandelt. Diese Sig-
nalkaskade kann mehrere tausend cAMP-Molekdle freisetzen und auf diese Weise das Sig-
nal effizient amplifizieren.* Andere second messenger, wie zum Beispiel cGMP (cycli-
sches Guanosin-3',5-monophosphat), IPs, CADPR oder Ca?'-lonen besitzen die Eigen-
schaft innerhalb der Zelle in verschiedene Zellkompartimente zu diffundieren und dort ein
intrazellulares globales Signal zu erzeugen. Eine koharente und organisierte zellulare Re-
aktion setzt daher eine feine Abstimmung verschiedener second messenger voraus (Cross
talk).[141281

4.3 Calciumionen als second messenger

Calciumionen gehdren zu den universellen Botenstoffen im menschlichen Korper. Sie sind
malfigeblich an zahlreichen biologischen Prozessen beteiligt. Calciumionen sind von ent-
scheidender Bedeutung fiir die Regulation von Muskelkontraktionen, die neuronale Signal-
Ubertragung, den Initiationsprozess der Embryonalentwicklung, die Exozytose sowie die
frihe Phase der adaptiven Immunantwort, insbesondere bei der Aktivierung von T-Zel-

len.B4#Sl Die Dynamik von Ca?*-Signalen ist von den zugrunde liegenden biologischen
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Prozessen abhangig und weist daher eine erhebliche Variabilitat auf. Sie sind rdumlich und
zeitlich exakt aufeinander abgestimmt und steuern essentielle zellulare Vorgange wie die
Aktivierung, Proliferation und Differenzierung von Zellen durch verschiedene transkriptio-
nelle Mechanismen. Im Gegensatz zu anderen sekundaren Botenstoffen erfolgt die Bereit-

stellung und der Abbau von Calciumionen nicht enzymatisch. 24281441

Calcium wirkt in der Regel nicht direkt, sondern vermittelt seine Funktionen tber Calcium-
bindende Proteine wie beispielsweise Calmodulin (CaM).!?8! Calmodulin besitzt vier hoch-
affine Bindungsstellen fur Calciumionen und kann, abh&ngig von der Calciumkonzentration,
unterschiedliche Konformationen annehmen. Dadurch ist Calmodulin in der Lage, mit einer
groRBen Anzahl von Zielproteinen zu interagieren (Abb. 3).¢! Die Bildung eines Calcium-
Calmodulin-Komplexes aktiviert die katalytische Untereinheit von Calcineurin, einer Phos-
phatase, die NF-AT dephosphorylieren kann.?s! Das dephosphorylierte NF-AT-Element
wird in den Zellkern transportiert, wo es an spezifischen Stellen an der DNA bindet und die
Transkription von beispielsweise Interleukin-2 (IL-2) stimuliert. Nach der Genexpression
bindet IL-2 autokrin an den IL-2-Rezeptor der T-Lymphozyten, was wiederum die Zellprolife-
ration anregt.l?8171 Dar(iber hinaus werden verschiedene Enzyme, darunter Calmodulin-ab-
hangige Kinasen (CaMK), Phosphatasen, lonenpumpen sowie Membrantransportproteine

durch Calcium-Calmodulin-Komplexe reguliert.!!
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Calciumstoffwechsels.!*4
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Die cytoplasmatische Konzentration von Ca?" wird im Ruhezustand auf einem niedrigen
Niveau von etwa 100 nM konstant gehalten und kann bei auf3eren Reizen auf bis zu
1000 nM ansteigen.?®Bl Die Regulation der periodischen Schwankungen, die im Rahmen
verschiedener Signaltransduktionswege auftreten, umfasst die Kontrolle von Frequenz,
Amplitude und Verteilung dieser Konzentrationsoszillationen. Diese Anderungen kénnen
entweder aus der Aktivierung intrazellularer Speicher [1] oder durch den Einstrom aus dem
extrazellularen Raum resultieren, wobei letzterer Mechanismus Uber spezifische lonenka-

nale vermittelt wird.[*el50

Ein Mechanismus fiir den Transport von Calciumionen in die Zelle ist der passive Einstrom
Uber hochspezifische spannungsabhangige Calciumkanéle [2] (VGCC) (Abb. 3). Be-
stimmte Domanen dieser lonenkanale enthalten geladene Aminosaureseitenketten, die ei-
nen spannungsabhéngigen Bereich (voltage sensing region) definieren. Eine transiente De-
polarisation des Membranpotentials fihrt zwangslaufig zu einer Konformationsanderung,

die den Einstrom von Calciumionen in das Cytosol erméglicht.[5Y

Eine weitere Mdglichkeit flir den Einstrom von Calciumionen sind die ligandengesteuerten
Calciumkanaéle [3]. Zu ihnen gehoren unter anderem die Purinrezeptoren vom Typ P2X,
welche durch die Bindung von extrazellularem ATP einen Einstrom von Ca?*-lonen in das
Cytosol bewirken. Der Einstrom aus dem extrazellularen Raum stellt dabei eine schnelle
und effiziente Methode dar, um die intrazellulare Calciumionenkonzentration nach der Er-
schopfung der intrazelluldaren Calcium-Speicher nachhaltig zu erhéhen, ein Prozess, der als

store operated Ca®* entry (SOCE) bezeichnet wird.24I52

Die Regulierung der intrazellularen Ca?*-Konzentration umfasst neben dem Einstrom auch
verschiedene Mechanismen, die den Export von Calcium aus dem Cytoplasma ermdgli-
chen. Uber in der Plasmamembran lokalisierte Ca?*-ATPasen [4], Ca?*/Na*-Antiporter [5]
oder Uber die Sequestrierung von Calcium im ER (SERCA) [6] kann Uberschissiges Cal-

cium gezielt aus dem Cytosol entfernt werden.*4

4.4 Intrazellulare Ca?*-Freisetzung

Durch verschiedene second messenger kénnen Ca-lonen nicht nur aus dem extrazellularen
Raum in die Zelle transportiert, sondern auch aus intrazelluldren Speichern, wie dem endo-
plasmatischen oder sarkoplasmatischen Retikulum (ER/SR) sowie sauren Lysosomen, frei-
gesetzt werden.B® Neben dem IPs-Rezeptor sind auch der Ryanodin-Rezeptor und die

Two-Pore Channel (TPC)-Familie an diesem Prozess beteiligt.4I7]
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Diese Kanéle kdnnen jedoch auch durch Calcium selbst als sekundaren Botenstoff aktiviert
werden. Freigewordenes Calcium bindet wieder an Rezeptoren und verstarkt durch positive
Ruckkopplung die eigene Freisetzung. Diese Art des Einstroms wird als calcium-induzierte
Calciumfreisetzung (CICR, calcium-induced calcium release) bezeichnet und kann sowohl

Uber Ryanodin-Rezeptoren als auch tber IPz-Rezeptoren erfolgen.®

Fur die verschiedenen Ca?*-freisetzenden sekundaren Botenstoffe wurden unterschiedliche
Ca?*-Konzentrationsverlaufe erfasst.®®I571 Dies deutet darauf hin, dass die jeweiligen se-
kundaren Botenstoffe fur unterschiedliche Signaltypen verantwortlich sind und sich gegen-

seitig modulieren konnen. 58159

4.4.1 Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3)

Nach seiner Entdeckung im Jahr 1983 wurde erkannt, dass IPs an spezifische Rezeptoren
bindet die in der Membran des glatten endoplasmatischen Retikulums liegen.® Der Me-
chanismus beginnt mit der Aktivierung eines extrazellularen G-Protein-gekoppelten Rezep-
tors, der eine Konformationsanderung durchlauft (Abb. 4).l4 In diesem Prozess wird ATP
gebunden, die Phospholipase C (PLC) aktiviert und das Membranphospholipid Phos-
phatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) hydrolysiert, wobei Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3)
und Diacylglycerin (DAG) entstehen. Das an der Membran verankerte DAG fungiert eben-
falls als sekundarer Botenstoff und aktiviert zusammen mit den von IP; freigesetzten Ca?*-
lonen die Serin/Threonin-Proteinkinase C (PKC). PKC stellt ebenfalls einen Regulator fir

weiterer Transkriptionsfaktoren dar.4

17



Kenntnisstand

Protein

ﬂ DAG Aktiviert kinase C
PIP, PKC
IP3 l

Phosphorylierung
von Serin/
Threoningruppen

Freisetzung von Ca?*

e o Zw o :
P IS _.ﬁs , Zelluldre Reaktion
durch IP;-Rezeptor : PY (z.B.
Ca? Transkription)
ER o S Ca?* -bindende
o

e © Proteine

Abb. 4: Schematische Darstellung des Calciumfreisetzungsmechanismus des IP3-Rezeptors. Die
Aktivierung des GPCR fuhrt zur Spaltung von PIPz in die sekundaren Botenstoffe IPs und DAG. Zu-
dem wird die PKC aktiviert und die Freisetzung von Calcium durch den IP3-Rezeptor aus dem ER
initiiert.l'4 Erstellt mit BioRender.com

IP;verfugt Uber die Eigenschaft, Calciumionen rasch aus den intrazellularen Speichern des
endoplasmatischen Retikulums (ER) und des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) freizu-
setzen. Gleichzeitig erfolgt jedoch auch eine relativ schnelle enzymatische Phosphorylie-
rung von |P3.B481 Eine Phosphorylierung durch Phosphoinositid-3-Kinase zu Inositol-
1,3,4,5-tetraphosphat (IP4) initiiert zun&chst, durch die Bindung an ein spezifisches
GTPase-aktives Protein, eine zusétzliche Calciumfreisetzung. Anschliel3end wird IP4 durch
Dephosphorylierung mithilfe der IP3-5-Phosphatase zu dem inaktivierten Inositol-1,4-bis-
phosphat (IP2) umgewandelt.[4l

4.4.2 cyclische Adenosindiphosphat-Ribose (CADPR)

In Gegensatz zu dem schnell abfallenden Ca?'-Signal, welches durch Inositol-1,4,5-tris-
phosphat (IP3) induziert wird, konnte gezeigt werden, dass die Ca?*-Konzentration im Fall
von cyclischer ADP-Ribose 1 (CADPR) vermittelten Signalwegen langsam ansteigt. Es wird
angenommen, dass cADPR 1 somit fiir ein langanhaltendes, globales Ca?*-Signal verant-
wortlich ist.58%®1 Ein mdglicher Syntheseweg von cADPR 1 ist die NAD-Glycohydro-
lase/ADP-Ribosylcyclase (CD38/CD157) vermittelte Umsetzung von NAD* 2 zu cADPR 1
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(Abb. 5). Allerdings spielt CD38 vermutlich auch bei der Hydrolyse von cADPR 1 zu ADP-
Ribose 3 (ADPR) eine essentielle Rolle.®?
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Abb. 5: CD38 vermittelte Umsetzung von NAD 3 in cADPR 1 und ADPR 3, sowie die Umsetzung
von NAD 2 zu NADP 4 und der Basenaustausch zum NAADP 5.

Lange Zeit wurde die Beobachtung, dass das aktive Zentrum vom membrangebundenen
CD38 dem extrazellularen Raum zugewandt ist, als topologisches Paradoxon bezeichnet,
da sich die Substrate innerhalb der Zelle befinden.% Im Jahr 2012 konnte jedoch von LEE
et al. nachgewiesen werden, dass das Enzym neben der extrazellular orientierten Typ-II-
Konformation auch eine Typ-llI-Konformation annehmen kann, wodurch die Substratumset-
zung im Cytosol ermdglicht wird.®4 Die Freisetzung von Calciumionen aus den intrazellula-
ren Speicherorganellen, dem ER und dem SR, wird durch das cADPR 1 entweder durch
eine direkte Bindung an einen Ryanodin-Rezeptor oder durch die Bildung eines Ligand-
Protein-Komplexes induziert.®I%¢ Das cADPR 1 spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle

im CLCR-Mechanismus, indem es das Ca?*-Signal sowohl verlangern als auch modulieren
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kann. Durch die Sensitivierung des Ryanodin-Rezeptors ist CADPR 1 in der Lage, eine
Ca?*-Freisetzung im mikromolaren Bereich auszulésen, was darauf hindeutet, dass

cADPR 1 eine regulatorische Funktion im Calciumhaushalt Gibernimmt.[44l

Die Vermutung, dass cADPR 1 den membranstandigen Rezeptor TRPM2 aktivieren kann,
wurde durch GUSE et al. widerlegt, da ausschlief3lich ADPR 3 als Agonist an TRPM2 bindet.

4.4.3 Nicotinsaureadenindinucleotidphosphat (NAADP)

Nicotinsdureadenindinucleotidphosphat 5 (NAADP) ist ein 1987 von CLAPPER et al. ent-
deckter universeller Ca?*-mobilisierender second messenger (Abb. 6).11 Urspriinglich
wurde angenommen, dass fur die Calciumfreisetzung Nicotinamidadenindinucleotidphos-
phat 4 (NADP) verantwortlich ist. Diese Annahme wurde jedoch nach umfassenden Unter-

suchungen von CHINI et al. im Jahr 1995 widerlegt.[5”]

0 o
Q Y7 ONH, Q Y7 YoH
Ho-P-o_ e, Ho-P-o_ e,
o) o)
O  OHOH O  OHOH
Ha NH,
N B N X
N N
—p— 4 —p—
Hogo <NlN/) HOEO ¢ lN/)
) o)
OHO OHO
0=P—OH O=P-OH
OH OH
4 5
NADP NAADP

Abb. 6: Strukturformeln von Nicotinamidadenindinucleotidphosphat 4 (NADP) und Nicotinséurea-
denindinucleotidphosphat 5 (NAADP). Wahrend in der Struktur von NADP 4 die Amid-Gruppe (blau)
vorhanden ist, befindet sich in der Struktur von NAADP 5 die Carbonsaure-Gruppe (lila).

Die Injektion von NAADP 5 in T-Lymphozyten und Seeigeleier zur Stimulation einer Calci-
umfreisetzung resultierte in dosisabhéangigen Effekten, wobei eine Injektion von 30 nM
NAADP 5 ein lokales, subzellulares Signal induzierte. Im Gegensatz dazu wurde bei der
Verabreichung von 50 bis 100 nM NAADP 5 ein deutlich starker ausgedehntes, globales
Calciumsignal beobachtet.”?®! Eine weitere Erhthung der Konzentration auf 100 uM hinge-
gen fuhrte jedoch zu einer Deaktivierung, so dass keine Calciumfreisetzung mehr nachge-

wiesen werden konnte. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass lediglich NAADP-
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Konzentrationen im nanomoralen Bereich eine Ca?*-Freisetzung stimulieren kdnnen, ohne
andere Signalwege, die beispielsweise cCADPR 1 oder IP3 als second messenger umfassen,

signifikant zu beeinflussen.!

In den letzten Jahren wurde der Calcium-Freisetzungsmechanismus von NAADP 5 insbe-
sondere in der Arbeitsgruppe um GUSE intensiv untersucht. Dabei konnte das Bindungs-
protein HN1L/JPT2 und von ZHAN et al. das Bindungsprotein Lsm12 identifiziert werden, die
als Aktivatoren fur den Ryanodin-Rezeptor sowie fur TCP1 und TPC2 fungieren. Diese Er-
kenntnisse haben wesentlich zum Verstandnis der molekularen Grundlagen der NAADP-

vermittelten Calcium-Signaltransduktion beigetragen.“I!

4.4.4 Biossynthese von NAADP

Jahrelang wurde davon ausgegangen, dass das Enzym CD38 eine entscheidende Rolle in
der bioschemischen Synthese von NAADP 5 einnimmt, da es den Basenaustausch zwi-
schen NADP 4 und NAADP 5 in vitro katalysieren kann. Dieser Prozess erfordert jedoch
einen sauren pH-Wert im Bereich von 4 bis 5 und eine hohe Konzentration an Nicotinsaure,
Bedingungen, die im Cytosol nicht vorliegen. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde die
Hypothese, dass CD38 bei der Synthese von NAADP 5 von zentraler Bedeutung ist, relati-
viert.[® Weitere Ergebnisse der Forschungsgruppe um GUSE zeigten, dass in CD38-defizi-
enten primaren Lymphozyten, nach Stimulation weder die Bildung von Ca?*-Mikrodoméanen
noch die globale Ca?*-Freisetzung beeintrachtigt wurde. Diese Beobachtungen deuten da-
rauf hin, dass CD38 mdglicherweise nicht die entscheidende Rolle in den NAADP-vermit-

telten Calcium-Signalwegen spielt, wie urspriinglich angenommen (Abb. 7).
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Abb. 7: Reprasentative Bilder der Ca?*-Freisetzung von wild type (WT) (oben) und CD38* Knockout
(unten) CD4*-Zellen, die nach der Stimulation mit anti-CD3/anti-CD28-beschichteten Beads (grau)
sowohl mit Fluo4-AM als auch mit FURA-Red-AM sichtbar gemacht wurden. Fluo4-AM und FURA-
Red-AM sind ein Ca2*-sensitive fluoreszierende Farbstoffe, dessen Fluoreszenz mit steigenden
[Ca?*] ab bzw. zunimmt. Der Knockout von CD38 zeigt keinen Effekt auf die Bildung von Ca?*-Mikro-
doméanen oder globalen Ca?*-Signalen in primaren T-Lymphozyten.[5

In den letzten Jahren wurde auch die multifunktionelle NAD(P)ase SARML1 als potentieller
Lieferant von NAADP 5 identifiziert, die den Basenaustausch auch bei neutralem pH-Wert
ermoglicht.'® Es wird jedoch angenommen, dass beide Basenaustauschreaktionen wahr-
scheinlich lediglich als Auffiillreaktionen fungieren und keine signifikanten Ca?*-Signale

auslésen konnen.?4

Die in vivo Synthese von NAADP 5 konnte schlieBlich 2021 von GUSE et al. aufgedeckt
werden.® Daflir wurden plasmamembraniibergreifende NADPH-Oxidasen als alternativer
Biosyntheseweg nachgewiesen. Bereits 2009 beschrieben LETO et al., dass die NADPH-
Oxidasen NOX/DUOX unter Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) Nicotinamid-A-
denin-Dinucleotidphosphat (NADPH) zu NADP 4 oxidieren kdnnen.[™Y Vor diesem Hinter-
grund wurde die Hypothese formuliert, dass NAADPH maoglicherweise ein Substrat dieser
Enzymfamilie darstellen konnte. Experimente, an HEK293-Zellen, die rekombinant NOXS5,
DUOX1 oder DUOX2 exprimierten, zeigten, dass unter physiologischen Bedingungen die
Synthese von NAADPH zu NAADP 5 mdglich ist. Dartiber hinaus belegten Knockout-Expe-

rimente, dass vor allem DUOX2 im Gegensatz zu DUOX1 eine essentielle Rolle bei der
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Bildung von NAADP 5 innerhalb der ersten Sekunden nach der Stimulation einnimmt
(Abb. 8).[6° |m Rahmen der Untersuchung zur globalen Ca?*-Freisetzung konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass auch DUOXL1 einen signifikanten Beitrag bei der Bildung von
NAADP 5 leistet und vor allem fur die Steigerung der NAADP-Konzentration Uber einen
langeren Zeitraum nach der Stimulation essentiell ist. Das zusétzlich bei der Synthese von
NAADP 5 freigesetzte Wasserstoffperoxid hatte in Zelltests keinen Einfluss auf die Freiset-

zung von Ca?*-Mikrodomanen (Abb. 1).1%°

WL _
iii1|lif Iii?lllv Iiiﬁ Iliﬂ

Abb. 8: Reprasentative Bilder der Bildung von Ca2*-Mikrodomanen bei WT, DUOX1- und DUOX2-
defizienten in CD4* T-Zellen, die nach der Stimulation mit anti-CD3-/anti-CD28-beschichteten Beads
(grau) sowohl mit Fluo4-AM als auch mit FURA-Red-AM sichtbar gemacht wurden.

Der Redoxzyklus wird durch die Reduktion von NAADP 5 zu NAADPH durch die Glucose-
6-Phosphatdehydrogenase (GLC-6-P-DH) geschlossen (Abb. 1). Dieses Enzym weist im
Gegensatz zu NADP (44.47 + 17.74 uM) eine hohe Affinitat gegeniber NAADP 5 auf (2.30

+1.13 pM).
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4.4.5 Zielrezeptoren von NAADP

Fur die NAADP-initiierte Ca?*-Freisetzung wurden bereits frih der Ryanodin-Rezeptor am
ER/SR sowie die Two-Pore-Channels vorgeschlagen.l"273Il74 Es gibt zum einen den ,ER-
NAADP-Signalweg“ und zum anderen den ,lysosomalen NAADP-Signalweg® (Abb. 9).

Bereits 2001 beobachteten ONDRIAS et al., dass die Injektion von NAADP 5 in Zellen zu
einer Kanal6ffnung der Ryanodin-Rezeptoren RyR1 und RyR2 fuhrt.[®! Die Ryanodin-Re-
zeptoren bilden eine Familie von Calciumkandlen, die aus drei Isoformen (RyR1, RyR2 und
RyR3) bestehen. Die Aktivierung der Rezeptoren durch NAADP 5 flihrt zu einer Freisetzung
von Calciumionen aus dem ER und dem SR in das Cytosol.["®I'"] Auch weitere Arbeitsgrup-
pen konnten in den folgenden Jahren den Zusammenhang zwischen der NAADP-vermittel-
ten Calciumfreisetzung und den RyR bestéatigen.’"178 |n der Forschungsgruppe um GUSE
et al. wurden in humanen Jurkat T-Lymphozyten erste Untersuchungen mit RyR-Inhibitoren
sowie mit RyR-Knockdown-Klonen durchgefiihrt. Dabei wurde festgestellt, dass die Inhibi-
tion des RyR durch Ruthenium Red (Ru Red) eine globale Ca?*-Freisetzung unterbinden
konnte.[""178] Antagonisten des IPs/Ca?*- und des cADPR/Ca?*-Signalsystems waren jedoch

nicht in der Lage, die durch NAADP 5 induzierte Ca?*-Freisetzung zu blockieren. ¢!

Ca?+

NAADP Mikrodomine

NAADPi z 77 M °___RYR1
LSM12 HN1L/ i{

JPT2
NAAD“ NAAD@

TPC2 \ N <= Endoplasmatisches
$ 3 f 3$TPC1 Retikulum
Lysosom

Abb. 9: Schematische Darstellung der TPC-Aktivierung durch verschiedene NAADP-Bindungssys-
teme. Die NAADP-Bindung an HN1L/JPT2 ermdglicht eine Calciumfreisetzung durch die Aktivierung
des RyR.MI5 Durch die Bindung an Lsm12 ist es in der Lage die Offnung des TPC2 auf sauren
Lysosomen zu stimulieren.[2!

Jahre spater wurden von ZHu et al. die TPCs als neue Klasse von NAADP-regulierten Ca?*-
Kanalen entdeckt.["27918%1 Sje gehoren zu einer kleinen Familie von Kationenkanélen, die in

Membranen endolysosomaler Kompartimente zu finden sind.BY Mit der sogenannten
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Patch-Clamp-Methode demonstrierten WANG et al. im Jahr 2012, dass die TPCs allerdings
nicht durch NAADP 5 direkt aktiviert werden. Stattdessen wurden sie als Natrium-selektive
Kationenkanale identifiziert, die durch Phosphatidylinositol-3,5-bisphosphat (PI(3,5)P2) ak-
tiviert werden.®? Obwohl eine eindeutige Stimulation der Zugabe von NAADP 5 auf die
TPCs nachgewiesen wurde, konnte keine spezifische Bindungsstelle am TPC identifiziert
werden. WALSETH et al. entwickelten daher eine bifunktionelle Alkin-"All-in-one-clickable"-
(AIOC)-NAADP-Photoaffinitats-Sonde  ([*?P-5-N3]-NAADP) fur den NAADP-Rezeptor
(Abb. 10). Die Sonde ist in der Lage, eine spezifische Bindung zu initiieren, welche eine
nachfolgende Calciumfreisetzung zur Folge hat.[%®4 Die radioaktiv markierte Sonde (lila)
konnte mehrere Proteine labeln die eine eindeutige Assoziation mit den TPCs aufwiesen.®3l
Daruiber hinaus konnten Co-Immunoprazipitations-Experimente in HEK293-Zellen die In-
teraktion zwischen TPC1 und NAADP 5, jedoch nicht mit TPC2 aufdecken.®!
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Abb. 10: Die radioaktiv gelabelte Photoaffinitats-Sonde [32P-5-Ns]-NAADP 6 fiir den NAADP-Rezep-
tor wurde durch eine Basenaustauschreaktion mit der ADP-Ribosylcyclase aus Aplysia unter Ver-
wendung von [32P]-NADP synthetisiert.[53!

Auf Basis der vorliegenden Ergebnisse postulierte GUSE die Hypothese, dass spezifische
Rezeptoren oder Bindeproteine existieren missen, an die NAADP 5 zun&chst bindet, bevor
eine Calciumfreisetzung an den TPC oder den RyR erfolgt.®s Fast zehn Jahre spéter ge-
lang es GUSE et al. sowie MARCHANTS et al., das HN1L/JPT2 als ein solches Bindeprotein
zu identifizieren.™ Die Gendeletion des HN1L/JPT2 fiihrte zu einer signifikanten Unter-

driickung der Bildung von Ca?*-Mikrodomanen in stimulierten Jurkat-Zellen, wobei sowohl
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der Beginn der Ca?*-Freisetzung verzdgert als auch die Amplitude der globalen Ca?*-Frei-
setzung verringert wurde.! Weitere Experimente mit HN1L-defizienten Jurkat-Zellen
(HN1L") zeigten, dass die Zugabe eines membranpermeablen MASTER-NAADP nicht zur
Freisetzung von Ca?*-Mikrodomanen fiihrte (Abb. 11).["
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Abb. 11: Reprasentative hochaufgeltste Bilder der Ca2*-Freisetzung in Jurkat Hn1L/Jpt2 T-Zellen.
Die Zellen wurden mit Fluo4-AM und Fura-Red-AM angefarbt, nachdem sie mit 100 nM MASTER-
NAADP (A) oder mit der negativen Kontrolle MASTER-NADP (B) stimuliert wurden. Die Graphen
zeigen die Aktivierung der Zellen (WT (C) und Hn1L/Jpt2-- (D)), welche bei der Stimulation mit MAS-
TER-NAADP, MASTER-NADP und NAADP-AM unterschiedlich stark Calcium freisetzen.["]
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Im Rahmen von Photoaffinitats-Experimenten konnte eine direkte Bindung von NAADP 5
an rekombinante HN1L/JPT2 nachgewiesen werden. Eine T-Zell-Rezeptor/CD3-abhangige
Co-Prazipitation von HN1L/JPT2 mit RyR sowie deren Co-Lokalisierung bestétigten, dass
NAADP 5 zu Beginn der T-Zell-Aktivierung zunachst an HN1L/JPT2 bindet und anschlie-
Rend den RyR aktiviert, was eine Ca%*-Freisetzung initiiert.[*

Im selben Jahr wurde ein weiteres NAADP-Bindeprotein identifiziert, das Lsm12, welches
strukturell nicht mit HN1L/JPT2 verwandt ist. Lsm-Proteine sind dafiir bekannt, dass sie an
RNA binden und eine regulatorische Funktion bei der Genexpression austiben.?42°! Die
Bindung von NAADP 5 an Lsm12 flhrt zur Aktivierung und Ca?*-Freisetzung tber die TPC2

aus den sauren Lysosomen (Abb. 9).!

4.4.6 Relevante Strukturmerkmale von NAADP flr die Calcium-mobilisierende Aktivi-
tat

Fur das Verstandnis des gesamten NAADP-induzierten Calcium-Systems sowie der Struk-
tur der Bindeproteine ist die Architektur der Bindetasche von wesentlicher Bedeutung. Erste
Struktur-Aktivitats-Beziehungen (Structure-Activity Relationships, SAR) wurden jedoch be-
reits vor der Entdeckung von HN1L/JPT2 und Lsm12 in Seeigeleiern untersucht.®® LEE et
al. identifizierten in Experimenten mit NAADP-Analoga, die durch die Basenaustauschreak-
tion unter Verwendung der Aplysia ADP-Ribocyclase synthetisiert wurden, drei relevante

Strukturmerkmale.

Zunachst wurde die Bedeutung der Carbonséurefunktion analysiert (Abb. 12). Es wurde
festgestellt, dass die Abwesenheit der negativen Ladung, wie sie beim Amido-Substituen-
ten (NADP 4) oder bei Derivaten mit Alkoholsubstituenten 7 auftritt, zu einer vollstandigen
Inaktivierung fuihrte. Zudem flihrte die Verschiebung der Carboxylgruppe auf die 4-Position
8 ebenfalls zur vollstdndigen Inaktivierung. Daraus ergibt sich, dass die negative Ladung
an der 3-Position entscheidend fiir die Ca?*-mobilisierende Aktivitat ist. Der Austausch der
Carbonsaure durch Sulfonsaure 9 sowie das Hinzufligen weiterer Substituenten 10 verrin-

gerte zwar die Calciumfreisetzung, unterbanden diese jedoch nicht vollstandig. €671
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Abb. 12: Relevante Strukturmerkmale von NAADP 5 und deren Calcium-freisetzenden Aktivita-
ten. [86ls8]

Neben den Modifikationen am oberen Baustein von NAADP 5 wurden auch Veranderungen
an der 2'-Phosphatgruppe vorgenommen. Die durchgefihrten Untersuchungen haben er-
geben, dass ein 3'-Shift 11 oder die Bildung eines cyclischen 2',3'-Phosphats 12 zu einer
Verringerung der Aktivitat des Molekils fuhrt. Das Fehlen der Phosphatgruppe 13 bezie-
hungsweise die Ausbildung von 2'-Phosphodiestern 14 hat jedoch eine vollstandige Inakti-

vierung des Molekiils zur Folge.PI61ee]

Eine weitere, eher unerwartete strukturelle Komponente ist die 6-Amino-Funktion der A-
deninbase. Bei der Untersuchung des Hypoxanthinderivats 15 wurde eine um mehr als das
1000-fache reduzierte Ca?*-Freisetzungsaktivitat festgestellt, obwohl die GroRe einer Hyd-

roxyfunktion vergleichbar mit der einer Aminofunktion ist.[

Kirzlich konnte von KRUKENBERG gezeigt werden, dass trotz des Austauschs der 3'-Hydro-
xygruppe der Adenosin-Einheit gegen eine Methoxygruppe oder ein Fluoratom eine Calci-
umfreisetzung stattfand.1® Im Gegensatz dazu wies das analoge NADP-Derivat keine Ak-
tivitat auf. Dies lasst den Schluss zu, dass die 3'-Position der Adenosin-Einheit eine eher
untergeordnete Rolle fiir die Ca**-mobilisierende Aktivitat spielt, jedoch einen stabilisieren-
den Einfluss ausibt, indem ein 3'-Phosphatshift oder die Ausbildung eines cyclischen 2',3'-

Phosphodiesters verhindert wird."
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4.5 Methoden der NAADP-Applikation in Zellen

Zur Untersuchung der intrazellularen Signaltbertragungswege von NAADP 5 wurden di-
verse Methoden entwickelt, welche den Transfer des NAADPSs in die Zelle erméglichen und
dort eine Calciumfreisetzung initileren. Anschlie3end ermoglichen Knock-Out-Experimente
die Validierung von Enzymen oder Rezeptoren, die eine entscheidende Rolle bei der Cal-
ciumfreisetzung spielen. Aufgrund der hohen Polaritat des NAADP-Molekuls unter physio-
logischen Bedingungen waren die Methoden zur Applikation von NAADP 5 bis vor kurzem
auf Mikroinjektion, Patch-Clamp und Elektroporation beschrankt.["4I°0 Diese Verfahren be-
wirken zwar eine relativ zuverlassige intrazellulare Ca?*-Freisetzung, die Nachteile ergeben
sich jedoch insbesondere aus dem praparativen und zeitintensiven Aufwand sowie dem
durch die Einzelzellpraparation induzierten Stress. Dieser kann dazu fuhren, dass es durch
friihzeitige Ca?*-Freisetzungen zu falsch-positiven Ergebnisse kommen kann. Aufgrund die-
ser Herausforderungen wurde in den letzten Jahren ein neuer Ansatz entwickelt, mit dem
die Problematik der Einzelzellpraparation vollstandig umgangen werden kann.®l Dabei
werden die negativen Ladungen des NAADPs 5 mit Schutzgruppen maskiert. Durch pas-
sive Diffusion ist es dem NAADP-Derivat moglich, die Zellmembran zu durchdringen und
intrazellular eine Ca?*-Freisetzungen zu induzieren. Dabei werden die lipophilen Masken
intrazellular durch Esterasen gespalten, wodurch das demaskierte NAADP-Derivat freige-
setzt wird. Diese Derivate konnen mit den Bindeproteinen HN1L/JPT2 oder Lsm12 intera-

gieren, ohne zusatzlichen Zellstress zu verursachen. "1

4.5.1 Masken-Konzept am NAADP

Die Bedingungen, die ein Maskenkonzept erfilllen muss, sind vielfaltig. Zum einen sollte
durch die Maskierung des polaren Molekiils eine Steigerung der Lipophilie erreicht werden,
um eine angemessene Membranpermeabilitéat bei gleichzeitig hoher Wasserldslichkeit zu
gewahrleisten. Dartber hinaus ist eine hinreichende chemische Stabilitat erforderlich, um
den Transport durch extrazellulare sowie intrazellulare Medien zu ermdglichen. Des Weite-
ren ist eine effiziente Abspaltung der Masken unter Bildung nicht-toxischer Spaltprodukte
innerhalb der Zelle erforderlich. Das auf diese freigesetzte biologisch aktive NAADP-Derivat
sollte anschlieRend eine Ca?*-Freisetzung induzieren, die in ihrer Art und ihrem AusmanR

moglichst identisch zu der seines nativen Vertreters ist.
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Eines der ersten Maskenkonzepte fur NAADP 5 wurde 1997 von LEE et al. vorgestellt. Das
photo-caged-NAADP 18 wurde an der 2'-Phosphat mit einer 1-(2-nitrophenyl)ethyl-Photo-
gruppe versehen (Abb. 14).°Y Die Schiitzung sowie die entsprechende Spaltung der Photo-
Maske wurden mittels HPLC untersucht (Abb. 13). In Zellstudien konnte beobachtet wer-
den, dass die Ca?*-Konzentration nach der Injektion und einer einminttigen UV-Bestrah-
lung bei 0-4 °C der Ca?*-Konzentration des nativem NAADP 5 ahnelt. Durch eine nachfol-
gende Injektion mit nativem NAADP 5 konnte die Konzentration nicht weiter gesteigert wer-
den. Auch eine Anderung der Injektionsreihenfolge fiihrte zu keiner zusétzlichen Ca?*-Frei-
setzung. Diese Ergebnisse legen nahe, dass das photo-caged-Derivat 18 nach Bestrahlung
denselben NAADP-Ca?*-Speicher nutzt wie das native NAADP 5.4

9
Caged NAADP aN P
Photolyzed 8 W Photolyzed
71 Caged NAADP
- A Caged NAADP
=
26r
2
B
- £,
2 E 47
E 3
T 387
E 5f
1k Cagea NAADP i oy (@aM)
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0 L & . A—h—ik
0 5 10 15 20 25 30 35 1 10 100 1000 10000
Time (min} [NAADP] or [Caged NAADP] (nM)

Abb. 13: Links: HPLC-Chromatogramm vor und nach einer einminitigen Bestrahlung mit UV-Licht
bei 0-4 °C. Rechts: Vergleich der Ca?*-Freisetzung von nativem NAADP 5, photo-caged-NAADP 18
vor der Bestrahlung und photo-caged-NAADP 18 nach der Bestrahlung. Injektion von photo-caged-
NAADP 18 und Ca?*-Freisetzung sowie anschlieBende Mikroinjektion von nativem NAADP bzw. in
umgekehrter Reihenfolge. Die Freisetzung wurde in Seeigelei-Homogenaten mit Fluo-3 gemes-
sen.ll

Ein entscheidender Nachteil ist jedoch die unzureichende Steigerung der Lipophilie, wes-
halb eine invasive Mikroinjektion eingesetzt wurde, um das photo-caged-NAADP 18 in die

Zelle zu transferieren.tl
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Ein weiteres, haufig verwendetes maskiertes NAADP-Derivat ist das 2008 von PARKESH et
al. veroffentlichte NAADP-AM 19 (Acetyloxymethylester) (Abb. 14).1
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Abb. 14: Links: photo-caged-NAADP 18 mit Photo-Maske an der 2'-Phosphatgruppe (gelb). Rechts:
Postulierte Struktur des NAADP-AM 19 mit vier Acetyloxymethylestern als Maskierungseinheiten
(blau).lo1l92]

Zur Darstellung des NAADP-AM 19 wurde das native NAADP 5 unter den Bedingungen
von SCHULTZ et al. mit Acetyloxymethylbromid umgesetzt.[*®! Die chromatographische Ver-
folgung der Reaktion mittels HPLC zeigte bereits nach einer Stunde eine signifikante Ab-
nahme des nativen NAADP 5 sowie das Auftreten eines neuen Peaks (Abb. 15).2 PAR-
KESH et al. vermuteten, dass die Maskierung der negativen Ladung zu einer signifikanten
Verkirzung der Retentionszeit flihrte. NMR-spektroskopische Analysen ermdglichten auf-
grund der Vielzahl an Resonanzen jedoch keine eindeutige Bestimmung der Anzahl und
Positionen der Acetyloxymethylmasken, was auf das Vorliegen einer Vielzahl verschiede-
ner Reaktionsprodukte schlielen lasst. Auch eine ldentifizierung seiner exakten Struktur
anhand der im 3P-NMR-Spektrum erkennbaren Verschiebungen der Phosphatgruppen war

nicht mdglich, da die Signale kaum vom Grundrauschen abzugrenzen waren.®?
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Abb. 15: Links: HPLC-Reaktionsverfolgung (Anionenaustausch-HPLC mit konkav verlaufendem
Gradienten aus Trifluoressigsaure) der Synthese von NAADP-AM 19 (rot) nach einer Stunde aus
NAADP 5 (blau). Rechts: Untersuchung der Ca?*-Freisetzung nach Zugabe zu Seeigeleierhomoge-
naten von 50 nM bzw. 500 nM NAADP-AM 19 und anschlie3ender zweiter Dosis mit 500 nM NAADP

5.[92]

Die Untersuchung der Ca?*-freisetzenden Eigenschaften von NAADP-AM 19 ergab zwar,
dass vermutlich eine passive Diffusion des Molekiils stattfindet, jedoch wurde keine signifi-
kante Ca?*-Freisetzung beobachtet. Dabei wurden zwei verschiedene Konzentrationen (50
nM und 500 nM) von NAADP-AM 19 verabreicht. In beiden Fallen konnte kein signifikanter
Anstieg der Ca?*-Konzentration nachgewiesen werden. Nach 20 Minuten wurde die maxi-
male Dosis von 500 nM NAADP 5 erneut zugegeben, wobei eine leicht inhibitorische Wir-
kung des NAADP-AM 19 festgestellt werden konnte (Abb. 15, blau).[?

Die bei der Synthese von NAADP-AM 19 beobachtete Problematik zeigte sich ebenfalls in
der HPLC-Analyse von kommerziell erhaltichem NAADP-AM 19 (Abb. 16).1" Das HPLC-
Chromatogramm zeigt Gber 25 verschiedene Peaks mit unterschiedlicher Intensitat, was
darauf hindeutet, dass es sich um ein Gemisch von nicht identifizierbaren Molekilen han-
delt. Dariiber hinaus konnte mit Hilfe einer enzymatischen Hydrolyse gezeigt werden, dass
nach 5-mindtiger Inkubation von NAADP-AM 19 (5 nM) mit Schweineleberesterase (PLE)
bei 37 °C weder eine signifikate Veranderung des Chromatogramms der Reaktionslésung,
noch die Entstehung von nativen NAADP, welches als externer Standard verwendet wurde,
erkennbar sind (Abb. 16, B).["
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Abb. 16: HPLC-Chromatogramm des kommerziell erhéltlichen NAADP-AM 19 (5 nM) und NAADP 5
(250 pM) als Kontrolle. B. Enzymatischer Hydrolyseverlauf von NAADP-AM 19 (5 nM) nach 5-mini-
tiger Inkubation in PLE (5 U/mL, rot) bei 37 °C. NAADP 5 ist als Standard gezeigt (blau).l”]

Auf Grundlage der zweifelhaften analytischen Daten in Bezug auf die Anzahl und die Posi-
tionen der AM-Gruppen sowie der eindeutig negativ ausgefallenen Tests bei der Ca?*-Frei-

setzung ist die Verwendung von NAADP-AM 19 fragwirdig.[°2

4.5.2 AB/ACB-Prodrug-Maskenkonzept

Unter den etablierten Schutzgruppen-Konzepten, die durch eine Modifikation von polaren
Molektlen wie Nucleosiden die passive Diffusion durch Zellmembranen erméglichen, hat
sich die Verwendung von Acyloxybenzyl-Estern (AB-Estern) bewahrt.[® Dieses Konzept
wurde erstmals von KATZENELLENBOGEN et al. zur Maskierung von Aminen und spéter von
FREEMAN et al. und THOMSON et al. zur Maskierung von Phosphaten beschrieben.[®-°¢ Mit
diesem Schutzgruppenkonzept wurden im Arbeitskreis MEIER bei der Synthese von Diphos-
phat- (DiPPro) und Triphosphat-Prodrugs (TriPPPro) grof3e Erfolge erzielt. Die Zellauf-
nahme dieser zellgangigen Prodrugs konnte mithilfe intrinsisch fluoreszierender Nucleotide

nachgewiesen werden. [©ll97-102]
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Die Verwendung von AB-Masken an Phosphaten erhéht die Lipophilie durch die Einfihrung
langer Alkylketten und maskiert gleichzeitig die negative Ladung, wodurch eine passive
Diffusion durch die Zellmembran ermdglicht wird (Abb. 17). Durch Variation der Kettenlange
kénnen zusatzliche Ladungen innerhalb des Molekills kompensiert werden, um die Mem-

ranpermeabilitat sicherzustellen. It
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Abb. 17: Schematische Darstellung des Prodrug-Konzepts an der 2'-Phosphatgruppe des maskier-
ten NAADP 20, beispielhaft dargestellt am maskiertem NAADP 20, mit Hydrolysekaskade des Acy-
loxybenzylesters unter Freisetzung des ungeschitzten Phosphats.[9911104]

Intrazellular erfolgt zunachst die enzymatische Hydrolyse des Phenylesters durch Estera-
sen oder einen nucleophilen Angriff, bei der eine Umpolung der para-standigen Funktion
von einem Elektronenakzeptor zu einem Elektronendonor stattfindet. Daraufthin kommt es
zu einer spontanen 1,6-Eliminierung mit dem mesomeriestabilisierte Chinonmethid 21 als
Spaltprodukt der Schutzgruppe. Dieses reagiert in einer Additionsreaktion weiter zu einem
nicht toxischen Hydroxybenzylalkohol 22 (Abb. 17).[1L05I106]

In friheren Arbeiten konnte auRerdem gezeigt werden, dass durch Substituenten oder Va-
riation der Kettenlange gezielt die Lipophilie der maskierten Verbindung sowie die Halb-
wertszeit der Freisetzung eingestellt werden kann.'°7 Bei zunehmender Alkyl-Kettenlange
nimmt nicht nur die Lipophilie, sondern auch die Halbwertszeit der Spaltung der Maske zu,
sodass eine Kettenldnge zu wahlen ist, die zwar eine ausreichende Membranpermeabilitat

aufweist, jedoch keine zu lange Halbwertszeit.[*"]

Eine weitere erfolgreich eingesetzte Schutzgruppe, die der AB-Maske &hnelt, ist das Alko-
xycarbonyloxybenzyl-Ester (ACB-Ester). Im Gegensatz zur AB-Schutzgruppe zeichnet

sich das Carbonat-Motiv durch eine erhdhte chemische Stabilitdt bei gleichbleibender
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enzymatischer Labilitat aus.® Diese chemische Stabilitat ist insbesondere im Hinblick auf
die Syntheseplanung von Vorteil und kénnte zudem eine vorzeitige extrazellulare Spaltung

der bioreversiblen Gruppe im Inkubationsmedium verhindern.

4.5.3 MASTER-NAADP

Die ersten membranpermeablen, bioreversibel maskierten AB/ACB-NAADP-Derivate wur-
den im Arbeitskreis von MEIER durch DEKIERT entwickelt und synthetisiert.[! Zunachst wurde
von DEKIERT versucht, das native NAADP 5 in einer Totalsynthese mithilfe des AB-Masken-
Konzepts membranpermeabel zu maskieren. Die Schiitzung der Carbonsaurefunktion so-
wie die doppelte Maskierung der 2'-Phosphateinheit sollten zielfiihrend sein (Abb. 18). Die
beiden Bausteine konnten dabei in einem konvergenten Ansatz mit bioreversiblen Masken
versehen und als Monophosphat erhalten werden. Der Versuch, den Adenosinbaustein mit
einem Nicotinsdurebaustein zu kuppeln, war jedoch aufgrund der hohen Labilitdt der N-
glycosidischen Bindung nicht erfolgreich.®® Zur Erh6hung der Stabilitat wurde ein C-glyco-
sidischer Nicotinsdurebaustein gewahlt. Ein Vorteil der C-Nucleoside ist, dass durch die C-
glycosidische Bindung eine wesentlich hohere Stabilitdt gegeniiber enzymatischer und sau-
rekatalysierter Hydrolyse gegeben ist, da die C-glycosidische Bindung im Gegensatz zu der
N-glycosidischen Bindung keinen Acetalcharakter aufweist.[*%8ll2%% Dje Kupplung des C-gly-
cosidischen Nicotinsaurebausteins mit dem noch 3'-TIPDSi;-geschiitzten Adenosinbau-
stein fuhrte zu dem chemisch stabilisierten, bioreversibel maskierten ProBAADP-Derivat
23.0
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Abb. 18: Chemische Struktur der bioreversibel AB/ACB-maskierten NAADP-Derivate mit labiler N-
glycosidischer Bindung 20, mit chemisch stabilisierter C-glycosidischer Bindung (ProBAADP 23) und
das entsprechende NADP-Derivat (ProBADP 24).0]

In Hydrolysestudien wurde die enzymatisch induzierte Freisetzung der AB/ACB-Schutz-
gruppen bestatigt. Zur Validierung der passiven Diffusion sowie der Ca?*-freisetzenden Wir-
kung von ProBAADP 23 wurden ein stabilisiertes NADP-Derivat 24 und ein ungeschutztes
NAADP-Derivat als negative Kontrollen synthetisiert. Bei der Untersuchung der Membran-
permeabilitat und der Ca?*-Freisetzung wurden Ergebnisse erzielt, die mit denen des nati-
ven NAADPs korrelieren. Stabilitatsstudien zeigten jedoch, dass sich eine Schutzgruppe
am 2'-Phosphat bereits nach einstiindigem Ruhren in PBS-Puffer abspaltete. Dies wird
wahrscheinlich durch eine chemisch induzierte Phosphatmigration verursacht, die dazu
fuhrt, dass sich eine Schutzgruppe frihzeitig abspaltet, wahrend die zweite erst nach meh-
reren Tagen abgespalten wird, was letztendlich die Freisetzung des aktiven NAADP-Deri-

vats ermdoglicht.®

Die Einfihrung eines 3'-Fluorsubstituenten sollte diese Phosphatmigration verhindern und
fuhrte 2021 in Zusammenarbeit mit KRUKENBERG zur Entwicklung des 3'-F-MASTER-
NAADPs 25 (Abb. 19).[I10]
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Abb. 19: Vergleich der chemischen Struktur von 3'-F-MASTER-NAADP 25 und 3-F-MASTER-
NADP 26 mit bioreversiblen Schutzgruppen.!”!

Im Rahmen von Untersuchungen zur chemischen Stabilitat konnte festgestellt werden, dass
erst nach einer Hydrolysedauer von sechs Stunden ein Intermediat gebildet wird, bei dem
vermutlich eine Schutzgruppe abgespalten wurde. In biologischen Studien konnte anschlie-
Rend sowohl die hervorragende Membranpermeabilitét als auch eine direkte Ca?*-Freiset-
zung nachgewiesen werden.[”? Wie in Abbildung 20 dargestellt, konnte bereits 60 Sekunden
nach der extrazellularen Zugabe von 3'-F-MASTER-NAADP 25 eine Bildung von Ca?*-
Mikrodoméanen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu fuhrt eine Inkubation der Zellen
mit der 3'-F-MASTER-NADP-Referenzverbindung 26 zu keinen lokalen Ca**-Signalen, so-
dass davon ausgegangen werden kann, dass die beobachteten Effekte auf die intrazellu-

lare Entstehung des bioaktiven Metaboliten zurtickzuftihren sind.["
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Abb. 20: Reprasentative hochaufgeltste Bilder der CaZ*-Freisetzung in Jurkat-T-Zellen, die mit
100 nM MASTER-NAADP 25 (A) oder MASTER-NADP 26 (B) inkubiert und mit Fluo4-AM und Fura-
Red-AM behandelt wurden. (C) Diagramm zur Darstellung der Anzahl der Ca?*-Mikrodoméanen: Da-
ten sind als Mittelwert + SEM dargestellt; Jurkat WT MASTER-NAADP, n=66 Zellen; Jurkat WT
MASTER-NADP, n=40 Zellen; Jurkat HN1L/JPT27 MASTER-NAADP, n=43 Zellen; Jurkat
HN1L/JPT27- MASTER-NADP, n=37 Zellen; Jurkat WT DMSO, n=17 Zellen; nichtparametrischer
Kruskal-Wallis-Test und Dunns Korrektur fir Mehrfachtests *P < 0. 05; **P < 0.005.[7]

Aufgrund der vorliegenden analytischen und biologischen Daten ist das entwickelte 3'-F-
MASTER-NAADP 25 in seiner ersten Generation hervorragend als Werkzeug fur weiterfiih-
rende biologische Untersuchungen geeignet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere De-
rivate zur Optimierung der calciumfreisetzenden Eigenschaft der 3'-F-MASTER-NAADP-
Struktur 25 entwickelt, wobei Modifikationen des Nicotinsdurebausteins vorgenommen wur-

den.
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5 Aufgabenstellung

In den letzten Jahren wurde ein bedeutender Teil der Signaltransduktionskaskade von
NAADP 5 durch die Entdeckung der Bindeproteine HN1L/JPT2 und Lsml2 aufge-
klart.#IBI24251 Dennoch bleiben zahlreiche Fragen hinsichtlich der strukturrelevanten Merk-
male, der Biosynthese, der Speicherung und des Abbaus von NAADP 5 offen, was die

Notwendigkeit weiterer Untersuchungen unabdingbar macht.

Das in unserer Arbeitsgruppe von DEKIERT und KRUKENBERG entwickelte 3'-F-MASTER-
NAADP 25 erzielte in biologischen Untersuchungen sehr gute Ergebnisse hinsichtlich der
passiven Diffusion und der Bildung von Ca?*-Mikrodomanen.[! Aufgrund der chemischen
Stabilisierung der N-glycosidischen Bindung wurden in dieser Arbeit C-glycosidische Nu-
cleoside als Nicotinsdurebaustein verwendet. Fir weitere Modifikationen sollten im Nicotin-
saurebaustein Heterocyclen eingefihrt werden, um positive Ladungen im Ring zu ermogli-

chen und das Derivat starker an das native NAADP 5 anzunahern.

Das erste Derivat 27 wurde vom Thiazofurin-Motiv abgeleitet, welches sich in Form von
Thiazoladenindinucleotid (TAD) als Inhibitor der Inosin-5'-monophosphatdehydrogenase
(IMPDH) erwiesen hat.!*%® Dies flihrt zu einer Unterbrechung der Guaninnucleotidsynthese,
wodurch beispielsweise die Apoptose einiger humaner Krebszellinien eingeleitet werden
kann.[2%%11 Thiazofurin ist ein synthetisches Nucleosid, das eine ausgepragte antivirale
und antitumorale Aktivitat aufweist und zur Behandlung der chronischen myeloischen Leu-
kamie zugelassen ist.'*2113 |m Gegensatz zu dem strukturell &hnlichen Ribavirin, das ins-
besondere wahrend der COVID-19-Pandemie grol3e Aufmerksamkeit erlangte, wird Thia-
zofurin nicht nur zum Monophosphat metabolisiert, sondern durch die NAD-Pyrophospho-
rylase weiter zu einem Dinucleotid umgewandelt.2°-1°2 Das Thiazol-Derivat 27 konnte also

potentiell als Agonist sowie als Antagonist im Calciumfreisetzungsmechanismus wirken.

Eine weitere Modifikation des Nicotinsdurebausteins besteht in der Verschiebung des Stick-
stoffatoms des nativen NAADP auf die 5-Position des Pyridin-Rings 28. Diese Einfuihrung
des Stickstoffs stellt im Vergleich zum 3'-F-MASTER-NAADP 25 einen Schritt zurtick in
Richtung der nativen Struktur des NAADP 5 dar und bietet zudem die Mdglichkeit, eine
positive Ladung in den Ring zu integrieren und dabei trotzdem von der stabilen C-glycosi-

dischen Bindung zu profitieren.
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Aufgabenstellung

Ein weiteres NADP-Derivat, wie es auch fur die Thiazol- und die 5-Pyridin-Derivate synthe-
tisiert werden sollte, ist das 3'-F-MASTER-NADP. Dieses Derivat sollte als Referenzverbin-
dung des 3'-F-MASTER-NAADPs verwendet werden.!”)

Ein weiterer Ansatz, um der nativen Struktur des NAADPs zu dhneln, ist die Synthese eines
carbocyclischen Derivats 29, wie in Abbildung 21 dargestellt. Die Einfuhrung eines Car-
bocyclus zielt darauf ab, den Acetalcharakter der Bindung zum Pyridylring zu verhindern
und die Stabilitéat zu erhdhen. Vorangegangene Arbeiten zeigten allerdings, dass die Mas-
kierung der Carbonséaure durch den zwitterionischen Charakter des Nicotinsaure-Rests er-
schwert wird.®! Da sich aus diesem Umstand allerdings eine neutrale Nettoladung ergibt,
sollte ebenfalls untersucht werden, ob sich die Maskierung der Carbonséurefunktion als
redundant erweist. Mit dem gleichen Ansatz wurde auch ein 'natives' NAADP-Derivat 30
entwickelt, das den Acetalcharakter beibehdlt. Auf eine Maske wird dabei an der Carbon-
saure verzichtet, da DEKIERT vermutete, dass dies die N-glycosidische Bindung destabili-

siert.[?

Somit bestand das Ziel der vorliegenden Arbeit in der Entwicklung von funf lipophil mas-
kierten, membranpermeablen und chemisch stabilisierten MASTER-NAADP-Derivaten so-
wie den dazugehorigen MASTER-NADP-Negativkontrollverbindungen (Abb. 21).

O, (o}

Y
o X
OH OH o) OH OH
? NH, ‘ NH,
N B
N N © N
S) N b y
ot (T o-pro. ¢ 1L J
I N o) N N
o] N o o)
o o)
%CGHB R2 O yCGH”
MeO O @o ‘
o:efo O:E*O
1) O
CeHism O CeHis~ O
Thiazol-3'-OMe-MASTER-Derivat 28X=0,Y =-C,Z=-N,R"=-0Cy4H;90,, R? = -OMe

- - - 1 2 _
27R' = -OC,4H1s0, 29 X=C,Y =-N, Z=-CH,R"=-0H, R? = -OMe
30 X=0,Y =-N,Z=-CH,R"=-OH, R? = -OMe

31X=0,Y=-C, Z=-CH, R"=-NHC5H,:03, R? = -F
Abb. 21: Uberblick tber die Zielverbindungen, deren Totalsynthese im Rahmen dieser Arbeit entwi-

ckelt werden sollten. Fir biologische Untersuchungen sollten die vier NAADP-Derivate auch in Form
der entsprechenden NADP-Derivate (R! = -NHC14H1902, -NH2) dargestellt werden.
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Aufgabenstellung

Im Anschluss sollten Untersuchungen zur chemischen Stabilitat sowie zur enzymatischen
Hydrolyse der Zielverbindungen erfolgen. Die biologischen Studien sollten in Zusammen-
arbeit mit der Arbeitsgruppe von GUSE am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE)
im Rahmen des Sonderforschungsbereichs (SFB) 1328 ,Adenine Nucleotides in Immunity

and Inflammation® stattfinden.
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Resultate und Diskussion

6 Resultate und Diskussion

6.1 Synthese des Thiazol-NAADP-Derivats

In vorangehenden Forschungsarbeiten konnte die Synthese des Thiazol-Derivats 27 bis zur
Verbindung 32 erfolgreich durchgefiihrt werden (Abb. 22, blau).*'4! Die Zielverbindung 27
sollte durch die Kupplung der beiden Monophosphate dargestellt werden. Die Monophos-
phate 33 und 34 sollten durch die etablierte YOSHIKAWA-Phosphorylierung synthetisiert wer-
den. Das maskierte Nucleosid 35 sollte, nach Kupplung einer Acyloxybenzylmaskierung
an die Carbonséaure 36, durch eine Desilylierung der Verbindung 37 erhalten werden. Die
hierfur erforderliche Carbonsaure 36 sollte durch die Verseifung des Methylesters 38 syn-
thetisiert werden, wobei die Verbindung 38 wiederum durch eine Oxidation erhalten werden

sollte.

E 9 013
o OH OH \ le) yCGHn (o) CeHis
L I /‘QL ’ i
: ° ~

® NN @ 0
EtsNH © 4 N : EtsNH o
N o-p-0 ‘ ‘N/) : o-P-o_ <N HO_ S _N
o o o i — OH | o — o
>‘\‘CGH13 .
MeO © /—@o : OH OH OH OH
0=p-0 i 13 35

!

f | Q
3 27 o O/ 9, ) >‘C6H13
e s . /_2‘0H /_}O o

TBDMSO_ ¢ =

N
{1 TBDMSO_ s N {—— 18DMSO_ ¢ __N
O

0]

©;

TEDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS

38
ﬂ 36 37

TBDMSO_  §__N

TBDMSO OTBDMS
32

Abb. 22: Retrosynthetische Darstellung der Synthesestrategie fiir die Synthese des Thiazol-NAADP-
Derivats.
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Die Oxidation der Verbindung 32 zur Darstellung des Thiazolrings wurde unter Verwendung
von Bromtrichlormethan und 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) durchgefuhrt (Abb.
23). Nach einer Reaktionszeit von 14 Stunden konnte dinnschichtchromatographisch der

vollstandige Umsatz beobachtet werden.!*1¢

OL / . A/
O 1.1 Aquiv. BrCCl; o
2.0 Aquiv. DBU —
TBDMSO_ s__N » TBDMSO_ s__N
o CH,Cl, o
14 h, RT

TBDMSO OTBDMS 95 9% TBDMSO OTBDMS

32 38

Abb. 23: Oxidationsreaktion zur Aromatisierung der Verbindung 32.

Im Anschluss erfolgte die Verseifung des Methylesters 38 mit Kaliumcarbonat in Methanol
(Abb. 24). Da jedoch nach 24-stindigem Rihren bei Raumtemperatur kein vollstandiger
Umsatz festgestellt werden konnte, wurde die Reaktionslosung auf 65 °C erhitzt und wei-
tere 5 Stunden gerihrt. Anschlieend konnte der vollstandige Reaktionsumsatz dinn-

schichtchromatographisch beobachtet werden.

0] Y, 0]
o . OH
— 4.0 Aquiv. Kaliumcarbonat —

TBDMSO S__N » TBDMSO S__N

o) Methanol, H,O o)
I.24 h, RT, Il.5h, 65 °C
TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS

38 79 % 36

Abb. 24: Verseifung des Methylesters 38 zur Synthese der Carbonsaure 36.

Nach Abschluss der Reaktion erfolgte eine Neutralisation der Reaktionsldsung mit halbkon-
zentrierter Essigsaure. Im Anschluss an die Entfernung aller flichtigen Bestandteile erfolgte
eine saulenchromatographische Reinigung des Produkts, wobei die Verbindung 36 in einer

Ausbeute von 79 % erhalten wurde.

Die fur die Steigerung der Lipophilie benétigte Acyloxybenzylmaske kann Uber unterschied-
liche Veresterungsmethoden an die Carbonsaure gekuppelt werden. Zunéachst wurde die
STEGLICH-Methode gewahlt, bei der die Carbonséaure der Verbindung 36 mit N,N-Dicyclo-
hexylcarbodiimid (DCC) aktiviert wird (Abb. 25). Diese wird zunachst an eine C,N-Doppel-
bindung des DCC addiert, wobei ein O-Acylisoharnstoff gebildet wird. Die Zugabe von
4-DMAP, welches als Nucleophil mit dem O-Acylisoharnstoff zu einem reaktiven N-Acylpy-

ridiniumion reagiert, ermoglicht einen erleichterten Angriff des Alkohols an das
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Carbonylkohlenstoffatom. Nach einer Protonentbertragung sowie der Abspaltung und Um-

lagerung wird der Ester 37 gebildet.[**”]

0]
Q 0.30 Aquiv 4-DMAP Q /\©\0>L 63
/__?\OH 1.5 Aquiv. 4-(Hydroxymethyl)- /__2\\0

phenylhexanoat

TBDMSO_  S__N > TBDMSO_ S__N
CH,Cl, o
21 h, RT
TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS
14 %
36 37

Abb. 25:; sTEGLICH-Veresterung der Carbonséaure 36 mit dem 4-(Hydroxymethyl)phenylhexanoat zur
Bildung des Esters 37.1117]

Durch diese Methode wurde das Produkt jedoch nur in einer Ausbeute von 14 % erhalten.
Fur die Optimierung der Ausbeute wurde daher die YAMAGUCHI-Veresterung gewahit
(Abb. 26).118]

1.1 Aquiv. 2,4,6-Trichlorbenzoe-
saurechlorid 39

O
1.2 Aquiv. EtzN
o} Launv- Els o) >‘C6H13
1.6 Aquiv. 4-(Hydroxymethyl)- le}
/__QX\OH phenylhexanoat 43 /_2\\0
- 0.30 Aquiv. 4-DMAP 41 -

TBDMSO_  S__N > TBDMSO_ S__N

THF o
20 h, RT
TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS

60 %
36 37

®)

Abb. 26: YAMAGUCHI-Veresterung der Carbonsaure 36.118l

Im ersten Schritt erfolgt eine Deprotonierung der Carbonsaure durch Triethylamin, worauf-
hin eine nucleophile Substitutionsreaktion mit dem 2,4,6-Trichlorbenzoes&aurechlorid 39
stattfindet. Es bildet sich ein gemischtes Anhydrid 40, wobei das freigesetzte Chlorid als
Triethylammoniumchlorid gebunden wird. Im nachsten Schritt greift 4-DMAP 41 die Car-
bonylgruppe des Anhydrids an und fihrt zur Spaltung der 2,4,6-Trichlorbenzoesaure 42.
Daraufhin erfolgt der nucleophile Angriff des Alkohols 43 auf das aktivierte Carbonylkohlen-
stoffatom. Nach der Abspaltung von 4-DMAP 41 wird das maskierte Produkt 37 erhalten
(Abb. 27).1119]
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Abb. 27: Mechanismus der Veresterung nach YAMAGUCHI mittels 2,4,6-Trichlorbenzoes&urechlorid
39 und 4-DMAP 41 .[118][119]

Fur die nachfolgenden Reaktionen war es erforderlich, die Silylschutzgruppen der Hydro-
Xygruppen zu entfernen. Die Spaltung von TBDMS-Gruppen erfolgt selektiv durch den Ein-
satz von Fluoridionen.2% Dariiber hinaus kénnen dabei stark saure oder basische Bedin-
gungen vermieden werden, um eine unerwinschte Spaltung der Maskierung zu verhindern.
Die Verwendung von TREAT-HF (Triethylamin-Trihydrofluorid) hat dabei einige Vorteile zu
anderen Fluoridreagenzien. Zum einen wirkt Triethylamin als Base und kann zusammen
mit HF unter milderen Bedingungen eingesetzt werden, was vorteilhaft ist, um die Stabilitat
empfindlicher Gruppen zu gewéhrleisten. Zum anderen weist TREAT-HF im Vergleich zu
anderen Fluorierungsreagenzien eine geringere Toxizitat auf, sodass die Handhabung si-

cherer ist.l120
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TBDMSO, S__N » HO sS__N
CHaCl,
o 24 h, RT o
TBDMSO OTBDMS 1% OH OH
37 35

Abb. 28: Spaltung der Silylschutzgruppen mittels TREAT-HF.

Nach der Zugabe von 18 Aquivalenten TREAT-HF wurde nach 24 Stunden Rihren bei
Raumtemperatur das vollstandig entschitzte Nucleosid 35 erhalten (Abb. 28).

Im néchsten Schritt erfolgte die Monophosphorylierung der 5'-Hydroxygruppe gemal den
Arbeiten von YOSHIKAWA et al. Diese Methode ermdglicht eine selektive 5'-Phosphorylierung

unter milden Bedingungen.**¥

O, O
(o) >‘CGH13 ® (0] >§C6H13
e o =N o 0

4.0 Aquiv. POCl, o 9 =
HO_ s__N > O-P-0_ s __N
TMP OH
O 6h,0°C O
OH OH 94 % OH OH
35 33

Abb. 29: Monophosphorylierung der 5'-Hydroxygruppe nach YOSHIKAWA.[115]

Das Nucleosid 35 wurde in Trimethylphosphat 44 (TMP) gel6st und anschlieBend das Phos-
phorylchlorid 45 bei 0 °C zugetropft. YOSHIKAWA et al. konnten feststellen, dass durch die
Zugabe von Trialkylphosphaten wie TMP 44 oder Triethylphosphat (TEP) sowohl die Reak-
tionszeit signifikant verkirzt als auch die Ldslichkeit der Nucleoside verbessert wird. Die
reduzierte Reaktionszeit kann auf die Bildung einer aktivierten Spezies 46 zurlickgefuhrt
werden, die zwischen Phosphorylchlorid 45 und TMP 44 entsteht (Abb. 30).21]

o) o) o o

}g }g n @l o
cicl * o o7 oo o [C

Cl O 17 0L

45 44 46

Abb. 30: Bildung einer aktivierten Spezies aus POCI3 45 und TMP 44 im Rahmen der YOSHIKAWA-
Reaktion.[121]

Die Reaktion wurde anschliel3end mittels HPLC verfolgt, wobei der Umsatz stindlich ver-

folgt werden konnte.
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Nach 6 Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 M TEAB-Puffer (pH 8.0) hydroly-
siert und die wassrige Losung mit Hexan gewaschen, um das Trimethyl-phosphat 44 zu
entfernen (Abb. 29). Die anschlieRende Reinigung erfolgte durch eine automatisierte RP-

18-Saulenchromatographie (Acetonitril/\Wasser).

|
|
e L %‘NWV*www‘wvWfMVMmewwwmwww'M,-W‘Wﬁmlmn

2 3 8

Abb. 31: 31P-NMR-Spektrum des Thiazol-monophosphats 33 (162 MHz, 25 °C, DMSO-ds).

Das 3!P-Spektrum zeigt deutlich ein Signal bei -0.11 ppm, was der typischen Verschiebung
eines Monophosphats entspricht (Abb. 31). Es sind keine weiteren Signale zu erkennen,

sodass die Bildung von zweifach phosphorylierten Spezies ausgeschlossen werden kann.

Durch die Verwendung von TMP 44 als Losungsmittel ist die Phosphorylierung 5'-selektiv,
sodass fur die 2'- und 3'-Hydroxygruppen keine aufwendige Schutzgruppensstrategie notig
ist. Durch die Interaktion zwischen TMP 44 und der Nucleobase wird die 5'-Hydroxygruppe
aktiviert, da TMP 44 durch das Lewis-basische Sauerstoffatom Wasserstoffbriickenbindun-
gen mit dem Proton der 5'-Hydroxygruppe ausgebildet, sodass die Nucleophilie dieser
Gruppe im Gegensatz zu den anderen Hydroxygruppen erhoht wird (Abb. 32). Die 5'-Se-
lektivitat wird zudem durch das saure Milieu begtnstigt, da die Protonierung der 2'- und
3'-Hydroxygruppen deren Reaktivitat fir den nucleophilen Angriff auf die aktivierte Phos-

phat-Zwischenstufe vermindert und somit lediglich die 5'-Hydroxygruppe nucleophil genug
ist.[122]
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Abb. 32: Postulierter Mechanismus der 5'-Phosphorylierung nach YOSHIKAWA.[1211[122]

Wahrend der Reaktion ist es essentiell, dass die Reaktionstemperatur nicht tiber 5 °C steigt,
da andernfalls eine intramolekulare Umlagerung unter Abspaltung von PO,Cl zu einem 5'-
chlorierten Nebenprodukt fihrt.[23

Ein weiterer wichtiger Faktor fir die nachfolgende Kupplungsreaktion des Monophos-
phats 33 ist die Anzahl der Triethylammonium-Gegenionen. Nach der Zugabe eines 1 M
TEAB-Puffers konnte im *H-NMR-Spektrum nach der automatisierten RP-C18-Saulenchro-
matographie nur eine sehr geringe Anzahl an Gegenionen beobachtet werden. Aufgrund
der schlechten Ldslichkeit des Monophosphats 33 in Wasser wurde angenommen, dass es
vorwiegend protoniert und ungeladen vorlag. Durch erneutes 30-minttiges Rihren des Mo-
nophosphats 33 in einem 1 M TEAB-Puffer, gefolgt von einer anschlielienden Lyophilisie-
rung, konnte anschlieBend ein Aquivalent Gegenionen durch NMR-Spektroskopie nachge-
wiesen werden. Der ionische Charakter der Bindung tragt dazu bei, die Nucleophilie des

Sauerstoffs zu verbessern.
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Zur Synthese des Thiazol-Derivats 27 wurden abschliel3end die beiden Monophosphate 33
und 34 nach einer Methode gekoppelt, die von MOHAMADY et al. zur Synthese von Nucleo-
sidtriphosphaten entwickelt wurde (Abb. 33).1224

Das Thiazol-Monophosphat 33 wird hierbei mittels 1-Methylimidazol (NMI) aktiviert, wah-

rend das Adenosin-Monophosphat 34 als Nucleophil fungiert.

1. 10 Aquiv. TFAA
16 Aquiv. Et;N
10 min, 0 °C

2. 6.0 Aquiv. NMI

O,
? 10 Aquiv. EtsN >‘CsH13
& o) >\C6H13 P ® o °
EtzNH d o 10 min, 0°C Et;NH o
0 3. 0.90 Aquiv. Adenosin-Derivat 34 S -
o i = o

o-b-o. 4\ 7.5h, RT
6H Z 4. 1 M TEAB-Puffer, 15 min, RT

(e}

C,H3N O  OHOH
OH OH
13% @
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EtzNH NH, I N N/)
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Abb. 33: Synthese des Diphosphats 27 durch die Kupplung der Monophosphate des Thiazol-Deri-
vats 33 und des 3'-OMe-Adenosin-Derivats 34 (Synthetisiert von KRUKENBERG).

Durch die Zugabe von Trifluoressigsaureanhydrid (TFAA) und Triethylamin wird das in situ
vollstandig geschitzte Monophosphat erhalten, welches eine gute Loslichkeit in Acetonitril
besitzt. Die Zugabe von TFAA kann auRerdem mdgliche Rickstéande von Wasser, die bei
der weiteren Synthese stdrend wirken konnten, entfernen. Nach dem Entfernen aller fliich-
tigen Bestandteile wird 1-Methylimidazol zugegeben und dadurch das aktivierte Imidazoli-
dat 48 gebildet (Abb. 34).
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Abb. 34: Mit TFAA und NMI aktiviertes Monophosphat 48.
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Das Imidazolidat stellt eine gute Abgangsgruppe fur den anschlieRenden nucleophilen An-
griff des zweiten Monophosphats 34 dar, sodass nach der Eliminierung des 1-Methylimida-

zols die gewlinschte Diphosphatverbindung 27 erhalten wird.

Die Reaktion wurde mittels HPLC verfolgt, wobei zum Start der Reaktion neben dem NMI
nur das Adenosin-Derivat detektiert werden konnte (Abb. 35). Nach einer Stunde konnten
zwei weitere Peaks mit hoherer Retentionszeit als das Adenosin-Derivat 34 beobachtet
werden, dessen Intensitat in den folgenden 6 Stunden weiter zunahmen. Neben dem Pro-
dukt, kdnnte sich, bei unvollstandiger Aktivierung, aus zwei Thiazol-monophosphaten das
Pyrophosphat gebildet haben. Nach 7 Stunden wurde kein weiterer Umsatz beobachtet,

sodass die Reaktion beendet wurde.
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Abb. 35: HPLC Reaktionsverlaufskontrolle der Kupplungsreaktion der Monophosphate 33 und 33.

Die Reinigung erfolgte mittels einer automatisierten RP-C18-Saulenchromatographie in
0.05 M TEAB-Puffer. Nach der ersten RP-Chromatographie wurde eine weitere RP-C18-
Chromatographie, mit Wasser/Acetonitril als Eluenten durchgefiihrt, um das reine Diphos-
phat 27 in einer Ausbeute von 13 % zu erhalten. Das Pyrophosphat aus zwei Thiazol-Ein-

heiten konnte nicht isoliert werden.
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Abb. 36: 31P-NMR des Kupplungsprodukts 27. Das Singulett der 2'-Phosphatgruppe bei -2 ppm (lila)
und die Dubletts des Pyrophosphats bei -11.5 ppm (griin) (243 MHz, 25 °C, DMSO-ds).

Die Signale im 3P-Spektrum sind, wie erwartet, ein Singulett (lila) fur die 2'-Phosphatgruppe
bei -2 ppm und die Dubletts (grun) fir das Phosphatriickgrat im Bereich um -11 ppm. Diese

Ergebnisse deuten auf eine erfolgreiche Kopplung der beiden Monophosphate hin.

6.2 Synthese des Thiazol-NADP-Derivats

Fur die biologischen Untersuchungen der Calciumfreisetzung ist neben der aktiven Verbin-
dung auch eine Referenzverbindung als Negativkontrolle wichtig. Dadurch kénnen Fakto-
ren, wie Spaltprodukte, identifiziert werden, die die Ergebnisse beeinflussen kdnnen. Zu
diesem Zweck sollte ein NADP-Derivat 49 synthetisiert werden, welches nach intrazellula-
rer Spaltung der Maske das Amid keine Freisetzung von Calcium zur Folge hat (Kapitel
4.4.5) und bis auf die Carboxyfunktion am Thiazol die gleiche Struktur besitzt (Abb. 37).18!
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Abb. 37: Thiazol-Nicotinsaureamid-Derivat 49.

6.2.1 Synthese der bioreversiblen Amino-Schutzgruppe

Um in folgenden Schritten die Maskierung Uber eine Amidbindung an die Zielverbindungen
zu kuppeln, wurde die Syntheseroute mit dem 4-Hydroxybenzylamin 50 begonnen und zu-
nachst die benzylische Aminogruppe mit einer tert-Butyloxycarbonyl (Boc)-Schutzgruppe
geschiitzt.®! AnschlieBend wurde mittels Heptanoylchlorid der Ester in einer Ausbeute von
56 % dargestellt. Die Spaltung der Boc-Schutzgruppe sollte mit Acetylchlorid in trockenem
Ethanol erfolgen. Durch die Reaktion des Acetylchlorids mit Ethanol wird in situ HCI erzeugt,
welches zur saurekatalysierten Spaltung der Schutzgruppe fuihrt.[*2%)

1. 1.1 Aquiv. Boc,0
DMF/Pyridin 5:1 v/v

5h,RT o
2. 1.0 Aquiv. Heptanoylchlorid cI ®
H.N 1.1 Aquiv. EtsN BocHN . HaN
2 20 Aquiv. AcCl

0.30 Aquiv. 4-DMAP

CH,Cl,, 20 h, RT EtOH, 3 h, 0 °C—>RT

\/

56 %
(0] O (0] (0]
OH Y Y
CeH13 CeH13
50 51 52

Abb. 38: Synthese der bioreversiblen Amino-Schutzgruppe 52.
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Jedoch wurde beobachtet, dass neben der Entschitzung der Aminogruppe ebenfalls der

Ester gespalten wurde und somit kein Produkt isoliert werden konnte (Abb. 39).
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Abb. 39: 'H-NMR-Spektrum der Spaltung der Boc-Schutzgruppe mit Acetylchlorid in Ethanol bei
simultaner Abspaltung des Esters. Das entstandene Produkt ist 4-Hydroxybenzylamin 50 (400 MHz,
25 °C, DMSO-ds).

Im Spektrum sind die Protonen des Aromaten (lila) sowie die der Benzylgruppe gut erkenn-
bar (grtin). Die beiden Protonen der Aminofunktion sowie das Proton der Hydroxygruppe
sind im Bereich zwischen 8.0 und 10.0ppm zu beobachten (blau).
Im Bereich zwischen 1.0 und 1.5 ppm sind die Protonen der Alkylkette zu erwarten, die

aul3er einem Rest von ca. 1 % nicht mehr vorhanden sind (Abb. 39).

Eine Hydrolyse der Esterfunktion der Alkylkette ist unter den wasserfreien Bedingungen
eher unwahrscheinlich. Allerdings wird vermutet, dass unter saurer Katalyse Ethanol als
Nucleophil den Carbonylkohlenstoff angegriffen hat, wodurch vermutlich eine Umesterung
stattgefunden hat.[*26]

Daraufhin wurde eine andere Schutzgruppe verwendet, die unter milderen Bedingungen
gespalten werden kann. Dafiir wurde die Fluorenyl-methoxycarbonyl (Fmoc)-Schutzgruppe
gewahlt. Das Fmoc-geschuitzte 4-Hydroxybenzylamin 53 reagierte zunachst mit dem Hep-
tanoylchlorid und die Verbindung 54 konnte in einer Ausbeute von 92 % erhalten werden
(Abb. 40). Zur Spaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurde 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en
(DBU) gewahlt. DBU ist eine nicht-nucleophile, starke Base, die zudem sterisch anspruchs-

voll ist, sodass erwartet wurde, dass der Ester vor der Spaltung geschiitzt ist.*?7]
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Abb. 40: Veresterung der phenolischen Hydroxygruppe mit Heptanoylchlorid und der anschlieRende
Versuch der Spaltung der Fmoc-Schutzgruppe mittels DBU.

Leider konnte auch mit dieser Methode das Produkt nicht erhalten werden. Aus dem
!H-NMR-Spektrum ist ersichtlich, dass neben der Fmoc-Schutzgruppe auch der Ester er-

neut gespalten wurde.

Da durch die Spaltung des Esters die Synthese der Amino-AB-Maske nicht mdglich war,
wurde diese modifiziert und es wurde im Folgenden auf eine Carbonateinheit zurtickgegrif-
fen. Im Rahmen der Untersuchungen zur Alkoxycarbonyloxybenzyl-Maske (ACB) konnte
bei einer héheren chemischen Stabilitat eine gleichbleibend effiziente und schnelle enzyma-
tische Spaltbarkeit festgestellt werden.®! Carbonate haben im Gegensatz zu Estern eine
starker ausgepragte Resonanz, die sich aufgrund der zwei Sauerstoffatome in der Deloka-
lisierung ihrer Elektronen auswirkt, was zur Stabilitat gegeniiber Nucleophilen beitragt.*?!

Nach der Einfihrung der Boc-Schutzgruppe an der Aminogruppe wurde das Carbonat
durch einen nucleophilen Angriff der phenolischen Hydroxygruppe an das Chlorformiat dar-
gestellt (Abb. 41).

1. 1.1 Aquiv. Boc,0
DMF/Pyridin 5:1 v/v

5h, RT
2. 1.0 Aquiv. Heptylchloroformiat cl ®
H,N 1.1 Aquiv. EtzN BocHN o H3N
0.30 Aquiv. 4-DMAP 20 Aquiv. AcCl
CH,Cl,, 20 h, RT EtOH, 3 h, 0 °C—>RT
71 % 89 %
0.0 0._0
OH
OC7H1s OC7Hys
50 56 57

Abb. 41: Synthese der bioreversiblen Amino-Carbonat-Schutzgruppe 57.
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Die Aminocarbonat-Schutzgruppe 57 konnte dabei in einer guten Ausbeute von 89 % er-
halten werden. Nebenprodukte, die auf den Verlust der Alkylkette hindeuten kénnten, wur-

den wahrend der Reaktion und auch nach der Aufarbeitung nicht beobachtet.

Da die Referenz-Verbindung eine ACB-Maske tragt, musste diese Veranderung fur die Ver-
gleichbarkeit ebenfalls bei der NAADP-Verbindung eingefiihrt werden. Die Synthese der
ACB-Maskierung ist in Abbildung 42 gezeigt.

HO 1.0 Aquiv. Heptylchloroformiat HO

1.0 Aquiv. EtsN
0.30 Aquiv. 4-DMAP

CH,Cl,
OH 22 h, 0°C > RT 0.__0O

50 % OC7H4s5
58 59

Abb. 42: Synthese der ACB-C7His-Maskierung 59.

Aufgrund der unterschiedlichen Aciditaten der phenolischen (pKs 10) und der aliphatischen
Hydroxygruppe (pKs 18) wird von einer Schutzgruppe abgesehen. Das bei einer Deproto-
nierung entstehende Phenolat-lon ist durch den Aromaten mesomeriestabilisiert, und die
Elektronen sind delokalisiert.l*2¢1128] Die ACB-Maske 59 konnte mit einer Ausbeute von 50 %
erhalten werden. Die Vollstandigkeit der Alkylkette konnte mit einem *H-NMR-Spektrum
bestatigt werden.

6.3 Synthese der Thiazol-Derivate mit ACB-Maskierung

Zunachst wurde das NAADP-Derivat 60 synthetisiert, wobei die ACB-Maskierung durch die
bereits zuvor genutzte YAMAGUCHI-Veresterung an das Nucleosid 36 gekuppelt wurde. Die
Aktivierung der Carbonsaure mittels 2,4,6-Trichlorbenzoesaurechlorid 39 und 4-DMAP 41
erma@glicht einen nucleophilen Angriff des Alkohols, wodurch das gewiinschte Produkt 61

mit einer Ausbeute von 70 % erhalten werden konnte (Abb. 43).
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1.0 Aquiv. 2,4,6-Trichlorbenzoe-
saurechlorid 39 o
1.1 Aquiv. EtsN
0 1.2 Aquiv.4-(Hydroxymethyl) 0, /\©‘0>-OC7H15
OH  phenylheptylcarbonat 59 /_2\0

- 0.30 Aquiv. 4-DMAP

TBDMSO S__N » T1BDMSO S__N
0 THF o
6 h, RT
TBDMSO OTBDMS 70 % TBDMSO OTBDMS
(]
36 61

Abb. 43: yaMAGUCHI-Veresterung der Carbonséure des Nucleosids 36.118]

Fur die Spaltung der TBDMS-Gruppen wurde der Fluoridionendonor TREAT-HF verwendet,
sodass die TBDMS-Schutzgruppen orthogonal zu der ACB-Maske gespalten werden
(Abb. 44).

O (@]
o P—0CHys 0 P0G Hys
O s

18 Aquiv. TREAT-HF

TBDMSO_  §__N »HO_ $__N
O 24 h, RT O
TBDMSO OTBDMS 95 % OH OH
61 62

Abb. 44: Spaltung der Silylschutzgruppen mit TREAT-HF.

Durch die Verwendung von 18 Aquivalenten TREAT-HF konnte eine sehr gute Ausbeute
von 95 % erzielt werden. Die Verwendung von weniger TREAT-HF hatte eine starke Ver-
langerung der Reaktionszeit und eine Verminderung der Ausbeute zur Folge, da neben
dem Produkt auch das Nebenprodukt mit einer verbliebenden TBDMS-Schutzgruppe erhal-

ten wurde.

Fur die anschlielBende Kupplung sollte das Nucleosid durch die bereits in Kapitel 6.1 etab-
lierte YOSHIKAWA-Phosphorylierung selektiv in das 5'-Monophosphat 63 tberfiihrt werden
(Abb. 45).1115]

O O
0 >\‘OC7H15 ® 0 >\‘OC7H15
0 Et;NH 0
/_2\0 O /_2\0

— 10 Aquiv. POC|3 C) 1 —
HO S__N - O—IID—O S__N
TMP OH
0 8h,0°C 0
OH OH 73 % OH OH
62 63

Abb. 45: Selektive YOsSHIKAWA-Phosphorylierung der 5'-Hydroxygruppe.19]
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Fur diese Reaktion wurde die Menge an Phosphorylchlorid auf 10 Aquivalente erhoht, da
nach einer Reaktionsdauer von 5 Stunden lediglich ein geringer Umsatz mittels HPLC-Ana-
lyse festgestellt werden konnte. Die Reaktion konnte erst nach 8 Stunden durch die Zugabe
eines 1 M TEAB-Puffers beendet werden. Nach der Reinigung mittels RP-18-Saulenchro-

matographie wurde das Produkt mit einer Ausbeute von 73 % isoliert.
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[ppm]

Abb. 46: 31P-NMR des 5'-Monophosphats 63 nach RP-C18-saulenchromatographischer Reinigung
(243 MHz, 25 °C, DMSO-ds)

Die analytischen Daten aus dem 3!P-NMR-Spektrum zeigen ein Singulett bei -0.06 ppm,
welches aufgrund der Verschiebung eindeutig dem Monophosphat zugeordnet werden
kann (Abb. 46). Weitere Nebenprodukte wie diphosphorylierte Produkte sind nicht zu er-
kennen.

Das synthetisierte Monophosphat 63 wurde im nachsten Schritt an das Adenosin-Derivat 34

gekuppelt. Dafiir wurde erneut auf die Methode von MOHAMADY et al. zuriickgegriffen.[*24
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1. 10 Aquiv. TFAA

16 Aquiv. Et;N
10 min, 0 °C o
2. 6.0 Aquiv. NMI
0} .
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o] OC7H1s : ® o
EtsNH o 10 min, 0 °C EtNH _ o (S
0o o 3. 0.9 Aquiv. Adenosin-Derivat 34 © 0 -
© i — 45h, RT 0-P-0, S __N
O-P-0 S._N 2N,
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OH o
CoH3N O OHOH NH,
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o Et;NH © N—N
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Abb. 47: Kupplung der Monophosphate 63 und 34 nach MOHAMADY et al.[124]

Die Reaktion wurde HPLC verfolgt, wobei zunachst nur das NMI und das Adenosin-Derivat
34 zu beobachten sind (Abb. 48). Ein weiterer Peak bildet sich nach 1 Stunde bei 17.6 Mi-
nuten. Nach 4.5 Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 M TEAB-Puffer beendet,
da kein weiterer Umsatz des Adenosin-Derivats 34 zu beobachten war.

[=]
1l
HO=F =0

5 10 15 20 25
Retentionszeit [min]

Abb. 48: HPLC-Reaktionsverlaufskontrolle der Kupplung der Monophosphate 34 und 63.

Die Reinigung erfolgte mittels einer automatisierten RP-C18-S&aulenchromatographie. Da-

bei wurden zunachst 1 M TEAB-Puffer/Wasser als Eluenten verwendet, gefolgt von einem
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weiteren Reinigungsschritt mit Acetonitril/Wasser. Das *!P-NMR-Spektrum zeigt ein Singu-

lett bei -2 ppm und zwei Dubletts bei -11 ppm, was auf eine erfolgreiche Bildung des Pyro-
phosphats hindeutet (Abb. 49).
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Abb. 49: 31P-NMR des Kupplungsprodukts 60 mit einem Signal des 2'-Phosphats (lila) und zwei
Dubletts (griin) des Diphosphatriickgrats (243 MHz, 25 °C, DMSO-ds).

Im Massenspektrum wurde aufl’erdem die zu erwartende Molekilionenmasse mit
1447.4257 Da detektiert. Dies entspricht der theoretischen Masse des einfach deprotonier-
ten Pyrophosphats (Abb. 50).
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Abb. 50: MS-ESI-Spektrum des gekuppelten Diphosphats 60. Messung im negativen Modus.

AbschlieRend wurde in Hydrolysestudien die chemische sowie die enzymatische Stabilitét
untersucht. Daftir wurden die Bedingungen aus Kapitel 7.5.1 und 7.5.2 verwendet. Fir die

Untersuchung der chemischen Stabilitdt wurde die Zielverbindung 60 in PBS-Puffer bei
37 °C fur 14 Tage inkubiert (Abb. 51).
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Abb. 51: Ausschnitt des chemischen Hydrolyseverlaufs der Zielverbindung 60 in PBS-Puffer.

Die bioreversibel maskierte Verbindung 60 hat eine Retentionszeit von 17 min. Nach
24 Stunden kann eine signifikante Abnahme der vollgeschiitzten Verbindung 60 beobachtet
werden und es wurde eine Halbwertszeit von ty,= 22 Stunden bestimmt. Dabei werden zwei
weitere Peaks bei 11.3 min und 13.0 min gebildet. Es wird vermutet, dass der Peak bei
11.3 min aufgrund des Absorptionsspektrums die vollstandig demaskierte Verbindung 60a

ist. Dies konnte LC-MS-technisch jedoch nicht nachgewiesen werden.

Die enzymatische Stabilitat wird durch die Inkubation der Zielverbindung in PLE-L6sung
(Pig Liver Esterases) untersucht (Abb. 52). Enzymatische Hydrolysestudien laufen typi-
scherweise unter milden Bedingungen ab (z. B. in Wasser bei Raumtemperatur und neut-

ralem pH-Wert), was sie flir empfindliche Substrate geeignet macht.
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Abb. 52: Ausschnitt des enzymatischen Hydrolyseverlaufs der bioreversibel geschitzten Verbin-
dung 60 in PLE.

Nach 30 min Inkubationszeit kann eine deutliche Abnahme des Diphosphats 60 beobachtet
werden, wobei sich ein Peak bei 11.9 min bildet. Dieser konnte mittels LC-MS als die ein-
fach maskierte Verbindung 60b identifiziert werden. Aufgrund der unterschiedlichen Mas-
sen der AB bzw. ACB-Maske kann geschlossen werden, dass die verbliebene Maskierung
eine AB-Maske ist (Abb. 52, 60b). Nach 72 Stunden wurde das Abfallen des Peaks von
Verbindung 60b und die Zunahme eines Peaks bei 11.0 min beobachtet. Aufgrund der Ver-
schiebung der Retentionszeit und der Veranderungen im Absorptionsspektrum wird vermu-
tet, dass es sich hierbei um die vollstandig demaskierte Verbindung 60a handelt, was je-
doch durch LC-MS nicht nachgewiesen werden konnte. Die Halbwertszeit der Hydrolyse

der Verbindung 60 wurde auf ti»= 62 Minuten bestimmt.
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6.3.1 Synthese des Thiazol-NADP-Derivats mit ACB-Maske

Fur die Synthese der Referenz-Verbindung 64 wurde, wie bereits in Kapitel 4.6 beschrie-
ben, das NADP-Derivat verwendet. In einem ersten Syntheseschritt wurde die
Verbindung 36 mit der Amino-ACB-Maske 57 unter Verwendung des Kupplungsreagenz (2-
(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorphos-phat) (HBTU) erfolgreich
gekuppelt (Abb. 53).1129

o)
2.0 Aquiv. HBTU 0CH
Q 3.0 Aquiv. DIPEA ? /*©~0>\\ e
/_2\‘0"' 1.5 Aquiv. ACB-Maske 57 NH
0.30 Aquiv. 4-DMAP . TBDMSO N

CH,Cly, 21 h, RT o

TBDMSO_ s__N
o)

TBDMSO OTBDMS 8% TBDMSO OTBDMS
36 65

Abb. 53: Die Synthese des Amids 65 erfolgt unter Verwendung von HBTU als Kupplungsreagenz.

HBTU aktiviert Carbonsauren durch die Bildung einer Hydroxybenzotriazol-Abgangsgruppe
(Abb. 54, blau). Das aktivierte Zwischenprodukt, an dem das Amin 57 im Zuge der Amino-
lyse angreift, stellt der Hydroxybenzotriazol-Ester dar. Zur Bildung des Hydroxybenzotria-
zol-Esters erfolgt ein nucleophiler Angriff des Sauerstoffatoms der Carboxylgruppe an den
Imid-Carbonyl-Kohlenstoff des HBTUs. AnschlieBend greift das anionische Benzotriazol-N-
Oxid das Saurecarbonyl an, wodurch das Nebenprodukt Tetramethylharnstoff und der ak-

tivierte Ester entstehen.3
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Abb. 54: Vorgeschlagener Mechanismus der Bildung des Hydroxybenzotriazol-Esters mittels HBTU
mit anschlieBender Amidierung.!*31]

Im Anschluss erfolgte die Spaltung der Silylschutzgruppen mit TREAT-HF (Abb. 55). Hier-

bei greifen die Fluorid-lonen nucleophil das vierbindige Siliciumatom an, was zur Abspal-
tung des Alkohols fiihrt.[*32

O (6]
(¢} /‘Q\(}\\OQHH O, /‘©\0>\OC7H15
JL h ﬁe\\ "

= 27 Aquiv. TREAT-HF
TBDMSO_  §__N quiv

. HO S__N
o] CH,Cly, 48 h, RT o)
TBDMSO OTBDMS 93 % OH OH
65 66

Abb. 55: Spaltung der Silylschutzgruppen orthogonal zur Amid-Schutzgruppe mit TREAT-HF.

Zunachst wurden wie in vorheriger Desilylierung 18 Aquivalente von TREAT-HF eingesetzt.
Nach 8 Stunden konnte jedoch kein vollstidndiger Umsatz des Edukts 65 beobachtet wer-

den. In der Folge wurden weitere 9.0 Aquivalente zugefiigt und die Reaktion weitere
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40 Stunden geruhrt. Dunnschichtchromatographisch konnte nach dieser Zeit der vollstan-
dige Umsatz des Edukts 65 sowie die Abwesenheit von Nebenprodukten festgestellt wer-
den.

Im nachsten Schritt erfolgte die 5'-selektive Phosphorylierung nach YOSHIKAWA (Abb. 56).
Das Nucleosid 66 wurde in TMP gelost und auf 0 °C gekuihit.[*%

O, O
0 >\‘OC7H15 ® o] >\‘OC7H15
le} EtsNH le}
[_<>—NH o [_<>—NH

10 Aquiv. POCIy Q i
HO. s /N O_E)_O S /N
T™MP OH
0 8h,0°C 0
OH OH 77 % OH OH
66 67

Abb. 56: YOSHIKAWA-Phosphorylierung der Verbindung 66.

Nach 8 Stunden konnte mittels HPLC kein weiterer Umsatz festgestellt werden, woraufhin
die Reaktion durch Zugabe eines 1 M TEAB-Puffers beendet wurde. Das TMP wurde durch
das Waschen der wassrigen Phase mit Dichlormethan entfernt. Im Anschluss erfolgte die
Reinigung des Rohprodukts mittels automatisierter RP-C18-S&ulenchromatographie,

wodurch das reine Monophosphat 67 mit einer Ausbeute von 77 % isoliert werden konnte.

Die Kupplung zum Diphosphat 64 wurde anschlie3end gemalR den Methoden von MOHA-
MADY et al. durchgefihrt (Abb. 57). In Anbetracht der geringen Ausbeute der Thiazol-
NAADP-Verbindung 60 (13 %) wurde eine Erhéhung der Aquivalente von Triethylamin und
Trifluoressigsaureanhydrid vorgenommen, da die HPLC-Chromatogramme kein aktiviertes
Monophosphat zeigten und damit eine unvollstandige Aktivierung ausgeschlossen werden
sollte. Dariiber hinaus ermoglicht die Erhéhung der Aquivalente die Eliminierung von even-

tuell vorhandenem Restwasser in der Reaktion, welches die Kupplung stéren konnte.[*24
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Abb. 57: Kupplung der Monophosphate 67 und 34 nach MOHAMADY et al. zum bioreversibel ge-
schitzten Diphosphat 64.

Nach einer Reaktionszeit von funf Stunden konnte das Diphosphat 64 mit einer Ausbeute
von 57 % isoliert werden. In dem 3!P-NMR-Spektrum sind die fir Diphosphate charakteris-
tischen Dubletts bei -11.5 ppm erkennbar (Abb. 58). Des Weiteren konnte neben dem Sin-
gulett bei -2 ppm (2'-Phosphat) kein weiteres Signal beobachtet werden, was darauf hin-
deutet, dass neben dem Produkt 64 keine weiteren Monophosphate der Edukte 67 und 34
vorhanden sind.
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Abb. 58: 31P-NMR-Spektrum der Pyrophosphatverbindung 64 mit den Signalen der 2'-Phosphat-
gruppe (lila) sowie zwei Dubletts fur das Diphosphatrickgrat (griin) (243 MHz, 25 °C, DMSO-ds).

Die abschliel3ende Untersuchung der chemischen und enzymatischen Stabilitdt wurde ge-
maf den Bedingungen in Kapitel 7.5.1 und 7.5.2 durchgefuhrt. Die chemische Stabilitat
wurde durch Inkubation in PBS-Puffer untersucht (Abb. 59).

7d

| LA LA R B
16 18 20 22 24

Retentionszeit [min]

24 h
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Abb. 59: Ausschnitt des chemischen Hydrolyseverlaufs der ACB-maskierten Verbindung 64 in PBS-

Puffer.
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Fur die Zielverbindung 64 konnte eine Retentionszeit von 16 Minuten beobachtet werden.
Nach 24 Stunden konnte eine deutliche Abnahme der vollgeschitzten Verbindung 64
verzeichnet werden wobei eine Halbwertszeit von ti,= 29 Stunden bestimmt wurde. Inner-
halb der ersten 72 Stunden konnten zudem drei zusétzliche Signale bei Retentionszeiten
von 15, 13 und 12 Minuten beobachtet werden. Der enzymatische Hydrolyseverlauf in PLE

ist in Abbildung 60 gezeigt.

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Retentionszeit [min]

Abb. 60: Ausschnitt des enzymatisches Hydrolyseverlaufs der ACB-maskierten Verbindung 64 in
PLE.

Nach einer Inkubationszeit von 12 Minuten zeigt die Verbindung 64, die eine Retentionszeit
von 16 Minuten aufweist, eine signifikante Reduktion. Bereits nach einer Minute I&sst sich
eine Erhoéhung der Intensitét eines Peaks bei einer Retentionszeit von 11.8 min feststellen.
Dieser konnte mittels LC-MS als die einfach maskierte Verbindung 64a identifiziert werden.
Nach 60 Minuten bildet sich ein Peak bei 11.0 min, wobei ein Peakabfall bei 11.8 min beo-
bachtet werden konnte. Es wird vermutet, dass es sich hierbei um die vollstandig demas-
kierte Verbindung 64b handelt, die jedoch mittels LC-MS nicht nachgewiesen werden
konnte. Fur die Halbwertszeit des Zerfalls der Verbindung wurden ti;»= 15.3 Minuten be-
stimmt. Aufgrund der Halbwertszeiten ist die Verbindung 64 fir biologische Untersuchun-
gen geeignet. Die hohe Halbwertszeit von ti» = 29 Stunden fir die chemische Stabilitat

garantiert eine gute Handhabbarkeit fir biologische Studien.
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6.3.2 Untersuchungen zu den calciumfreisetzenden Eigenschaften des NAADP-Deri-
vats 60 und des NADP-Derivats 64

Die biologischen Untersuchungen wurden im Arbeitskreis um GUSE durchgefihrt (Abb. 61).
Die Zugabe der Thiazol-NAADP Verbindung 60 sollte eine Calciumfreisetzung der Zellen
ausldsen. Die Zellen wurden mit Fura-2-AM beladen, einem fluoreszierenden Calcium-In-
dikator, der durch AM-Ester membranpermeabel wird und so in die Zelle eindringen kann.
Intrazellular wird Fura-2-AM durch Esterasen hydrolysiert und als polares, aktives Molekiil
freigesetzt. Es bindet an Calcium-lonen mit hoher Affinitat, wobei die Bindung von Calcium
die fluoreszierenden Eigenschaften verandert. Fura-2 ist ein ratiometrischer Calcium-Indi-
kator und wird bei den Wellenlangen 340 und 380 nm angeregt. Durch das Messen der
Verhaltnisse der Fluoreszenz bei diesen Wellenlangen kann die intrazellulare Calcium-Kon-

zentration prazise bestimmt werden. 8133l
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Abb. 61: Bioassay zur calciumfreisetzenden Eigenschaft der Verbindung 60 und der Referenzver-
bindung 64 in Jurkat WT Zellen (JMP). Die Zellen wurden mit Fura-2-AM beladen und bei 37 °C
inkubiert. Die Endkonzentration der Thiazol-Derivate betragt 100 nM in Calcium-Messpuffer. A zeigt
die Messung der Thiazol-NAADP-Verbindung 60, C die Messung des Thiazol-NADP-Derivats 64. B
stellt die Anzahl der Peaks dar, die pro Zelle gemessen werden. D zeigt die Flache, die unterhalb
der einzelnen Kurven liegt, wobei die Baseline subtrahiert wurde. Korrektur fir Mehrfachtests: t-Test,
Mann-Whitney-Test.
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Nach 420 Sekunden wurde zur Uberpriifung der Zellaktivitat der nicht-kompetitive Inhibitor
Thapsigargin (TG) hinzugefiigt. Thapsigargin hemmt den aktiven Ricktransport von Ca?
in das endoplasmatische Retikulum (ER) und das sarkoplasmatische Retikulum (SR), in-
dem es an die SERCA-Pumpe bindet. Diese Inhibition fuhrt zu einem Anstieg der cytosoli-

schen Ca?*-Konzentration.[®!

Die Tatsache, dass nur sehr wenige Zellen eine Anderung der Calciumkonzentration auf-
weisen, lasst vermuten, dass entweder das Thiazolmotiv die Interaktion mit den Bindungs-
proteinen HN1L/JPT2 und Lsm12 beeintrdchtigt oder dass das Molekil zwar gebunden
wird, jedoch die nachfolgende Calciumfreisetzung ausbleibt. In ersten Messungen wurden
JMP WT Zellen mit dem Thiazol-Derivat 60 inkubiert und anschlieend mit dem murinen
monoklonalen Antikorper OKT3 behandelt. Dieser aktiviert durch die Bindung an den CD3-
Rezeptor eine Calciumfreisetzung. Die beobachtete Verminderung der Calciumfreisetzung
im Vergleich zur Probe ohne vorherige Inkubation lasst die Vermutung zu, dass das Thiazol-
Derivat 60 eine antagonistische Wirkung aufweist. In Abbildung 62 sind das native NAADP
5 sowie das Thiazol-Derivat 60 in einer Uberlagerten Darstellung gezeigt.
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Abb. 62: Uberlagerung des Thiazol-NAADP-Derivat 60 mit dem nativen NAADP 5. Berechnungen
durchgefuhrt mit Hilfe des Programms Schrodinger Maestro.

Die Uberlagerung der beiden Strukturen verdeutlicht, dass neben der eher geringeren Ab-
weichung der Methoxygruppe am Adenosin-Baustein auch eine Abweichung der Nicotin-
saure und des Thiazol-Rings besteht. Dieser Unterschied fuhrt dazu, dass der Carbonsau-
rerest in einem anderen Winkel steht. Dies konnte zur Folge haben, dass die Wechselwir-
kungen der Aminoséaureketten des Zielenzyms schwacher sind und die Bindung entweder
nicht ausreicht, um das Enzym zu aktivieren, oder dass die fur die Funktion des Enzyms
wichtigen Konformationsanderungen nicht ausgelost werden kénnen.!?®! Beide Falle konn-
ten letztlich zu einem Funktionsverlust fuhren, der eine Calciumfreisetzung verhindert.
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Letzteres kbnnte zudem eine antagonistische Wirkung hervorrufen, die selbst bei einer
nachtraglichen Zugabe von NAADP 5 die Calciumfreisetzung weiterhin unterdriicken

konnte.

6.4 Synthese der 5-Pyridin-Verbindung

Die 5-Pyridin-NAADP-Verbindung 68 sollte aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zum na-
tiven NAADP 5 synthetisiert werden (Abb. 63). Bei der Uberlagerung der Strukturen ist
keine entscheidende Abweichung der strukturrelevanten Merkmale (Kapitel 4.4.6) zu er-
kennen. Es gibt zwar geringe Abweichungen aufgrund der GroéRe der Methoxygruppe, je-
doch haben biologische Tests mit weiteren 3'-OMe-NAADP-Derivaten gezeigt, dass diese
keinen negativen Einfluss auf die calciumfreisetzenden Eigenschaften hat. Im Gegensatz
zu dem Thiazolring verhéalt sich die Nicotinsdure deckungsgleich mit dem nativen NAADP 5,

auch wenn die Position des Stickstoffs geandert wurde.

5 9 N‘QTJ\OH & 9 ‘/\\TJ\.O@
o-P-o [ o-p-o Lo
) N
Fo% $o7
OHOH OH OH
[ [
N> N~
N N
g0 ¢ 1 J %po ¢ I ]
' NN N’
o 1, ° lo
MeO O OHO
0=P-OH 0=P-OH
OH OH
NAADP 5

5-Pyridin-NAADP 68

Abb. 63: Kalkulierte Strukturen des 5-Pyridin-NAADP 68 und des nativen NAADP 5 im Vergleich.
Erstellt mit Schrédingers Maestro.

Im Rahmen der Untersuchungen zum 5-Pyridin-Derivat 69 wurde zunéchst der vielverspre-
chende Ansatz einer Metall-Halogen-Austausch-Reaktion erprobt, um ein nucleophiles
Kohlenstoffzentrum zu erzeugen (Abb. 66). Dieses Zentrum sollte anschlie3end das elekt-
rophile Carbonylkohlenstoffatom des Lactons angreifen und eine glycosidische Bindung er-

halten werden.[34
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Als Startverbindung wurde die 5-Bromnicotinsaure 70 gewahlt, die zunachst durch einen
Oxazolidinring an der Carbonsaurefunktion geschiitzt wurde (Abb. 64). Daflr ist es zu-

nachst notwendig die Verbindung 71 zu synthetisieren. 13!

I. Thionylchlorid, 2 h, 90 °C

(0] 1. 3.0 Aquiv. 2-Amino-2- (o)
methyl-propan-1-ol, J</OH
NI "OH 48 h,0°C =RT, CHyCly, NN
= > Pz
0,
Br 85 % Br
70 71

Abb. 64: Synthese des Saurechlorids mit anschlielender Bildung des Amids 71.

Im ersten Schritt der Reaktion erfolgte die in situ Herstellung des Saurechlorid unter Ver-
wendung von Thionylchlorid. AnschlieRend greift das Amin das Carbonylkohlenstoffatom
nucleophil an. Die anschlielRende Cyclisierung unter Wasserabspaltung wird durch die Ak-
tivierung der Carbonylfunktion beim Ruhren in Thionylchlorid initiiert (Abb. 65). Nach 21

Stunden wurde das Produkt 72 in einer guten Ausbeute von 91 % isoliert.

OJQ \
OH |
N™y" °N N7

| H Thionylchlorid (@)
= _—
Z
21h, RT
Br Br
o,
71 91 % 72

Abb. 65: Ringschluss zur Synthese des Oxazolinrings der Verbindung 72.

Fur die Metall-Halogen-Austausch-Reaktion wurde die starke Base n-Butyllithium verwen-
det, wobei das hochpolarisierte Kohlenstoff-Lithium-Elektronenpaar das Bromatom des Py-
ridinsrings nucleophil angreift. Durch den Austausch weist das Kohlenstoffatom, das mit
Lithium koordiniert ist, eine erhdhte Elektronendichte auf und greift nucleophil das Carbonyl-
kohlenstoffatom an.28l
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Abb. 66: Glycosylierungsreaktion zur Synthese der benzylierten Verbindung 69.

Die Reaktion wurde bei einer Temperatur von -78 °C durchgefiihrt, bis festgestellt wurde,
dass kein Fortschritt des Reaktionsumsatzes erkennbar war. Im Anschluss wurde die
Reaktionsldsung langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Jedoch konnte auch bei Raum-
temperatur kein Umsatz dinnschichtchromatographisch beobachtet werden. Das Stick-
stoffatom im Aromaten wirkt sich priméar durch einen elektronischen Effekt negativ auf die

Reaktion aus, indem es Elektronendichte vom nucleophilen Kohlenstoffatom abzieht.!228l

Ein alternativer Ansatz ist die Anwendung der Turbo-Grignard-Reaktion. Diese Variante der
Grignard-Reaktion nutzt Komplexe aus Isopropylmagnesiumchlorid und Lithiumchlorid.
Diese Turbo-Grignard-Reagenzien sind auch als "Turbo-Hauser-Reagenzien" bekannt und
bieten spezifische Vorteile gegentber herkémmlichen Grignard-Reagenzien. Durch die Zu-
gabe von Lithiumchlorid erfolgt eine Steigerung der Reaktivitat der Grignard-Reagenzien.
Dies erlaubt die effiziente Umsetzung auch weniger reaktiver Substrate, die mit herkdmm-

lichen Grignard-Reagenzien problematisch sein kénnten.

Fur die anschliel3ende Turbo-Grignard-Reaktion wurden mit lodarylen bessere Ausbeuten
postuliert. Es sollte daher eine milde Methode fir die Umhalogenierung gewahlt werden,
um die Spaltung des Oxazolinrings zu verhindern. Bei der ,aromatischen FINKELSTEIN“-Me-
thode wird ein Katalysatorsystem mit 5 Mol-% Cul und 10 Mol-% eines 1,2-Diamin-Liganden
verwendet.[**¢11371 Bej dieser Methode wird eine Vielzahl von polaren funktionellen Gruppen
toleriert, und sogar N-H-haltige Substrate wie Sulfonamide, Amide und Indole sind mit den

Reaktionsbedingungen kompatibel.[*38!
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Abb. 67: Vorgeschlagener Katalysezyklus der aromatischen FINKELSTEIN-Reaktion.[138]

Der Kupfer(l)-Katalysator bildet in Anwesenheit des 1,2-Diamin-Liganden einen stabilen
Kupfer-Ligand-Komplex 73 (Abb. 67). Durch eine oxidative Additionsreaktion interagiert die-
ser Komplex mit dem aromatischen Halogenid 72, wobei das Kupfer von Cu(l) auf Cu(lll)
oxidiert wird.™*¥ AnschlieRend erfolgt der Halogenaustausch Uber das Natriumiodid, bei
dem Natriumbromid als Nebenprodukt ausfallt. Nach der reduktiven Eliminierung des Cu(lll)

zu Cu(l) erhalt man die iodierte Verbindung 76.1*361 Experimente mit makrocyclischer Aryl-

kupfer(lll)-Modellsysteme unterstiitzen diesen Mechanismus. 3

0.050 Aquiv. Cul
N 2.0 Aquiv. Nal N
' 0.10 Aquiv. trans-N,N-dimethyl-1,2- '
N o

| cyclohexandiamin NI ~ 0
% NG~
1,4-Dioxan, 24 h, 110 °C
Br I

72 95 % 76

Abb. 68: Aromatische FINKELSTEIN-Reaktion zur Synthese der Verbindung 76.

Die Charakterisierung des Produkts erfolgte zum einen durch den Vergleich der *H-NMR-
Spektren des Edukts 72 mit dem Produkt 76. Es wird eine Hochfeldverschiebung der Pro-
tonen in direkter Nachbarschaft der Halogene beobachtet. Im *H-NMR des Produkt 76 ist
nur eine Verbindung erkennbar, welches durch das Massenspektrum eindeutig dem iodier-
tem Produkt 72 zuzuordnen ist (Abb. 69).
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Abb. 69: HRMS-ESI der iodierten Verbindung 76. Gemessen in positiven Modus.

Neben dem Produktpeak bei 302.9967 (blauer Kasten) ist kein weiteres bromiertes Molekdl
erkennbar, das bei 255.0128 sowie aufgrund der Isotopenverteilung bei 257.0108 erwartet

worden ware (roter Kasten).

AnschlieRend wurde das erhaltene iodierte Produkt 76 in einer Turbo-Grignard-Reaktion
mit einer Isopropylmagnesiumchlorid-Lithiumchlorid-Komplexlésung und 2,4,6-Tri-O-(tert-
butyldimethylsilyl)-D-ribono-lacton verwendet (Abb. 70). Dafiir wurde zunéchst das TBDMS-

geschuitzte Lacton verwendet, da Silylschutzgruppen orthogonal zu der fiir die Lipophilitats-

Y

steigerung notwendigen Maskierung gespalten werden kénnen.

N 1.2 é\quiv. iPrMgCI-LiCl N o
| 1.1 Aquiv. 2,3,5-Tri-O-(tert- |
N N0 butyldimethysilyl)-D-ribono-1,4-lacton 1 BOMSO /
| _ > o
THF, 20 h, -78 °C = RT OH
|
29 % TBDMSO OTBDMS
76 77

Abb. 70: Glycosylierungsreaktion zum TBDMS-geschuitzten Produkt 77.

Die Ausbeute war jedoch mit 29 % deutlich geringer als mit dem benzylierten 2,4,6-Tri-O-
benzyl-D-ribono-1,4-lacton, sodass dieser Ansatz wieder verworfen wurde (Abb. 71).14% Ein
maglicher Grund konnte der sterische Anspruch der TBDMS-Gruppen sein, der insbeson-
dere an der 2'- und 5'-Position den Angriff der aktivierten Grignard-Verbindung verhindern

kdnnte.
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Abb. 71: Turbo-Grignard-Reaktion zur Synthese der Verbindung 69.

Wie urspringlich von KNOCHEL et al. berichtet, erhoht Lithiumchlorid die Fahigkeit von Isop-
ropylmagnesiumchlorid zu Transmetallierungsreaktionen.**!l Die Zugabe von Lithiumchlo-
rid fihrt zu einem erweiterten Schlenk-Gleichgewicht tiber das urspriingliche hinaus, indem
Aggregate der Formel [iPrMgCI-LiCl]> entstehen, die von vier THF-Molekilen solvatisiert
werden (Abb. 72). Tatsachlich liegt ein Gemisch aus mehreren Aggregaten vor, die alle

durch Gleichgewichte miteinander verbunden sind.[4?
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Abb. 72: Quantenchemische Berechnungen eines Mg-Br-Austauschs im Vergleich zwischen
[(Pr2Mg-2THF] (rosa) und [iPr2Mg-LiCl-2THF] (rot). Durch den Einbau von LiCl wird die Aktivierungs-
energie herabgesetzt.[41
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Zuletzt konnten STROHMANN et al. durch quantenchemische Berechnungen eines Mg-Br-
Austauschs zeigen, dass der Einbau von Lithiumchlorid tatsachlich eine Erniedrigung der
Aktivierungsenergie zur Folge hat, indem es den Ubergangszustand dieser Reaktion stabi-
lisiert (Abb. 72).[141]

Nach der Kupplung der Base bleibt die Hydroxygruppe an der 1'-Position bestehen, die
zunachst durch eine Acetylierung in eine bessere Abgangsgruppe uberfiihrt wurde. Dafur
wurde neben Essigsaureanhydrid die nicht-nucleophile starke Base Lithium-bis(trimethyl-
silyl)amid (LHMDS) eingesetzt (Abb. 73).1243

| 0" 15 Aquiv. LHMDS N 0
BnO = 1.5 Aquiv. Ac,0 BnO =
o) > o)
OH THF, 24 h, RT OAc
BnO OBn , BnO OBn
69 60 % 78

Abb. 73: Acetylierung der 1'-Hydroxygruppe der Verbindung 69.

Um die Ausbeute zu steigern, wurden zunéachst die Stoffmengenverhéltnisse angepasst.
Eine Erhohung der Aquivalente an LHMDS fiihrte jedoch zur Bildung eines trimethylsilylier-
ten Nebenprodukts 79 (Abb. 74).

667.3197
100.00%
BnO OBn
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Abb. 74: HRMS-ESI-Spektrum des Nebenprodukts 79 der Acetylierung der 1'-Hydroxygruppe. Mes-
sung im positiven Modus.
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Dieses Nebenprodukt konnte durch eine nachfolgende Reaktion mit LHMDS und Essigsau-

reanhydrid in das acetylierte Produkt Gberfiihrt werden.

Die anschlieRende Abspaltung der Acetylgruppe wurde mit Triethylsilan und BFs;-OEt:
durchgefuhrt (Abb. 75). Nach 18 Stunden konnte diinnschichtchromatographisch der voll-

standige Umsatz beobachtet werden.

N| 0 30 Aquiv. Triethylsilan Nl o
BnO = 1.5 Aquiv. BF3-OEt, BnO =
o) > o)
OAc CH,Cl,, 18 h, 0 °C = RT
BnO OBn BnO OBn
78 7% 80

Abb. 75: Reaktionsbedingungen der Spaltung der Acetylgruppe der Verbindung 78.

Durch eine sadulenchromatographische Reinigung konnten 77 % des B-Produkts 80 isoliert
werden. Das Bortrifluorid greift bei der Deacetylierung das Sauerstoffatom der 1'-Ace-
tylgruppe elektrophil an und spaltet diese ab (Abb. 76). Das entstehende Oxocarbeni-
umion 81 wird durch das Sauerstoffatom der Furanose stabilisiert. Anschlie3end fungiert

das Triethylsilan als Hydriddonor, indem es selektiv von der re-Seite des Zuckers angreift,
sodass ausschlieRlich das B-Produkt 80 entsteht. Ein weiterer entscheidender Faktor ist die
Konformation des Ubergangszustandes, wobei in diesem Fall das Ez-Konformer vorliegt.
Die Stabilisierung dieser Konformation erfolgt durch die pseudoaquatoriale 2'-Position so-
wie die pseudoaxiale 3'-Position. Die vorliegende Struktur ermgglicht es, dass Nucleophile
ausschlief3lich von der a-Seite angreifen kénnen, wodurch der Heteroaromat auf die B-Seite

Verdréngt wird.[14411145]

©
NI BF3;0Ac NI NI
N™ 0] N o] N 0]
BnO l 7 BnO l % BnO ! 7
—

e
02 0<$o Et o
OAc BF3 JoEt
BnO OBnN__ BnO OBn H Bt BnO OBn

78 81 80

Abb. 76: Mechanistische Darstellung der Deacetylierung des Lactols 78.
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Zusatzlich kénnten dirigierende Effekte zwischen dem Sauerstoffatom und dem Siliciu-
matom den Angriff von der unteren Position beglinstigen, sodass das -Produkt 80 entsteht.
Im nachsten Schritt der Synthese sollte die Oxazolin-Schutzgruppe orthogonal zu den
Benzylschutzgruppen gespalten werden. Dafir sollte zunachst Methyliodid verwendet wer-
den (Abb. 77).146]

N o} N OH
BnO '/ CH3NO,/Mel BnO -
0 7 > o)
16 h, 100 °C
BnO OBn BnO OBn
80 82

Abb. 77: Spaltung des Oxazolinrings durch Methyliodid.

Das Produkt 82 konnte nach 16 Stunden nicht isoliert werden. Die Benzylschutzgruppen
waren zwar noch an der Ribose, jedoch konnten die zu erwartenden aromatischen Proto-
nen im *H-NMR-Spektrum nicht beobachtet werden, sodass davon auszugehen ist, dass

die Nucleobase abgespalten wurde.

Als Alternative wurde die Oxazolin-Schutzgruppe mit 5 M Salzsaure entfernt, was jedoch

den Nachteil hat, dass die Benzylschutzgruppen ebenfalls gespalten wurden (Abb. 78).[t%]

NI X (0) NI X OH
BnO = 5M HCI HO =
o) > o)
27 h, 100 °C
BnO OBn OH OH
80 83

Abb. 78: Spaltung der Benzyl-Schutzgruppen sowie des Oxazolinrings.

Nach 27 Stunden bei 100 °C wurde die Reaktionslésung neutralisiert und lyophilisiert. An-
schlieRend wurde das Rohprodukt mit einer RP-C8-S&ulenchromatographie gereinigt. Das
Produkt 83 konnte lediglich in Verbindung mit Natriumchlorid-Salzen isoliert werden, was
dazu fuhrte, dass der folgende Reaktionsschritt mit einem verunreinigten Produkt durchge-

fuhrt werden musste.

Um die 2'-, 3'- und 5'-Hydroxygruppen fir folgende Reaktionen zu schitzen, wurden Silyl-

schutzgruppen eingesetzt. Diese sind orthogonal zur ACB-Maske spaltbar, welche im
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nachsten Reaktionsschritt an das Molekil gekuppelt werden soll. Fur die Schiitzung wurden

tert-Butyldimethylsilylchlorid und Imidazol verwendet (Abb. 79).

(0] (0]
N OH 6.0 Aquiv. TBDMS-CI N OH
HO | _ 6.0 Aquiv. Imidazol TBDMSO | _
o > o}
DMF, 48 h, 60 °C
OH OH 76 % TBDMSO OTBDMS
83 84

Abb. 79: Silylierung der Hydroxygruppen der Verbindung 83.

Durch die Erhéhung der Temperatur konnte bei dieser Reaktion eine Ausbeute von 76 %
erzielt werden. Im ersten Schritt greift Imidazol das Siliciumatom des TBDMS-CI nucleophil
an, und das Chlorid-lon wird abgespalten. AnschlieRend greift die Hydroxygruppe des D-
Ribosids das Siliciumatom des 3-(tert-Butyldimethylsilyl)imidazoliumchlorids nucleophil an,
wobei sich nach Abspaltung des Imidazols das Oxoniumion bildet. In der anschlie3enden
Deprotonierung durch Imidazol werden der Silylether und das Imidazoliumchlorid gebil-
det.l*28l

Fur die Kupplung der ACB-Maske wurde auf die bewahrte YAMAGUCHI-Methode zurlickge-
griffen (Kapitel 6.3).[128]

1.5 Aquiv. ACB-Maske 59
(o) 1.1 Aquiv. 2,4,6-Trichlor- (o)
benzoylchlorid

NT O 1.1 Aquiv. BN NTS O/\©\ j\
TBDMSO = 0.30 Aquiv. 4-DMAP TBDMSO = o OCH1s

o > o
THF, 24 h, RT

TBDMSO OTBDMS 99 % TBDMSO OTBDMS
0
84 85

Abb. 80: YAMAGUCHI-Veresterung der Verbindung 84 mit der ACB-Maske 59.

Nach 24 Stunden konnte die Verbindung 85 in einer sehr guten Ausbeute von 99 % isoliert
werden (Abb. 80). Auch fir die anschlieRende Spaltung der Silylschutzgruppen wurde auf
eine bewéhrte Methode zuriickgegriffen und TREAT-HF verwendet (Kapitel 6.1).
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Abb. 81: Spaltung der TBDMS-Schutzgruppen durch Fluorid-lonen.

Durch weitere Synthesen anderer Verbindungen wurde erkannt, dass eine Erhdhung auf
18 bzw. 27 Aquivalente an TREAT-HF die Ausbeute steigerte. Die Verwendung geringerer

Aquivalente von TREAT-HF fiihrte zur Bildung von Nebenprodukten, die jeweils eine oder
zwei TBDMS-Gruppen enthielten.

Die Phosphorylierung der 5'-Position wurde anschlieBend mit der YOSHIKAWA-Methode

durchgefihrt, die in vorherigen Reaktionen sehr gute Ergebnisse lieferte (Abb. 82).111

o) ) 0
Et;NH
N X om o} o 9 N X o“@\ o)
HO Z o)koc7H15 10 Aquiv. POCI, 0-H-0 Z O)'LOC7H15
- OH
o o
TMP, 2h, 0 °C
OH OH 50 5 OH OH
86 ° 87

Abb. 82: yosHIKAWA-Phosphorylierung der Verbindung 86.

Die Reaktionsverfolgung erfolgte mittels HPLC, wobei bereits nach 2 Stunden der vollstan-
dige Umsatz beobachtet werden konnte. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 1 M
TEAB-Puffer beendet und nach einer RP-C18-Saulenchromatographie wurden 89 % des
Monophosphats 87 erhalten.

Im Chromatogramm der Abbildung 83 ist zu sehen, dass sich die Verbindung 86 innerhalb

einer Stunde nahezu vollstdndig umsetzt.
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Abb. 83: Reaktionsverlaufskontrolle der YosHIkAWA-Reaktion mittels HPLC.

Das erhaltene ACB-geschitzte Derivat 87 wurde anschlieRend mit dem 3'-OMe-Adenosin-

monophosphat 34 nach den Bedingungen von MOHAMADY et al. gekuppelt (Abb. 84).1124

1. 20 Aquiv. TFAA
16 Aquiv. EtzN

10 min, 0 °C
2. 6.0 Aquiv. NMI
10 Aquiv. EtzN © o)
Et;NH o 10 mirlw', 0°C Et;NH o N o o
o 0 N o o 3. 0.90 Aquiv. Adenosin-Derivat 34 %7'\__\’70 P /\©\ )k
u I DMF, 5.5 h, RT (0] OC;H
o Ff O, _ )k . 7H15
OH 0~ ~OC;H;s 4 1MTEAB-Puffer, 15 min, RT o
o
C,H3N O  OHOH NH
OH OH 52 % ® 2
87 ® : Et;NH © </N | SN
® 0-P-0
Et;NH NH, 3 N P

(O N SN °

230 T

0,
‘ %CSHB
OH NTON MeO O 0
[¢] (0] O:?*O
>‘CBH13 o)
L O
0=P-G
(e}

OTCGHB
(0]
O\H/CEHm 68
(0]

34

Abb. 84: Synthese der Pyrophosphatverbindung 68 aus dem Monophosphat 87 und dem 3'-OMe-
Adenosinmonophosphat 34.

Nach einer Stunde konnte mittels HPLC neben dem Adenosinderivat die Entstehung eines

Signals bei 16.6 Minuten beobachtet werden (Abb. 85). Das 5-Pyridin-Monophosphat 87
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konnte nach der Aktivierung mit TFAA nicht beobachtet werden. Nach einer Reaktionszeit
von 5 Stunden konnte kein weiterer Umsatz der Unterschusskomponente festgestellt wer-

den, sodass die Reaktion beendet wurde.

5 10 15 20
Retentionszeit [min]

Abb. 85: Reaktionsverlaufskontrolle der Kupplung der Monophosphate 87 und 34 mittels HPLC.

Im Anschluss erfolgte eine Reinigung des Rohprodukts mittels automatisierter RP-18-Sau-
lenchromatographie. Die Reinigung mittels eines Wasser/TEAB-Puffer-Gradienten flihrte
zu einer gleichmagigeren Verteilung der Gegenionen, was wiederum eine geringere Sig-
nalbreite und reduziertes Tailing (Schweifbildung) im Chromatogramm bewirkte. Durch eine
weitere RP-Chromatophaphie mit Wasser/Acetonitril konnte die reine Zielverbindung 68 in

einer Ausbeute von 52 % isoliert werden.

Die Zielverbindung 68 wurde anschlieRend in Hydrolysestudien auf die chemische sowie
die enzymatische Stabilitat getestet. Zunachst wurde dafir die Verbindung 68 in PBS-Puffer
geldst und bei 37 °C im Inkubator 14 Tage gelagert. In Abbildung 86 ist der Hydrolyseverlauf

dargestellt.
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Abb. 86: Chemischer Hydrolyseverlauf der Zielverbindung 68 in PBS-Puffer.

Die bioreversibel geschiitzte Verbindung 68 hat eine Retentionszeit von 17 Minuten. Bereits
nach 60 Minuten kann die Spaltung einer Schutzgruppe durch das Auftreten eines weiteren
Peaks bei 12.5 Minuten beobachtet werden. Anhand des Absoprtionsspektrums und der
Retentionszeit wird vermutet, dass es sich dabei um die einfach maskierte Verbindung 68a
handelt. Nach 72 Stunden treten weitere Peaks auf, die jedoch nicht identifiziert werden
konnten. Die Halbwertszeit wurde mit ti>= 1.1 Stunden bestimmt, was darauf hindeutet,
dass die Esterfunktion fir Veresterungsreaktionen durch Nucleophile sehr gut zuganglich
ist. Zudem kdnnen die elektronenziehenden Eigenschaften des Pyridinrings die Angreifbar-

keit der Carbonylfunktion fur Nucleophile erhéhen.

Fur die enzymatische Hydrolyse wurde die Verbindung 68 in PLE-LOsung inkubiert
(Abb. 87).
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Abb. 87: Enzymatischer Hydrolyseverlauf der Zielverbindung 68 in PLE-L&sung.

Fur die Hydrolyse wurde eine PLE-L6sung eingesetzt, um eine schnelle Spaltung der
Schutzgruppen zu erméglichen. Es lasst sich feststellen, dass bereits zu Beginn der Hyd-
rolyse ein Peak bei 12.2 Minuten auftritt. Durch eine Co-Injektion konnte dieser Peak jedoch
der PLE-L6sung zugeordnet werden. Bereits nach 12 Minuten zeigt sich eine deutliche Ab-
nahme der geschitzten Verbindung. Es bilden sich zwei Peaks bei einer Retentionszeit von
11 Minuten. Die Halbwertszeit wurde mit t1»,= 5.7 Minuten bestimmt. Aufgrund der Retenti-
onszeit und der Absorptionsspektren wird vermutet, dass es sich bei dem Peak bei 11.2 Mi-
nuten um die vollentschiitzte Verbindung 68a handelt. Dies deutet darauf hin, dass sich

mindestens eine Schutzgruppe innerhalb weniger Minuten abspaltet.
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6.4.1 Synthese der 5-Pyridin-NADP-Derivat

Fur biologische Untersuchungen sind Referenzverbindungen essentiell, um Stdrfaktoren
auszuschlieen. Dafir wurde das bewahrte NADP-Derivat gewahlt, welches in biologi-

schen Untersuchungen keine Calciumfreisetzung zur Folge hat (Abb. 88).

o)
L 1 OLA
HO-P-0
= 0~ YOG Hys
o

5 OHOH
NH,
N N
N

_D_ 2
Hogo <N W

Abb. 88: 5-Pyridin-3'-OMe-NADP-Derivat 88.

Im ersten Schritt wurde daflr die Amino-ACB-Maske 57 mit dem Kupplungsreagenz HATU
und der Base DIPEA an die Verbindung 84 gekuppelt (Abb. 89).11%°

I. 2.0 Aquiv. HATU

3.4 Aquiv. DIPEA
o 30 min., RT o
N" X" “oH !l Amino-ACB-Maske 57 N N/\©\ o)
| 0.30 Aquiv. 4-DMAP | H
TBDMSO TBDMSO
= 21 h, RT N = O)J\OC7H15
o] > o
CH,Cl,
TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS
0,
84 0% 89

Abb. 89: Kupplung der Amino-ACB-Maske 57 an die Verbindung 84.

Das Kupplungsreagenz [O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexaflu-
orphosphat] (HATU) kann in zwei Formen vorliegen, als Uroniumsalz (O-Form 90) oder als
das weniger reaktive Iminiumsalz (N-Form 91) (Abb. 90). Durch die Verwendung von DIPEA
wird die O-Form beibehalten. Durch die Verwendung von Triethylamin kann die O-Form in
die weniger reaktive N-Form umgelagert werden, sodass auf Triethylamin explizit verzichtet

wurde,[1301147]
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Abb. 90: O- und N-Form von HATU.

Der Reaktionsmechanismus der Carbonsaureaktivierung beginnt mit dem Angriff des Car-
boxylat-Anions auf den elektrophilen Kohlenstoff des Uroniums am HATU und bildet das
instabile O-Acyl(tetramethyl)isouronium-Salz. Das anionische Benzotriazol-N-Oxid greift
anschlie3end das Isouroniumsalz an, wodurch unter Abspaltung von Tetramethylharnstoff
der aktive Ester entsteht. Im letzten Schritt greift im Fall der Reaktion in Abbildung 89 das
Amin der Maske den Carbonylkohlenstoff des Aktivesters an und bildet das Amid.[*3%

Die Annahme, dass HATU durch erhfhte Reaktivitdt und Stabilitat wéhrend der Reaktion
zu héheren Ausbeuten fuhrt, konnte in dieser Arbeit nicht bestétigt werden, da durch die
Verwendung von HBTU bei der Thiazol-Verbindung 65 eine Ausbeute von 78 % erzielt wer-

den konnte.147]

Im Anschluss wurde die Spaltung der Silylschutzgruppen mit 18 Aquivalenten TREAT-HF
durchgefihrt (Abb. 91). Nach einer Reaktionszeit von 24 Stunden wurde die Reaktion durch
die Zugabe von Kieselgur beendet. Im Anschluss wurde das Rohprodukt mittels Saulen-

chromatographie gereinigt, wodurch eine sehr gute Ausbeute von 94 % erzielt wurde.

o} O

SARCH! O LR
TBDMSO 18 Aquiv. TREAT-HF  HO
= 0~ “OC/Hys = 07 "OC7H;5

»

0 CH,Cl,, 24 h, RT 0
TBDMSO OTBDMS . OH OH
89 94 % 92

Abb. 91: Spaltung der TBDMS-Schutzgruppen mittels TREAT-HF.

Die freie 5'-Hydroxygruppe wurde anschlie3end via YOSHIKAWA 5'-selektiv monophospho-
ryliert (Abb. 92).115 Dabei wurden die bewahrten Reaktionsbedingungen verwendet (Kapi-
tel 6.4). Die Reaktionsverfolgung mittels HPLC zeigte auch hier, wie bei dem NAADP-Deri-
vat 87, eine schnelle Umsetzung des Edukts. Nach zwei Stunden wurde ein Anstieg eines
potenziellen Nebenprodukts, wie beispielsweise des Diphosphats, chromatographisch

nachgewiesen. Infolgedessen wurde die Reaktion durch Zugabe einer 1 M TEAB-Puffer-
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I6sung beendet, und das Rohprodukt wurde durch RP-C18-Saulenchromatographie gerei-
nigt.

®
o Et;NH o
SAReH oo (T TR
HO _ 10 Aquiv. POCI 0-P-0 _
07 "0C;His d 2 . w 0" 0CHys
o) OH o)
TMP, 2 h, 0 °C
OH OH 70 % OH OH
92 93

Abb. 92: YyosHIKAWA-Phosphorylierung der Verbindung 92.

Das 3!P-NMR-Spektrum zeigt ein reines Monophosphat mit einem Signalbei -0.09 ppm
(Abb. 93).

-0.09

[ppm]

Abb. 93: 31P-NMR-Spektrum des Monophosphats 93 (243 MHz, 25 °C, DMSO-ds).

Im nachsten Schritt wurde die Zielverbindung 88 durch die Kupplung an das 3'-OMe-Ade-
nosinmonophosphat 34 erhalten. Daflr wurden, wie schon zuvor, die Kupplungsbedingun-
gen von MOHAMADY et al. verwendet (Abb. 94).1224
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Abb. 94: Kupplung der Monophosphate 93 und 34 zur Synthese des Pyrophosphats 88.

Nach der Zugabe des Adenosin-Derivats 34 zum aktivierten Baustein 93 wurden bereits
nach 1 Stunde zwei neue Peaks beobachtet (Abb. 95). Nach einer Reaktionszeit von
3 Stunden wurde kein weiterer Umsatz festgestellt, sodass die Reaktion durch die Zugabe
einer 1 M TEAB-Pufferldsung beendet wurde.

5 10 15 20 25 30
Retentionszeit [min]

Abb. 95: Reaktionsverlaufskontrolle mittels HPLC der Kupplungsreaktion der Monophosphate 93
und 34.
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Nach mehreren RP-C18-Saulenchromatographie-Reinigungen mit Wasser/TEAB-Puffer
sowie Wasser/Acetonitril-Gradienten konnte die Zielverbindung 88 mit einer Ausbeute von
40 % erhalten werden. Dabei konnte der zweite Peak bei 19 Minuten nicht isoliert werden.
Es kénnte sich um ein Pyrophosphat handeln, welches aus einem aktivierten und einem

nicht aktivierten Baustein der Verbindung 93 besteht.

Die chemische und enzymatische Hydrolyse wurde unter den in Kapitel 7.5.1 und 7.5.2
beschrieben Bedingungen durchgefiihrt. Die bioreversibel geschitzte Zielverbindung 88
zeigt eine Retentionszeit von 16.9 Minuten (Abb. 96). Nach 8 Stunden ist eine signifikante
Abnahme der vollstdndig geschiitzten Verbindung 88 zu beobachten. Die Halbwertszeit
wurde auf t1o= 2.8 Stunden bestimmt. Bereits nach 30 Minuten erscheinen zwei zusétzliche
Peaks bei 13 und 12 Minuten. Der Peak bei 13 Minuten intensiviert sich zunachst in den
ersten 48 Stunden und nimmt anschlieBend ab, sodass nach 7 Tagen ausschlie3lich der
Peak bei 12.0 Minuten sowie ein weiterer bei 10.8 Minuten beobachtet wird. Aufgrund der
Retentionszeiten und der Absorptionsspektren wird vermutet, dass es sich bei dem Peak

um 10.8 Minuten die vollstdndig demaskierte Verbindung 88a gebildet haben.

| N N N NNNLIN N RN L R R R BN |
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Retentionszeit [min]

Abb. 96: Ausschnitt der chemischen Hydrolyse der Zielverbindung 88 in PBS-Puffer.
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AnschlieRend wurde die enzymatische Hydrolyse mit PLE-L6sung durchgeftuhrt. Die Ziel-
verbindung 88 hat eine Retentionszeit von 16.9 Minuten (Abb. 97). Bereits hach 6 Minuten
konnte eine signifikante Abnahme des vollgeschiitzten Diphosphats 88 beobachtet werden,
wobei eine Halbwertszeit von ti,= 5.1 Minuten bestimmt wurde. Nach drei Minuten konnte
ein weiterer Peak verzeichnet werden, der nach 11.7 Minuten eluierte. Es wird vermutet,
dass sich die einfach maskierte Verbindung 88b gebildet hat. Nach 20 Minuten kann das
Entstehen eines weiteren Peaks bei 10.6 Minuten beobachtet werden, wobei der erste Peak
abnimmt. Dabei wird anhand der Retentionszeit vermutet, dass es sich um die vollstandig

entschitzte Verbindung 88a handelt.

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Retentionszeit [min]

Abb. 97: Ausschnitt der enzymatischen Hydrolyse der Verbindung 88 in PLE-L&sung.

Aufgrund der Halbwertszeit der Stabilititsstudie in PBS von ti; = 2.8 Stunden sowie der
Halbwertszeiten der enzymatischen Hydrolyse von ti» = 5.1 Minuten ist die vorliegende

Verbindung 88 fiur biologische Untersuchungen geeignet.
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6.4.2 Untersuchungen zu den calciumfreisetzenden Eigenschaften des NAADP-Deri-
vats 68 und des NADP-Derivats 88

Die biologischen Untersuchungen der Verbindungerfolgten wie analog zu der Thiazol-Ver-
bindungen 60 und 64 an Jurkat WT Zellen, die mit Fura2-AM beladen wurden.
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Abb. 98: Bioassay zur Untersuchung des calciumfreisetzenden Potentials der Verbindung 68 und
der Referenzverbindung 88 in Jurkat WT Zellen. Die Zellen wurden mit Fura-2-AM beladen und bei
37 °C inkubiert. Die Endkonzentration der 5-Pyridin-Derivate betrégt 100 nM in Calcium-Messpuffer.
A zeigt die Messung der 5-Pyridin-NAADP-Verbindung 68, C die Messung des 5-Pyridin-NADP-De-
rivats 68. B stellt die Anzahl der Peaks dar, die pro Zelle gemessen werden. D zeigt die Flache, die
unterhalb der einzelnen Kurven liegt, wobei die Baseline subtrahiert wird. Korrektur fur Mehrfach-
tests: t-Test, Mann-Whitney-Test. *P <0.05.

In Abbildung 98 kann durch die signifikante Anderung der Anzahl der Peaks B sowie der
VergrofRerung der Flache unter den Kurven D die calciumfreisetzende Wirkung des 5-Pyri-
din-Derivats 68 beobachtet werden. Damit ist das 5-Pyridin-NAADP-Derivat 68 eine vielver-

sprechende Verbindung fir weitere biologische Untersuchungen.
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6.5 Synthese der 3'-F-MASTER-NADP Referenzverbindung

Eine weitere Referenz-Verbindung, die fir die biologischen Untersuchungen am Universi-
tatsklinikum Eppendorf bendtigt wurde, ist die 3-MASTER-NADP-Verbindung 31. Bei dem
oberen Baustein wurde, wie bei den bereits hergestellten Referenz-Verbindungen, das
NADP-Motiv verwendet, um zu zeigen, dass bei der Zugabe und der intrazellularen Abspal-
tung der Masken kein signifikanter Anstieg der Calciumkonzentration detektiert wird. Wie in
Kapitel 4.6 (Abb. 20) gezeigt, fuhrt die Zugabe des NAADP-Derivats 25 zu einer starken
Erhohung der Calciumkonzentration.

Das NADP-Derivat 31 sollte durch die Kupplung des Monophosphats 94 mit dem 3'-F-Ade-
nosinmonophosphats synthetisiert werden (Abb. 99). Das Monophosphat 94 sollte durch
eine YOSHIKAWA-Phosphorylierung aus dem Nucleosid 95 gewonnen werden. Dieses sollte
durch die Spaltung der Benzoylschutzgruppen und der vorherigen Kupplung der Amino-
ACB-Maske 57 synthetisiert werden. Die Benzoesaureverbindung 96 sollte durch Spaltung
des Oxazolinrings erhalten werden, welcher fur die Kupplung mit dem Lacton essenziell

war. Als Ausgangsverbindung sollte die 3-Brombenzoesaure 100 verwendet werden.
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Abb. 99: Die retrosynthetische Darstellung der Synthesestrategie fur die 3'-F-MASTER-NADP-Ver-
bindung 31.

Im ersten Schritt dieser Syntheseroute zur Darstellung der benzylgeschiitzten Verbin-
dung 97 wurden nach den Bedingungen von KRUKENBERG et al. durchgefiihrt.ll Anschlie-
Bend erfolgte die Kupplung der Amino-ACB-Maske mit dem Kupplungsreagenz HBTU (Abb.
100).1229

I. 1.2 Aquiv. HBTU
2.2 Aquiv. EtzN

0 30 min., RT 0
oH I 1.5 Aquiv. Amino-ACB-Maske 57 Nm i
0.30 Aquiv. 4-DMAP
BnO BnO

25h, RT o 0" "OC7H4s

o 0
CH,Cl,
BnO OBn BnO OBn
7%

97 96

Abb. 100: Kupplung der Amino-ACB-Maske 57 an Verbindung 97 mithilfe des Kupplungsreagenz
HBTU.
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Das Kupplungsreagenz wurde zuvor bereits bei der Synthese des Thiazol-NADP-Deri-
vats 65 verwendet (Abb. 53). Dabei konnten 78 % des Produkts erhalten werden. Bei der
Verwendung des reaktiveren HATUs in der Synthese des 5-Pyridin-NADP-Derivats 89
konnten entgegen der Erwartung etwas weniger (70 %) erhalten werden.

Im néachsten Schritt sollten die Benzylschutzgruppen abgespalten werden. Dafir wurde die
Verbindung 96 zusammen mit 3.5 Aquivalenten Bortrichlorid bei -78 °C fur 4 Stunden ge-
rihrt (Abb. 101).2481 Dunnschichtchromatographisch konnte der vollstandige Umsatz beo-
bachtet werden. Nachdem die Reaktion durch die Zugabe einer wassrigen, geséttigten Nat-
riumhydrogencarbonatldsung beendet wurde, konnte das gewunschte Produkt anschlie-
Rend nicht isoliert werden. Stattdessen wurde die Verbindung 101 in einer Ausbeute von

45 % erhalten, wobei eine Spaltung des Esters stattfand.

o)
i T
3.5 Aquiv. Bortrichlorid (1 M CH,CI HO
H/\©\ o q ( 2 21 0" 0CHys
o
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96 CUTT e
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: OH OH
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Abb. 101: Spaltung der Benzylschutzgruppen mit Bortrichloridldsung.

Im *H-NMR-Spektrum ist zu erkennen, dass die Alkylkette sowie der Carbonylkohlenstoff
vollstandig fehlen (Abb. 102). Durch das aprotische NMR-L&sungsmittel DMSO-ds konnte
die phenolische Hydroxygruppe identifiziert werden, die sich in para-Position am Aromaten
befindet (Abb. 102, griin). Die starke Lewis-Saure Bortrichlorid, kann an einen der Car-
bonylsauerstoffe koordinieren und dadurch das Carbonylkohlenstoffatom reaktiver fir nu-
cleophile Angriffe machen. Die stark polarisierte Sauerstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung
kann bei der Zugabe einer wassrigen Losung eine tetraedrische Zwischenstufe ausbilden,
die schlief3lich zur Abspaltung des Phenols flhrt. In weiteren Arbeiten hat sich gezeigt, dass
das Produkt erhalten werden konnte, wenn die Reaktionslésung in einen groRen Uber-

schuss an auf 0 °C gekuhlter Natriumhydrogencarbonatlésung gegeben wurde.!
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Abb. 102: TH-NMR-Spektrum der Verbindung 101 mit den Signalen fur den Aromaten der Maske
(pink), sowie dem phenolischen Proton (grin) und der fehlenden Alkylkette (blauer Kasten)
(500 MHz, 25 °C, DMSO-ds).

Die Vermutung, dass die Maskierung bei einer nachfolgenden Zellapplikation mdglicher-
weise nur teilweise gespalten werden kdnnte, wurde durch eine Hydrolyse in PLE widerlegt,

da wahrend der Inkubation ebenfalls die 4-Hydroxybenzyl-Gruppe eliminiert wurde.

Da die Spaltung der Benzylschutzgruppen auf diesem Weg zunachst nicht mdglich war,
wurden sie ausgehend von der Verbindung 98 durch das Sieden in 5 M Salzsdure zusam-
men mit dem Oxazolinring entfernt (Abb. 103).%! Das Nucleosid 102 konnte nach einer

RP-C18-Saulenchromatographischen Reinigung in einer Ausbeute von 62 % erhalten wer-

i j

den.

0 OH
BnO 5 M HCI HO
o] > o)
16 h, 100 °C
BnO OBn 62 % OH OH
98 102

Abb. 103: Spaltung der Benzylschutzgruppen sowie des Oxazolinrings durch 5 M Salzsaure.[133]

Anschlieend sollten die Hydroxygruppen vor der Kupplung mit der Amino-ACB-Maske 57
mit TBDMS-Schutzgruppen versehen werden (Abb. 104).
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0 o)
OH 8.0 Aquiv. TBDMS-CI OH
HO 8.0 Aquiv. Imidazol TBDMSO
o > o)
DMF, 48 h, RT
OH OH 439 TBDMSO OTBDMS
(]
102 103

Abb. 104: Synthese der Verbindung 103 durch Silylierung der Hydroxygruppen.

Nach 24 Stunden konnte mittels DUnnschichtchromatographie die Bildung mehrerer Ver-
bindungen festgestellt werden. Nach weiteren 24 Stunden wurde kein weiterer Fortschritt
festgestellt, weshalb die Reaktion abgebrochen wurde. Die TBDMS-geschiitzte Verbindung
103 wurde mit einer Ausbeute von 43 % isoliert. Nachfolgende Untersuchungen an &hnli-
chen Molekilen zeigten, dass eine Erhohung der Aquivalente sowie eine Erhohung der
Reaktionstemperatur auf 60 °C zu einer Verbesserung der Ausbeute und einer geringen
Menge an einfach bzw. zweifach TBDMS-geschutzten Nebenprodukten fuhrten (S. 74,
Abb. 79).

Fur die Kupplung der Amino-ACB-Maske 57 an die freie Carbonsaure 103 wurde das Kupp-
lungsreagenz HBTU verwendet (Abb. 105). Nach einer Reaktionszeit von 24 Stunden

konnte die Verbindung 104 in einer Ausbeute von 35 % isoliert werden.

I. 1.2 Aquiv. HBTU
0 2.2 Aquiv. EtzN 0
CH,Cl,, 40 min, RT
OH |15 Aquiv. Amino-ACB-Maske 57 H/\©\ j\
TBDMSO Aqui _ TBDMSO
0.30 Aquiv. 4-DMAP, 24 h, RT _ o OC/Hs
O - O
35 %
TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS
103 104

Abb. 105: Kupplung der Amino-ACB-Maske 57 mit Hilfe von HBTU an die Verbindung 103.

Der Ausbeuteverlust gegentiber der Reaktion bei dem Thiazol-Derivat 65 in Abb. 53, bei
der eine Ausbeute von 78 % erreicht wurde, kdnnte durch die GroRe der TBDMS-Schutz-
gruppen erklart werden. Durch den Einsatz von Triethylsilyl-Schutzgruppen konnte dieser

Effekt minimiert werden.

Um das entschitzte Nucleosid 95 zu erhalten, wurden die TBDMS-Schutzgruppen durch
TREAT-HF gespalten.
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o o]
TBDMSO O)kOC7H15 18 Aquiv. TREAT-HF HO OXOC7H15
O CH,Cl,, 24 h, RT °
TBDMSO OTBDMS 96 ¥ OHOH
104 ’ 95

Abb. 106: Spaltung der TBDMS-Schutzgruppen durch TREAT-HF.

Durch die selektive Spaltung der Silylether durch TREAT-HF konnte nach 24 Stunden Rih-
ren bei Raumtemperatur die entschiitzte Verbindung 95 in einer sehr guten Ausbeute von
96 % isoliert werden (Abb. 106).

Die entschitzte 5'-Position wurde anschliel3end in einer YOSHIKAWA-Phosphorylierung se-
lektiv monophosphoryliert.**® Es wurden 6.0 Aquivalente Phosphorylchlorid zu dem in TMP
geldsten Nucleosid 95 gegeben und 3.5 Stunden bei 0 °C gerihrt (Abb. 107). Die Reaktion
mittels HPLC Uberwacht, wobei nach 3.5 Stunden die Bildung eines Nebenprodukts festge-
stellt wurde, woraufhin die Reaktion durch Zugabe von 1 M TEAB-Puffer abgebrochen

wurde.
o ® o
Et;NH
HO 6.0 Aquiv. POCI 0-P-0
o)kocaH15 quiv. 3 o OkOCva
° TMP, 3.5h, 0 °C °
OH OH 44 % OH OH
95 94

Abb. 107: 5'-Selektive YosHIKAWA-Phosphorylierung der Verbindung 95.

Das Monophosphat 94 konnte nach einer RP-C18-Saulenchromatographie in einer Aus-
beute von 44 % erhalten werden. Im Vergleich zu den Phosphorylierungsreaktionen der
Thiazol- 67 bzw. Pyridin-Derivate 93 (77 % und 70 %) konnte die geringere Ausbeute eine
Folge der geringeren Anzahl an Aquivalenten Phosphorylchlorid sein. In weiteren Reaktio-
nen hat sich gezeigt, dass eine Erhéhung der Aquivalente dazu fiihrt, dass sich mehr Mo-
nophosphat bildet und die Reaktion nach wenigen Stunden beendet werden kann. Eine
Verringerung der Anzahl an Aquivalenten fiihrte jedoch dazu, dass das Edukt deutlich lang-
samer umgesetzt wurde, wobei die Bildung des Diphosphats nach mehreren Stunden nach-

gewiesen werden konnte.

Der letzte Schritt ist die Kupplung zum Pyrophosphat 31 nach der Methode von MOHAMADY
et al.'? Nachdem das Monophosphat 94 durch die Reaktion mit Trifluoressigsaure und
NMI aktiviert wurde, wird das Adenosin-Derivat 105 zugegeben, welches das elektrophile

N-Methylimidazol aktivierte Monophosphat angreift.
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Nach 5.5 Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe eines 1 M TEAB-Puffers beendet, und
das Rohprodukt wurde mittels RP-C18-Saulenchromatographie gereinigt. Es war bereits
bekannt, dass sich die Zielverbindung 31 nur schwer vom 3'-F-Adenosin-Derivat 105 ab-
trennen lasst, weshalb nur 0.8 Aquivalente verwendet wurden (Abb. 108). Trotzdem wurden
im 3!P-NMR-Spektrum Anteile des Monophosphats festgestellt. Durch eine RP-C18-Sau-
lenchromatographie mit 0.05 M TEAB-Puffer konnten beide Verbindungen getrennt wer-

den.

1.10.0 Aquiv. TFAA
16.0 Aquiv. Et3N
15 min, 0 °C
2. 6.0 Aquiv. NMI
® 6.0 Aquiv. EtzN ® o
Et;NH o 10 min, 0 °C Et;NH

i o
o 3.0.8 Aquiv. SR H/\©\ i
/\©\ )k DMF, 5.5 h, RT 0~ OC;H;s
0" 0C;H1s

4. 1 M TEAB-Puffer, 15 min, RT

®©
=0
Iz

CoHsN
9 39%

Abb. 108: Kupplungsreaktion der Monophosphate 94 und 105.

Das 3!P-NMR-Spektrum zeigt die erwarteten Signale bei -2 ppm fir das 2'-Phosphat (lila)
und die Dubletts bei -11.5 ppm flir das Diphosphatrtickgrat (griin) (Abb. 109). Da kein wei-
teres Signal zu beobachten ist, kann ausgeschlossen werden, dass weiteres Monophos-
phat vorhanden ist. Anhand des 'H-NMR-Spektrums kann zudem die Vollstandigkeit der
AB- und ACB-Masken bestétigt werden.

99



Resultate und Diskussion

o)

0
] RO

Ho&PL 0
‘ & O)J\OCTHﬁ

O
OH OH NH,

N
Ho#P=0. ¢ |
po. (L)

y_
— CoHis
" { }
o’o \_/

0

¢}
ki

s A

T T T T T
13 14 15 16 17

OchHu L

- - - - - - - - - - - .
3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
[ppm]

1

Abb. 109: 31P-NMR-Spektrum des Pyrophosphats 31 (243 MHz, 25 °C, DMSO-de).

Im Rahmen der Evaluierung der NADP-Referenzsubstanzen wurde die Verbindung 31 als
geeignet festgestellt und zur weiteren Untersuchung an die Arbeitsgruppe von GUSE gesen-
det.

6.6 Synthese eines carbocyclischen NAADP-Derivat

Eine weitere Idee ein NAADP-Derivat zu synthetisieren, welches dem nativen NAADP be-
sonders ahnlich ist, solllte mit einem carbocyclischen Derivat realisiert werden, wobei eine
positive Ladung im Nicotinsdure Baustein vorhanden ist. Die Idee zu einem carbocyclischen
NAADP-Derivat entstand aus der Notwendigkeit, die glycosidische Bindung zu stabilisieren,
da die N-glycosidische Bindung aufgrund des Acetalcharakters labiler gegeniber chemi-
schen Reaktionen ist.”) Da zuné&chst die C-glycosidischen Verbindungen synthetisiert wur-
den, sollte zudem die Alternative erforscht werden, die zwar das geladene Stickstoffatom
enthalt, die Bindung aber im Gegensatz zum nativen NAADP durch den Carbocyclus an-
stelle der Ribose im Nicotinsaurebaustein stabilisiert ist. Auf carbocyclische Strukturen ba-
sieren eine Vielzahl an Wirkstoffen wie zum Beispiel die antiviralen Wirkstoffe Abacavir und
Carbovir.9 Durch den Carbocyclus sind diese Analoga stabiler gegeniiber enzymatischen

Abbauprozessen und chemischen Reaktionen.!*5%
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Das Zielmolekul dieser Synthese ist der 5'-monophosphorylierte carbocyclische Nicotinsau-
rebaustein 106. Dieser sollte aus einer YOSHIKAWA-Phosphorylierung des Nucleosids 107
synthetisiert werden. Durch eine zINCKE-Reaktion sollte das Nucleosid 107 aus dem car-
bocyclischen Amin 108 und dem ZINCKE-Salz synthetisiert werden. Das Amin 108 sollte
durch eine Entschitzung mit Salzsaure entstehen, sodass es als Hydrochlorid vorliegt. Die
Verbindung 109 sollte durch eine reduktive Ringdffnung mit Natriumborhydrid hergestellt
werden. Die Hydroxygruppen sollten daflr zundchst durch eine Isopropylidengruppe ge-
schitzt werden. Die Hydroxygruppen der Verbindung 111 sollten durch eine UPJOHN-Dihyd-
roxylierung addiert werden. Fir eine bessere Handhabbarkeit sollte das Amin der Startver-

bindung 113 mit einer Boc-Gruppe geschiitzt werden.

0 0
&,
HO—-P-0 |®\ ° B o HO NH
(I)H Z — HO O  — 2
OH OH
OH OH OH OH
106 107 108
© NBoc © NBoc 0 HO
: NBoc NHBoc
D —] ———
112 OH OH 0O O 5 o
ﬂ 111 )< X
110 109
o
=3
113

Abb. 110: Darstellung der retrosynthetischen Analyse des carbocyclischen NAADP-Derivats 106.
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Im ersten Schritt der Synthese wird die sekundare Aminofunktion mit einer (Boc)-Schutz-

gruppe geschitzt (Abb. 111).

. 0]
1.1 Aquiv. Boc,0 ><
0 K 4. 0 ).
NH 0.30 Aquiv. 4 DMAI’ N O
THF, 3 h, RT

113 99 9% 112

Abb. 111: Boc-Schutzung der sekundaren Aminfunktion des (-)-Vince-Lactams 113.

Nach 3 Stunden Rihren bei Raumtemperatur konnte der vollstdndige Umsatz diinnschicht-
chromatographisch beobachtet werden. Nach einer sdulenchromatographischen Reinigung

wurde eine Ausbeute von 99 % erzielt.

Die anschlieBende Dihydroxylierung wurde mit der UPJOHN-Methode durchgefihrt
(Abb. 112). Dabei wurde Osmium-(VIII)-oxid und N-Methylmorpholin-N-oxid (NMO) einge-

setzt.[151

1.8 Aquiv. NMO
© N»\ o 050, (4 % in H,0) 0 N»\O
Aceton/t-BuOH 5:1,2 h, 0 °C
92 % OH OH
112 111

Abb. 112: UpJoHN-Dihydroxylierung der Verbindung 112.

Nach mehreren Versuchen wurde festgestellt, dass es entscheidend ist, die Reaktionslo-
sung mit einer Dinatriumdisulfit-Losung zu beenden. Die Verwendung einer Natriumsulfid-
Lésung, wie in zahlreichen Literaturquellen beschrieben, flihrte zu einem erheblichen Ver-
lust der Ausbeute, sodass nur 10-17 % des Produkts erhalten blieben. Nebenprodukte bzw.
Abbauprodukte konnten nicht isoliert und identifiziert werden, da sie sich vermutlich in der

wassrigen Phase des Natriumsulfids befanden.*52

Durch die UrJoHN-Dihydroxylierung konnen syn-selektiv 1,2-Diole aus Alkenen hergestellt
werden. Die Reaktion beginnt mit einer 1,3-dipolaren Cycloaddition des OsO4 an die Dop-
pelbindung 112 (Abb. 113). Der entstandene fiinfgliedrige Zyklus ist ein Diester der Os-
mium(VI)-saure, welcher durch das vorhandene Wasser hydrolysiert wird und das Pro-
dukt 111 freisetzt. Die entstandene Osmium(VI)-séaure wird anschlieRend durch das NMO

oxidiert und kann mit einem weiteren Alken reagieren.5%1154
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112 111

O/ ':O\S\J'VI
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Abb. 113: Mechanismus der UrPJOHN-Dihydroxylierung mit Osmiumtetroxid und NMO als

Oxidationsreagenzien.'54

Fur die Schitzung der vicinalen Hydroxygruppen wurden eine Isopropylidenschutzgruppe
verwendet (Abb. 114). Die Reaktion bewirkt die Bildung eines thermodynamisch bevorzug-
ten Funfrings. Ein Vorteil der Verwendung einer Isopropylidenschutzgruppe ist die Spaltung
durch Saure, so wie es auch bei der Boc-Schutzgruppe der Fall ist. Dadurch kdnnen beide

Schutzgruppen in einem Schritt gespalten werden.

o >Lo>< 1.1 Aquiv. DMP . &o%

N 0.10 Aquiv. p-TsOH-H,0 N
E Aceton, 2 h, RT

OH OH 87 % O><O
111 110

Abb. 114: Schiitzung der Hydroxygruppen mit einer Isopropylidengruppe.

Nach Beendigung der Reaktion und saulenchromatographischer Reinigung konnte das

Produkt 110 in einer Ausbeute von 87 % erhalten werden.

Die Ring6ffnung mittels Natriumborhydrid stellt den nachsten Schritt in der Synthese dar
und sollte den 5'-Alkohol liefern.!*%®! Zunachst wurde jedoch neben dem Alkohol 109 auch
der Ester 114 in erheblicher Menge erhalten (Abb. 115). Dieser konnte eindeutig durch ESI-
MS- und *H-NMR-Spektren identifiziert werden. Zusétzlich zu dem berechneten lonenpeak

wurde auch ein Peak bei 653.3233 Da beobachtet. Dieser stimmt mit der exakten Masse
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von zwei Estern Uiberein und lasst sich mit dem Phanomen des Stacking erklaren.[*5¢! Nat-

riumborhydrid ist im Vergleich zu anderen Reduktionsmitteln wie zum Beispiel Lithiumalu-
miniumhydrid ein relativ mildes Reagenz.[*2¢!

o) o) % o)
| e
0 P Aqui HO P
N o] 2.5 Aquiv. NaBH, _ HN o) o) OHN»\O
MeOH, 48 h, 0 °C—RT N
OH OH o><o o><o
57 % 34 %
11 109 114

Abb. 115: Reduktive Ring6ffnung durch Natriumborhydrid.

Mdglicherweise entsteht der Ester 114 durch einen nucleophilen Angriff des Methanols auf
das Carbonylkohlenstoffatom und der Ring wird geoffnet.

0 0
2 >
110 14
NaBH;-H l - NaBH;0Me
/—\ NaBHsH | Some
H._£O HO
NHBoc NHBoc
MeOH NaBH,-H
- NaBH;OMe
S
0)2 ~“OMe 0)2
109

Abb. 116: Vorgeschlagener Mechanismus der Reduktion der Verbindung 110 mittels Natrium-
borhydrid in Methanol. Die unvollstdndige Reduktion zum Ester 114 sowie die anschlieRende Re-

duktion zum Alkohol 109 sind in schwarz gehalten. Der Mechanismus der direkten Reduktion zum
Alkohol 109 ist in grtin hervorgehoben.[126]

Wenn gentigend reaktives Natriumborhydrid vorhanden ist, erfolgt nach der Hydridiibertra-

gung eine weitere Ubertragung auf den Kohlenstoff, sodass die Bindung bricht und der Al-
kohol 109 entsteht.[22¢]
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Der Ester 114 wurde anschlieRend wiederholt mit Natriumborhydrid umgesetzt (Abb. 117).

o) o)
| ) e
o) OHN»\O 2.2 Aquiv. NaBH, HO %o

. HN
MeOH, 21 h, 0 °C>RT

X X

114 109

Abb. 117: Reduktion des Esters zum primaren Alkohol 97 mit Natriumborhydrid.

Nach 21 Stunden Rihren bei Raumtemperatur konnte das Produkt 109 mit einer Ausbeute
von 75 % erhalten werden. Es konnten jedoch auch 15 % des Esters 114 reisoliert werden.
Auf einen Austausch des Losungsmittels wurde verzichtet, da Methanol die Reaktivitat des

Natriumborhydrids erhéht und so die Reaktion erméglicht.*5”

Die Isopropyliden- und Boc-Schutzgruppe wurden im nachsten Schritt durch die Zugabe

von Trifluoressigséure entfernt (Abb. 118).

0 )
. >< o OTf
0

HO HN HO o
TFA/H,0 10:1 3
16 h, RT
o O OH OH
>< 24 %
109 108

Abb. 118: Entschiitzung der Verbindung 109 mit Trifluoressigséure (TFA) und Wasser.

Nach Beendigung der Reaktion wurden alle flichtigen Bestandteile entfernt, der Riickstand
in Wasser aufgenommen und mit 1 M Natronlauge neutralisiert. Nach einer automatisierten
RP-C18-Saulenchromatographie sowie einer Anionenaustauschsaule konnte nur ein stark
mit Trifluoracetat verunreinigtes Produkt 108 erhalten werden. Da dieser Uberschuss fiir
die anschlieRende zINCKE-Reaktion storend sein kénnte, wurde das Produkt mehrfach mit
einer RP-C8-Saulenchromatographie gereinigt und mittels °F-NMR-Spektroskopie auf
Salze untersucht, sodass eine saubere Fraktion in einer Ausbeute von 24 % erhalten wer-

den konnte.
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Eine Alternative wurde mit 2 M Salzsaure in Dioxan durchgefihrt, wobei das Hydrochlo-
rid 108 entsteht (Abb. 119).

5. LG

HO HN HO o
2 M HCl in Dioxan 3
MeOH, 24 h, RT
O O OH OH
>< 1M1 %
109 108

Abb. 119: Spaltung der Schutzgruppen mit 2 M HCI in Dioxan.

Nach 24 Stunden wurde die Reaktion beendet und alle flichtigen Bestandteile unter ver-
mindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde zunachst mit einer RP-C8-Saulenchro-
matographie und anschliel3end durch eine lonenaustauschséule gereinigt, um Uberschis-
sige Salze zu entfernen. Ein Nachteil dieser Reaktion ist jedoch, dass es nicht mdglich ist,

die Chlorid-lonen in NMR-Spektren zu identifizieren.

Fur die anschlielende zINCKE-Reaktion wurde zunachst das ZzINCKE-Salz hergestellt
(Abb. 120). Dafur wurde 2,4-Dinitrophenol 115 mit Trifluormethansulfonsaureanhydrid
(Tf.0) aktiviert.

F
F\i/F
OH

1.5 Aquiv. EtzN 0=5=0

NO2 42AquvTr0 O
CH,Cl,, 2 h, 0 °C>RT NO;
NO: 85 %
NO,
115 116

Abb. 120: Aktivierung des 2,4-Dinitrophenols 115 zur Bildung des ZINCKE-Salzes.

Die Einfuhrung der sehr guten Triflat-Abgangsgruppe wurde unter basischen Bedingungen
durchgefuihrt. Nach einer sdulenchromatographischen Reinigung konnte das Produkt 116
in einer Ausbeute von 85 % erhalten werden. Das Produkt 116 konnte zum einen Uber das
Massenspektrum identifiziert werden. Zum anderen wurde im °F-NMR-Spektrum das zu

erwartende Signal fur das Triflat bei -72 ppm beobachtet.

Die anschlieRende Kupplung des Ethylnicotinats mit 2,4-Dinitrophenyltrifluormethansulfo-

nat 116 wurde unter Siedehitze in Toluol durchgeftihrt (Abb. 121). Die Farbung der Reakti-

onslésung deutete auf die Bildung des zINCKE-Salzes hin. Mechanistisch erfolgt die Bildung
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des ZINCKE-Salzes durch eine aromatische nucleophile Substitution am Stickstoff des Ethyl-
nicotinats.l*® Da durch die stark elektronenziehenden Substituenten der nitrierte Aromat
sehr elektronarm ist und die Triflatgruppe eine gute Abgangsgruppe darstellt, ist diese Re-

aktion sehr begunstigt.

F
F\i/F Q
AN N
0=8=0 | o
| . @/
0 1.0 Aquiv. Ethylnicotinat N
NO > N
2 Toluol, 4 h, 110 °C O
67 %
NOZ N02
116 117

Abb. 121: Bildung des zINCKE-Salzes 117 aus dem Ethylnicotinat und dem aktivierten 2,4-Dinitro-
phenyl-trifluormethanolsulfonats 116.

Das zINCKE-Salz 116 wurde anschlieBend mit dem carbocyclischen Amin 108 in einer
ZINCKE-Reaktion umgesetzt (Abb. 122).11%8]

(0]
S o) (0]
| X o OTf o P
@ P . X o N o
HO ® _ :
N NH, 1.0 Aquiv. Natrlumacetat= HO | o HO | (3/
NO, ¥ MeOH, 24 h, RT N * e
OH OH
0o OH OH OH OH
82 % 12 %
117 108 107 118

Abb. 122: ZINCKE-Reaktion zur Bildung der Verbindung 107 und 118.

Das ZINCKE-Salz 117 und das Amin 108 wurden in Methanol geldst und mit Natriumacetat
versetzt, wodurch sich die Reaktionslésung rétlich farbte. Nach 24 Stunden wurde die Re-
aktion beendet und eine 25%ige Ammoniakldsung zugegeben. Die Lésung wurde 10 Minu-
ten lang geruhrt und die Bildung eines Niederschlags konnte beobachtet werden, bei dem
es sich vermutlich um das Dinitroanilin handelte. Dieser wurde abgetrennt und das L6-
sungsmittel entfernt. Der erwartete Ethylester konnte nicht erhalten werden, jedoch wurden
die Nicotinséure 107 in einer Ausbeute von 82 % und der Methylester 118 in einer Ausbeute
von 12 % identifiziert. Es wird vermutet, dass wahrend der wassrigen basischen Aufarbei-
tung der Reaktionslosung eine Umesterung mit Methanol sowie eine Verseifung stattgefun-
den hat.
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Die erfolgreiche Kupplung beider Bausteine kann sehr gut im NOESY (Nuclear Overhauser
Effect Spectroscopy)-Spektrum beobachtet werden (Abb. 123). Dabei wurden die raumli-
chen Kopplungen zwischen den aromatischen Protonen und denen des Carbocyclus ein-

deutig identifiziert.

21 31 64 ‘ 51 4! 5{
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Abb. 123: Ausschnitt des NOESY-NMR-Spektrums der Verbindung 107. Die Kupplungen der aro-
matischen Ringprotonen zu denen des Carbocyclus sind eindeutig zu beobachten (rot) (600 MHz,
25 °C, DMSO-ds).

Neben der eindeutigen Identifizierung der Protonen im *H-NMR-Spektrum konnte im HR-
ESI-MS zunéchst eindeutig der Nicotinsaurebaustein 107 nachgewiesen werden (Abb.
124).
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Abb. 124: HR-ESI-MS-Spektrum der Verbindung 107. Gemessen im positiven Modus.

Neben der Nicotinsdure 107 konnte auch der Methylester 118 zum einen tber die Methyl-

gruppe des Esters im *H-NMR-Spektrum sowie Uber das HR-ESI-MS-Spektrum eindeutig
identifiziert werden (Abb. 125).

(@]
X o~ 268.1182
HO | ®_ 100.00%
N
OH OH
Berechnete Masse: 268.1179
118
271.1366
33.31%
269.1214
218.2111 14.60%
8.69% 2342053 296:2425 0, 00 270.125p| [272:1410 585 2805
l 1.34% 360% 4 66% 2.16% 236% 2 129
' s i . PRty I i wllad. o
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Abb. 125: HR-ESI-MS-Spektrum der Verbindung 118. Gemessen im positiven Messmodus.

Die zINCKE-Reaktion folgt einem SN(ANRORC)-Mechanismus (Addition of the Nucleophile,

Ring Opening and Ring Closure in nucleophilic attack on ring system), der aus drei Teil-
schritten besteht (Abb. 126).1t5
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Abb. 126: Vorgeschlagener Mechanismus der zZINCKE-Reaktion.[158][160]

Zuné&chst fuhrt der nucleophile Angriff des Amins zur Ring6ffnung des Pyridiniumrings. Ein
weiteres Amin verdréngt durch einen nucleophilen Angriff das 2,4-Dinitroanilin und es ent-
steht das trans-cis-Isomer (Dianilsalz), welches durch eine sigmatrope Umlagerung einen
Ringschluss bilden kann. Zuletzt wird durch die Spaltung der Aminogruppe der Pyridinring

rearomatisiert und das Pyridiniumsalz gebildet.!*6%

Die Schutzung der Carbonsaure 107 mit einer ACB-Maske 59 wurde zuvor von DEKIERT
Uber eine Veresterung versucht. Dabei wurde die Carbonsdure zunachst mit einer Trichlo-
racetamidat-Abgangsgruppe versehen, damit daraufhin eine synergistische séurekataly-
sierte Veresterung durchgefiihrt werden konnte. Da durch diese Methode nur eine Aus-
beute von 3 % erreicht werden konnte, wurden weitere Veresterungsmethoden erprobt. Zu-

nachst wurde eine STEGLICH-Veresterung durchgefihrt.

0]

1.5 Aquiv. DCC "
O Aqui
IR St N o 0
HO @ .9 Aquiv. -Maske HO |®/ )J\
1 N > 1 N O~ OC;His

7

CH,CI,/DMF, 16 h, RT

OH OH OH OH
107 120

Abb. 127: STEGLICH-Versterung des Nucleosids 107.

Auch nach 16 Stunden Rihren bei Raumtemperatur konnte diinnschichtchromatographisch
kein Umsatz beobachtet werden. Auch durch die zuvor erfolgreich angewendete YAMAGU-

CHI-Veresterung konnte das Produkt 120 nicht erhalten werden.
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1.1 Aquiv. 2,4,6-Trichlorbenzoyl-
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OH OH OH OH
107 120

Abb. 128: Synthese der maskierten Verbindung 120 mittels YAMAGUCHI-Veresterung.

Das Edukt 107 konnte in beiden Fallen reisoliert werden, sodass vermutet wird, dass der
zwitterionische Charakter der Nicotinsaure eine Veresterung verhinderte. Daher wurde in
einem weiteren Ansatz versucht, die Carboxylgruppe vor der zINCKE-Reaktion durch die
Bildung eines N-Hydroxysuccinimid-Esters (NHS-Ester) zu aktivieren. Daflr wurde zu-
nachst die Nicotinsaure 121 mit dem Aktivierungsreagenz 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopro-

pyl)carbodiimid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid umgesetzt.[162

o}
1.0 Aquiv. EDC-HCI o
| X OH 1.0 /-\quiv. NHS (ﬁ)‘\o/N
N MeCN, 72 h, RT P 0
N
122

121 86 %

Abb. 129: Veresterung der Nicotinsaure 121 mittels EDC-HCI und N-Hydroxysuccinimid.

Nach 72 Stunden Rihren bei Raumtemperatur konnte der NHS-Ester 122 in einer Ausbeute
von 86 % erhalten werden. AnschlieBend sollte das flr die zINCKE-Reaktion bendétigte
ZINCKE-Salz 122 gebildet werden.
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Abb. 130: Bildung des NHS-zINCKE-Salzes 123.

Der NHS-Ester der Nicotinsaure 122 wurde zusammen mit 2,4-Dinitrophenyltrifluormethan-
sulfonat 116 in Toluol gel6st und fir 2 Stunden bei 110 °C geruhrt. Anschlie3end konnte

dunnschichtchromatographisch der vollstandige Umsatz der Unterschusskomponente

111



Resultate und Diskussion

beobachtet werden. Nach dem Entfernen des Lésungsmittels konnte jedoch kein Produkt
erhalten werden. Es wird zwar vermutet, dass der NHS-Ester gespalten wurde, jedoch
konnte auch keine Nicotinsaureverbindung isoliert werden. Aufgrund der Schwierigkeit, die
Maske an die Nicotinsaure zu kuppeln, wurde das unmaskierte Nukleosid 107 monophos-
phoryliert. Die daraus resultierende Abnahme der Lipophilie kénnte durch eine Verlange-

rung der Alkylketten der Maskierungen des Adenosinbausteins ausgeglichen werden.

)

0 Et;NH 0
X o o) N o
wo. e 10 Aquiv. POCl; _ S5_fi_g | o
N TMP, 0°C, 3 h OH N
OH OH 41% OH OH
107 106

Abb. 131: vyosHIKAWA-Phosphorylierung der 5'-Position der carbocyclischen Nicotinsaureverbin-
dung 107.

Die Carbocyclusverbindung 107 kann bei einer Retentionszeit von 0.6 Minuten beobachtet
werden (Abb. 132). Nach einer Reaktionszeit von einer Stunde zeigt sich ein zuséatzlicher
Peak bei 4.5 Minuten.
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Abb. 132: Reaktionsverfolgung der 5'-Phosphorylierung der Verbindung 107 mittels HPLC.

Gleichzeitig wird beobachtet, dass der Peak bei 0.6 Minuten Uber einen Zeitraum von drei
Stunden eine kontinuierliche Intensitatsabnahme aufweist. Nach Ablauf von drei Stunden
wurde die Reaktion durch die Zugabe von 1 M TEAB-Puffer beendet.
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Das Rohprodukt wurde durch eine automatisierte RP-C18-Saulenchromatographie gerei-
nigt.

Zukunftig kann die Kupplung dieses Bausteins an Adenosin-Derivaten erprobt werden. Auf-
grund der fehlenden Maskierung der Carbonséaure sind Derivate erforderlich, die durch die

Einfihrung langerer Alkylketten eine erhdhte Lipophilie aufweisen.

6.7 Synthese eines Nicotinsdure-Mononucleotids

Neben dem carbocyclischen Nucleotid 106 sollte auch ein 'natives' NAADP-Derivat 124
erforscht werden. Dafir wurde auf die Struktur zurtickgegriffen, die schon DEKIERT verwen-
det hat, um die Ahnlichkeit zu dem nativen NAADP zu behalten.!

Das Monophosphat 124 sollte durch eine YosHIKAwWA-Phosphorylierung aus dem Nucleosid
125 synthetisiert werden. Das Nucleosid 125 sollte durch eine Kupplung der Nicotin-
saure 121 mit der 1,2,3,5-Tetra-O-acetyl-B-D-ribofuranose hergestellt werden (Abb. 133).
Sowohl die Nicotinsédure 121 als auch die tetraacetylierte Ribose sind kommerziell erhalt-
lich.

o} o}
O | Xy “OH | Y7 “OH o
HO-P-0 ﬁ/ HO ﬁ/
I I X
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—
N
OH OH OH OH
124 125 121

Abb. 133: Retrosynthetische Analyse der Synthese des Monophosphats 124.

Der erste Schritt der Synthese beginnt mit der Aktivierung der Nicotinsaure 121, die dafur
in HMDS und Ammoniumsulfat 13 Stunden zum Sieden erhitzt wurde (Abb. 134). Anschlie-
Bend wurde die tetraacetylierte Ribose zugegeben, und durch eine TMSOTf-katalysierte

Kondensationsreaktion bildet sich das Produkt 125.
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I. 3.8 Aquiv. HMDS
0.30 Aquiv. Ammoniumsulfat
13 h, 130 °C

II. 1.0 Aquiv.1,2,3,5-Tetra- O-
acetyl-B-D-ribofuranose

1.0 Aquiv. TMSOTf O
O Dichlorethan, 19 h, 45 °C | X OH
I1I. 7 N NH3 in Methanol
I OH 4, 26°C .o N
_ >
\ o}
58 % OH OH
121 125

Abb. 134: Synthese des Nucleosids 125.[163]

Nach 19 Stunden Rihren bei 45 °C wurde die Reaktionslésung durch die Zugabe einer
wassrigen, gesattigten Natriumhydrogencarbonatlésung beendet und die wassrige Phase
mit Dichlormethan gewaschen. AnschlieRend wurde die wassrige Phase lyophilisiert und in
ein Druckgefald Uberfuhrt. Das Gefal wurde auf -70 °C gekihlt und es wurde 7 N Ammoniak
in Methanol zugegeben, um die Acetylschutzgruppen zu spalten. Das Gefald wurde fur
4 Tage bei -26 °C gelagert. Der entstandene Feststoff wurde filtriert und gewaschen. An-
schlielBend wurde das Rohprodukt Giber eine RP-C18-Saulenchromatographie gereinigt. Im
IH-NMR-Spektrum konnte neben dem Produkt 125 auch noch weitere aromatische Signale
beobachten werden, die vermutlich auf die verbleibende Nicotinsdure 121 hindeuten
(Abb. 124).
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Abb. 135: H-NMR-Spektrum des Nucleosids 125 sowie des Edukts Nicotinsaure 121 (400 MHz,
25 °C, D20).
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Es wurde eine Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt und es konnten Verbin-

dungen isoliert werden. Die Zielverbindung 125 wurde in einer Ausbeute von 58 % isoliert.

In einer YOSHIKAWA-Phosphorylierung wurde die 5'-Position anschlieRend phosphory-
liert.'* Dabei wurde das Nucleosid 125 in TMP suspendiert und langsam bei 0 °C Phos-
phoroxychlorid zugetropft, wobei sich das Nucleosid 125 langsam léste (Abb. 136).

®
0 Et;NH 0
N N0 o) N o
| ® " o I | ®
HO N~ 10.0 Aquiv. POCly 0-P-0 NG
> OH
o TMP, 8 h, 0°C o
OH OH 67 % OH OH
125 124

Abb. 136: yosHIKAWA-Phosphorylierung zur Synthese der Verbindung 124.

Der Reaktionsverlauf wurde mithilfe der HPLC Uberwacht, wobei mehrere Peaks zu be-
obachten waren (Abb. 137). Das Edukt 125 zeigt einen deutlichen Peak bei 0.9 Minuten
und wird im Verlauf von 7 Stunden nahezu vollstandig umgesetzt, sodass es kaum noch
nachweisbar ist.
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Abb. 137: Reaktionsverfolgung mittels HPLC der YOSHIKAWA-Reaktion.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 M TEAB-Puffer beendet und das Rohprodukt

wurde mittels RP-C18-Saulenchromatographie gereinigt. Da das erhaltene Mono-
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phosphat 124 sehr polar ist, zeigte es nur eine schleche Retention auf C18-Kieselgel. Daher
wurde eine lonenaustauschchromatographie durchgefiihrt, bei der die Triethylammonium-
Gegenionen mit Protonen ausgetauscht werden sollten. Trotz einer deutlichen Verringe-
rung der Anzahl an lonen konnte im *H-NMR-Spektrum noch ein Uberschuss an Triethyl-
ammonium nachgewiesen werden, sodass eine weitere lonenaustauschchromatographie
durchgefuhrt wurde, die das gewlinschte Produkt 124 in einer Ausbeute von 67 % lieferte.
Das 3!P-NMR-Spektrum zeigt ein Signal bei 0.24 ppm, ohne Anzeichen weiterer Signale,
die auf Diphosphate hindeuten kénnten (Abb. 138).
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Abb. 138: 31P-NMR-Spektrum der Verbindung 124 (122 MHz, 25 °C, DMSO-ds).

Zukunftig kann die Kupplung des erhaltenen Monophosphats 124 in einer Kupplungsreak-
tion, die schon zuvor mit anderen Monophosphaten durchgefiihrt, mit einem 3'-OMe-Ci1Has-
Adenosin-Derivat erprobt werden.

Die Kupplung soll zukiinftig mit einem Adenosin-Derivat durchgefihrt werden, welches zwei
Ci11H23-AB-Alkylketten tragt, welche die fehlende Maske des oberen Bausteins im Hinblick
auf die Lipophilie ausgleichen sollen. Da eine langere Kettenlange auch eine Erh6hung der
Halbwertszeit der enzymatischen Spaltung bedeutet, kdnnten zukinftige Kupplungspartner
Bausteine mit Photogruppen sein, die unabhangig mit einem Laser die Spaltung der Mas-

ken induzieren.[8
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6.8 Fazit

Zusammenfassend wurden zwei bioreversibel geschitzte NAADP-Analoga sowie drei
NADP-Referenzsubstanzen synthetisiert. Dazu wurden Stabilitdts- und Enzymhydrolyse-
studien durchgeftihrt, die neben einer ausreichenden Stabilitéat auch eine verlassliche und
schnelle Spaltung der Schutzgruppen zeigten. Das Thiazol-AB-NAADP-Derivat 27 wurde
in 11 Syntheseschritten mit einer Gesamtausbeute von 4 % hergestellt. Die Synthese der
Amino-AB-Schutzgruppe 52 fir die NAADP-Referenzverbindung 27 fuhrte aufgrund einer
Esterspaltung der Alkylkette nicht zum gewunschten Produkt, sodass fir weitere Reaktio-
nen auf die ACB-Schutzgruppe zurtickgegriffen wurde (Kapitel 6.2.1).

Mit der ACB-Schutzgruppe 59 konnte das Thiazol-ACB-NAADP-Derivat 60 mit einer Ge-
samtausbeute von 14 % synthetisiert werden. In Hydrolysestudien wurde die chemische
sowie enzymatische Stabilitat untersucht, wobei gezeigt wurde, dass das NAADP-Deri-
vat 60 eine gute chemische Stabilitat mit einer Halbwertszeit von ti; = 22 Stunden aufweist.
Die Abspaltung der Schutzgruppen erfolgt jedoch innerhalb kurzer Zeit (ti> = 62 Minuten)
und das aktive Molekil wird freigesetzt (Kapitel 6.3). Das Thiazol-ACB-NADP-Derivat 64
wurde ebenfalls in 11 Syntheseschritten mit einer Gesamtausbeute von 14 % dargestellt
und zeigte &hnliche Ergebnisse beziglich der chemischen und enzymatischen Stabilitat
(Kapitel 6.3.1) (Tab. 1). Die Untersuchungen der calciumfreisetzenden Eigenschaften zeig-
ten, dass nur eine schwache, nicht signifikante Ca?*-Freisetzung initiiert wird. Die Inkubation
von Jurkat T-Lymphozyten mit dem Derivat 60 sowie die anschlie3ende Stimulation mit
OKT3 zur Calciumfreisetzung lassen in ersten Tests die Vermutung zu, dass das Thiazol-
Derivat 60 eine antagonistische Wirkung aufweist. Eine moégliche pharmazeutische Rele-

vanz wird im Rahmen des SFB1328 zukiinftig untersucht.

Daruber hinaus wurde das Pyridin-NAADP-Derivat 68 in 12 Syntheseschritten mit einer Ge-
samtausbeute von 6 % synthetisiert (Kapitel 6.4). Das analoge NADP-Derivat 88 konnte
ebenfalls in 12 Schritten mit einer Gesamtausbeute von 5 % hergestellt werden (Kapitel
6.4.1). In Hydrolysestudien konnte fiir beide Derivate die chemische Stabilitat sowie die
enzymatische Spaltung aller Schutzgruppen bewiesen werden. Durch die signifikante An-
derung der Anzahl der Peaks B sowie der VergréRerung der Flache unter den Kurven D

die calciumfreisetzende Wirkung des 5-Pyridin-Derivats 68 beobachtet werden (Abb.98).
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Tab. 1: Halbwertszeit (t12) der Thiazol-Derivate 60 und 64 und der 5-Pyridin-Derivate 68 und 88
inkubiert in PBS- oder PLE-Ldsung.

ty2 (PBS) ti2 (PLE)

Thiazol-3'-OMe-NAADP-Derivat 60 22 h 62.0 min
Thiazol-3'-OMe-NADP-Derivat 64 29 h 15.3 min
5-Pyridin-3'-OMe-NAADP-Derivat 68 1.1h 5.8 min
5-Pyridin-3'-OMe-NADP-Derivat 88 2.8h 5.1 min

Weitere Derivate, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden, sind das 3'-F-MASTER-
NADP-Derivat, welches als Referenzsubstanz im Arbeitskreis GUSE getestet wird und die
Monophosphate des carbocyclischen NAADP- 106 sowie des 'natives’ NAADP-Derivats
124, die aus zeitlichen Grinden nicht mit den jeweiligen Adenosinbausteinen gekoppelt
werden konnten. Die Monophosphate 106 und 124 sind jedoch gute Anwarter fir die Erpro-
bung der Kupplung mit Adenosin-Bausteinen, die entweder AB-Schutzgruppen oder Pho-

togruppen mit langerer Alkylkette zur Verbesserung der Lipophilie besitzen.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Edukte und Reagenzien

Samtliche Edukte und Reagenzien wurden vom Hersteller in Synthesequalitéat bezogen und

ohne weitere Reinigung fur die Synthese verwendet.

Losungsmittel

Acetonitril: CHzCN [41.05 g/mol]; Sdp.: 82 °C; p = 0.78 g/cm?

1) HiPerSolv CHROMANORM® gradient grade for HPLC (VWR 83639.320-2.5L)
2) absolut; aus der Lésungsmittel-Trocknungsanlage MB SPS-800

der Firma MBraun erhalten und tber Molsieb (0.4 nm) aufbewahrt

3) absolut Gber Molsieb, max. 0.005 % H,O (Acros 326811000)

Chloroform: CHCI3 [119.38 g/mol]; Sdp.: 61 °C; p = 1.48 g/cm?

1) AnalaR NORMAPUR grade stabilisiert mit 0.6 % Ethanol (VWR 22711.324)
2) Euroisotop (DO07H 100 mL)

Dichlormethan: CH,Cl, [84.93 g/mol]; Sdp.: 40 °C; p = 1.3 g/cm?

1) technische Qualitat; bei Normaldruck destilliert

2) absolut; aus der Lésungsmittel-Trocknungsanlage MB SPS-800

der Firma MBraun erhalten und tber Molsieb (0.4 nm) aufbewahrt

DMF: C7HsNO [73.10 g/mol]; Sdp.: 153 °C; p = 0.95 g/cm3

1) absolut; tber Molsieb, max. 0.005 % H->O (Acros 10534341)

DMSO: C;HsOS [78.13 g/mol]; Sdp.: 189 °C; p = 1.1 g/cm?®

1) absolut tber Molsieb, max. 0.005 % H>O (Acros 00002089)

2) Deutero (00905-10 mL-s)
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Ethylacetat: EtOAc [84.93 g/mol]; Sdp.: 77 °C; p = 0.89 g/cm?® 1) technische Qualitat; bei
Normaldruck destilliert

Methanol: CHzOH [32.04 g/mol]; Sdp.: 64 °C; p = 0.79 g/cm?

1) technische Qualitat; bei Normaldruck destilliert

2) absolut; aus der Lésungsmittel-Trocknungsanlage MB SPS-800

der Firma MBraun erhalten und tber Molsieb (0.3 nm) aufbewahrt

3) absolut Gber Molsieb, max. 0.005 % H»O (Acros 00004595)

4) Euroisotop (D024FE)

Petrolether: Sdp.: 50 — 70 °C

1) technische Qualitat; bei Normaldruck destilliert

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

1) HiPerSolv CHROMANORM® gradient grade, for HPLC (VWR28559.320-2.5L)

2) absolut; aus der Losungsmittel-Trocknungsanlage MB SPS-800 der Firma MBraun er-

halten und tUber Molsieb (0.4 nm) aufbewahrt

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

2) absolut mit Septum der Firma Aldrich (Al 471283)

Pyridin: CsHsN [79.10 g/mol]; Sdp.: 115 °C, p = 0.98 g/cm?

1) absolut aus der Lésungsmittel Trocknungsanlage MB SPS 800 der Firma MBraun erhal-

ten und tber Molsieb (0.4 nm) aufbewahrt

2) absolut tiber Molsieb, max. 0.005 % H,O (Acros 364420010)

7.2 Chromatographie

Dinnschichtchromatographie

Fur die Dunnschichtchromatographie wurden mit Kieselgel und Fluoreszenzindikator be-
schichtete Aluminiumfolien (Macherey-Nagel ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254 Nr. 818333;

Schichtdicke 0.2 mm) verwendet. Alle R-Werte wurden bei Kammersattigung ermittelt,
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wobei die Laufstrecke 5 cm betrug. Die Detektion der UV-aktiven Verbindungen erfolgte
mittels UV-Lampe bei einer Wellenlange von 254 nm. Als Farbereagenz diente ein Gemisch
aus 5 g Vanillin, 900 mL Methanol, 100 mL Essigsaure und 35 mL konz. Schwefelsaure.
Hanessian-Stain: 5 g Ammoniummolybdat, 1 g Cer(IV)-sulfat, 10 mL konz. Schwefelsaure

und 90 mL dest. Wasser.

Saulenchromatographie

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

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

Anionenaustauschchromatographie

Die Anionenaustauschchromatographie wurde mit DEAE Sephadex A-25 der Firma Cytiva

durchgefihrt.

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

Fur die automatisierte Chromatographie wurde sowohl fir die Normal- als auch die Um-
kehrphasenchromatographie der automatisierte puriFlash®430 der Firma Interchim mit UV-
Detektor verwendet. FUr Normalphasentrennungen wurden self-packed Kartuschen einge-
setzt, die mit Macherey-Nagel Kieselgel 60 M (siehe Saulenchromatographie) befiillt wur-
den. Fur die RP-18-Chromatographie wurden Saulen von Macherey-Nagel (Chromabond®
Flash RS 40 C18 ec oder C8 ec) verwendet.

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (high performance liguid chromatography

(HPLC)

Die analytische Hochleistungsflissigkeitschromatographie wurde an einer Agilent Techno-

logies Anlage, Modell 1260 Infinity II, durchgefiuhrt.

Software: Agilent OpenLab CDS

Pumpe: 1260 Quat Pump VL

Autosampler: 1260 Vialsampler

Detektor: 1260, Dioden Array Detector (DAD)

1260 FLD Spectra, Fluoreszenz Detektor (FLD)
Analytische Saule: EC 125/3 Nukleodur 100-5 C18 ec der Firma Macherey-Nagel
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Fur alle HPLC-Anwendungen wurde Acetonitril des Reinheitsgrades "HPLC grade" der

Firma VWR sowie Reinstwasser (Milli-Q) zum Ansetzen der Pufferlésungen verwendet.

HPLC-Methoden:

Methode A: Von 0 min bis 20 min: TBAA-Laufpuffer (2 mM) mit einem Acetonitrilgradienten
(5-80 %), von 20 min bis 30 min: isokratisch (20 % Laufpuffer, 80 % Acetonitril), von 30 min
bis 33 min: Laufpuffer mit einem Acetonitrilgradienten (80-5 %), von 33 min bis 34 min:
isokratisch (95 % Laufpuffer, 5 % Acetonitril). Flussrate: 1.0 mL/min, HPLC-S&ule: Nukleo-
dur 100-5 C18 ec, UV-Detektion bei Wellenlangen von 250 nm, 260 nm, 265 nm, 270 nm
und 330 nm.

HPLC-Laufpuffer:

TBAA-Laufpuffer (2 mM): 3000 mL Reinstwasser wurden mit 10.1 mL einer 1.5 M Lésung

von Tetra-n-butylammoniumhydroxid in Wasser (ca. 10 %) versetzt und mit verdiinnter Es-

sigsaure auf einen pH-Wert von 6.0 eingestellt.

HPLC-gekoppelte Massenspektrometrie

LC-MS-Analysen wurden an einem Thermoquest 6224-TOF-LC/MSN Spektrometer der
Marke Agilent Technologies und Bruker maXis ESI-Q-TOF, gekoppelt an einer Dionex Ul-
timate 3000 UPLC, durchgefiihrt. Als analytische Séule wurde eine Atlantis™ Premier BEH
C18 AX VanGuard Fit Saule (2.1 x 150 mm, 2.5 pm) verwendet.

Fur die LC-MS-Analyse wurde die Standardmethode verwendet mit isokratischem Verlauf
von HxO/Acetonitril mit 0.1 % FA 95:5 zu 0:100 v/v.

7.3 Spektroskopie und Spektrometrie

Infrarotspektroskopie

Die Aufnahme der IR-Spekiren erfolgte mittels eines Bruker Alpha-P IR-Spektrometers bei

Raumtemperatur in einem Messbereich von 400 — 4000 cm-1.

Kernresonanzspektroskopie

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

H-NMR: Bruker Fourier 300 (300 MHz); Bruker AV 3400 (400 MHz); Bruker AV500
(500 MHz); Bruker AV3600 (600 MHz). Die Standardisierung erfolgte gegen DMSO-ds (6 =
2.50 ppm), MeOH-d4 (8 = 4.87 ppm), CDCls (8 = 7.26 ppm) und CHsCN-ds (8 = 2.13 ppm).

Die Aufnahmen erfolgten von -4 bis 16 ppm.
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13C-NMR: Bruker Fourier 300 (75 MHz), Bruker AV 400 (101 MHz), Bruker AV500
(125 MHz) Bruker AV3600 (150 MHz). Die Standardisierung erfolgte gegen DMSO-ds (6 =
39.52 ppm), MeOH-d4 (6 = 49.00 ppm), CDClI; (6 = 77.16 ppm). Die Aufnahmen erfolgten
in einem Messbereich von -10 bis 200 ppm.

31P-NMR: Bruker AV 400 (162 MHz), Bruker AV500 (202 MHz) Bruker AV3600 (243 MHz).
Die Aufnahmen erfolgten in einem Messbereich von -200 bis 300 ppm.

F-NMR: Bruker AV3600 (565 MHz). Die Aufnahmen erfolgten in einem Messbereich von
-300 bis 250 ppm.

Massenspektrometrie

Die Massenspektren wurden in der massenspektrometrischen Abteilung des Fachbereichs
Chemie unter der Leitung von Dr. Maria Riedner und Dr. Jennifer Menzel aufgenommen.
Die ESI-Massenspektren wurden mit einem Thermoquest 6224-TOF-LC/MSN Spektrome-
ter der Marke Agilent Technologies und einem Bruker maXis ESI-Q-TOF gekoppelt an eine

Dlonex Ultimate 3000 UPLC im Direkteinlass gemessen.

7.4 \Weitere Gerate

Gefriertrocknungsanlage

Wassrige Losungen wurden mit einem Alpha 2-4 LDplus mit einem vertikalen Trockenre-
chen (121224) der Firma Christ lyophilisiert.

Wasseraufbereitungsanlage

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

torius gewonnen.

7.5 Bioanalytische Methoden und Hydrolysestudien

7.5.1 Hydrolysestudien in PBS Puffer

Fur die Studien zur Bestimmung der chemischen Stabilitdt der BisAB-TriPPPro-Verbindun-
gen wurden die Diphosphate in PBS-Puffer (Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline der
Firma Gibco) bei 37 °C inkubiert. Hierzu wurde zunéchst eine 25 mM Stammldsung der
Diphosphate in DMSO hergestellt. Anschliel3end wurde die Inkubationsldsung mit einem

finalen Volumen von 610 pL (0.92 mM) hergestellt, indem 22.4 yL der Stammlésung mit
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305 uL PBS-Puffer, 192.2 uL Wasser und 90.6 yL DMSO versetzt wurden. Die Inkubation
erfolgte ohne internen Standard im Thermomixer. Zu entsprechenden Zeitpunkten wurden
Aliquote von 35 uL entnommen und mit einem Injektionsvolumen von 30 yL mittels RP-

HPL-Chromatographie analysiert (Methode A).

7.5.2 Hydrolysestudien in Zellextrakten

Fur die Inkubation der Derivate wurde ein Reaktionsvolumen von 600 uL mit einer Derivat-
konzentration von 0.917 mM erstellt. Hierzu wurden 428.6 L des Zellextrakts, 150 yL Was-
ser und 20.6 uL der Derivat-Stammldsung (25 mM in DMSO) zusammengegeben und an-
schlieend fur 24 Stunden bei 37 °C im Thermomixer inkubiert.

Zur Analyse wurden zu entsprechenden Zeitpunkten Aliquote von 60 uL abgenommen und
mit 120 pL gekUhltem Methanol oder Acetonitril versetzt. AnschlieRend erfolgte eine zehn-
mindtige Lagerung bei 0 °C, um die Fallung der unléslichen Zellbestandteile zu vervollstan-
digen. Die Suspension wurde zentrifugiert (16000 rpm, 4 °C, 10 min) und der erhaltene
Uberstand tiber einen Spritzenfilter (Chromafil RC-20/15 MS, 0.2 um der Firma Macherey-
Nagel) filtriert. Die so erhaltene Lésung wurde mit einem Injektionsvolumen von 60 pL mit-

tels RP-HPL-Chromatographie (Methode A) analysiert.

7.5.3 Bestimmung der Hydrolysehalbwertszeit

Um die Hydrolysehalbwertszeiten zu bestimmen, wurden die Integrale der jeweiligen Sig-
nale, die mittels HPLC aufgenommen wurden, gegen die Dauer der Hydrolyse aufgetragen.
Mithilfe des Kalkulationsprogramms OriginPro 2019 und unter der Annahme, dass die Re-
aktion einer Pseudo-Erster-Ordnung folgt, wurden exponentielle Ausgleichskurven ermit-

telt. Die Exponentialfunktion wird wie folgt beschrieben:

[A]: = [Alo-€“ (Gl.1)
[A]: = Konzentration zum Zeitpunkt t
[Alo = Anfangskonzentration

k = Geschwindigkeitskonstante
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Mithilfe der bestimmten Konstante k kann mit folgender Formel die Halbwertszeit t., berech-

net werden:

ty, = 22 (Gl.2)

7.6 Synthesen

7.6.1 Synthese des Thiazol-AB-NAADP-Derivats 27

7.6.1.1 Synthese des Methyl-2-[2,3,5-tris-O-[(1,1-dimethylethyl)dimethylsilyl]-B-D-rib-
ofuranosyl]-4,5-dihydrothiazol-4-carboxylat 32

Unter Stickstoffatmosphare wurden 1.3g (2.6 mmol, 1.0 Aquiv.) 2,3,5-Tri-O-[(1,1-di-
methylethyl)dimethylsilyl]-B-D-ribonitril in 50 mL abs. Methanol gelést und 0.54 mL
(3.9 mmol, 1.5 Aquiv.) abs. Triethylamin zugetropft. AnschlieRend wurden 0.67 g
(3.9 mmol, 1.5 Aquiv.) L-Cysteinmethylester-Hydrochlorid zu der Lésung gegeben und fur
17 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und der Rickstand in CH.Cl, aufgenommen. Die organische Phase wurde
mit gesattigter wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung und gesattigter wassriger Natri-
umchloridldsung gewaschen und die organische Phase lber Natriumsulfat getrocknet. Das
Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde séulen-

chromatographisch an Kieselgel (PE/EE 40:1 zu 10:1 v/v) gereinigt.

32
620.0800 g/mol
Ausbeute: 0.80 g (1.3 mmol, 50 %) einer leicht gelblichen Flissigkeit.
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Es wurde ein Diastereomerengemisch erhalten. Aus dem H-NMR-Spektrum konnte ein

Verhéaltnis von 1:0.8 bestimmt werden.
R: -Wert: 0.4 (PE/EE 10:1 v/v).

H-NMR: (600 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm] = 5.18 (t, 3Jun = 9.6 Hz, 1H, 3), 5.12 (dd, 3Jun =
9.9, 7.9 Hz, 1H, 3 diast.), 4.47 (dd, %Jun = 6.9, 4.2 Hz, 2H, 1, 1° diast.), 4.22 (m, 2H, 2,
4.14 (dd, 33w = 7.0, 4.4 Hz, 1H, 2' diast.), 4.07 - 4.02 (m, 2H, 3', 3" diast.), 3.87 (q, 3Jun =
3.8 Hz, 2H, 4, 4* diast.), 3.69 (s, 3H, 5), 3.67 (s, 3H, 5 diast.), 3.66 - 3.60 (m, 4H, 5°, 5°
diast.), 3.58 - 3.43 (m, 2H, 2), 0.98 - 0.74 (m, 50H, 8, 8 diast.), 0.26 - -0.16 (m, 33H, 6, 6
diast.).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 174.1, 173.8 (C-1), 170.6, 170.5 (C-4), 85.7,
85.4 (C-4'), 80.6, 80.5 (C-1°), 77.8, 77.5 (C-3), 75.9, 75.5 (C-2°), 73.0, 72.4 (C-3"), 63.0 (C-
5'), 52.2 (C-5), 33.3, 33.1 (C-2), 25.9, 25.8, 25.7, 25.6, 25.5 (C-8), 18.0, 17.7, 17.6 (C-7), -
4.1,-4.3,-4.6, -4.7, -4.8, -5.0, -5.2, -5.5, -5.6 (C-6).

IR: (Film) [cm™]: 2952, 2929, 2896, 2857, 1746, 1621, 1472, 1463, 1437, 1389, 1361, 1251,
1218, 1156, 1112, 1078, 1005, 965, 938, 874, 833, 774, 730, 671, 550, 500, 398.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir C2sHssNOgSSis [M+H]* 620.3287, gefunden: 620.3408.

7.6.1.2 Synthese von Methyl-2-[2,3,5-tris-O-[(1,1-dimethylethyl)dimethylsilyl]-B-D-rib-
ofuranosyl]-4-thiazolcarboxylat 38

Unter Stickstoffatmosphare wurde 0.69 g (1.1 mmol, 1.0 Aquiv.) Methyl-2-[2,3,5-tris-O-
[(1,1-dimethylethyl)dimethylsilyl]-B-D-ribofuranosyl]-4,5-dihydrothiazol-4-carboxylat 32 in
40 mL CH.CI, gel6st und auf 0 °C gekihlt. AnschlieBend wurden 0.33 mL (2.2 mmol,
2.0 Aquiv.) DBU und 0.12 mL (1.22 mmol, 1.1 Aquiv.) Bromtrichlormethan zugetropft und
14 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde das L6-
sungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in CH>Cl, aufgenommen.
Die organische Phase wurde mit geséttigter wassriger Ammoniumchloridlésung und gesat-
tigter wassriger Natriumchloridlésung gewaschen und die organische Phase Uber Natri-
umsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das

Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 9:1 v/v) gereinigt.
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C,gH55NOgSSis
618.0640 g/mol

Ausbeute: 0.65 g (1.05 mmol, 95 %) einer gelblichen Flussigkeit.
Rf -Wert: 0.47 (PE/EE 10:1 v/v).

IH-NMR: (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.18 (s, 1H, 2), 5.22 (d, 3Jun = 6.9 Hz, 1H, 1), 4.14
- 4.05(m, 3H, 2", 3, 4), 3.93 (s, 3H, 5), 3.81 - 3.72 (m, 2H, 5), 0.92 (s, 27H, 8), 0.11, 0.08,
0.07, -0.09, -0,22 (s, 18H, 6).

13C-NMR: (126 MHz, CDCly): & [ppm] = 172.8 (C-3), 162.1 (C-4), 146.6 (C-1), 128.1 (C-2),
86.7 (C-4"), 80.9 (C-1'), 79.4 (C-2'), 74.0 (C-3'), 63.5 (C-5'), 52.4 (C-5), 26.2 (Crepms-8), 25.9
(Creoms-8), 18.6 (Crepms-7), 18.2 (Crepoms-7), 18.1 (Creoms-7), -4.3, -4.4, -4.5, -5.2, -5.4
(Crepms-6).

IR: (Film) [cm™]: 2952, 2989, 2857, 1746, 1724, 1472, 1362, 1317, 1250, 1207, 1157, 1113,
994, 964, 938, 874, 834, 775, 670, 400.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet flir C2sHssNOgSSis [M+H]* 618.3131, gefunden: 618.3144.

7.6.1.3 Synthese von 2-[2,3,5-Tris-O-[(1,1-dimethylethyl)dimethylsilyl]-B-D-ribofura-
nosyl]-4-thiazolcarboxylséaure 36

Es wurden 0.65g (1.1 mmol, 1.0 Aquiv.) Methyl-2-[2,3,5-tris-O-[(1,1-dimethylethyl)dime-
thylsilyl]-B-D-ribofuranosyl]-4-thiazolcarboxylat 38 in 25 mL Methanol geldst und 0.58 g
(2.1 mmol, 4.0 Aquiv.) Kaliumcarbonat zugegeben. Nach Zugabe von 0.5 mL Wasser
wurde die Losung 24 Stunden bei Raumtemperatur und 5 Stunden bei 65 °C gerihrt. Nach
Beendigung der Reaktion wurde der pH-Wert mit halbkonzentrierter Essigsaure auf 6 ein-
gestellt. Die fluchtigen Bestandteile wurden unter vermindertem Druck entfernt und das

Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 3:1 v/v) gereinigt.
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Cp7Hs3NOGSSis
604.0370 g/mol

Ausbeute: 0.50 g (0.53 mmol, 79 %) einer leicht gelblichen Flussigkeit.
R: -Wert: 0.59 (PE/EE 3:1 v/v + 1 vol% Essigsaure).

IH-NMR: (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.24 (s, 1H, 2), 5.14 (d, 3Ju+ = 6.6 Hz, 1H, 1), 4.13
- 4.06 (m, 3H, 2', 3, 4), 3.80 (dd, 2Jun = 11.3 Hz, 3Juy = 3.4 Hz, 1H, 5), 3.75 (dd, 2Jun =
11.2 Hz, 33un = 3.0 Hz, 1H, 5”), 0.92 (s, 9H, 7), 0.92 (s, 9H, 7), 0.85 (s, 9H, 7), 0.11 (s, 6H,
5), 0.09 (s, 3H, 5), 0.08 (s, 3H, 5), -0.04 (s, 3H, 5), -0.23 (s, 3H, 5).

13C-NMR: (151 MHz, CDCl3): & [ppm] = 173.1 (C-3), 145.8 (C-4), 127.8 (C-2), 86.8 (C-4"),
81.1 (C-19), 79.3 (C-2), 73.9 (C-3°), 63.4 (C-5), 26.2 (Creoms-7), 26.0 (Crepms-7), 25.8
(Crooms-7), 18.6 (Cq-6), 18.2 (C4-6), 18.1 (Cy-6), -4.3 (Crooms-5), -5.2 (Creows-5), -5.4
(Crepms-5).

IR: v [cm™] (Film) = 2952, 2928, 2895, 2856, 1709, 1507, 1471, 1462, 1389, 1361, 1251,
1218, 1187, 1156, 1112, 1004, 964, 938, 872, 831, 773, 670, 587, 550, 493.

HRMS-ESI": (m/z) berechnet fiir C27Hs2NOsSSis [M-H] 602.2829, gefunden: 602.2631.

7.6.1.4 Synthese von 2-(2,3,5-Tri-O-[tertbutyldimethylsilyl]-B-D-ribofuranosyl)-thiazol-
4-carbonsaure-4-(heptanoyloxy)benzylester 37

Unter Stickstoffatmosphare wurde 0.12 g (0.20 mmol, 1.0 Aquiv.) 2-[2,3,5-tris-O-[(1,1-dime-
thylethyl)dimethylsilyl]-B-D-ribofuranosyl]-4-thiazolcarboxylsédure 36 in 10 mL CH.Cl, gel6st
und 0.062 g (0.30 mmol, 1.5 Aquiv.) DCC zugegeben. AnschlieBend wurde eine katalyti-
sche Menge 4-DMAP (0.007 g, 0.06 mmol, 0.3 Aquiv.) zugegeben und 4-(Hydroxymethyl)-
phenylhexanoat (0.07 g, 0.3 mmol, 1.5 Aquiv.), gel6st in 3 mL CH.Cl, zugetropft. Die Lo-
sung wurde 21 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt und nach Beendigung der Reaktion

alle fliichtigen Bestandteile entfernt.
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C44H74NOgSSis
822.3330 g/mol

Ausbeute: 0.023 g (0.028 mmol, 14 %) eines farblosen Ols.
Rf -Wert: 0.42 (PE/EE 9:1 v/v).

IH-NMR: (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.17 (s, 1H, 2), 7.48 — 7.44 (m, 2H, 7, 9), 7.09 - 7.06
(m, 2H, 8, 10) 5.42 (d, 2Jun = 12.4 Hz, 1H, 5a), 5.31 (d, 2Juw = 12.3 Hz, 1H, 5b), 5.21 (dd,
3Jun = 6.0, 3.0 Hz, 1H, 1°), 4.12 - 4.09 (m, 2H, 2", 3°), 4.06 (dt, 3Jun = 3.4 Hz, 1H, 4, 3.79
(dd, 2Jun = 11.1 Hz, 3.6 Hz, 1H, 5'a), 3.74 (dd, 2Jun = 11.2 Hz, 3Jun = 3.3 Hz, 1H, 5'b), 2.55
(t, 33w = 7.5 Hz, 2H, 13), 1.75 (m, 2H, 14), 1.44 - 1.38 (m, 2H, 15), 1.38 — 1.30 (m, 4H, 16,
17), 0.91 (s, 9H, 21), 0.91 (s, 9H, 21), 0.89 - 0.85 (m, 9H, 21), 0.83 (s, 3H, 18), 0.10 (s, 6H,
19), 0.08 (s, 3H, 19), 0.07 (s, 3H,19), -0.08 (s, 3H,19), -0.20 (s, 3H,19).

13C-NMR: (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 172.8 (Cq-1), 172.4 (Cy-12), 161.4 (C4-4), 150.8 (Cq-
1), 146.6 (Cq-3), 133.4 (C4-11), 129.8 (C-7, 9), 128.4 (C-2), 121.8 (C-8, 10), 86.4 (C-4°),
81.3 (C-19), 79.4 (C-2/3) , 73.8 (C-2/3), 66.4 (C-5), 63.4 (C-5'), 34.5 (C-13), 31.6 (C-16, 17),
28.9 (C-15), 26.2 (Creoms-21), 25.9 (Crepms-21), 25.0 (C-14), 22.6 (C4-20), 18.6 (C4-20),
18.1 (C4-20), 14.2 (C-18), -4.1, -4.4, -4.5, -5.1 (Crepms-19).

IR: v [cm™] (Film) = 2955, 2928, 2856, 1760, 1744, 1720, 1607, 1508, 1471, 1464, 1361,
1315, 1251, 1196, 1165, 1140, 1090, 1020, 994, 964, 936, 873, 833, 774, 728, 670, 565,
501.

HRMS-ESI+: (m/z) berechnet fiir C41H72NOgSSiz [M+H]* 822.4281, gefunden: 822.4230.
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7.6.1.5 Synthese von 2-(2,3,5-Tri-O-[tertbutyldimethylsilyl]-B-D-ribofuranosyl)-thiazol-

4-carbonsaure-4-(heptanoyloxy)benzylester 37

Unter Ausschluss von Wasser und Sauerstoff wurden 0.89 g (1.48 mmol, 1.0 Aquiv.) 2-
[2,3,5-tris-O-[(1,1-dimethylethyl)dimethylsilyl]-B-D-ribofuranosyl]-4-thiazolcarboxy-saure
36,0.34 mL (2.2 mmol, 1.5 Aquiv.) 2,4,6-Trichlorbenzoesaurechlorid 39 und 0.33 mL
(2.4 mmol, 1.6 Aquiv.) abs. Triethylamin in 25 mL THF gel6st und bei Raumtemperatur
30 Minuten geruhrt. AnschlieRend wurde 0.567 g (2.40 mmol, 1.6 Aquiv.) 4-(Hydroxyme-
thyl)-phenylhexanoat, geldst in 1 mL THF, zugetropft und eine katalytische Menge 4-DMAP
(0.05 g, 0.44 mmol, 0.3 Aquiv.) zugegeben. Nach 20-stiindigem Riihren bei Raumtempe-
ratur wurde die Reaktion durch Zugabe von gesattigter wassriger Natriumchloridlésung be-
endet und die wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten orga-
nischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter ver-
mindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sédulenchromatographisch an Kieselgel
(PE/EE 19:1 v/v) gereinigt.
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822.3330 g/mol

Ausbeute: 0.099 g (0.12 mmol, 60 %) eines leicht gelben Ols.
R -Wert: 0.45 (PE/EE 9:1 v/v).

IH-NMR: (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 8.62 (s, 1H, 2), 7.47-7.49 (m, 2H, 7, 9), 7.11-7.13
(m, 2H, 8, 10), 5.32 (M, 2H, 5), 4.95 (d, 1H, 3Jun = 8.5 Hz, 1°), 4.12-4.08 (m, 2H, 2", 3°), 4.00-
3.98 (m, 1H, 4), 3.74 (m, 2H, 5'), 2.57 (t, 2H, 3Jun = 7.3 Hz, 13), 1.63 (tt, 3Jun = 7.3 Hz, 14),
1.31 (m, 6H, 15, 16, 17), 0.90 (s, 9H, 21), 0.87 (m, 12H, 20, 18), 0.76 (s, 9H, 21), 0.07-0.09
(m, 12H, 19), -0.12 (s, 3H, 19), -0.27 (s, 3H, 19).
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13C-NMR: (101 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 171.7 (Cq-4), 170.8 (C4-12), 160.5 (C-1) 150.3
(C-6), 133.3 (C-11), 129.4 (C-7, 9), 121.7 (C-8, 10), 86.1 (C-4‘), 80.2 (C-1°), 78.6 (C-2/3),
73.5 (C-2/3), 65.5 (C-5), 62.9 (C-5), 33.5 (C-13), 30.9, 27.9, 21.9 (C-15/16/17), 25.8, 25.7,
25.5 (C4-20), 24.3 (C-14), 21.9 (C-15/16/17), -4.6, -4.7, -4.8, -4.9, -5.5, -5.6, -5.7 (C-19).

IR: v [cm™] (Film) = 2953, 2928, 2856, 1759, 1743, 1720, 1609, 1509, 1471, 1462, 1361,
1315, 1251, 1195, 1164, 1140, 1090, 1019, 994, 964, 937, 873, 833, 774, 728, 670, 565,
500.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir C41H72NOgSSiz [M+H]* 822.4281, gefunden: 822.4300.

7.6.1.6 Synthese von 2-(2,3,5-Tri-hydroxy-B-D-ribofuranosyl)-thiazol-4-carbonséaure-
4-(heptanoyloxy)-benzylester 35

Unter Stickstoffatmosphéare wurden 1.11 g (1.35 mmol, 1.0 Aquiv.) der maskierten Verbin-
dung 37 in 25 mL CHCl, gel6st und 0.5 mL (24.2 mmol, 18.0 Aquiv.) TREAT-HF langsam
zugetropft. Nach 24 Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von Kieselgur beendet, alle
flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt séaulenchro-
matographisch an Kieselgel (CH.Cl,/MeOH 19:1 v/v) gereinigt.
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479.5440 g/mol

Ausbeute: 0.46 g (0.96 mmol, 71 %) eines farblosen Wachses.
R -Wert: 0.59 (EE/MeOH 9:1 + 1 vol% Essigséaure v/v).

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 8.56 (s, 1H, 2), 7.57 — 7.44 (m, 2H, 7, 9), 7.20 —
7.09 (m, 2H, 8, 10), 5.41 (d, 3Jun = 6.1 Hz, 2*-OH), 5.33 (d, 3Jun = 2.5 Hz, 2H, 5), 5.02 (d,
3Jun = 5.4 Hz, 1H, 3“OH), 4.93 (d, 3Jun = 5.0 Hz, 1), 4.84 (t, 3Jun = 5.4 Hz, 1H, 5'-OH), 4.01
(dt, 3Jpn = 6.3 Hz, 3.4 Hz, 1H, 29, 3.94 — 3.78 (m, 3H, 4), 3.59 (ddd, 2Ju = 11.8 Hz, 3Jpy =
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5.6, 3.7 Hz, 1H, 5), 3.51 (dt, 2Ju = 11.8 Hz, 3Jun = 5.0 Hz, 5°), 2.57 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 2H,
13), 1.66 — 1.60 (m, 2H, 14), 1.42 — 1.22 (m, 6H, 15, 16,17), 0.90 — 0.86 (m, 3H, 18).

13C-NMR: (125 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 173.2 (C-1), 171.8 (C-12), 160.6 (C-4), 150.3
(C-6), 145.6 (C-3), 133.5 (C-11), 129.6 (C-2), 127.9 (C-7, 9), 121.9 (C-8, 10), 84.9 (C-3"),
82.1 (C-1), 76.9 (C-2), 71.2 (C-4"), 65.6 (C-5), 61.7 (5'), 33.4 (13), 30.9 (C-15, 16,17), 28.0
(C-15, 16, 17), 24.3 (C-14), 21.9 (C-15/16/17), 13.9 (C-18).

IR: v [cm™] (Film) = 3447, 3274, 3094, 2955, 2926, 2857, 1753, 1737, 1715, 1607, 1507,
1478, 1446, 1416, 1377, 1338, 1295, 1271, 1212, 1197, 1165, 1148, 1124, 1091, 1047,
1030, 981, 943, 922, 900, 871, 842, 778, 753, 656, 603, 588, 569, 529, 497.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir C23H3oNOgS [M+H]* 480.1687, gefunden: 480.1612.

7.6.1.7 Synthese von 2-(2,3,5-Tri-hydroxy-B-D-ribofuranosyl)-thiazol-4-carbonsé&ure-
4-(heptanoyloxy)-benzylester-5-monophsphat 33

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.023 g (0.049 mmol, 1.0 Aquiv.) der maskierten Ver-
bindung 35 in 1.0 mL Trimethylphosphat 44 geldst und auf 0 °C gekihlt. Es wurde 0.018 mL
(0.19 mmol, 4.0 Aquiv.) Phosphoroxychlorid 45 zugetropft und die Reaktion 6 Stunden bei
0 °C gerihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurden 5 mL 1 M TEAB-Puffer zugegeben
und die wassrige Phase mit Hexan gewaschen. Das Rohprodukt wurde mittels automati-

sierter Saulenchromatographie an RP18-Kieselgel gereinigt.

14
. 7 ¢ O . 17
® O % 11012 13
0.4 x Et;NH , 38O
o — % 10
f
a0,
3| 2
OH OH 33

558.5153 g/mol

Ausbeute: 0.026 mg (0.046 mmol, 94 %) eines farblosen Feststoffs.
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H-NMR: (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.58 (s, 1H, 2), 7.54 — 7.46 (m, 2H, 7, 9), 7.16 —
7.11 (m, 2H, 8, 10), 5.38 — 5.30 (m, 2H, 5), 4.97 (d, 3Jun = 4.7 Hz, 1H, 1), 4.09 — 4.00 (m,
3H, 3, 4, 5%, 3.89 (dt, 2Jun = 21.5 Hz, 3Jun = 5.5 Hz, 2H, 2 ,5%), 2.57 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 2H,
13), 1.63 tt, 3Juny = 7.4 Hz, 2H, 14), 1.42 — 1.22 (m, 6H, 15, 16, 17), 0.89 — 0.85 (m, 3H, 18).

13C-NMR: (125 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 172.7 (C-1), 171.8 (C-12), 160.6 (C-4), 150.3
(C-6), 145.7 (C-3), 133.46 (C-11), 129.9 (C-2), 129.6 (C-7, 9), 121.9 (C-8, 10), 82.5 (C-1),
82.4 (C-3"), 76.7 (C-2), 71.1 (C-4‘), 65.7 (C-5), 65.6 (C-5), 33.5 (C-13), 30.9 (C-16, 17),
28.05 (C-15), 24.28 (C-14), 21.94 (C-16, 17), 13.9 (C-18).

31P-NMR (162 MHz, DMSO-ds): & [ppm]: -0.10.

HRMS-ESI": (m/z) berechnet fiir C23H29NO1:PS™ [M] 558.1204, gefunden: 558.1173.

7.6.1.8 Synthese von Thiazol-AB-3'-OMe-MASTER-NAADP 27

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.074 mL (0.53 mmol, 16 Aquiv.) EtsN in 1.0 mL abs.
Acetonitril geldst und auf 0°C gekihlt. AnschlieBend wurden 0.46 mL (0.33 mmol,
10 Aquiv.) TFAA langsam zugetropft und 10 min bei 0 °C geriihrt. Die Verbindung 33
(0.02 g, 0.03 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril geldst und die TFAA-L6-
sung bei 0°C zugetropft. Nach 15 min Rihren bei Raumtemperatur wurden alle fllichtigen
Bestandteile entfernt. Der Riickstand wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril gelést und es wurden
0.016 mL (0.20 mmol, 6.0 Aquiv.) NMI und 0.034 mL (0.334 mmol, 10.0 Aquiv.) abs. EtsN
zugetropft und die L6sung 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. Das 3‘-OMe-Adenosinderi-
vat 34 (0.027 g, 0.03 mmol, 0.9 Aquiv.) wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril und 0.2 mL abs.
DMF gelést und zu der Reaktionsldsung getropft. Die Reaktion wurde 5.5 Stunden bei
Raumtemperatur gertihrt und anschliel3end durch die Entfernung aller fliichtigen Bestand-
teile beendet. Das Rohprodukt wurde in 1M TEAB-Puffer aufgenommen und mittels auto-

matisierter Sdulenchromatographie an RP-18-Kieselgel gereinigt.
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1.1 x EtzNH

MeO o a 9'
opo

0.

C62H80N6024P3S
1416.4090 g/mol

CeH13

Ausbeute: 6.1 mg (0.0043 mmol, 13 %) eines farblosen Feststoffs.

H-NMR: (600 MHz, DMSO-de): 6 [ppm] = 8.52 (s, 1H, 2“), 8.50 (s, 1H, 8%), 8.13 (s, 1H, b),
7.55-7.44(m, 2H, g, i), 7.39 — 7.29 (m, 2H, ¢', €'), 7.27 — 7.14 (m, 2H, c*, &), 7.15 - 7.11
(m, 2H, h, j), 7.10 — 7.06 (m, 2H, d, f), 7.06 — 6.99 (m, 2H, d“, f), 6.20 (d, 3Jun = 5.5 Hz,
1H, 1Y), 5.57 (dt, 3Jun = 8.0, 5.2 Hz, 1H, 2°), 5.32 (d, 3Jun = 4.7 Hz, 2H, e), 5.06 — 4.93 (m,
3H, a', a“, 4), 4.91 — 4.76 (m, 3H, 1, a', a*), 4.27 (dt, 3Ju = 3.9 Hz, 1H, 4), 4.23 (t, 3Jnn =
4.3 Hz, 1H, 3), 4.02 (m, 7H, 5, 5, 2°, 3/, 4), 3.38 (s, 3H, -OMe), 2.57 (m, 6H, m, i, i), 1.80
—1.50 (m, 6H, n, j', j9, 1.45-1.17 (m, 18H, o, p, q, k', I, m%), 0.98 — 0.77 (m, 9H, r, n‘, n“).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 171.8 (C-a), 171.7 (I), 150.4 (C-b), 138.7 (C-2"),
133.5 (C-k), 129.5 (C-8"), 129.2, 129.1 (C-g, |, ¢, €', c”, ), 121.9, 121.8 (C- h, j, d, f, d“,
), 86.7 (C-1), 82.8 (C-4), 82.0 (C-2', 3", 81.2 (C-19), 77.7 (C-3), 77.0 (C-2), 76.8 (C-2', 39),
70.5 (C-49, 68.3 (C-a’), 65.5 (C-e), 62.8 (C-5, 5, 57.8 (C-OMe), 33.4 (C-m, |, j), 30.9,
28.1, 21.9 (C-o, p, q, k', I', m‘), 24.3 (C-n), 13.9 (C-r, n‘,n").
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31P-NMR (243 MHz, DMSO-de): & [ppm]: -1.97 (s, P-2'), -11.26 (d, 22Jpp = 20.4 Hz, P-5'a),
-11.52 (d, 22Jpp = 19.9 Hz, P-5'B).

HRMS-ESI: (m/z) berechnet fir Ce2HgoNeO14P3S™ [M] 1417.4163, gefunden: 1417.4116.

7.6.1.9 Synthese tert-butyl-(heptanoyl)benzylcarbamat 51

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.18 g (1.45 mmol, 1.10 Aquiv.) 4-Hydroxybenzyla-
min 50 in abs. DMF und abs. Pyridin (5:1 v/v) gel6ést und langsam bei 0 °C 0.35 mL
(1.53 mmol, 1.10 Aquiv.) Di-tert-butyldicarbonat zugetropft. Die Reaktionslésung wurde 16
Stunden bei Raumtemperatur gertihrt und anschlie3end durch die Zugabe von 5 mL Was-
ser und 5 mL Ethylacetat beendet. Die organische Phase wurde mit wassriger gesattigter
Natriumchloridldsung gewaschen und anschlie3end tiber Natriumsulfat getrocknet. Das L6-
sungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. AnschlieBend wurde das Rohprodukt
in 6 mL abs. CH2Cl,geldst und 0.2 mL (1.5 mmol, 1.1 Aquiv.) abs. Triethylamin zugetropft.
Nach der Zugabe von 0.05 g (0.40 mmol, 0.30 Aquiv.) 4-DMAP wurde das in 6 mL abs.
CH.Cl, geldste Heptanoylchlorid (0.21 mL, 1.35 mmol, 1.00 Aquiv.) langsam zu der Reak-
tionsldsung zugetropft. Nach Beendigung der Reaktion wurden alle fliichtigen Bestandteile
unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch an Kie-
selgel (PE/EE 4:1 v/v) gereinigt.

>_ /_@ 13 14
%, 10 11

C19H29NO4
335.4440 g/mol

Ausbeute: 0.27 g (0.81 mmol, 56 %) eines leicht gelben Ols.
Ri-Wert: 0.2 (PE/EE 9:1 v/v).

IH-NMR: (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 7.39 (t, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, -NH), 7.25 (d, 33 =
Hz, 2H, 8, 10), 7.04 (d, Jun = 8.4 Hz, 2H, 9, 11), 4.11 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, 6), 1.39 (s, 9H,
1,2, 3), 1.35 - 1.14 (m, 10H, 14, 15, 16, 17, 18), 1.03 — 0.72 (m, 3H, 19).

BC—NMR: (151 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 155.7 (C-5), 149.1 (C-7), 137.7 (C-13), 127.9
(C-7, 10), 121.5 (C-9, 11), 77.8 (C-4), 42.8 (C-6), 30.9, 28.0, 27.2 21.9 (C-14, 15, 16, 17,
18), 28.2 (C-1, 2, 3), 13.9 (C-19).
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IR: v [em™] (Film) = 3365, 2956, 2929, 2859, 1757, 1699, 1506, 1456, 1390, 1365, 1251,
1196, 1143, 1101, 1047, 1017, 931, 915, 864, 780, 727, 575, 501, 464.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir C1gH290NOsNa [M+Na]* 358.1989, gefunden: 358.1999.

7.6.1.10 Syntheseversuch von 4-(Aminomethyl)phenylheptanoyl*hydrochlorid 52

Unter Stickstoffatmosphéare wurden 0.14 g (0.42 mmol, 1.0 Aquiv.) tert-butyl-(4-(((Hepty-
loxy)carbonyl)oxy)benzyl)carbamat 51 in 10 mL abs. Ethanol gel6st und auf 0 °C gekuhlt.
AnschlieBend wurden langsam 0.6 mL (8.3 mmol, 20.0 Aquiv.) Acetylchlorid zugetropft und
die Reaktionslésung fur 3 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Das Losungsmittel wurde

daraufhin unter vermindertem Druck entfernt.

Anmerkung: Das erwartete Produkt 51 konnte nicht isoliert werden. Die analytischen Da-
ten deuten darauf hin, dass die Alkylkette gespalten wurde und der Ethylester unter vermin-
dertem Druck entfernt wurde, sodass nur noch Reste im NMR-Spektrum zu identifizieren
sind. Die erhaltene Verbindung ist der 4-(Aminomethyl)phenylheptanoyl*hydrochlorid 52.

2
HCl | ’ OH

HoN
5 6

52
C;HgNO
123.1550 g/mol

Ausbeute: 0.032 g (0.26 mmol, 62 %) eines farblosen Feststoffs.

!H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 9.68 (s, 1H, -OH), 8.58 (s, 2H, -NHy), 7.75 - 7.08
(m, 2H, 3, 5), 6.96 — 6.46 (m, 2H, 4, 6), 3.86 (s, 2H, 1).

13C—NMR: (126 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 158.1 (C-7), 131.0 (C-3, C-5), 128.5 (C-2), 115.5
(C-4, C-6), 42.2 (C-1).

IR: v [cm™] (Film) = 2968, 2894, 2706, 2577, 2544, 1686, 1614, 1596, 1516, 1469, 1442,
1385, 1347, 1331, 1294, 1260, 1212, 1177, 1109, 1072, 961, 868, 843, 823, 749, 709, 644,
625, 545, 484, 448.

HRMS-ESI*: konnte Massenspektrometrisch nicht Identifiziert werden.
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7.6.2 Synthese der Thiazol-ACB-NAADP-Verbindung 60

7.6.2.1 Synthese von 2-(2,3,5-Tri-O-[tert-butyldimethylsilyl]-B-D-ribofuranosyl)-4-
(heptanoyloxycarboyloxy)benzyl-thiazol 61

Unter Stickstoffatmosphére wurden 0.099 g (0.16 mmol, 1.0 Aquiv.) der TBDMS-geschiitz-
ten Carbons&ure 36 und 0.026 mL (0.16 mmol, 1.0 Aquiv.) 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid 39
in 3.0 mL abs. THF gelost und 0.025 mL (0.18 mmol, 1.1 Aquiv.) EtsN zugetropft. Die Lo-
sung wurde bei Raumtemperatur 30 min gerihrt. AnschlieRend wurden 0.052 g
(0.20 mmol, 1.2 Aquiv.) des 4-(Hydroxymethyl)phenylheptylcarbonats 59 in 1 mL abs. THF
geldst und zu der Reaktionslésung getropft. Nach Zugabe von 6.0 mg (0.052 mmol,
0.3 Aquiv.) 4-DMAP wurde die Losung 6 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reak-
tion wurde durch die Zugabe von geséttigter wassriger Natriumchloridldsung beendet und
dreimal mit CH.Cl, extrahiert und die vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat
getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Rohpro-
dukt sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 19:1 v/v) gereinigt.

61
852.3590 g/mol

Ausbeute: 0.098 g (0.11 mmol, 70 %) einer farblosen Flissigkeit.
Rf -Wert: 0.47 (PE/EE 9:1 v/v).

H-NMR: (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.17 (s, 1H, 2), 7.47 (m, 2H, 7, 9), 7.18 (m, 2H, 8,

10), 5.56 — 5.27 (m, 2H, 5), 5.25 — 5.13 (m, 1H, 1), 4.24 (t, ®Jun = 6.7 Hz, 2H, 13), 4.15 —

4.02 (m, 3H, 2, 3, 4", 3.82 - 3.68 (m, 2H, 5°), 1.73 (tt, 3Jun = 7.0 Hz, 2H, 14), 1.34 (m, 6H,
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15, 16, 17), 0.91 (s, 23H, 22, 19), 0.83 (s, 7H, 22), 0.15 — 0.03 (m, 12H, 20), -0.08 (s, 3H,
20), -0.20 (s, 3H, 20).

13C-NMR: (101 MHz, CDCly): & [ppm] = 172.7 (C-1), 161.3 (C-4), 153.8 (C-12), 151.2 (C-
6), 146.7 (C-3), 133.7 (C-11), 129.8 (C-7, 9), 128.5 (C-2), 121.4 (C-8, 10), 86.4 (C-4°), 81.4
(C-19), 79.4 (C-2'), 73.8 (C-3'), 69.2 (C-13), 66.2 (C-5), 63.4 (C-5'), 31.8, 28.9 (C-18, 17),
28.7 (C-14), 25.9, 25.7 (Creoms-22), 22.6 (C-15,16), 26.2, 18.6, 18.1 (Creoms-21), 14.2 (C-
19).

IR: (Film) [cm™]: 2954, 2928, 2856, 1762, 1720, 1609, 1510, 1471, 1463, 1389, 1362, 1315,
1249, 1218, 1164, 1112, 1088, 1018, 1003, 964, 938, 874, 833, 774, 728, 670, 589, 548,
504.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir C41H74NOgSSi; [M+H]* 874.4216, gefunden: 874.4216.

7.6.2.2 Synthese von 2-(2,3,5-Tri-hydroxy-B-D-ribofuranosyl)-thiazol-4-carbonsé&ure-
4-(heptyloxycarbonyloxy)-benzylester 62

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.099 g (0.12 mmol, 1.0 Aquiv.) der Verbindung 61 in
3.0 mL abs. CH,Cl, geldst und 0.35 mL (2.09 mmol, 18.0 Aquiv.) TREAT-HF zugetropft.
Nach 24 Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von Kieselgur beendet, fliichtige Be-
standteile unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt sédulenchromatogra-
phisch an Kieselgel (CH.Cl/MeOH 19:1 v/v) gereinigt.

o]
2_3/4 © 9 10
HO 5 S__N
Lo
3 o
OH OH 62
C24H31NOgS

509.5700 g/mol

Ausbeute: 0.056 g (0.11 mmol, 95 %) einer farblosen Fliissigkeit.

R: -Wert: 0.61 (CH2Clx/MeOH 9:1 v/v).
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H-NMR: (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.56 (s, 1H, 2), 7.55 - 7.48 (m, 2H, 7, 9), 7.32 —
7.18 (m, 2H, 8,10), 5.40 (d, 3Jun = 6.2 Hz, 1H, 2'-OH), 5.34 (d, 3Jun = 1.7 Hz, 2H, 5), 5.01
(d, 3Jun = 5.4 Hz, 1H, 3-OH), 4.93 (d, 3Jun = 5.0 Hz, 1H, 2'-OH, 1), 4.84 (t, 3Jun = 5.4 Hz,
1H, 5-OH), 4.20 (t, 3Jun = 6.6 Hz, 2H, 13), 4.01 (dt, 3Jun = 6.2, 4.9 Hz, 1H, 2°), 3.95 - 3.76
(m, 2H, 3, 4%, 3.59 (m, 1H, 5‘a), 3.51 (m, 1H, 5b), 1.66 (tt, 3Jun = 6.7 Hz, 2H, 14), 1.43 -
1.11 (m, 8H, 15, 16, 17, 18), 0.92 - 0.71 (m, 3H, 19).

13C-NMR: (101 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 173.2 (C-1), 160.6 (C-4), 153.0 (C-12), 150.6
(C-6), 145.5 (C-3), 133.9 (C-11), 129.8 (C-7, 9), 129.6 (C-2), 121.4 (C-8, 10), 84.9 (C-4"),
82.1 (C-1°), 77.0 (C-2*), 71.1 (C-3"), 68.6 (C-13), 65.5 (C-5), 61.7 (C-5), 27.9 (C-14), 31.1,
28.3, 25.1, 21.9 (C-15, 16, 17, 18), 13.9 (C-19).

IR: (Film) [cm™]: 3439, 3349, 3087, 2955, 2924, 2856, 1758, 1734, 1711, 1608, 1509, 1479,
1460, 1378, 1335, 1256, 1213, 1199, 1169, 1125, 1098, 1049, 1018, 961, 902, 880, 856,
830, 777, 747, 698, 655, 605, 548, 532, 503, 448, 411.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet flr C24H32NOoS [M+H]* 510.1792, gefunden: 510.1789.

7.6.2.3 Synthese von [2-(2,3,5-Tri-hydroxy-B-D-ribofuranosyl)-thiazol-4-carbonsé&ure-
4-(heptyloxycarbonyloxy)-benzylester]-5-monophosphat 63

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.095 g (0.186 mmol, 1.0 Aquiv.) der maskierten Ver-
bindung 62 in 1.0 mL Trimethylphosphat 44 geldst und auf 0 °C gekihlt. Es wurde 0.174 mL
(1.86 mmol, 10.0 Aquiv.) Phosphoroxychlorid 45 zugetropft und die Reaktion 8 Stunden bei
0 °C gerihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurden 5 mL 1 M TEAB-Puffer zugegeben
und die wassrige Phase mit Hexan gewaschen. Das Rohprodukt wurde mittels automati-

sierter Saulenchromatographie an RP-C18-Kieselgel gereinigt.
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Co4H31NO,PS”
588.5413 g/mol

Ausbeute: 0.093 (0.135 mmol, 73 %) eines farblosen Feststoffs.

IH-NMR: (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.56 (s, 1H, 2), 7.64 — 7.41 (m, 2H, 7, 9), 7.36 —
7.18 (m, 2H, 8, 10), 5.45 — 5.27 (m, 2H, 5), 4.93 (d, 3Jun = 4.6 Hz, 1H, 1°), 4.19 (t, 33 = 6.6
Hz, 2H, 13), 4.04 (t, 3w = 4.7 Hz, 1H, 29, 4.00 (dt, 3Ju = 4.9 Hz, 1H, 4°), 3.89 (t, 3Jun = 5.2
Hz, 1H, 3, 3.82 (m, 2H, 5°), 2.94 (bs, 7H, EtsN-CH,), 1.65 (dt, 3Jun = 8.1, 6.6 Hz, 2H, 14),
1.43—1.21 (m, 8H, 15, 16, 17, 18), 1.13 (t, 3Jun = 7.2 Hz, 10H, EtsN-CHa), 0.87 (t, 3Jun =
6.9 Hz, 3H, 19).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 173.3 (C-1), 160.6 (C-4), 153.1 (C-12), 150.6
(C-6), 145.6 (C-3), 133.9 (C-11), 129.9 (C-2), 129.6 (C-7, 9), 121.9 (C-8, 10), 83.0 (C-4),
82.2 (C-1°), 77.0 (C-2), 71.7 (C-3'), 68.6 (C-13), 65.5 (C-5), 64.7 (C-5'), 45.3 (C- EtsN-CHy),
31.1, 28.3, 25.1, 22.0 (C-15, 16, 17, 18), 28.0 (C-14), 13.9 (C-19), 8.7 (C- EtsN-CHa).

31p-NMR (162 MHz, DMSO-ds): & [ppm]: -0.06.

IR: (Film) [cm™]: 2930, 2857, 2603, 2529, 2497, 1759, 1727, 1509, 1476, 1396, 1246, 1197,
1169, 1036, 958, 850, 807, 778, 758, 499.

HRMS-ESI": (m/z) berechnet fiir C24H31NO12PS™ [M] 588.1310, gefunden: 588.1314.

7.6.2.4 Synthese von Thiazol-3*-OMe-MASTER-NAADP 60

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.064 mL (0.464 mmol, 16.0 Aquiv.) abs. Et;N in
1.0 mL abs. Acetonitril geldst und auf 0 °C gekuhlt. AnschlieRend wurden 0.04 mL
(0.29 mmol, 10 Aquiv.) TFAA langsam zugetropft und 15 min bei 0 °C geriihrt. Die Verbin-
dung 63 (0.02 g, 0.03 mmol, 1 Aquiv.) wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril gelést und die TFAA-
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Ldsung bei 0°C zugetropft. Nach 15 min Rihren bei Raumtemperatur wurden alle fllichtigen
Bestandteile entfernt. Der Riickstand wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril gelést und es wurden
0.014 mL (0.17 mmol, 6.0 Aquiv.) NMI und 0.04 mL (0.29 mmol, 10.0 Aquiv.) abs. Et;N zu-
getropft und die Losung 15 min bei Raumtemperatur gerihrt. Das 3‘-OMe-Adenosinderivat
34 (0.024 g, 0.026 mmol, 0.9 Aquiv.) wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril und 0.2 mL abs. DMF
gel6st und zu der Reaktionslosung getropft. Die Reaktion wurde 4.5 Stunden bei Raum-
temperatur gerthrt und anschlieRend durch die Entfernung aller fliichtigen Bestandteile be-
endet. Das Rohprodukt wurde in 1M TEAB-Puffer aufgenommen und mittels automatisierter

Saulenchromatographie an RP-C18-Kieselgel gereinigt.

)

CeH13

bl

0]
60

Ce3HgoNgO25P3S”
1447.3404 g/mol

Ausbeute: 0.023 g (0.014 mmol, 50 %) eines farblosen Feststoffs.

IH-NMR: (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.52 (s, 1H, b), 8.48 (s, 1H, 2), 8.13 (s, 1H, 8),
7.61—7.40 (m, 2H, g, i), 7.32 (M, 3Jun = 8.9, 2.4 Hz, 2H, ¢, €°), 7.29 — 7.15 (m, 4H, h, j, ¢,
e), 7.14 — 7.06 (m, 2H, d', ), 7.04 — 7.02 (m, 2H, d', ), 6.20 (d, 3Ju = 5.4 Hz, 1H, 1°), 5.57
(dd, 33w = 8.2, 4.8 Hz, 1H, 2°), 5.33 (d, 3Jun = 4.5 Hz, 2H, €), 5.04 — 4.91 (m, 3H, a', 49,
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4.86 (dd, ®Jun = 8.2, 4.7 Hz, 2H, a), 4.27 (d, *Jun = 4.1 Hz, 1H, 1), 4.20 (dd, 3Jun = 6.6, 5.8
Hz, 4H, 3‘, n), 4.02 (m, 6H, 2, 3, 4), 3.38 (s, 3H, -OMe), 3.06 (d, 3Jun = 7.4 Hz, 7H, EtsN-
CHy), 2.56 (t, *Jun = 7.4 Hz, 4H, i), 1.70 — 1.50 (m, 6H, n, j*), 1.44 — 1.23 (m, 24H, 0, p, q, I,
k', I, mY), 1.15 (t, 3Jun = 7.2 Hz, 12H, EtsN-CHj3), 0.87 (t, 3Jun = 6.7 Hz, 9H, s, n).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 171.6 (C-h’), 162.7 (C-d), 153.1(C-l), 150.6 (f,
k, b, @), 136.1 (C-12), 129.6, 129.2, 129.1 (C-g, i, ¢, &), 121.8, 121.7, 121.4 (C-h, j, d', ),
86.1 (C-1), 78.0 (C-3), 82.2, 76.8, 70.5 (C-2', 3', 4°), 68.4, 68.3, 68.2 (C-a’, n), 65.4 (C-e),
57.8 (C-OMe), 45.5 (C- EtsN-CH,), 33.4 (C-i'), 31.1, 30.9, 28.2, 28.1, 22.0, 21.9 (C-0, p, q,
r, k', I, mY), 27.9, 24.2 (C-n, j/), 13.9 (C-s, n‘), 8.5 (C- EtsN-CHa).

31P-NMR (162 MHz, DMSO-de): & [ppm]: -1.98 (s, P-2'), -11.21 (d, 22Jpp = 19.9 Hz, P-5'a),
-11.42 (d, 22Jpp = 18.5 Hz, P-5'B).

HRMS-ESI": (m/z) berechnet fiir CesHs2NeO25P3S™ [M] 1447.4269, gefunden: 1447.4249.

7.6.3 Synthese der Thiazol-ACB-NADP-Verbindung 64

7.6.3.1 tert-Butyl-4-(Heptyloxycarbonyloxybenzyl)carbamat 56

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.23 g (10.0 mmol, 1.00 Aquiv.) 4-Hydroxybenzylamin
50 in abs. DMF und abs. Pyridin (5:1 v/v) gel6st und langsam bei 0 °C 2.4 mL (11 mmol,
1.1 Aquiv.) Di-tert-butyldicarbonat zugetropft. Die Reaktionslésung wurde 5 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt und anschliel3end durch die Zugabe von 30 mL Wasser und 30
mL Ethylacetat beendet. Die organische Phase wurde mit wassriger gesattigter Natrium-
chloridlésung gewaschen und anschlieRend tber Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungs-
mittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. AnschlieRend wurde das Rohprodukt in 40
mL abs. CH,Cl> geldst und 1.53 mL (11.0 mmol, 1.10 Aquiv.) abs. Triethylamin zugetropft.
Nach der Zugabe von 0.37 g (3.0 mmol, 0.30 Aquiv.) 4-DMAP wurde das in 20 mL abs.
CH.Cl, geldste Heptylchloroformiat (1.78 mL, 10.0 mmol, 1.00 Aquiv.) langsam zu der Re-
aktionslosung zugetropft. Nach Beendigung der Reaktion wurden alle flichtigen Bestand-
teile unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch an
Kieselgel (PE/EE 4:1 v/v) gereinigt.

142



Experimenteller Tell

20

14 17

> 10 11
56

C2oH31NO5
365.4700 g/mol

Ausbeute: 2.46 g (7.05 mmol, 71 %) eines leicht gelben Ols.
Ri-Wert: 0.60 (PE/EE 4:1 v/v).

IH-NMR: (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 7.71 (t, 1H, 3Ju= 6.2 Hz, -NH), 7.26-7.24 (m,
2H, H-8, H-10), 7.16-7.14 (m, 2H, H-9, H-11), 4.18 (t, 3Juu= 6.6 Hz, 2H, H-14), 4.12-4.10
(m, 2H, H-6), 1.65 (M, 2H, H-15), 1.38 (s, 9H, CHs-Boc), 1.35-1.24 (m, 8H, H-16, H-17, H-
18, H-19), 0.86 (m, 3H, H-20).

13C=NMR: (151 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 155.9 (C-5), 153.2 (C-13), 149.5 (C-12), 138.1
(C-7), 128.1 (C-8, C-10), 121.1 (C-9, C-11), 77.9 (C-4), 68.5 (C-14), 42.8 (C-6), 31.1 (C-
15), 28.3 (CHz-Boc), 28.0 (C-16), 25.1 (C-17), 22.0 (C-18), 22.0 (C-19), 14.0 (C-20).

IR: v [cm™] (Film) = 3366, 2960, 2930, 2859, 1758, 1696, 1508, 1456, 1391, 1367, 1246,
1216, 1145, 1048, 1017, 948, 930, 893, 864, 834, 780, 725, 600, 550, 503, 462, 438.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir CoH3z1NOsNa [M+Na]* 388.2094, gefunden: 388.2102.

7.6.3.2 Synthese von 4-(Aminomethyl)phenylheptylcarbonat*hydrochlorid 57

Unter Stickstoffatmosphéare wurden 2.46 g (7.05 mmol, 1.0 Aquiv.) tert-butyl-(4-(((Hepty-
loxy)carbonyl)oxy)benzyl)carbamat 56 in 35 mL abs. Ethanol geldst und auf 0 °C gekuhlt.
AnschlieRend wurden langsam 10.1 mL (141 mmol, 20.0 Aquiv.) Acetylchlorid zugetropft
und die Reaktionsldsung fur 3 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel
wurde daraufhin unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt ohne weitere Reini-

gung verwendet.
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265.3530 g/mol

Ausbeute: 1.89 g (6.26 mmol, 89 %) eines farblosen Feststoffs.
Ri-Wert: 0.45 (PE/EE 2:1 v/v).

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.64 (s, 3H, -NHs), 7.76 — 7.50 (m, 2H, 3, 5),
7.42 = 7.01 (m, 2H, 4, 6), 4.19 (t, 33w = 6.6 Hz, 2H, 9), 4.01 (s, 2H, 1), 1.75 — 1.59 (m, 2H,
10), 1.41 — 1.15 (m, 8H, 11, 12, 13, 14), 0.86 (t, 3Ju= 6.8 Hz, 3H, 15).

13C=NMR: (126 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 153.1 (C-8), 150.7 (C-2), 132.1 (C-7), 130.4 (C-
3, 5), 121.4 (C-4, 6), 68.7 (C-9), 41.5 (C-1), 31.1, 28.3, 25.1, 22.0 (C-11, 12, 13, 14), 28.0
(C-10), 13.9 (C-15).

IR: v [cm™] (Film) = 2958, 2922, 2856, 2576, 1758, 1614, 1596, 1512, 1465, 1385, 1331,
1255, 1209, 1178, 1112, 1075, 1023, 961, 879, 868, 823, 780, 749, 709, 645, 631, 590,
546, 529, 511, 485, 447.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir C1sH24NO3 [M+H]" 266.1751, gefunden: 266.1726.

7.6.3.3 Synthese von 2-(2,3,5-Tri-O-[tertbutyldimethylsilyl]-B-D-ribofuranosyl)-thiazol-
4-(heptyloxycarbonyl)oxybenzyl-benzamid 65

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.10 g (0.17 mmol, 1.0 Aquiv.) der TBDMS-geschiitz-
ten Carbonsaure 36 in 2.0 mL CH,Cl, gelost und 0.084 mL (0.50 mmol, 3.0 Aquiv.) DIPEA
sowie 0.13g (0.33 mmol, 2.0 Aquiv.) HBTU zugegeben. Die Amino-ACB-Maske 57
(0.075g, 0.25 mmol, 1.5 Aquiv.) wurde in CH.Cl, suspendiert und 4-DMAP (6.0 mg,
0.05 mmol, 0.3 Aquiv.) zugegeben. Die Suspension wurde zu der Reaktionslésung getropft
und die Reaktion bei Raumtemperatur 21 Stunden gerihrt. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von gesattigter wassriger Natriumchloridldsung beendet und die wéssrige Phase

dreimal mit CH2Cl, extrahiert. Die organische Phase wurde tber Natriumsulfat getrocknet
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und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde séulen-

chromatographisch an Kieselgel (PE/EE 7:1 v/v) gereinigt.
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851.3750 g/mol

Ausbeute: 0.11 g (0.13 mmol, 78 %) eines farblosen Ols.

IH-NMR: (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 8.79 (t, 3Ju = 6.4 Hz, 1H, -NH), 8.31 (s, 1H, 2),
7.47 — 7.30 (m, 1H, 7, 9), 7.19 — 7.08 (m, 1H, 8, 10), 4.98 (d, 3Ju = 7.7 Hz, 1H, 19), 4.52
(dd, 2Ju4 = 15.0 Hz, 3Juw = 6.7 Hz, 1H, 5), 4.37 (dd, 2Jun = 15.0 Hz, 3Juy = 5.9 Hz, 1H, 5),
4.26 — 4.16 (m, 2H, 13), 4.13 — 4.07 (m, 2H, 2°, 3*), 4.04 — 3.89 (m, 1H, 4°), 3.76 (d, 3Ju =
3.4 Hz, 2H, 5%, 1.65 (t, 3Jun = 7.2 Hz, 2H, 14), 1.37 — 1.21 (m, 8H, 15, 16, 17, 18), 0.95 —
0.81 (m, 21H, 22, 19), 0.73 (s, 9H, 22), 0.16 — 0.02 (m, 12H, 20), -0.14 (s, 3H, 20), -0.31 (s,
1H, 20).

13C-NMR: (101 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 170.9 (C-1), 160.3 (Crepms-20), 153.5 (C-12),
149.2 (C-6), 137.5 (C-11), 128.4 (C-7, 9), 124.8 (C-2), 120.9 (C-8, 10), 86.5 (C-4‘), 79.9 (C-
19, 79.2 (C-3°), 73.8 (C-2'), 68.4 (C-13), 63.0 (C-5%), 41.6 (C-5), 31.1, 28.2, 25.1, 22.0 (C-
15, 16, 17, 18), 28.0 (C-14), 25.8, 25.6, 25.5 (Crsoms-22), 13.9 (C-19).

Ri-Wert: 0.20 (PE/EE 7:1 viv).

IR: (Film) [cm™]: 3412, 2953, 2928, 2856, 1761, 1676, 1540, 1508, 1471, 1463, 1389, 1361,
1249, 1216, 1155, 1111, 1075, 1017, 1005, 963, 938, 874, 833, 775, 727, 670, 590, 545,
510.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir C42H7sN20sSSiz [M+H]" 851.4546, gefunden: 851.4575.
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7.6.3.4 Synthese von 2-(2,3,5-Tri-hydroxy-B-D-ribofuranosyl)-thiazol-4-(heptyloxy)-

carbonyl)oxybenzyl-benzamid 66

Unter Stickstoffatmosphéare wurden 0.099 g (0.116 mmol, 1.0 Aquiv.) der Verbindung 65 in
3.0 mL abs. CHCl, gelost und 0.28 mL (2.09 mmol, 18.0 Aquiv.) TREAT-HF zugetropft. Die
Reaktion wurde nach 48 Stunden rihren bei Raumtemperatur durch Zugabe von Kieselgur
beendet, fliichtige Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch an Kieselgel (CH.Cl,/MeOH 19:1 v/v) gereinigt.
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508.5860 g/mo

Ausbeute: 0.05 g (0.11 mmol, 95 %) eines farblosen Ols.
R -Wert: 0.34 (CH2Clx/MeOH 19:1 v/v).

H-NMR: (400 MHz, Aceton-ds): & [ppm] = 8.48 (t, 3Jun = 6.4 Hz, 1H, -NH), 8.17 (s, 1H, 2),
7.60-7.33(m, 2H, 7, 9), 7.31 — 7.05 (m, 2H, 8, 10), 5.02 (d, 3Jun = 5.1 Hz, 1H, 1), 4.72 -
4.50 (m, 2H, 5), 4.29 — 4.23 (m, 1H, 2°), 4.17 — 4.14 (m, 1H, 3°), 4.22 (t, 3Jun = 6.7 Hz, 2H,
13), 4.10 — 3.97 (m, 1H, 4%, 3.78 (dd, 2Jun = 11.8, 3Jun = 3.7 Hz, 1H, 5°), 3.71 (dd, 2Jun =
11.8 Hz, 3Jun = 4.6 Hz, 1H, 5°), 1.71 (tt, 3Jun = 8.1, 6.5 Hz, 2H, 14), 1.58 — 1.15 (m, 9H, 15,
16, 17, 18), 1.01 — 0.75 (m, 3H, 19).

13C-NMR: (101 MHz, Aceton-de): & [ppm] = 173.1 (C-1), 161.6 (C-4), 154.4 (C-12), 151.1
(C-3), 151.0 (C-6), 138.1 (C-11), 129.6 (C-7, 9), 124.3 (C-2), 121.8 (C-8, 10), 86.1 (C-4),
83.2 (C-1°), 77.9 (C-2°), 72.5 (C-3'), 69.3 (C-13), 63.0 (C-5°), 42.7 (C-5), 32.3, 29.4 26.2,
23.1 (C-15, 16, 17, 18), 29.5 (C-14), 14.2 (C-19).

IR: (Film) [cm™]: 3374, 2926, 2857, 1757, 1646, 1547, 1507, 1467, 1421, 1393, 1357, 1246,
1215, 1169, 1052, 1016, 920, 850, 779, 724, 617, 521.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir C24H33N20sS [M+H]" 509.1952, gefunden: 509.1914.
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7.6.3.5 Synthese von [2-(2,3,5-Tri-hydroxy-B-D-ribofuranosyl)-thiazol-4-(heptyloxy-

carbonyloxybenzyl)-benzamid]-5-monophosphat 67

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.14 g (0.27 mmol, 1.0 Aquiv.) der maskierten Verbin-
dung 66 in 1.0 mL Trimethylphosphat 44 geldst und auf O °C gekuhlt. Es wurden 0.25 mL
(2.7 mmol, 10.0 Aquiv.) Phosphoroxychlorid 45 zugetropft und die Reaktion 3 Stunden bei
0 °C geruhrt. Nach Beendigung der Reaktion wurden 5 mL 1 M TEAB-Puffer zugegeben
und die wassrige Phase mit Hexan gewaschen. Das Rohprodukt wurde mittels automati-
sierter Saulenchromatographie an RP-C18-Kieselgel gereinigt.
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Co4H32N20441PS”
587.5573 g/mol

Ausbeute: 0.122 g (0.21 mmol, 77 %) eines farblosen Feststoffs.

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 9.00 (t, 3Ju+ = 6.3 Hz, 1H, -NH), 8.22 (s, 1H, 2),
7.49—7.27 (M, 2H, 7, 9), 7.27 — 7.00 (m, 2H, 9, 10), 4.94 (d, 3Jun = 4.5 Hz, 1H, 1°), 4.44 (d,
3Jhn = 6.3 Hz, 2H, 5), 4.17 (t, 3Jun = 6.6 Hz, 2H, 13), 4.13 (t, 3w = 4.6 Hz, 1H, 27), 4.00 (dt,
3Jun = 4.9 Hz, 1H, 4°), 3.94 (t, 3Jun = 5.1 Hz, 1H, 3, 3.83 (m, 2H, 5°), 2.91 (q, 3 = 7.3 Hz,
1H, Et;N-CHy), 1.98 — 1.53 (m, 2H, 14), 1.48 — 1.17 (m, 8H, 15, 16, 17, 18), 1.12 (t, 3Jun =
7.2 Hz, 2H, Et;N-CHs), 0.98 — 0.67 (m, 3H, 19).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 172.5 (C-1), 160.6 (C-4), 153.2 (C-12), 149.8
(C-3), 149.5 (C-11), 137.6 (C-6), 128.6 (C-7, 9), 124.3 (C-2), 121.0 (C-8, 10), 83.0 (C-4),
82.1 (C-1°), 76.9 (C-2°), 71.9 (C-3'), 68.5 (C-13), 64.7 (C-5'), 45.1 (C-EtsN-CHy), 41.7 (C-5),
31.1, 28.4, 25.0, 22.0 (C-15, 16, 17, 18), 27.9 (C-14), 13.9 (C-19), 8.9 (C-EtsN-CHs).

31P-NMR (123 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm]: -0.10.

IR: (Film) [cm™]: 3247, 3064, 2928, 2857, 2681, 2491, 1757, 1653, 1600, 1543, 1508, 1455,
1393, 1300, 1242, 1213, 1167, 1121, 1040, 918, 836, 809, 779, 745, 710, 635, 609, 500,
416.
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HRMS-ESI: (m/z) berechnet fir C24H32N201:PS™ [M] 587.1470, gefunden: 587.1483.

7.6.3.6 Synthese von Thiazol-3‘-OMe-MASTER-NADP 64

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.099 mL (0.717 mmol, 24.0 Aquiv.) abs. EtzN in
1.0 mL abs. Acetonitril gelést und auf 0 °C gekuhlt. Anschlie3end wurden 0.062 mL
(0.45 mmol, 15 Aquiv.) TFAA langsam zugetropft und 15 min bei 0 °C gertihrt. Das Mono-
phosphat 67 (0.018 g, 0.030 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril gel6st und
die TFAA-L6sung bei 0 °C zugetropft. Nach 15 min Rihren bei Raumtemperatur wurden
alle flichtigen Bestandteile entfernt. Der Riickstand wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril gelst
und es wurden 0.014 mL (0.18 mmol, 6.0 Aquiv.) NMI und 0.04 mL (0.30 mmol,
10.0 Aquiv.) abs. EtsN zugetropft und die Losung 15 min bei Raumtemperatur gerihrt. Das
3‘-OMe-Adenosinderivat 34 (0.025 g, 0.027 mmol, 0.9 Aquiv.) wurde in 1.0 mL abs. Aceto-
nitril und 0.2 mL abs. DMF geldst und zu der Reaktionslésung getropft. Die Reaktion wurde
5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieend durch die Entfernung aller fliich-
tigen Bestandteile beendet. Das Rohprodukt wurde in 1 M TEAB-Puffer aufgenommen und

mittels automatisierter Sdulenchromatographie an RP-C18-Kieselgel gereinigt.
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CeH13

Ausbeute: 0.025 g (0.017 mmol, 57 %) eines farblosen Feststoffs.

1H-NMR: (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.99 (t, 3Juy = 6.4 Hz, 1H, -NH), 8.47 (s, 1H, b),
8.20 (s, 1H, 2), 8.14 (s, 1H, 8"), 7.43 — 7.28 (m, 4H, g, i, ¢', €'), 7.28 — 7.19 (m, 2H, ¢, &),
7.18 —7.11 (m, 2H, h, j), 7.11 — 7.06 (m, 2H, d', f), 7.06 — 7.02 (m, 2H, d", '), 6.20 (d, 3Jun
= 5.4 Hz, 1H, 1), 5.57 (dt, 3Jun = 8.0, 5.2 Hz, 1H, 27), 5.09 — 4.91 (m, 3H, a', 4°), 4.91 — 4.79
(M, 2H, &), 4.54 — 4.38 (m, 2H, €), 4.27 (d, *Juw = 4.1 Hz, 1H, 1), 4.21 (t, *Ju = 4.5 Hz, 1H,
3, 4.17 (t, *3Jun = 6.6 Hz, 2H, m), 4.14 (t, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, 2), 4.09 — 3.99 (m, 4H, 3, 4, 5,
59, 3.38 (s, 3H, -OMe), 3.06 (q, 3Jun = 7.4 Hz, 6H, Et;N-CHy), 2.56 (t, 3Ju = 7.4 Hz, 4H, i),
1.64 (ddt, 2Jun = 15.1, 11.5 Hz, 3Jun = 7.1 Hz, 6H, j', n), 1.45 - 1.21 (m, 20H, 0, p, q, I, K/,
I, m’), 1.16 (t, 3Jum = 7.3 Hz, 9H, EtzN-CHa), 0.87 (t, 3Jun = 7.0 Hz, 9H, s, n’).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 171.7 (C-l, h), 160.6 (C-d), 156.1 (C-4“/ 5%),
153.2 (C-l), 150.4 (C-6“), 149.9, 149.4 (C-fik/b*lg' ), 149.5 (C-4“/5"),137.6 (C-b), 129.2,
129.1, 128.5 (C-g, i, ¢, €'), 124.3 (C-2“), 121.8, 121.7, 121.0 (C-h, j, d', ), 85.4 (C-1), 82.4
(C-4, 4%, 80.9 (C-2), 78.2 (C-3), 76.7 (C-2, 2°), 70.7 (C-3"), 68.5 (C-m, &', 16), 57.8 (C-OMe),
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455 (C-Et;N-CHy), 41.7 (C-€), 33.4 (C-i'), 31.1, 30.9, 28.2, 27.9, 25.1, 21.9 (C-0, p, G, T, |,
k', I, m‘), 28.0, 24.3 (C-n, i¥), 13.9 (C-s, n‘), 8.5 (C-Et;N-CHb).

31P-NMR (243 MHz, DMSO-de): & [ppm]: -1.97 (s, P-2'), -11.21 (d, 22Jpp = 19.8 Hz, P-5'a),
-11.43 (d, 22Jpp = 19.9 Hz, P-5'B).

HRMS-ESI": (m/z) berechnet fiir CesHgsN7024P3sS [M] 1446.4429, gefunden: 1446.4408.

7.6.4 Synthese des 5-Pyridin-ACB-NAADP-Derivats 68

7.6.4.1 Synthese von 5-Bromo-N-(1-hydroxy-2-methylpropan-2-yl)nicotinamid 71

Unter Stickstoffatmosphére wurden 1.65 g (8.19 mmol, 1.00 Aquiv.) 5-Bromnicotinsaure 70
in 15 mL Thionylchlorid geldst und 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Anschlie3end wurden die
flichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in 10 mL abs.
CHCI; gelost. Die Losung wurde auf 0 °C gekuhlt und zu einer 0 °C kalten Lésung aus
2.35 mL (24.6 mmol, 3.00 Aquiv.) 2-Amino-2-methylpropan-1-ol in 10 mL abs. CH.Cl, ge-
tropft. Nach 48 Stunden wurden die fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck ent-

fernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel (EE) gereinigt.

C10H13BFN202
273.1300 g/mol

Ausbeute: 1.9 g (7.0 mmol, 85 %) eines farblosen Feststoffs.
Rr -Wert: 0.034 (EE).

IH-NMR: (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.90 (d, “Jun = 1.8 Hz, 1H, 2), 8.82 (d, *Jun = 2.2
Hz, 1H, 6), 8.38 (t, “Jun = 2.1 Hz, 1H, 4), 7.90 (s, 1H, -NH), 4.80 (t, 3Ju = 6.1 Hz, 1H, -OH),
3.52 (d, 3Jun = 6.1 Hz, 2H, 9), 1.30 (s, 6H, 10).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 163.5 (C-7), 152.0 (C-6), 147.2 (C-2), 137.4 (C-
4), 132.7 (C-3), 119.8 (C-5), 66.7 (C-9), 55.5 (C-8), 23.5 (C-10).

IR: (Film) [cm™]: 3343, 3204, 3050, 2997, 2972, 2925, 2872, 2713, 2458, 1666, 1587, 1564,
1536, 1474, 1453, 1416, 1392, 1363, 1318, 1275, 1237, 1193, 1172, 1134, 1106, 1047,

1023, 986, 945, 906, 892, 801, 760, 735, 692, 655, 586, 511, 461, 433, 410.
150



Experimenteller Tell

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir C10H14BrN2O» [M+H]* 273.0233, gefunden: 273.0238.

7.6.4.2 Synthese von 3-Bromo-5-(4,4’-dimethyl-1,3-oxazolin-2-yl)pyridin 72

Die Verbindung 71 (1.9 g, 7.0 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in 17 mL Thionylchlorid gel6st und
bei Raumtemperatur 21 Stunden gerihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurden die fliich-
tigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in 10 mL abs.
CH.ClI; gel6st. Die organische Phase wurde zweimal mit 2 M NaOH gewaschen und an-
schlielBend Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatogra-
phisch an Kieselgel (EE) gereinigt.

C10H11 BerO
255.1150 g/mol

Ausbeute: 1.62 g (6.35 mmol, 91 %) eines farblosen Feststoffs.
R¢ -Wert: 0.50 (EE).

H-NMR: (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.95 (d, *Jun = 1.8 Hz, 1H, 2), 8.88 (d, *Jun = 2.4
Hz, 1H, 6), 8.33 (t, “Jun = 2.1 Hz, 1H, 4), 4.16 (s, 2H, 8), 1.30 (s, 6H, 10).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 157.8 (C-7), 152.8 (C-6), 146.8 (C-2), 137.4 (C-
4), 125.3 (C-3), 120.2 (C-5), 78.7 (C-8), 67.8 (C-9), 28.0 (C-10).

IR: v [cm™] (Film) = 3057, 3032, 2962, 2929, 2890, 2869, 1934, 1650, 1464, 1440, 1412,
1361, 1348, 1316, 1298, 1246, 1217, 1177, 1161, 1136, 1094, 1077, 1011, 987, 968, 925,
898, 876, 816, 750, 722, 688, 651, 614, 528, 497.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir C10H12BrN.O [M+H]* 255.0128, gefunden: 255.0122.

7.6.4.3 Synthese von 3-lodo-5-(4,4’-dimethyl-1,3-oxazolin-2-yl)pyridin 76

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.26 g (1.0 mmol, 1.0 Aquiv.) der Verbindung 72, 9.5
mg (0.05 mmol, 0.05 Aquiv.) Cul und 0.3 g (2.0 mmol, 2.0 Aquiv.) Nal zusammengegeben
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und unter vermindertem Druck fur 10 min flichtige Bestandteile entfernt. AnschlieRend
wurde 1.0 mL abs. 1,4-Dioxan zugegeben und 0.016 mL (0.10 mmol, 0.10 Aquiv.) zuge-
tropft. Die Reaktionsldsung wurde 24 Stunden bei 110 °C zum Sieden erhitzt. Nach Been-
digung der Reaktion wurde die Lésung in 25 %ige Ammoniak-Losung gegeben und an-
schlielend 20 mL Wasser zugegeben. Die wassrige Phase wurde mit CH.Cl; extrahiert und

das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

302.1155 g/mol

Ausbeute: 0.29 g (0.95 mmol, 95 %) leicht beiger Feststoffs.
Rf -Wert: 0.50 (PE/EE 2:3 v/v).

IH-NMR: (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.97 (d, “Jun = 2.1 Hz, 1H, 2), 8.94 (d, *Jun = 1.9
Hz, 1H, 6), 8.47 (t, “Jun = 2.0 Hz, 1H, 4), 4.15 (s, 2H, 8), 1.29 (s, 6H, 10).

13C-NMR: (101 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 158.3 (C-7), 158.1 (C-2), 147.3 (C-6), 143.3 (C-
4), 125.8 (C-5), 94.5 (C-3), 79.2 (C-8), 68.2 (C-9), 28.6 (C-10).

IR: (Film) [cm™]: 3051, 3031, 2959, 2927, 2888, 2866, 1934, 1650, 1462, 1433, 1413, 1381,
1360, 1347, 1316, 1298, 1245, 1216, 1187, 1177, 1158, 1128, 1394, 1068, 1009, 986, 966,
921, 897, 873, 817, 738, 720, 688, 645, 614, 525, 493, 416.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir C10H12IN2O [M+H]* 302.9989, gefunden: 303.0073.

7.6.4.4 Synthese von 2,3,5-Tri-O-benzyl-ribofuranosyl-1-hydroxy-1-(3-iodo-5-(4,4’-di-
methyl-1,3-oxazolin-2-yl)pyridin) 69

Unter Stickstoffatmosphare wurden 2.23 g (7.37 mmol, 1.00 Aquiv.) der iodierten Verbin-
dung 76 in 30 mL abs. THF gel6st und auf -78 °C gekuhlt. Es wurden 6.8 mL (8.8 mmol,
1.2 Aquiv., 1.3 M in THF) der Isopropylmagnesiumchlorid-Lithiumchlorid-Komplex -Lésung
uber 20 min zugetropft. AnschlieBend wurden 3.39 g (8.10 mmol, 1.1 Aquiv.) des 2,3,5-Tri-
O-benzyl-b-ribono-1,4-lactons in 7 mL THF geldst und zugetropft. Die Reaktionslésung

wurde langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und fir 17 Stunden gerthrt. Nach
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Beendigung der Reaktion wurden 10 mL Wasser zugegeben und die wassrige Phase drei-
mal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Natri-
umsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Roh-

produkt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:3 v/v) gereinigt.

C36H3gN206
594.7080 g/mol

Ausbeute: 3.59 g (6.04 mmol, 82 %) gelbes viskoses Harz.

Es wurde ein 1:0.2 Diastereomerengemisch erhalten. Es wurde im Folgenden nur ein Di-

astereomer ausgewertet.
R -Wert: 0.30 (PE/EE 2:3 v/v).

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.92 (d, 3Jun = 2.1 Hz, 1H, c), 8.78 (d, 3Jun = 2.1
Hz, 1H, b), 8.22 (t, 3Jun = 2.1 Hz, 1H, €), 7.45 — 7.12 (m, 15H, -OBn), 4.71 — 4.49 (m, 2H, -
OBN-CHy), 4.44 — 4.25 (m, 3H, 4°, -OBn-CHy), 4.22 — 4.07 (m, 2H, g), 4.06 — 3.98 (m, 1H,
2°), 3.98 — 3.85 (m, 3H, 3, -OBNn-CHy), 3.73 — 3.58 (m, 2H, 59, 1.41 — 1.19 (m, 6H, i).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 158.9 (C-f), 151.0 (C-b), 147.6 (C-c), 138.3,
138.0, 137.7 (C-OBn), 134.4 (C-e), 128.2, 127.9, 127.7, 127.6, 127.3 (C-OBn), 122.5 (C-
d), 104.9 (C-a), 82.2 (C-2), 80.4 (C-4), 80.1 (C-3'), 78.5 (C-g), 72.5 (C-OBn-CHo), 72.3 (C-
OBN-CHa, 5), 67.6 (C-h), 28.2 (C-i).

IR: (Film) [cm™]: 3062, 3030, 2966, 2927, 2865, 1735, 1650, 1600, 1496, 1453, 1355, 1322,
1245, 1202, 1075, 1045, 1024, 987, 963, 910, 818, 734, 723, 695, 615, 603, 462.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir CzsHzsN2Ogs [M+H]* 595.2803, gefunden: 595.2818.
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7.6.4.5 Synthese von 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-O-benzyl-ribofuranosyl-1-(3-iodo-5-(4,4’-di-
methyl-1,3-oxazolin-2-yl)pyridin) 78

Unter Stickstoffatmosphare wurden 3.59 g (6.04 mmol, 1.00 Aquiv.) der Verbindung 69 in
22 mL abs. THF gelost. Es wurden 9.1 mL (9.1 mmol, 1.5 Aquiv., 1 M in THF) Lithium-
bis(trimethylsilyl)amid bei Raumtemperatur zugetropft und fur weitere 15 min gerihrt. An-
schlieRend wurden 0.9 mL (9.1 mmol, 1.5 Aquiv.) Essigsaureanhydrid zugetropft und die
Reaktion 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
Wasser beendet und die wassrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die verei-
nigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel (PE/EE 2:3 v/v) gereinigt.

3l 2
BnO OBn

78
C3gH4oN207
636.7450 g/mol

Ausbeute: 2.32 g (3.64 mmol, 60 %) eines farblosen Harzes.
R -Wert: 0.45 (PE/EE 2:3 v/v).

H-NMR: (600 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm] = 8.90 (d, *Jun = 2.0 Hz, 1H, c), 8.71 (d, “Jun = 2.2
Hz, 1H, b), 8.21 (t, *Jun = 2.1 Hz, 1H, e), 7.48 — 7.03 (m, 15H, -OBn), 4.71 — 4.49 (m, 5H,
4‘,-OBn-CH,), 4.38 (d, 2Jun = 11.8 Hz, 2H, -OBn-CHy), 4.24 — 4.04 (m, 3H, 3, g), 3.84 (d,
3Jun = 5.7 Hz, 1H, 2%, 3.70 (dd, 2Jun = 10.8 Hz, 3Jun = 3.6 Hz, 1H, 5%, 3.63 (dd, 2Jun = 10.8
Hz, 3Jun = 3.6 Hz, 1H, 5%, 2.01 (s, 3H, -OAc), 1.31 (s, 3H, i), 1.29 (s, 3H, i).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 168.3 (C-OAc), 158.7 (C-f), 148.4 (C-b), 147.7
(C-c), 138.4, 138.1, 137.2 (C4-OBn), 135.7 (C-1°), 131.6 (C-e), 128.2, 128.1, 128.0, 128.0,
127.8, 127.6, 127.5, 127.4, 127.3 (C-OBn), 123.1 (C-d), 104.0 (C-h), 84.3 (C-2"), 84.0 (C-
4), 78.6 (C-g), 75.3 (C-3), 72.5, 72.2, 71.3 (C-CH,-OBn), 69.7 (C-5'), 67.7 (C-), 28.2, 28.1
(C-i), 21.9 (C-OAc).
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IR: (Film) [cm™]: 3063, 3030, 2967, 2927, 2866, 1747, 1651, 1599, 1496, 1454, 1432, 1363,
1326, 1241, 1221, 1203, 1146, 1099, 1043, 1025, 1005, 977, 911, 874, 819, 735, 723, 696,
605, 545, 482, 446.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir CssHa1N2O7 [M+H]* 637.2908, gefunden: 637.2923.

7.6.4.6 Synthese von 2,3,5-Tri-O-benzyl-ribofuranosyl-1-(3-iodo-5-(4,4’-dimethyl-1,3-
oxazolin-2-yl)pyridin) 80

Unter Stickstoffatmosphére wurden 2.27 g (3.57 mmol, 1.00 Aquiv.) der acetylierten Ver-
bindung 78 in 20 mL abs. CH.Cl; gelést und auf 0 °C geklhlt. Dazu wurden 17 mL
(96 mmol, 30 Aquiv.) Triethylsilan und 0.65 mL (4.79 mmol, 1.5 Aquiv.) BF3-OEt;, getropft.
Die Reaktionslosung wurde 18 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt und anschlielend
durch die Zugabe von wassriger gesattigter Natriumhydrogencarbonatlésung beendet. Die
wassrige Phase wurde dreimal mit CH.Cl, extrahiert und anschlieRend wurden die verei-
nigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wurde saulen-

chromatographisch an Kieselgel (CH2Cl./MeOH 40:1 zu 30:1 v/v) gereinigt.

80
C36H3gN205
578.7090 g/mol

Ausbeute: 1.58 g (2.73 mmol, 77 %) eines leicht gelben Ols.
Rf -Wert: 0.39 (CH2Clz/MeOH 30:1 v/v).

H-NMR: (400 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm] = 8.90 (d, *Jun = 2.1 Hz, 1H, c), 8.69 (d, “Jnn = 2.1
Hz, 1H, b), 8.23 (t, *Jun = 2.1 Hz, 1H, €), 7.59 — 7.00 (m, 15H, -OBn), 4.99 (d, 3Jun = 7.2 Hz,
1H, 1°), 4.79 — 4.50 (m, 5H, -CH-OBn), 4.44 (d, 2Ju = 11.7 Hz, 1H, -CH»-OBn), 4.30 (dt,
3Jun = 3.7 Hz, 1H, 4%, 4.22 — 4.02 (m, 3H, 3', g), 3.96 (dd, 3Jun = 7.2, 4.9 Hz, 1H, 2°), 3.68
(dd, 23un = 10.6 Hz, 33w = 3.8 Hz, 1H, 5°), 3.61 (dd, 2Ju = 10.6 Hz, 3Jun = 3.9 Hz, 1H, 59,
1.29 (d, 33w = 3.5 Hz, 6H, i).
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13C-NMR: (101 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 158.8 (C-f), 150.1 (C-b), 147.8 (C-c), 138.2,
137.8, 136.1 (C4-OBn), 132.7 (C-e), 128.2, 128.1, 127.9, 127.7, 127.6, 127.4, 127.3 (C-
OB, d), 123.4 (C-f), 83.3 (C-2'), 81.9 (C-4°), 80.0 (C-1°), 78.5 (C-g'), 77.2 (C-3'), 72.5, 71.3,
71.0 (C-CH,-OBn), 70.1 (C-5), 67.6 (C-h), 28.2, 28.1 (C-i).

IR: (Film) [cm™]: 3062, 3030, 2964, 2866, 1736, 1651, 1596, 1496, 1453, 1422, 16352,
1321, 1291, 1245, 1196, 1074, 1025, 990, 0972, 908, 845, 817, 734, 722, 695, 614, 564,
485, 465.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir CzsH3gN2Os [M+H]* 579.2853, gefunden: 579.2837.

7.6.4.7 Synthese von 5-(B-D-Ribofuanosyl)-3-nicotinsdure 83

Die benzylierte Verbindung 80 (0.541 g, 0.935 mmol, 1.00 Aquiv.) wurde in 6.0 mL 5 M
Salzsaure geldst und zum Sieden erhitzt. Nach 27 Stunden wurde die Reaktionsldsung auf
Raumtemperatur abgekihlt und mit einer 2 M K,CO3; auf pH 8 eingestellt. Die wassrige
Ldsung wurde mit CH»Cl, gewaschen und anschlieRend mit einer 2 M Salzséure neutrali-
siert. Unter vermindertem Druck wurde das Wasser entfernt und das Rohprodukt mittels

automatisierter Saulenchromatographie an RP-C18-Kieselgel gereinigt.

C11H13NOg
255.2260 g/mol

Ausbeute: 0.328 g (1.29 mmol, 138 %) eines beigen Feststoffs. Aufgrund der Ausbeute

wird davon ausgegangen, dass sich Natriumchlorid-Salze im Produkt befinden.

IH-NMR: (400 MHz, MeOD-dJ): & [ppm] = 8.98 (d, “Jun = 2.0 Hz, 1H, c), 8.62 (dd, “Jpm =
2.1, 0.6 Hz, 1H, b), 8.46 — 8.33 (m, 1H, ), 4.81 (d, 3Jun = 7.3 Hz, 1H, 1°), 4.09 (dd, 3Ju =
5.5, 3.5 Hz, 1H, 3°), 4.03 (dt, 3Jun = 4.8, 3.6 Hz, 1H, 4°), 3.90 (dd, 3Jun = 7.3, 5.5 Hz, 1H, 29,
3.82 (dd, 2Jun = 12.0, 3Ju = 3.6 Hz, 1H, 5%, 3.77 — 3.70 (m, 1H, 5).

13C-NMR: (101 MHz, MeOD-da): & [ppm] = 172.5 (C-f), 150.4 (C-c), 149.2 (C-b), 137.89 (C-
a), 136.4 (C-e), 135.0 (C-d), 87.2 (C-4"), 82.8 (C-1°), 79.3 (C-2), 73.3 (C-3'), 63.7 (C-5").
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IR: (Film) [cm™]: 3228, 2919, 1609, 1593, 1556, 1437, 1379, 1214, 1110, 1022, 824, 768,
694, 673, 613, 566, 531.

HRMS-ESI": (m/z) berechnet fir C11H12NOs [M-H] 254.0670, gefunden: 254.0646.

7.6.4.8 Synthese von (2,3,5-Tri-O-[tertbutyldimethylsilyl]-B-D-ribofuranosyl)-3-nico-
tinséure 84

Unter Stickstoffatmosphéare wurden 0.4 g (1.6 mmol, 1.0 Aquiv.) Verbindung 83 in 20 mL
abs. DMF gelost und 1.4 g (9.3 mmol, 6.0 Aquiv.) TBDMS-CI und 0.63 g (9.3 mmol, 6.0
Aquiv.) Imidazol zugegeben. Die Reaktionslésung wurde 48 Stunden bei 60 °C geriihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Rick-
stand in CH,Cl, geldst. Die organische Phase wurde mit wassriger, gesattigter Natriumhyd-
rogencarbonat- und wassriger, gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen und Utber Nat-
riumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel

(PE/EE 3:1 v/v mit 2 % Essigsaure) gereinigt.

g

Si h
/W<

84
CogHs5NO6Sis
598.0150 g/mol

o
TBDMSO O._~

Ausbeute: 0.703 g (1.18 mmol, 76 %) eines farblosen Feststoffs.
R -Wert: 0.55 (PE/EE 3:1 v/v + 1vol % Essigsaure).

'H-NMR: (600 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 8.99 (d, “Jun = 2.0 Hz, 1H, ¢), 8.74 (d, *Jun = 2.1
Hz, 1H, b), 8.26 (t, *Jun = 2.1 Hz, 1H, €), 4.75 (d, %Jun = 8.6 Hz, 1H, 1Y), 4.11 (d, 3Juu = 4.5
Hz, 1H, 3'), 4.02 — 3.98 (m, 1H, 4°), 3.94 (dd, 3Jun = 8.6, 4.4 Hz, 1H, 2°), 3.82 (dd, 2Jun =
11.2, 334y = 3.6 Hz, 1H, 5, 3.77 (dd, 2Jun = 11.2, 3Jun = 2.8 Hz, 1H, 5°), 0.92 (s, 9H, h), 0.89
(s, 9H, h), 0.75 (s, 9H, h), 0.11 (dd, 3Jun = 7.7, 6.7 Hz, 13H, g), -0.14 (s, 3H, g), -0.57 (s,
3H, g).
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13C-NMR: (151 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 166.1 (C-f), 151.8 (C-b), 149.7 (C-c), 134.9 (C-
e), 86.7 (C-4'), 79.3 (C-1'), 79.0 (C-2'), 74.1 (C-3"), 63.3 (C-5), 25.8, 25.7, 25.5 (C-h), 17.9,
17.8, 17.5 (C-i), -4.5, -4.7, -4.8, -5.6, -5.7, -5.8 (C-g).

IR: (Film) [cm™]: 2951, 2929, 2896, 2857, 2479, 1872, 1713, 1589, 1471, 1462, 1423, 1388,
1360, 1288, 1251, 1224, 1150, 1107, 1057, 1005, 963, 937, 914, 876, 831, 810, 771, 712,
698, 672, 618, 599, 538.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir C2oHs6NOgSis [M+H]* 598.3410, gefunden: 598.3427.

7.6.4.9 Synthese von (2,3,5-Tri-O-[tertbutyldimethylsilyl]-B-D-ribofuranosyl)-3-nico-
tinsaure-4-(heptanoyloxycarboyloxy)benzylester 85

Unter Inertgasatmosphare wurden 0.36 g (0.60 mmol, 1.0 Aquiv.) der Verbindung 84 in
7 mL abs. THF gelost und 0.11 mL (0.66 mmol, 1.1 Aquiv.) 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid 39,
sowie 0.090 mL (0.66 mmol, 1.1 Aquiv.) Triethylamin zugetropft. Nach der Zugabe von
0.03 g (0.2 mmol, 0.3 Aquiv.) 4-DMAP wurde die in 2 mL abs. THF geloste Carbonat
Maske 59 (0.23 g, 0.9 mmol, 1.5 Aquiv.) langsam zugetropft und die Reaktionsloésung bei
Raumtemperatur fiir 24 Stunden gerthrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von wass-
riger, gesattigter Natriumchloridldsung beendet und die wassrige Phase dreimal mit CH,Cl-
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und

das Rohprodukt saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 30:1 zu 20:1 v/v) gereinigt.

1

12 22
TBDMSO O. 7
Si 24
/ 23\’<
85
C44H75NOgSij3
846.3370 g/mol

Ausbeute: 0.52 g (0.62 mmol, quant.) eines leicht gelben viskosen Ols.
Rf -Wert: 0.14 (PE/EE 20:1 v/v).

IH-NMR: (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 9.07 (d, “Jum = 2.1 Hz, 1H, 3), 8.80 (d, “Jun = 2.1
Hz, 1H, 2), 8.25 (t, “Jun = 2.1 Hz, 1H, 5), 7.68 — 7.47 (m, 2H, 9, 11), 7.34 — 7.17 (m, 2H, 10,
12), 5.68 — 5.22 (M, 2H, 7), 4.77 (d, 3Jun = 8.5 Hz, 1H, 19, 4.19 (t, 3Jun = 6.6 Hz, 2H, 15),
4.11 (d, 33w = 4.5 Hz, 1H, 39, 4.08 — 3.97 (m, 2H, 4°), 3.92 (dd, 3Jun = 8.6, 4.4 Hz, 1H, 29,
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3.88 — 3.70 (m, 2H, 5), 1.69 — 1.62 (m, 2H, 16), 1.32 — 1.24 (m, 8H, 17, 18, 19, 20), 0.92
(s, 9H, 24), 0.86 (s, 12H, 24, 21), 0.74 (s, 9H, 24), 0.28 — -0.01 (m, 12H, 22, 24), -0.14 (s,
3H, 22), -0.57 (s, 3H, 22).

13C-NMR: (101 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 164.5 (C-6), 153.0 (C-14), 152.3 (C-2), 150.6
(C-8), 149.6 (C-c), 136.1 (C-1), 134.6 (C-5), 133.6 (C-13), 129.5 (C-9, 11), 125.2 (C-4),
121.4 (C-10, 12), 86.5 (C-4‘), 79.2 (C-1°), 78.9 (C-2), 74.0 (C-3'), 68.6 (C-15), 65.9 (C-7),
63.3 (C-5), 31.1, 28.2, 25.1, 21.9 (C-17, 18, 19, 20), 25.7, 25.4 (C-24), 17.9, 17.7, 17.4 (C-
23), 13.8 (C-21), -4.5, -4.6, -4.7 (C-22).

IR: (Film) [cm™]: 2953, 2928, 2856, 1762, 1727, 1600, 1578, 1510, 1471, 1462, 1429, 1388,
1361, 1250, 1218, 1199, 1150, 1106, 1026, 1004, 965, 937, 909, 871, 831, 773, 719, 701,
671, 639, 597, 536, 501.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir C44H76NOSi; [M+H]* 846.4822, gefunden: 846.4833.

7.6.4.10 Synthese von 2-(2,3,5-Tri-hydroxy-B-D-ribofuranosyl)-nicotinséure-4-(hep-

tanoyloxy)-benzylester 86

Unter Stickstoffatmosphéare wurden 0.52 g (0.61 mmol, 1.0 Aquiv.) Verbindung 85 in 15 mL
abs. CH:Cl, gelost und 1.61 mL (8.60 mmol, 14.0 Aquiv., 37 % HF) TREAT-HF langsam
zugetropft. Nach 20 Stunden Rihren bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zu-
gabe von festem Kieselgur beendet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck ent-
fernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (CH.Cl,/MeOH 20:1
v/v) gereinigt.

8 10 o
15 17 19 21
1 Ao
12 16 18 20
86
C26H33NOg

503.5480 g/mol

Ausbeute: 0.23 g (0.46 mmol, 76 %) einer farblosen Flissigkeit.
Rr -Wert: 0.20 (CH2Cl2/MeOH 20:1 v/v).

IH-NMR: (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 9.05 — 8.84 (m, 1H, 3), 8.72 (s, 1H, 2), 8.26 (d, *Jux

= 2.3 Hz, 1H, 5), 7.40 (m, 2H, 9, 11), 7.16 (m, 2H, 10, 12), 5.27 (s, 2H, 7), 4.73 (d, 3Jpn =

6.8 Hz, 1H, 1°), 4.22 (t, 33w = 6.7 Hz, 2H, 15), 4.13 (t, 3Jum = 4.8 Hz, 1H, 3°), 4.01 (dt, 3Jun
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3.9 Hz, 1H, 4°), 3.89 (t, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, 2°), 3.80 (dd, 2Jun = 12.2, 3Jun = 3.5 Hz, 1H, 5°),
3.71 (dd, 2JHH = 122, 3JHH =40 HZ, 1H, 5‘), 1.72 (p, 3JHH =6.8 Hz, 2H, 16), 1.55-1.15 (m,
8H, 17, 18, 19, 20), 1.10 - 0.63 (m, 3H, 21).

13C-NMR: (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 164.9 (C-6), 153.8 (C-14), 151.2 (C-8), 151.0 (C-
2), 149.5 (C-3), 136.6 (C-1), 135.5 (C-5), 133.3 (C-13), 129.8 (C-9, 11), 125.9 (C-4), 121.5
(C-10, 12), 85.5 (C-4), 81.4 (C-1'), 77.5 (C-2), 71.6 (C-3), 69.3 (C-15), 66.8 (C-7), 62.7 (C-
5'), 31.8, 29.0, 25.7, 22.6 (C-17, 18, 19, 20), 28.6 (C-16), 14.2 (C-21).

IR: (Film) [cm™]: 3473, 3351, 2956, 2925, 2856, 1758, 1574, 1508, 1448, 1329, 1304, 1296,
1247, 1196, 1123, 1110, 1070, 1032, 1017, 954, 935, 904, 890, 820, 763, 700, 606, 529,
504, 432.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir C26H34NOg [M+H]* 504.2228, gefunden: 504.2269.

7.6.4.11 Synthese von [2-(2,3,5-Tri-hydroxy-B-D-ribofuranosyl)-nicotinsaure-4-(hep-
tanoyloxy)-benzylester]-5-monophosphat 87

Unter Stickstoffatmosphére wurden 0.11 g (0.22 mmol, 1.0 Aquiv.) der Verbindung 86 wur-
den in 5 mL Trimethylphosphat 44 gel6st und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieRend wurden lang-
sam 0.21 mL (2.2 mmol, 10 Aquiv.) Phosphorylchlorid 45 zugetropft und die Reaktionslo-
sung 1.5 Stunden bei 0 °C gerihrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 5mL 1 M
TEAB-Puffer beendet. Nach 25-minttigem Rihren bei 0 °C wurde die wassrige Lésung ein-
mal mit Hexan gewaschen und anschlie3end lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde mittels

automatisierter Saulenchromatographie an RP-18-Kieselgel gereinigt.

®
0.8 x Et;NH

11

87
CoeH3z3NO1,P"
582.5193 g/mol

Ausbeute: 0.133 g (0.194 mmol, 89 %) eines farblosen Feststoffs.

H-NMR: (600 MHz, DMSO-de): 6 [ppm] = 9.03 (d, *Jun = 2.1 Hz, 1H, 3), 8.84 (d, “Jnn = 2.1

Hz, 1H, 2), 8.24 (t, “Jun = 2.2 Hz, 1H, 5), 7.65 - 7.43 (m, 2H, 9, 11), 7.38 — 7.12 (m, 2H, 10,
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12), 5.40 (s, 2H, 7), 4.71 (d, 3Ju = 7.6 Hz, 1H, 19, 4.19 (t, 3Jun = 6.6 Hz, 2H, 15), 4.10 —
3.91 (m, 2H, 3', 4°), 3.83 (m, 1H, 2°), 3.00 — 2.89 (M, 6H, EtsN-CH,), 1.66 (it, 3Jun = 8.1, 6.6
Hz, 2H, 16), 1.46 — 1.19 (m, 8H, 17, 18, 19, 20), 1.13 (t, 3Juy = 7.2 Hz, 9H, EtsN-CHs), 0.86
(t, 3Jun = 6.9 Hz, 3H, 21).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 164.7 (C-6), 153.1 (C-14), 151.6 (C-2), 150.6
(C-4), 149.0 (C-3), 134.1 (C-5), 129.4 (C-9, 11), 125.1 (C- ), 121.4 (C-10, 12), 84.2 (C-3'/4"),
80.1 (C-19), 77.5 (C-2°), 71.7 (C-3'/4"), 68.6 (C-15), 65.9 (C-7), 64.7 (C-5'), 45.3 (C-EtsN-
CHy), 31.1, 28.2, 25.1, 21.9 (C-17, 18, 19, 20), 27.9 (C-16), 13.9 (C-21).

31P-NMR (162 MHz, DMSO-ds): & [ppm]: -0.12 (s).
HRMS-ESI": (m/z) berechnet fiir Co6Ha3sNO12P [M-H] 582.1746, gefunden: 582.1722.

7.6.4.12 Synthese von 5-N-3'-OMe-MASTER-NAADP 68

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.071 mL (0.514 mmol, 16.0 Aquiv.) abs. Et:N in
1.0 mL abs. Acetonitril gelést und auf O °C gekihlt. Anschlie3end wurden 0.089 mL
(0.643 mmol, 20.0 Aquiv.) TFAA langsam zugetropft und 15 min bei 0 °C geriihrt. Das Mo-
nophosphat 87 (0.018 g, 0.030 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril gelost
und die TFAA-LOsung bei 0 °C zugetropft. Nach 10 min Rihren bei Raumtemperatur wur-
den alle fliichtigen Bestandteile entfernt. Der Rickstand wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril
gelost und es wurden 0.015 mL (0.16 mmol, 6.0 Aquiv.) NMI und 0.05 mL (0.32 mmol,
10.0 Aquiv.) abs. EtsN zugetropft und die Losung 15 min bei Raumtemperatur gerihrt. Das
3‘-OMe-Adenosinderivat 34 (0.026 g, 0.029 mmol, 0.9 Aquiv.) wurde in 1.0 mL abs. Aceto-
nitril und 0.2 mL abs. DMF gel6st und zu der Reaktionslésung getropft. Die Reaktion wurde
5.5 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und anschlielend durch die Entfernung aller
flichtigen Bestandteile beendet. Das Rohprodukt wurde in 1 M TEAB-Puffer aufgenommen

und mittels automatisierter Saulenchromatographie an RP-C18-Kieselgel gereinigt.
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1.3 x Et;NH

MeO O a' e
OPO

3.

065H84N6025P3
1441.3184 g/mol

CeH13

Ausbeute: 0.024 g (0.015 mmol, 52 %) eines farblosen Feststoffs.

H-NMR: (600 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm] = 9.02 (d, *Jun = 2.1 Hz, 1H, ¢), 8.83 (d, “Jnn = 2.1
Hz, 1H, b), 8.46 (s, 1H, 2°), 8.25 (t, 3Jun = 2.2 Hz, 1H, €), 8.14 (s, 1H, 8), 7.63 — 7.50 (m,
2H, i, m), 7.35 — 7.29 (m, 2H, ¢, g°), 7.25 (m, 4H, j, |, ¢, g°), 7.10 — 7.06 (m, 2H, d", f*), 7.06
—7.01 (m, 2H, d', ), 6.20 (d, 3Jun = 5.2 Hz, 1H, 1%, 5.56 (dt, 3Jun = 9.5, 5.1 Hz, 1H, 29, 5.39
(s, 2H, g), 5.10 — 4.90 (m, 2H, a‘), 4.91 — 4.81 (m, 2H, a'), 4.74 (d, 3Jun = 7.2 Hz, 1H, 1),
4.27 (dt, 33w = 4.2 Hz, 1H, 4°), 4.24 — 4.12 (m, 4H, 3, 0, 4), 4.05 (dd, 2 = 14.7 Hz, 3Jpn =
4.5 Hz, 5H, 5', 5; 3), 3.78 (dd, 3Jun = 7.3, 4.6 Hz, 1H, 2), 3.39 (s, 3H, -OMe), 3.09 (q, 3Jun =
7.3, 4.6 Hz, 5H, Et,N-CHy), 2.56 (t, 3w = 7.4 Hz, 4H, i), 1.72 — 1.56 (m, 6H, p, j), 1.40 —
1.20 (m, 20H, q, r, s, t, k', I, m*), 1.17 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 8H, EtzN-CHjs), 0.92 — 0.81 (m, 9H,

u, n).

13C-NMR: (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 171.8 (C-h’), 164.7 (C-f), 153.3 (C-n), 150.8, 152.9,

150.5 (C-h, k, b', €), 133.7 (C-d), 129.5, 129.2, 129.1 (C, i, m, ¢, g'), 121.8, 121.4, 121.1

(C-j, 1, d', ), 85.4 (C-1°), 83.4 (C-3), 80.8 (C-4'), 80.3 (C-1), 78.1 (C-3'), 77.1 (C-2), 76.5 (C-

2'), 70.8 (C-4), 68.3 (C-0), 68.0 (C-a‘), 65.7 (C-5, 5'), 65.6 (C-g), 57.3 (C-OMe), 45.7 (C-

Et,N-CHy), 30.9 (C-i'), 29.5, 28.6, 27.8, 21.9 (C-q, 1, s, t, k', I', m"), 28.0, 24.3 (p, |*), 13.9 (C-
n‘), 8.6 (C-Et;N-CHs).
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31P-NMR (243 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm]: -1.98 (s, P-2’), -10.91 (d, 22Jpp = 18.6 Hz, P-5'a),
-11.10 (d, 22Jpp = 18.4 Hz, P-5'B).

HRMS-ESI": (m/z) berechnet fur CesHsaNeO25P3 [M-H] 1441.4704, gefunden: 1441.4710.

7.6.5 Synthese des 5-Pyridin-ACB-NADP-Derivats 88

7.6.5.1 Synthese von (2,3,5-Tri-O-[tert-butyldimethylsilyl]-B-D-ribofuranosyl)-3-nico-
tinamid-4-(heptanoyloxycarboyloxy)benzylamid 89

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.31 g (0.50 mmol, 1.0 Aquiv.) der TBDMS-geschiitz-
ten Carbonséure 84 in 5mL abs. CH.Cl, gelést. Dazu wurden 0.44 g (1.15 mmol,
2.0 Aquiv.) HATU und 0.29 mL (1.73 mmol, 3.4 Aquiv.) DIPEA gegeben und die Reaktions-
I6sung 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde die in 5 mL abs. CH2Cl
geléste Amino-ACB-Maske 57 zugetropft sowie 0.02 g (0.15 mmol, 0.30 Aquiv.) 4-DMAP
zugegeben. Die Reaktionslosung wurde 21 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und die
Reaktion anschlieRend durch die Zugabe von wassriger gesattigter Natriumchloridldsung
beendet. Die wassrige Phase wurde dreimal mit CH2Cl, extrahiert und die vereinigten or-
ganischen Phasen tber Natriumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wurde sdulenchromato-

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

0
7 8 9
N 9 o
TBDMSO Ho O S L
NN
12 1307140 16 18 20
"
2' v
TBDMSO O, 2°
Si
723 24
89

C44H76N204Si3
845.3530 g/mol

Ausbeute: 0.30 g (0.35 mmol, 70 %) eines leicht gelblichen Ols.
Rf -Wert: 0.48 (PE/EE 2:1 v/v).

IH-NMR: (600 MHz, CDCls): & [ppm] = 9.21 (s, 1H, 3), 8.77 (d, “Jun = 1.9 Hz, 1H, 2), 8.29
(s, 1H, 5), 7.50 — 7.32 (m, 2H, 9, 11), 7.21 — 7.04 (m, 2H, 10, 12), 4.88 (d, 3Jun = 8.5 Hz,
1H, 19, 4.65 (d, 33w = 14.7 Hz, 3Jun = 5.6 Hz, 2H, 7), 4.24 (t, 3Jun = 6.7 Hz, 2H, 15), 4.14
(d, 3Ju = 4.3 Hz, 1H, 39), 4.08 (t, 3Jun = 3.5 Hz, 1H, 4°), 3.85 (dd, 33w = 8.6, 4.3 Hz, 1H, 29,
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3.77 (d, 3Ju = 3.4 Hz, 2H, 5, 1.90 — 1.69 (m, 2H, 16), 1.52 — 1.37 (m, 2H, 17), 1.38 — 1.23
(m, 6H, 18, 19, 20), 0.94 (s, 9H, 24), 0.89 (d, 3Jm = 4.9 Hz, 12H, 21, 24), 0.81 (s, 9H, 24),
0.15 — 0.05 (m, 12H, 22), -0.10 (s, 3H, 22), -0.48 (s, 3H, 22).

13C-NMR: (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 153.8 (C-14), 150.7 (C-13), 135.8 (C-8), 129.5 (C-
9, 11), 121.6 (C-10, 12), 87.3 (C-4°), 79.8 (C-1°), 79.6 (C-2"), 74.4 (C-3‘), 69.2 (C-15), 63.9
(C-5'), 43.7 (C-7), 31.8, 29.0, 22.6 (C-18, 20, 21), 28.7 (C-15), 26.1, 26.0, 25.9 (C-24), 25.8
(C-17), 18.5, 18.2, 18.0 (C-23), 14.2 (C-21), -4.1, -4.3, -4.4, -5.1, -5.3, -5.4 (C-22).

IR: (Film) [cm™]: 2953, 2928, 2856, 1761, 1649, 1599, 1536, 1509, 1471, 1462, 1429, 1389,
1361, 1249, 1216, 1150, 1108, 1079, 1026, 1017, 1005, 966, 937, 873, 832, 773, 706, 670,
611, 533, 502.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet flir C44H77N20sSis [M+H]* 845.4982, gefunden: 845.4999.

7.6.5.2 Synthese von 2-(2,3,5-Tri-hydroxy-B-D-ribofuranosyl)-nicotinséure-4-(heptan-
oyloxy)-benzylamid 92

Unter Stickstoffatmosphéare wurden 0.29 g (0.34 mmol, 1.0 Aquiv.) der maskierten Verbin-
dung 89 in 10 mL abs. CHCl, geldst. AnschlieBend wurde langsam 1.0 mL (6.2 mmol,
18 Aquiv., 37 %) Triethylamin-trinydrofluorid zur Reaktionslésung zugetropft und bei Raum-
temperatur fir 24 Stunden geriihrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von festem Kie-
selgur beendet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt

wurde séulenchromatographisch an Kieselgel (CH2Clo/MeOH 19:1 zu 9:1 v/v) gereinigt.

C2eH34N20g
502.5640 g/mol

Ausbeute: 0.16 g (0.32 mmol, 94 %) einer farblosen viskosen Flissigkeit.
Rr -Wert: 0.21 (CH2Cl2/MeOH 9:1 v/v).

H-NMR: (600 MHz, MeOD-da): 6 [ppm] = 8.94 (d, *Jun = 2.1 Hz, 1H, 3), 8.79 (d, *Jun = 2.0

Hz, 1H, 2), 8.39 (t, “Jun = 2.1 Hz, 1H, 5), 7.52 — 7.33 (m, 2H, 9, 11), 7.28 — 7.00 (m, 2H, 10,

12), 4.82 (d, 3Jun = 7.6 Hz, 1H, 19, 4.60 (s, 2H, 7), 4.22 (t, 3Jun = 6.6 Hz, 2H, 15), 4.10 (dd,
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3Jun = 5.5, 3.3 Hz, 1H, 3°), 4.04 (dt, 3w = 4.4, 3.4 Hz, 1H, 4°), 3.88 (dd, 3Ju = 7.6, 5.5 Hz,
1H, 2, 3.81 (dd, 2Jun = 12.0 Hz, 33w = 3.6 Hz, 1H, 5%, 3.74 (dd, 2Jun = 12.0 Hz, 3w = 4.4
Hz, 1H, 5,1.84 — 1.59 (m, 2H, 16), 1.52 — 1.24 (m, 8H, 17, 18, 19, 20), 0.91 (t, 3Jun = 7.0
Hz, 3H, 21).

13C-NMR: (151 MHz, MeOD-dJ): & [ppm] = 167.4 (C-6), 155.3 (C-14), 151.9 (C-8), 150.2
(C-2), 147.9 (C-3), 138.9 (C-1), 137.7 (C-13), 135.1 (C-5), 131.8 (C-4), 129.9 (C-9, 11),
122.3 (C-10, 12), 87.4 (C-4‘), 82.1 (C-1°), 79.2 (C-2), 73.0 (C-3'), 70.0 (C-15), 63.4 (C-5),
44.0 (C-7), 32.8, 29.6, 26.7, 23.5 (C-17, 18, 19, 20), 30.0 (C-16), 14.4 (C-21).

IR: (Film) [cm™]: 3301, 2927, 2857, 1757, 1646, 1600, 1542, 1508, 1457, 1432, 1393, 1360,
1246, 1215, 1169, 1015, 917, 882, 838, 779, 763, 707, 612, 519, 416.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir C2sHssN2Os [M+H]* 503.2388, gefunden: 503.2448.

7.6.5.3 Synthese von [2-(2,3,5-Tri-hydroxy-B-D-ribofuranosyl)-nicotinséure-4-(heptan-
oyloxy)-benzylamid]-5-monophosphat 93

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.06 g (0.12 mmol, 1.0 Aquiv.) des Nucleosids 93 in
1 mL Trimethylphosphat 44 geldst. Dazu wurden bei 0 °C langsam 0.11 mL (1.2 mmol,
10 Aquiv.) Phosphorylchlorid 45 zugetropft. Nach 2 Stunden bei 0 °C konnte mittels HPLC
ein vollstandiger Umsatz beobachtet werden. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von
4 mL 1 M TEAB-Puffer beendet. Nach 30-minttigem Rihren bei 0 °C wurde die wassrige
Ldsung mit Hexan gewaschen und anschlieBend lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde mit-

tels automatisierter Saulenchromatographie an RP-C18-Kieselgel gereinigt.

1.0 x Et EDH 7 9
.U X 3 8
o 10 4
O-P-0O » )J\ 15 17 19 21
NN
S, P04 00 Y T %o
93
C2o6H34N2041P”
581.5353

Ausbeute: 0.06 g (0.08 mmol, 70 %) eines farblosen Feststoffs.

H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg): 6 [ppm] = 8.94 (d, *Jun = 2.2 Hz, 1H, 3), 8.64 (m, 1H, 5),
8.59 (d, “Jun = 1.9 Hz, 1H, 2), 7.54 — 7.34 (m, 2H, 9, 11), 7.28 — 7.05 (m, 2H, 10, 12), 4.71
(d, 33 = 7.6 Hz, 1H, 19, 4.56 — 4.34 (m, 2H, 7), 4.17 (t, 3Jun = 6.6 Hz, 2H, 15), 4.08 — 3.93
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(m, 3H, 3‘, 4‘, 5‘), 3.89 (dd, 3JHH =77, 4.8 Hz, 1H, 2‘), 3.82 (dt, 2JHH =11.2 Hz, 3JHH =4.3
Hz, 1H, 5, 3.01 (g, 3Ju = 7.2 Hz, 6H, EtsNH-CH_), 1.64 (tt, 3Ju = 6.9 Hz, 2H, 16), 1.44 —
1.22 (m, 8H, 17, 18, 19, 20), 1.14 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 9H, EtsNH-CHz), 1.00 — 0.67 (m, 3H,
21).

13C-NMR: (151 MHz, MeOD-d): & [ppm] = 151.5 (C-2), 149.9 (C-3), 132.2 (C-5), 129.3 (C-
8), 128.6 (C-7, 11), 121.7 (C-13), 120.9 (C-10, 12), 84.1 (C-3/4"), 80.4 (C-1°), 77.9 (C-2),
72.2 (C-3'/4‘), 68.4 (C-15), 64.9 (C-5'), 45.4 (C-EtsNH-CH,), 31.1, 28.2, 25.1, 22.0 (C-17,
18, 19, 20), 27.9 (C-16), 13.9 (C-21), 8.5 (C-EtsNH-CHs).

31p-NMR (202 MHz, DMSO-ds): & [ppm]: 0.73 (s).

IR: (Film) [cm™]: 3247, 3064, 2928, 2857, 2681, 2491, 1757, 1653, 1600, 1543, 1508, 1455,
1393, 1300, 1242, 1213, 1167, 1121, 1040, 918, 836, 809, 779, 745, 710, 635, 609, 500,
416.

HRMS-ESI": (m/z) berechnet fiir C26H34N2011P [M-H] 581.1906, gefunden: 581.1602.

7.6.5.4 Synthese von 5-Pyridin-3'-OMe-MASTER-NADP 88

Unter Stickstoffatmosphére wurden 0.062 mL (0.45 mmol, 16.0 Aquiv.) abs. EtsN in 1.0 mL
abs. Acetonitril geldst und auf 0 °C geklhlt. AnschlieBend wurden 0.039 mL (0.28 mmol,
20.0 Aquiv.) TFAA langsam zugetropft und 15 min. bei 0 °C gerlhrt. Das Monophosphat 93
(0.019 g, 0.028 mmol, 1.0 Aquiv.) wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril gelést und die TFAA-
Ldsung bei 0 °C zugetropft. Nach 10-minitigem Rihren bei Raumtemperatur wurden alle
flichtigen Bestandteile entfernt. Der Rickstand wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril gelést und
es wurden 0.013 mL (0.16 mmol, 6.0 Aquiv.) NMI und 0.04 mL (0.28 mmol, 10.0 Aquiv.)
abs. EtsN zugetropft und die Lésung 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. Das 3'-OMe-A-
denosinderivat 34 (0.023 g, 0.025 mmol, 0.9 Aquiv.) wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril und
0.2 mL abs. DMF geldst und zu der Reaktionslésung getropft. Die Reaktion wurde 3 Stun-
den bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieend durch die Entfernung aller fliichtigen
Bestandteile beendet. Das Rohprodukt wurde in 1 M TEAB-Puffer aufgenommen und mit-

tels automatisierter Saulenchromatographie an RP-C18-Kieselgel gereinigt.
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®
1.25 x Et;NH
S)

88
Ce5HasN7024P3"
1440.3344 g/mol

Ausbeute: 0.016 g (0.01 mmol, 40 %) eines farblosen Feststoffs.

IH-NMR: (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 9.45 (s, 1H, -NH>), 8.92 (d, 3Jun = 2.0 Hz, 1H, c),
8.59 (s, 1H, b), 8.47 (s, 1H, 2), 8.13 (s, 1H, €), 7.42 (m, 2H, i, m), 7.37 — 7.28 (m, 3H, c',
g9, 7.28 — 7.16 (m, 2H, ¢, g°), 7.12 — 7.05 (m, 4H, j, I, d', ), 7.05 — 7.01 (m, 2H, d", f'), 6.19
(d, 3Jun = 5.3 Hz, 1H, 19, 5.56 (dt, 3Jun = 8.1, 5.1 Hz, 1H, 2, 5.07 — 4.90 (m, 2H, a‘), 4.90
—4.80 (M, 2H, @), 4.74 (d, 3Jun = 6.7 Hz, 1H, 1), 4.44 (d, 3w = 5.5 Hz, 2H, g), 4.24 (dt, 3Ju
= 4.2 Hz, 1H, 4°), 4.18 (t, 3w = 4.5 Hz, 1H, 3°), 4.15 (t, 3Jun = 6.7 Hz, 2H, 0), 4.09 (m, 2H,
3, 59, 4.04 (d, 23 = 17.3 Hz, 1H, 5°, 4), 3.88 (dd, 3Ju = 6.8, 4.8 Hz, 1H, 29, 3.34 (s, 3H, -
OMe), 3.06 (g, 3Jun = 7.3 Hz, 7H, EtsN-CHy), 2.56 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 4H, i), 1.63 (p, 3Jun =
7.5 Hz, 6H, p, j), 1.43 - 1.19 (m, 20H, q, 1, s, t, k', I, m*), 1.15 (t, 33y = 7.3 Hz, 10H, EtsN-
CHs), 0.86 (dt, 2Jun = 11.5 Hz, 3w = 6.9 Hz, 9H, u, n).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 171.7 (C-h"), 153.2 (C-n), 152.8 (C-e), 150.4 (C-
b), 149.4 (C-h, k, b, &), 148.4 (C-c), 138.4 (C-2), 129.2, 129.1, 128.8 (C-i, m, ¢, @), 121.8,
121.7, 120.8 (C4, I, d', f*), 85.5 (C-1), 83.5 (C-4), 80.8 (C-4'), 80.3 (C-1°), 78.2 (C-3, 2°), 76.7
(C-2), 68.4 (C-0), 68.2 (C-a’), 65.1 (C-5, 5'), 57.7 (C-OMe), 45.5 (C- EtsN-CHy), 42.2 (C-g),
33.5 (C-i"), 31.1, 30.9, 28.2, 28.0, 25.1, 22.0, 21.9 (C-q, 1, s, t, k', I', m), 28.1, 24.3 (C-p, |"),
13.9 (C-u, n‘), 8.5 (C-EtsN-CHsa).
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31P-NMR (243 MHz, DMSO-ds): & [ppm]: -1.97 (s, P-2’), -11.29 (d, 22Jpp = 20.5 Hz, P-50), -
11.53 (d, 22Jpp = 21.0 Hz, P-5').

HRMS-ESI": (m/z) berechnet fir CesHgsNO24P3 [M-H] 1440.4864, gefunden: 1440.4837.

7.6.6 Synthese des 3'-F-MASTER-NADP-Derivats 31

7.6.6.1 Synthese von 2,3,5-Tri-O-benzyl-ribofuranosyl-1-(4-(((heptyloxy)carbonyl)-
oxy)benzyl)-benzamid 96

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.99 g (1.9 mmol, 1.0 Aquiv.) 2,3,5-Tri-O-benzyl-ribof-
uranosyl-1-benzoesaure 97 in 11 mL abs. CH:Cl: geldst. Dazu wurden 0.86 (2.3 mmol,
1.2 Aquiv.) HBTU und 0.58 mL (4.2 mmol, 2.2 Aquiv.) Triethylamin gegeben. Die Reakti-
onslosung wurde 30 min bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlieend wurden 0.85g
(2.8 mmol, 1.5 Aquiv.) 4-(Aminomethyl)phenylheptylcarbonat*hydrochlorid 57 und 0.07 g
(0.5 mmol, 0.3 Aquiv.) 4-DMAP in 10 mL abs. CH,Cl, gelost und zu der Reaktionslosung
zugetropft. Nach 25 Stunden Ruhren bei Raumtemperatur wurde die Reaktion durch die
Zugabe von wassriger gesattigter Natriumchloridlésung beendet. Die wassrige Phase
wurde dreimal mit CH2Cl, extrahiert und die vereinigten organischen Phasen Uber Natri-
umsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das

Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:1 v/v) gereinigt.

C4gHs3NOg
771.9510 g/mol

Ausbeute: 1.12 g (1.45 mmol, 77 %) eines farblosen Ols.
Ri-Wert: 0.33 (PE/EE 2:1 v/v).

H-NMR: (400 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm] = 9.07 (t, 3Jun = 6.0 Hz, 1H, -NH), 7.93 (d, 3Jun =
1.9 Hz, 1H, 6), 7.81 (dt, 33w = 7.8, 1.5 Hz, 1H, 2), 7.56 (d, 3Jun = 7.7 Hz, 1H, 4), 7.47 — 7.06
(m, 18H, 3, -OBn, 10, 14), 7.20 — 7.13 (m, 2H, 11, 13), 4.93 (d, *Jux = 6.7 Hz, 1H, 1°), 4.69
— 4.33 (m, 8H, -OBN-CHy, 8), 4.27 (dt, 3Jun = 4.1 Hz, 1H, 4), 4.18 (t, 3Jun = 6.6 Hz, 2H, 16),
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4.13 —4.04 (m, 1H, 3°), 3.92 (dd, 3Jun = 6.8, 4.9 Hz, 1H, 2°), 3.74 — 3.55 (m, 2H, 5), 1.65 (p,
3Jun = 6.6 Hz, 2H, 17), 1.44 — 1.20 (m, 8H, 18, 19, 20, 21), 0.93 — 0.77 (m, 3H, 22).

13C-NMR: (101 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 166.1 (C-7), 153.1 (C-15), 149.5 (C-1), 138.3,
138.2, (C4-OBn), 137.9 (C-12), 129.0 (C-4), 128.4 (C-10, 14), 128.3, 128.2, 128.1, 127.8,
127.5, 127.4, 127.3 (C-OBn), 126.5 (C-2), 125.4 (C-6), 121.1 (C-11, 13), 83.4 (C-2), 81.5
(C-19), 81.3 (C-4"), 77.3 (C-3"), 72.4, 71.2, 71.0 (C-OBn-CHy), 70.3 (C-5), 68.5 (C-16), 42.1
(C-8), 31.1, 28.2, 25.1, 22.0 (C-18, 19, 20, 21), 28.0 (C-17), 13.9 (C-22).

IR: (Film) [cm™]: 3327, 3063, 3030, 2925, 2857, 1757, 1644, 1606, 1586, 1530, 1508, 1481,
1453, 1390,1357, 1245, 1214, 1168, 1125, 1076, 1053, 1026, 1016, 958, 910, 816, 779,
733, 695, 608, 535, 499.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir CagHs4NOg [M+H]* 772.3844, gefunden: 772.3821.

7.6.6.2 Synthese von (1-(4-(((Heptyloxy)carbonyl)oxy)benzyl)benzamid)-ribofurano-
syl 101

Unter Stickstoffatmosphéare wurden 0.45 g (0.58 mmol, 1.0 Aquiv.) die maskierte Verbin-
dung 96 in 15 mL CHCl, gel6st und auf -78 °C gekihlt. Dazu wurden 2.03 mL (2.03 mmol,
3.50 Aquiv., 1 M in CHCl,) Bortrichlorid-Lésung getropft und die Reaktionslésung 4 Stun-
den bei -78 °C geruhrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde eine wassrige gesattigte Nat-
riumhydrogencarbonatlésung zugegeben und die wassrige Phase dreimal mit CH2Cl, ex-
trahiert. Die vereinigte organische Phase wurde tber Natriumsulfat getrocknet und das L6-
sungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromato-

graphisch an Kieselgel (CH2Cl2/MeOH 9:1 v/v) gereinigt.

Anmerkung: Das gewiinschte Produkt 95 konnte nicht erhalten werden. Es wurde durch
die Reaktion ein Teil der ACB-Maske abgespalten und das N-((4-Hydroxyphenyl)methyl)-

3-B-D-ribofuranosylbenzamid 101 isoliert.

C19H21NOg
359.3780 g/mol
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Ausbeute: 0.093 g (0.259 mmol, 45 %) eines farblosen Ols.
Ri-Wert: 0.33 (CH2Clx/MeOH 9:1 v/v).

H-NMR: (500 MHz, DMSO-de): 6 [ppm] = 9.29 (s, 1H, 9-OH), 8.92 (t, *Jun = 6.0 Hz, 1H, -
NH), 7.86 (d, *Jun = 1.9 Hz, 1H, 2), 7.77 (dt, *Juw = 7.7, 1.5 Hz, 1H, 7), 7.56 (dt, *Jun = 7.7,
1.5 Hz, 1H, 6), 7.41 (t, 3Jun = 7.7 Hz, 1H, 5), 7.22 — 6.97 (m, 2H, 10, 14), 6.83 — 6.54 (m,
2H, 11, 13), 5.04 (d, 3Jun = 6.8 Hz, 1H, 2"-OH), 4.94 (d, 3Jun = 4.7 Hz, 1H, 3'-OH), 4.83 {t,
3Jun = 5.6 Hz, 1H, 5°-OH), 4.60 (d, 3Jun = 7.1 Hz, 1H, 1°), 4.36 (d, 3Jun = 5.9 Hz, 2H, 8), 3.90
(dd, 3Jun = 4.3 Hz, 1H, 3), 3.83 (dt, 3Jun = 4.4 Hz, 1H, 4°), 3.71 (dd, 3Jun = 6.3 Hz, 1H, 2°),
3.57 (dd, 2Jun = 11.7 Hz, 3Jun = 6.3, 5.6 Hz, 2H, 5°).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 166.8 (C-7), 156.4 (C-9), 141.6 (C-1), 134.3 (C-
3), 129.9 (C-10, 14), 129.0 (C-6), 128.6 (C-10, 14), 128.0 (C-5), 126.2 (C-4), 125.3 (C-2),
115.0 (C-11, 13), 85.3 (C-4°), 82.8 (C-1), 77.5 (C-2), 71.4 (C-3), 62.1 (C-5), 42.2 (C-8).

IR: (Film) [cm™]: 3262, 2923, 254, 2126, 1638, 1614, 1585, 1541, 1515, 1482, 1448, 1308,

1268, 1234, 1171, 1106, 1046, 1021, 996, 883, 821, 759, 699, 613, 577, 495, 426.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir C19H22NOg [M+H]* 360.1353, gefunden: 360.1353.

Alternativ Route lUber die TBDMS-Schutzgruppen

7.6.6.3 Synthese von 3-B-D-Ribofuranosylbenzoeséaure 102

Es wurden 0.65 g (1.1 mmol, 1.00 Aquiv.) 2,3,5-Tri-O-benzyl-ribofuranosyl-1-(2-(3-bromo-
phenyl)-4,4-dimethyl-4,5-dihydrooxazol) 98 in 5 mL 5 M HCI geldst und 16 Stunden zum
Sieden erhitzt. AnschlieBend wurde die Reaktionslésung auf Raumtemperatur abgekuhlt
und festes Kaliumcarbonat zugegeben. Die wassrige Phase wurde mit CH,Cl, gewaschen
und anschlieRend mit 2 M HCI neutralisiert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt und das Rohprodukt mittels automatisierter Saulenchromatographie an RP-

C18-Kieselgel gereinigt.
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Y
OH OH
102
C12H1406
254.2380 g/mol

Ausbeute: 0.18 g (0.70 mmol, 62 %) eines farblosen Ols.

IH-NMR: (400 MHz, MeOD-da): & [ppm] = 8.04 (t, 3Ji = 1.8 Hz, 1H, 6), 7.87 (dt, 3Jun = 7.7,
1.5 Hz, 1H, 4), 7.48 (dt, 3Jun = 7.6, 1.7 Hz, 1H, 2), 7.33 (t, 3Jun = 7.6 Hz, 1H, 3), 4.76 (d,
3Jun = 6.7 Hz, 1H, 1°), 4.05 (dd, 3Jun = 5.6, 4.1 Hz, 1H, 3°), 3.99 (dt, 3Jun = 4.9, 3.7 Hz, 1H,
4, 3.90 (dd, 3Jun = 6.7, 5.5 Hz, 1H, 2°), 3.82 (dd, 2Ju = 12.1 Hz, 3Jun = 3.6 Hz, 1H, 5), 3.74
(dd, 23 = 12.1 Hz, 3Jun = 5.0 Hz, 1H, 5).

13C-NMR: (101 MHz, MeOD-d): & [ppm] = 175.4 (C-7), 141.5 (C-1), 139.3 (C-5), 129.7 (C-
2), 129.4 (C-4), 128.6 (C-3), 128.0 (C-6), 86.4 (C-4‘), 85.5 (C-1°), 79.3 (C-2°), 73.1 (C-3),
63.8 (C-5).

IR: (Film) [cm™]: 3230, 2922, 1608, 1594, 1555, 1437, 1379, 1214, 1111, 1022, 824, 768,
690, 663, 613, 566, 528.

MS-ESI: (m/z) berechnet flr C12H1306 [M-H] 253.0718, gefunden: 253.0675.

7.6.6.4 Synthese von (2,3,5-Tri-O-[tertbutyldimethylsilyl]-B-D-ribofuranosyl)-3-ben-

zoesaure 103

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.44 g (1.7 mmol, 1.0 Aquiv.) 3-B-D-Ribofuranosylben-
zoesaure 102 in 15 mL abs. DMF gelést. Dazu wurden 2.07 g (13.8 mmol, 8.00 Aquiv.)
TBDMS-Cl und 0.94 g (14 mmol, 8.0 Aquiv.) Imidazol gegeben und die Reaktionslésung 48
Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wurde das Ldsungsmittel unter ver-
mindertem Druck entfernt und das Rohprodukt s&ulenchromatographisch an Kieselgel
(PE/EE 5:1 v/v) gereinigt.
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A\ mT
TBDMSO O. /8
Si 10
/ ﬂ<
103

C30H5606Si3
597.0270 g/mol

Ausbeute: 0.44 g (0.73 mmol, 43 %) eines farblosen Wachses.
R: -Wert: 0.65 (PE/EE 4:1 v/v + 1 vol% Essigsaure).

IH-NMR: (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 8.15 (t, *Jun = 1.8 Hz, 1H, 6), 8.03 (dt, 3Jum = 7.8,
1.5 Hz, 1H, 4), 7.72 (dt, 3Jun = 7.8, 1.5 Hz, 1H, 2), 7.42 (t, 3Jm = 7.7 Hz, 1H, 3), 4.84 (d,
3Ju = 8.3 Hz, 1H, 1°), 4.14 (dd, 3Jun = 4.4, 1.3 Hz, 1H, 3°), 4.11 — 4.01 (m, 1H, 4°), 3.87 (dd,
3 = 8.3, 4.4 Hz, 1H, 2'), 3.85 — 3.78 (m, 2H, 5'), 0.94 (d, 3Jun = 3.2 Hz, 18H, 10), 0.79 (s,
9H, 10), 0.35 — -0.02 (m, 12H, 8), -0.14 (s, 3H, 8), -0.51 (s, 3H, 8).

13C-NMR: (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 172.6 (C-7), 141.5 (C-1), 132.5 (C-2), 129.8 (C-4),
129.2 (C-5), 128.9 (C-3), 128.4 (C-6), 86.8 (C-4), 82.2 (C-1°), 79.7 (C-2*), 74.3 (C-3‘), 63.9
(C-5'), 26.1, 26.0, 25.9 (C-10), 18.5, 18.2, 18.1 (C-9), -4.2, -4.3, -4.4, -5.3, -5.4 (C-8).

IR: (Film) [cm™]: 3673, 2952, 2928, 2900, 2856, 1691, 1610, 1590, 1471, 1461, , 1409,
1389, 1361, 1289, 1252, 1223, 1212, 1150, 1107, 1052, 1005, 964, 938, 926, 876, 831,
773, 707, 681, 668, 638, 613, 597, 555, 498.

MS-ESI: (m/z) berechnet flr CsoHs506Sis [M-H] 595.3312, gefunden: 595.3133.

7.6.6.5 Synthese von (2,3,5-Tri-O-[tertbutyldimethylsilyl]-B-D-ribofuranosyl)-3-benz-
amid-4-(((heptanoyloxy)carboyl)oxy)benzyl 104

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.44 g (0.73 mmol, 1.0 Aquiv.) die TBDMS-geschiitzte
Verbindung 103 in 5 mL CH,Cl, gelost. Es wurden 0.33 g (0.88 mmol, 1.2 Aquiv.) HBTU
und 0.23 mL (1.6 mmol, 2.2 Aquiv.) abs. EtsN zugegeben und die Reaktionslésung 40 min
bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieBend wurde 0.33 g (1.1 mmol, 1.5 Aquiv.) 4-(Amino-
methyl)phenylheptylcarbonat-hydrochlorid 57 und 0.072 g (0.59 mmol, 0.30 Aquiv.) 4-
DMAP, gel6st in 5 mL abs. CH2Cl», zugegeben und die Reaktionslésung 24 Stunden bei

Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von wassriger geséttigter
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Natriumchloridldsung beendet und die wassrige Phase dreimal mit CH2Cl, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungs-
mittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch

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

(0]
8 10
N 0
H 16 18 20 22
13 17 19 21
3T 2 23
TBDMSO O\S/
104
C45H77NOgSi5

844.3650 g/mol

Ausbeute: 0.22 g (0.25 mmol, 35 %) einer farblosen Flissigkeit.
R -Wert: 0.45 (PE/EE 3:1 v/v).

IH-NMR: (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 7.75 (dt, 3Jun = 7.7, 1.5 Hz, 1H, 2), 7.72 (d, 33 =
1.8 Hz, 1H, 6), 7.62 (dt, 3Ju+ = 7.8, 1.5 Hz, 1H, 4), 7.40 (t, 3w = 7.7 Hz, 1H, 3), 7.38 — 7.34
(m, 2H, 10, 14), 7.19 — 7.14 (m, 2H, 11, 13), 4.81 (d, 3Jun = 8.3 Hz, 1H, 1), 4.64 (dd, 2Jpy =
14.8, 3Jun = 5.7 Hz, 2H, 8), 4.24 (td, 3Jun = 6.7, 0.9 Hz, 3H, 16), 4.16 — 4.06 (m, 2H, 3°), 4.04
(tt, 2Jun = 3.4, 1.6 Hz, 1H, 4°), 3.81 (dd, 3Jun = 8.3, 4.4 Hz, 1H, 2°), 3.78 (d, 3Jum = 3.5 Hz,
2H, 5%, 1.92 — 1.68 (M, 2H, 17), 1.59 (td, 2 = 14.0 Hz, 33 = 4.4 Hz, 2H, 18), 1.52 — 1.19
(m, 8H, 19, 20, 21), 1.13 — 0.84 (m, 21H, 22, 25), 0.77 (s, 9H, 25), 0.10 (dd, I = 3.4, 1.8
Hz, 12H, 23), -0.14 (s, 3H, 23), -0.52 (s, 3H, 23).

13C-NMR: (126 MHz, CDCls): & [ppm] = 167.4 (C-7), 153.8 (C-15), 150.7 (C-12), 141.4 (C-
1), 136.2 (C-9), 134.1 (C-5), 130.2 (C-4), 129.3 (C-3), 128.7 (C-10, 14), 127.0 (C-2), 125.0
(C-6), 121.6 (C-11, 13), 86.7 (C-4‘), 82.2 (C-1°), 79.7 (C-2), 74.3 (C-3'), 69.2 (C-16), 63.9
(C-5'), 43.6 (C-8), 31.8, 29.8, 28.7, 22.7 (C-18, 19, 20, 21), 29.0 (C-17), 26.1, 26.0, 25.9 (C-
25), 18.2, 18.1, 17.8 (C-24), -4.2, -4.3, -4.4, -5.3, -5.4, -5.7 (C-23).

IR: (Film) [cm™]: 3325, 2952, 2928, 2895, 2856, 1724, 1642, 1614, 1586, 1516, 1471, 1462,
1372, 1360, 1250, 1151, 1106, 1078, 1044, 1005, 965, 939, 872, 831, 773, 685, 670, 608,
576, 494.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir CssH7zsNOgSis [M+H]* 844.5030, gefunden: 844.5059.
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7.6.6.6 Synthese von 2-(2,3,5-Tri-hydroxy-B-D-ribofuranosyl)-benzoeséaure-4-(heptan-
oyloxy)-benzylamid 104

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.22 g (0.25 mmol, 1.00 Aquiv.) der maskierten Verbin-
dung 104 in 5 mL CHCl, gelést und langsam 0.56 mL (4.6 mmol, 18 Aquiv., 37 %) TREAT-
HF getropft. Die Reaktionslosung wurde 24 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Nach
Beendigung der Reaktion wurde festes Kieselgur zur Reaktionslésung gegeben und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromato-

graphisch an Kieselgel (CH2Clz/MeOH 19:1 v/v) gereinigt.

O
8 10
NT X o
H 16 18 20 22
HO 5 2 U U
i " 120)15]\0 17 19 21
37 2
OH OH 97
Cy7H35NOg

501.5760 g/mol

Ausbeute: 0.12 g (0.24 mmol, 96 %) einer farblosen Flissigkeit.
R: -Wert: 0.25 (CH2Clx/MeOH v/v).

'H-NMR: (400 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 7.84 (d, %Jun = 1.9 Hz, 1H, 6), 7.63 (dt, 3Jun = 7.9,
1.4 Hz, 1H, 4), 7.48 (d, 3Ju = 7.7 Hz, 1H, 2), 7.34 (t, 3Jum = 7.7 Hz, 1H, 3), 7.31 — 7.27 (m,
2H, 10, 14), 7.18 — 7.00 (m, 2H, 11, 13), 4.70 (d, 3Jun = 6.6 Hz, 1H, 1°), 4.53 (d, 3Ju = 5.8
Hz, 2H, 8), 4.22 (t, 3Jus = 6.7 Hz, 2H, 16), 4.03 (t, *Jux = 5.1 Hz, 1H, 3), 3.96 (dt, *Juu =
3.9 Hz, 1H, 4°), 3.80 (dd, 2Jun = 12.0 Hz, 3Ju = 3.0 Hz, 2H, 2", 5°), 3.67 (dd, 2Jun = 12.1 Hz,
3 = 4.1 Hz, 1H, 5%, 1.73 (dt, 2Ju = 14.9 Hz, 3Jun = 5.9 Hz, 2H, 17), 1.55 — 1.14 (m, 8H,
18, 19, 20, 21), 1.05 — 0.56 (m, 3H, 22).

13C-NMR: (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 168.0 (C-7), 154.2 (C-15), 150.6 (C-12), 140.8 (C-
5), 136.3 (C-9), 129.7 (C-2), 129.2 (C-10, 14), 128.8 (C-3), 126.6 (C-4), 124.8 (C-6), 121.5
(C-11, 13), 84.9 (C-4‘), 83.8 (C-19), 77.6 (C-2'), 71.6 (C-3'), 69.4 (C-16), 62.7 (C-5'), 43.6
(C-8), 31.8, 29.0, 25.8, 22.7 (C-18, 19, 20, 21), 28.7 (C-17), 14.2 (C-22).

IR: (Film) [cm™]: 3389, 3064, 2927, 2857, 1757, 1638, 1606, 1584, 1538, 1508, 1467, 1432,
1392, 1360, 1246, 1214, 1170, 1049, 1016, 838, 816, 779, 750, 697, 610, 520.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir C2;H3sNOg [M+H]*502.2435, gefunden: 502.2434.

174



Experimenteller Tell

7.6.6.7 Synthese von [2-(2,3,5-Tri-hydroxy-B-D-ribofuranosyl)-benzoeséaure-4-(hep-
tanoyloxy)-benzylamid]-5-monophosphat 94

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.12 g (0.24 mmol, 1.0 Aquiv.) des Nucleosids 94 in
2.2 mL TMP 44 geldst und auf 0 °C gekdhlt. Anschlie3end wurden 0.121 mL (1.45 mmol,
6.00 Aquiv.) Phosphorylchlorid 45 langsam zugetropft und die Reaktionslosung 3.5 Stun-
den bei 0 °C geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurden 5 mL einer 1 M TEAB-Puffer-
[6sung zugegeben und fir 20 min bei Raumtemperatur gertihrt. Die Losung wurde dreimal
mit Hexan gewaschen und die wassrige Phase lyophilisiert. Das Rohprodukt wurde mittels

automatisierter Saulenchromatographie an RP-18-Kieselgel gereinigt.

® 8 10
0.98 x Et3NH 0 N 9 1 0
e u
0=P-052 " 14773 0)115\0/16\/18\/20\/22
OH 13 17 19 21
114
Co7H35NO¢4P”

580.5473 g/mol

Ausbeute: 0.073 g (0.11 mmol, 44 %) eines farblosen Feststoffs.

H-NMR: (600 MHz, MeOD-d.): 6 [ppm] = 8.05 (t, *Jus = 1.8 Hz, 1H, 6), 7.79 (ddd, 3Jun =
7.8, 1.9 Hz, “Jun = 1.2 Hz, 1H, 4), 7.70 — 7.59 (m, 1H, 2), 7.53 — 7.40 (m, 3H, 3, 10, 14),
7.19 — 7.08 (m, 2H, 11, 13), 4.77 (d, 3Jun = 7.4 Hz, 1H, 1°), 4.59 (d, 3Jun = 2.5 Hz, 2H, 8),
4.27 — 4.18 (m, 3H, 3', 16), 4.17 — 4.05 (m, 3H, 4, 5°), 4.00 (dd, 3Ju = 7.4, 5.3 Hz, 1H, 29),
3.27 =3.01 (m, 7H, EtsN-CHy), 1.71 (tt, 3Jun = 8.2, 6.6 Hz, 2H, 17), 1.55 — 1.16 (m, 18H, 18,
19, 20, 21, EtsN-CHs), 1.14 — 0.79 (m, 3H, 22).

13C-NMR: (151 MHz, MeOD-dJ): & [ppm] = 168.7 (C-7), 155.3 (C-15), 152.2 (C-12), 142.8
(C-1), 138.4 (C-9), 135.5 (C-5), 131.0 (C-2), 129.9 (C-10, 14), 129.4 (C-3), 127.9 (C-4),
125.9 (C-6), 122.1 (C-11, 13), 85.5 (C-4‘), 84.7 (C-1°), 79.3 (C-2'), 73.5 (C-3'), 69.9 (C-16),
66.7 (C-5), 47.8 (C-EtsN-CHy), 44.0 (C-8), 32.9, 30.0, 26.8, 23.6 (C-18, 19, 20, 21), 29.7
(C-17), 14.4 (C-22), 9.2 (C-EtsN-CHba).

31P-NMR (243 MHz, MeOD-d.): & [ppm]: -0.97.
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IR: (Film) [cm™]: 3271, 3065, 2927, 2857, 2493, 1757, 1639, 1606, 1585, 1537, 1508, 1466,
1392, 1245, 1214, 1166, 1039, 1017, 921, 815, 780, 746, 699, 607, 501.

HRMS-ESI": (m/z) berechnet fiir C27H3sNOg [M-H] 580.1955, gefunden: 580.1951.

7.6.6.8 Synthese von 3'-F-MASTER-NADP 31

Unter Stickstoffatmosphéare wurden 0.048 mL (0.34 mmol, 16.0 Aquiv.) abs. EtsN in 1.0 mL
abs. Acetonitril geldst und auf 0 °C gekihlt. AnschlieBend wurden 0.031 mL (0.22 mmol,
10 Aquiv.) TFAA langsam zugetropft und 15 min. bei 0 °C geriihrt. Das Monophosphat 94
(0.015 g, 0.022 mmol, 1.0 Aquiv.) wurden in 1.0 mL abs. Acetonitril gelost und die TFAA-
Ldsung bei 0 °C zugetropft. Nach 15 min Rihren bei Raumtemperatur wurden alle fllichti-
gen Bestandteile entfernt. Der Rickstand wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril gelést und es
wurden 0.011 mL (0.14 mmol, 6.0 Aquiv.) NMI und 0.016 mL (0.13 mmol, 6.0 Aquiv.) abs.
EtsN zugetropft und die Lésung 15 min bei Raumtemperatur gerihrt. Das 3’-F-Adenosinde-
rivat 105 (0.017 g, 0.018 mmol, 0.8 Aquiv.) wurde in 1.0 mL abs. Acetonitril und 0.2 mL abs.
DMF gel6st und zu der Reaktionsldsung getropft. Die Reaktion wurde 5.5 Stunden bei
Raumtemperatur gertihrt und anschlieRend durch die Entfernung aller fliichtigen Bestand-
teile beendet. Das Rohprodukt wurde in 1 M TEAB-Puffer aufgenommen und mittels auto-

matisierter Sdulenchromatographie an RP-18-Kieselgel gereinigt.
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1.4 x Et;NH

31
Ces5HgaFNgO23P3”
1427.3108 g/mol

Ausbeute: 12.3 mg (0.00862 mmol, 39 %) eines farblosen Feststoffs.

H-NMR: (600 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.56 (s, 1H, 2), 8.14 (s, 1H, 8“), 8.06 (s, 1H, f),
7.77 (d, 3Jun = 7.7 Hz, 1H, d), 7.48 (d, 3Jun = 7.7 Hz, 1H, b), 7.38 (td, *Jus = 10.8, 9.2, 5.5
Hz, 3H, ¢, j, n), 7.27 (d, 3Jun = 8.5 Hz, 2H, ¢', ¢'), 7.18 — 7.09 (m, 4H, k, m, ¢, g*), 7.09 —
7.03 (m, 2H, d, ), 7.03 — 6.98 (m, 2H, d', f*), 6.24 (d, 3Jun = 7.7 Hz, 1H, 1), 4.94 (dd, 3Juu
= 11.9 Hz, 8.0 Hz, 1H, 4°), 4.91 — 4.84 (m, 1H, 2°), 4.77 (t, *Jun = 8.0 Hz, 2H, h), 4.66 (d,
3Jun = 6.4 Hz, 1H, 1), 4.44 (m, 2H, a'), 4.16 (t, *Jun = 6.7 Hz, 2H, p), 4.11 (d, 3Jun = 5.3 Hz,
4H, 5, 5%, 4.05 (t, 3Jun = 4.4 Hz, 1H, 4), 4.03 — 3.95 (m, 1H, 3), 3.80 (m, 1H, 2), 3.09 (d, 3Jun
= 7.3 Hz, 11H, EtsN-CHy), 2.56 (t, 3Jun = 7.4 Hz, 2H, i), 1.62 (p, %Jun = 7.6 Hz, 6H, q, j'),
1.41-1.20 (m, 20H, r, s, t, u, k', I, m’, n‘), 1.17 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 14H, EtzN-CHjs), 0.96 —
0.67 (m, 9H, v, n‘).

3IP-NMR (243 MHz, DMSO-de): & [ppm]: -2.27 (s, P-2'), -11.21 (d, 22Jpp = 19.2 Hz, P-5'a),
-11.96 (d, 22Jpp = 21.1 Hz, P-5'B).

19F-NMR (565 MHz, DMSO-de): & [ppm]: -198.1.
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IR: (Film) [cm™]: 3154, 3064, 2929, 2859, 2508, 2322, 2222, 2208, 2193, 2162, 2139, 1755,
1692, 1648, 1606, 1538, 1508, 1467, 1422, 1378, 1242, 1215, 1200, 1167, 1104, 1065,
1039, 1011, 936, 814, 712, 627, 552, 499, 471.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet flr CesHgsFNeO23P3 [M+H]*1429.4857, gefunden: 1429.4849.

7.6.7 Synthese des carbocyclischen NAADP-Derivats 106

7.6.7.1 Synthese von tert-Butyl-(1R,4S)-3-0x0-2-azabicyclo[2.2.1.]hept-5-ene-2-car-
boxylat 112

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 2.0 g (18.3 mmol, 1.0 Aquiv.) 2-Azabicyclo-[2.2.1]hept-
5-en-3-on 113 in 10 mL abs. THF geldst und 0.67 g (5.5 mmol, 0.3 Aquiv.) 4-DMAP zuge-
geben. AnschlieRend wurden langsam 4.4 g (20 mmol, 1.1 Aquiv.) Di-tert-butyldicarbonat
zugetropft und die Reaktionslésung 3 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendi-
gung der Reaktion wurden alle flichtigen Bestandteile unter vermindertem Vakuum entfernt
und der Ruckstand in Ethylacetat geldst. Die organische Phase wurde mit Wasser und
wassriger gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet.
Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt ohne weitere

Reinigung fur die nachste Reaktion verwendet.
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112
C41H15NO3

209.2450 g/mol

Ausbeute: 3.80 g (18.2 mmol, 99 %) eines rosa Feststoffs.
R-Wert: 0.62 (PE/EE 1:1 v/v).

H-NMR: H-NMR: (500 MHz, DMSO-dg): 6 [ppm] = 6.97 (m, 1H, 3), 6.74 (m, 1H, 2), 4.89
(dt, 33w = 2.0 Hz, 1H, 4), 3.22 (m, 1H, 1), 2.28 (dd, 2Jun = 8.7 Hz, 3Juw = 1.7 Hz, 1H, 5),
2.05 (dd, 23w = 8.6 Hz, 3Jun = 1.6 Hz, 1H, 57, 1.41 (s, 9H, 9).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 175.5 (C-6), 149.8 (C-7), 140.4 (C-3), 138.2 (C-
2), 81.66 (C-8), 62.2 (C-4), 54.4 (C-5), 53.9 (C-1), 27.7 (C-9).
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IR: (Film) [cm™]: 2975, 1750, 1703, 1457, 1393, 1222, 994, 855, 763, 705.
HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir C1:H1sNOsNa [M+Na]* 232.0944, gefunden: 232.0992.

7.6.7.2 Synthese von tert-Butyl-(1R, 4S, 5R, 6S)-5, 6-dihydroxy-3-oxo-2-azabi-cyclo-
[2.2.1]heptene-2-carboxylat 111

Es wurden 3.7 g (18 mmol, 1.0 Aquiv.) der Verbindung 112 in 15 mL frisch destilliertem
Aceton und 15 mL tert-Butanol gelost und 3.6 g (31 mmol, 1.8 Aquiv.) N-Methylmorpholin-
N-oxid zugegeben. Die Reaktionslésung wurde auf 0 °C gekuhlt und 2.0 mL (0.31 mmol,
4 % in Wasser) Osmium(VI1ll)-oxid langsam zugetropft. Die Reaktionslésung wurde 2 Stun-
den bei 0 °C geruhrt und die Reaktion anschlieRend durch die Zugabe einer wéssrigen ge-
sattigten Natriumdisulfitiésung beendet. Die wéassrige Losung wurde finfmal mit CH.Cl, ex-
trahiert und die vereinigten organischen Phasen tber Natriumsulfat getrocknet. Das Roh-

produkt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:3 v/v) gereinigt.
o) 9
>7Lo>8<

@)

6
Es N
4 1

3 2

OH OH

111

C41H47NOs
243.2590 g/mol

Ausbeute: 3.74 g (15.4 mmol, 87 %) eines farblosen Feststoffs.
Ri-Wert: 0.23 (PE/EE 1:4 viv).

IH-NMR: (600 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 5.23 (d, 3Ju = 5.4 Hz, 1H, 2-OH), 5.16 (d, 3Jux
= 5.7 Hz, 1H, 3-OH), 4.16 — 4.03 (m, 1H, 4), 3.95 (dd, 3Jun = 6.1, 5.7, 1.6 Hz, 1H, 3), 3.86
(tt, 3Jnn = 5.9, 1.4 Hz, 1H, 2), 2.50 (m, 1H, 1), 1.96 (dd, 2Jun = 10.5 Hz, 3Ju = 1.5 Hz, 1H,
5), 1.86 (dd, 2Jun = 10.4 Hz, 2Jpw = 1.8 Hz, 1H, 59, 1.43 (s, 9H).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 172.1 (C-6), 148.7 (C-7), 81.9 (C-8), 70.1 (C-2),
67.7 (C-3), 61.9 (C-4), 53.4 (C-1), 31.3 (C-5), 27.7 (C-9).

IR: (Film) [cmY]: 3408, 2979, 2933, 1777, 1715, 1368, 1255, 1144, 946, 776.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fur C1:H17NOsNa [M+Na]* 266.0999, gefunden: 266.0955.
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7.6.7.3 Synthese von tert-Butyl-(3S,4R,7S,7R)-2,2-dimethyl-6-oxotetrahydro-4,7-
meth-ano[1,3]dioxolo[4,5-c]pyridine-5(4H)-carboxylat 110

Unter Stickstoffatmosphare wurden 3.94 g (16.2 mmol, 1.00 Aquiv.) des geschiitzten dihyd-
roxylierten (-)-Vince-Lactams 111 und 2.19 mL (17.8 mmol, 1.10 Aquiv.) DMP in abs. Ace-
ton geldst. Im Anschluss wurden 0.308 g (1.62 mmol, 0.100 Aquiv.) p-TsOH-H,O zugege-
ben. Die Reaktionsldsung wurde fir 2 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Nach Beendi-
gung der Reaktion wurde festes Natriumhydrogencarbonat zugegeben. Die Lésung wurde
filtriert und das Losungsmittel des erhaltenen Filtrats wurde unter vermindertem Druck ent-
fernt. Der gelbe Rickstand wurde in Ethylacetat geldst und einmal mit gesattigter Natrium-
hydrogencarbonatlésung, zweimal mit Wasser und anschlieRend mit gesattigter Natrium-
chloridlésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet. Das

Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt konnte ohne weitere
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Reinigung weiterverwendet werden.

110
C14H21NOs5
283.3240 g/mol

Ausbeute: 4.02 g (14.0 mmol, 87 %) eines beigen Feststoffs.

Ri-Wert: 0.53 (PE/EE 1:2 v/v).

'H-NMR: (400 MHz, CDClz): 6 [ppm] = 4.57 (dt, 3Jun = 5.5, 1.3 Hz, 1H, 2), 4.48 (dt, 3Jun =
5.4, 1.4 Hz, 1H, 3), 4.31 (dt, 3Juy = 1.6 Hz, 1H, 4), 2.76 (dt, 3Jun = 2.3, 1.3 Hz, 1H, 1), 2.00
(dd, 2Jun = 10.7 Hz, 33w = 1.7 Hz, 1H, 5), 1.91 (dd, 2Jun = 10.7 Hz, 3Jun = 1.4 Hz, 1H, 5),
1.44 (s, 9H, 9), 1.38 (d, 3Ju = 7.2 Hz, 3H, 11), 1.29 (s, 3H, 11).

13C-NMR: (101 MHz, CDCls): & [ppm] = 171.1 (C-6), 148.5 (C-7), 112.9 (C-10), 82.2 (C-8),
79-2 (C-3), 77.0 (C-2), 59.5 (C-4), 50.1 (C-1), 30.8 (C-5), 27.5 (C-9), 25.3, 24.3 (C-11).

IR: (Film) [cm™]: 2981, 2943, 1764, 1729, 1350, 1145, 1127, 1065, 992, 837, 621, 518.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fir C14H2:NOsNa [M+Na]* 306.1312, gefunden: 306.1292.
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7.6.7.4 Synthese von tert-Butyl-((3S,4R,6R,6R)-6-(hydroxymethyl)-2,2-dimethyl-tetra-
hydro-4H-cyclopenta[d][1,3]dioxol-4-yl)carbamat 109

Es wurden 0.28 g (1.0 mmol, 1.00 Aquiv.) des dihydroxylierten geschutzten (-)-Vince-
Lactams 110 unter Stickstoffatmosphére in 2 mL trockenem Methanol gel6st und auf 0 °C
gekiihlt. AnschlieRend wurden 0.08 g (2.2 mmol, 2.20 Aquiv.) NaBH, portionsweise zuge-
geben. Die Reaktionslésung wurde tGber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieRend
wurden weitere 20 mg (0.5 mmol, 0.270 Aquiv.) NaBHs zugegeben. Nach 24 Stunden
wurde der pH-Wert, durch die Zugabe von 5 mL 1 M HCI auf 6 eingestellt, und so die Re-
aktion beendet. Die wassrige Phase wurde fiinfmal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinig-
ten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde zweimal sdulenchroma-
tographisch an Kieselgel (I. PE/EE 1:2 v/v, Il. PE/EE 2:1 v/v) gereinigt.
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109
C14H25NO5
287.3560 g/mol

Ausbeute: 0.23 g (0.81 mmol, 81 %) eines farblosen Feststoffs.
Ri-Wert: 0.42 (PE/EE 1:2 v/v).

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 6.92 (d, 33w = 7.7 Hz, 1H, -NH), 4.77 (t, 33w =
5.0 Hz, 1H, -OH), 4.33 (dd, Jun = 6.7, 3.6 Hz, 1H, 3), 4.26 (dd, Jux = 6.8, 4.0 Hz, 1H, 2),
3.70 (m, 1H, 1), 3.38 (dt, 3Jun = 5.0 Hz, 2H, 6), 2.21 — 1.86 (M, 3H, 4, 5), 1.37 (d, 3Jun = 3.9
Hz, 12H, 9, 11), 1.19 (s, 3H, 11).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 154.9 (C-7), 110.7 (C-10), 84.9 (C-2), 81.4 (C-
3), 77.7 (C-8), 62.2 (C-6), 56.5 (C-1), 46.3 (C-4), 33.4 (C- 5), 28.2 , 27.3 (C-9, 11), 24.6 (C-
11).

IR: (Film) [cm™]: 3497, 3347, 3267, 2981, 2926, 1676, 1538, 1163, 1023, 862.
HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiur C14H2sNOsNa [M+Na]* 310.1625, gefunden: 310.1609.
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114
C15H25NOg
315.3660 g/mol

Nebenprodukt: 0.04 g (0.13 mmol, 13 %) eines farblosen Feststoffs.
R: -Wert: 0.70 (PE/EE 2:1 v/v).

IH-NMR: (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 6.91 (d, 3Jun = 7.6 Hz, 1H, -NH), 4.71 (dd, 33 =
6.8, 4.8 Hz, 1H, 3), 4.36 (dd, 3Ju = 6.8, 3.8 Hz, 1H, 2), 3.75 (s, 1H, 1), 3.62 (s, 3H, 7), 2.80
(ddd, 33w = 9.3, 7.5, 4.7 Hz, 1H, 4), 2.17 (dt, 2Jps = 13.6, 3Jun = 7.1 Hz, 1H, 5), 1.86 (dft,
2Jun = 13.0 Hz, 33w = 8.9 Hz, 1H, 5), 1.38 (m, 12H, 9, 11), 1.20 (s, 3H, 11).

13C-NMR: (101 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 173.4 (C-6), 154.8 (C-7), 111.7 (C-10), 84.3 (C-
3), 81.3 (C-2), 78.0 (C-8), 56.3 (C-1), 51.8 (C-7), 48.4 (C-4), 33.3 (C-5), 28.2 (C-11), 27.1
(C-9), 24.8 (C-11).

IR: (Film) [cm™]: 3375, 2977, 2931, 1709, 1885, 1510, 1381, 1363, 1243, 1159, 1061, 999,
878, 629, 537.

MS-ESI*: (m/z) berechnet flir C1sH2sNOsNa [M+Na]* 338.1574, gefunden: 338.1600.

7.6.7.5 Synthese von (1R,2S,3R,5R)-3-Amino-5-(hydroxymethyl)cyclopentane-1,2-
diol 108

Es wurden 2.17 g (7.55 mmol, 1.00 Aquiv.) des geschiitzten Cyclopentans 109 in 0.1 mL
Wasser und 10 mL Trifluoressigsaure geldst. Die Reaktionslésung wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt. Anschlie3end wurden langsam 20 mL Wasser zugefiigt. Das L6-
sungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand wurde in Wasser auf-
genommen und mit 1 M NaOH wurde ein pH-Wert von ca. 8 eingestellt. AnschlieRend wurde
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde s&ulenchro-

matographisch Uber eine RP-C18-Séule gereinigt.
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CeH13NO3

147.1740 g/mol

Ausbeute: 262 mg (1.78 mmol, 24 %) eines farblosen bis leicht gelben Ols.

H-NMR: (400 MHz, D20): & [ppm] = 4.01 — 3.80 (m, 2H, 2, 3), 3.74 — 3.54 (m, 2H, 6), 3.54
—3.37 (m, 1H, 1), 2.30 (dt, 2Jun = 13.2, 3Jun = 8.3 Hz, 1H, 5), 2.23 — 2.05 (m, 1H, 4), 1.26
(ddd, 2JHH = 13.3, 3.J|-||-| = 9.9, 8.8 HZ, lH, 5).

13C-NMR: (101 MHz, D,O): & [ppm] = 75.6 (C-2/3), 72.2 (C-2/3), 62.9 (C-6), 54.8 (C-1), 44.6
(C-4), 28.2 (C-5).

IR: (Film) [cm™]: 3367, 2941, 1671, 1443, 1184, 1129, 842, 801, 723, 599, 517, 442.

HRMS-ESI+: (m/z) berechnet fiir CsH14NO3; [M+H]* 148.0968, gefunden: 148.0944.

7.6.7.6 Synthese von (1R,2S,3R,5R)-3-Amino-5-(hydroxymethyl)cyclopentane-1,2-
diol 108

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.3 g (1.0 mmol, 1.0 Aquiv.) des geschiitzten Cyclo-
pentans 109 in 8 mL abs. Methanol geldst und 1 mL HCI (2 M) in Dioxan zu getropft. Nach
24 Riuhren bei Raumtemperatur wurde die Losung mit 1 M NaOH auf den pH-Wert 7 ein-
gestellt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch tber eine RP-C18-Séaule gereinigt.
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CgH3NO5
147.1740 g/mol

1

Ausbeute: 0.16 g (0.98 mmol, 94 %) eines farblosen Feststoffs.
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IH-NMR: (400 MHz, D,O): & [ppm] = 4.11 — 3.77 (m, 2H, 2, 3), 3.77 — 3.54 (m, 2H, 6), 3.54
—3.36 (m, 1H, 1), 2.30 (dt, 2Jun = 13.2 Hz, 3Ju = 8.3 Hz, 2H), 2.15 (dtt, 3Jun = 8.7, 6.3, 3.9,
2.5 Hz, 1H, 4), 1.26 (ddd, 23w = 13.3 Hz, 3Jun = 9.9, 8.8 Hz, 1H, 5).

13C-NMR: (101 MHz, D;0): & [ppm] = 75.5 (C-3), 72.3 (C-2), 62.9 (C-6), 54.8 (C-1), 44.6
(C-4), 28.2 (C-5).

IR: (Film) [cm™]: 3310, 2929, 2357, 2338, 1615, 1519, 1455, 1395, 1337, 1215, 1103, 1055,
1018, 958, 905, 812, 733, 608, 590, 549, 530, 475, 442.

HRMS-ESI+: (m/z) berechnet fir CsH14NO3 [M+H]* 148.0968, gefunden: 148.0987.

7.6.7.7 Synthese von 1-((1R,2S,3R,4R)-2,3-Dihydroxy-4-(hydroxymethyl)cyclopentyl)-
3-(ethoxycarbonyl)pyridin-1-ium 107

Unter einer Stickstoffatmosphare wurden 72.5 mg (0.492 mmol, 1.05 Aquiv.) des Cyclopen-
tan-trifluoracetat 108 gelost in 4 mL abs. Methanol zu 212 mg (0.454 mmol, 0.970 Aquiv.)
des Ethylnicotinat-Zinckesalz 117 geldst in 4 mL abs. Methanol gegeben. Anschlie3end
wurden 38.4 mg (0.468 mmol, 1.00 Aquiv.) Natriumacetat zugegeben. Die Reaktionslosung
wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurden 0.5
mL 25 %ige Ammoniak zugegeben und die Losung wurde fiir 10 Minuten gerihrt. Anschlie-
Bend wurde das Losungsmittel entfernt. Der Riickstand wurde in Wasser suspendiert, fil-
triert und mit Wasser gewaschen. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck ent-
fernt. Zur vollstandigen Entfernung des Wassers wurde der Riickstand zweimal in Methanol
geldst, welches wieder unter vermindertem Druck entfernt wurde. Das Rohprodukt wurde

saulenchromatographisch tber eine RP-Saule gereinigt und daraufhin lyophilisiert.

Anmerkung: Der Ethylester 114 konnte nicht erhalten werden. Dafir wurde die Carbon-

saure 107 erhalten.
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C12H15NO5
253.2540 g/mol
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Ausbeute: 95.1 mg (0.375 mmol, 82 %) eines leicht gelben Feststoffes.

IH-NMR: (600 MHz, D,0): & [ppm] = 9.28 (dd, 3Jux = 1.6 Hz, 1H, 5), 9.01 (dt, 3Ju = 6.3, 1.5
Hz, 1H, 1), 8.90 (dt, 3Juw = 8.1, 1.4 Hz, 1H, 3), 8.15 (dd, 3Jun = 8.0, 6.1 Hz, 1H, 2), 5.04 (d,
3w = 9.6, 9.3 Hz, 1H, 19), 4.42 (dd, Jnn = 9.4, 5.9 Hz, 1H, 2°), 4.10 (dd, 3Jun = 5.9, 3.1 Hz,
1H, 3°), 3.75 (d, 3Jun = 6.0 Hz, 2H, 6°), 2.69 (dd, 2Ju = 13.3 Hz, 3Ju = 8.3 Hz, 1H, 5°), 2.34
(ttd, 3Ju = 9.0, 6.1, 3.3 Hz, 1H, 4°), 1.96 (dd, 2Jun = 13.3 Hz, 3Juw = 11.0, 8.6 Hz, 1H, 59).

13C-NMR: (151 MHz, D,0): & [ppm] = 145.7 (C-3), 144.1 (C-1), 143.6 (C-5), 137.3 (C-4),
128.1 (C-3), 76.8 (C-2’), 75.1 (C-1"), 71.7 (C-3'), 62.6 (C-6'), 44.6 (C-4’), 29.4 (C-5').

IR: (Film) [cm™]: 3670, 2987, 2900, 2357, 2020, 1393, 1227, 1066, 892.
HRMS-ESI+: (m/z) fiir C12H1sNOs [M+H]* 254.1023, gefunden: 254.1022.

7.6.7.8 Synthese des Nicotinsdure-N-Hydroxysuccinimidesters 122

Unter Stickstoff als Inertgasatmosphéare wurden 1.0 g ( 8.1 mmol, 1.0 Aquiv.) Nicotinsaure
121 in 10 mL abs. Acetonitril suspendiert. Dazu wurden 1.6 g (8.1 mmol, 1.0 Aquiv.) 1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid gegeben und 10 min bei Raumtemperatur ge-
riihrt. AnschlieRend wurden 0.94 g (8.1 mmol, 1.0 Aquiv.) N-Hydroxysuccinimid zugegeben
und die Reaktionslésung 72 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendigung der
Reaktion wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand
in CH2Cl, gel6st. Die organische Phase wurde mit wassriger gesattigter Natriumhydrogen-
carbonatlésung und wassriger gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen und anschlie-
Bend Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck

entfernt und das Produkt ohne weitere Reinigung verwendet.

122

C1oHgN204
220.1840 g/mol

Ausbeute: 1.53 g (6.96 mmol, 86 %) eines farblosen Ols.

H-NMR: (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 9.23 (dd, *Jun = 2.4, 0.9 Hz, 1H, 5), 8.99 (dd, 3Jun
= 4.9, 4J|-||-| =1.7 Hz, 1H, l), 8.48 (dt, 3JHH = 80, 4JHH =2.0 Hz, 1H, 3), 7.71 (ddd, SJHH = 80,
4.9, *Jun = 0.9 Hz, 1H, 2), 2.91 (s, 4H, 8, 9).
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13C-NMR: (101 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 170.1 (C-7, 10), 161.0 (C-6), 155.7 (C-1), 150.4
(C-5), 137.8 (C-3), 124.6 (C-2), 121.0 (C-4), 25.6 (C-8, 9).

IR: (Film) [cm™]: 3494, 3067, 2978, 2938, 1796, 1773, 1720, 1651, 1588, 1473, 1425, 1366,
1334, 1307, 1264, 1244, 1200, 1130, 1070, 1045, 987, 845, 828, 813, 753, 720, 696, 639,
620, 600, 558, 467, 426, 409.

MS-ESI*: (m/z) berechnet fur C10HoN2O4 [M+H]* 221.0557, gefunden: 221.0637.

7.6.7.9 Synthese von 2,4-Dinitrophenyl-trifluormethansulfonat 116

In einer Stickstoffatmosphéare wurden 1.0 g (5.4 mmol, 1.0 Aquiv.) 2,4-Dinitrophenol 115
und 1.14 mL (8.15 mmol, 1.50 Aquiv.) EtsN in 15 mL abs. Dichlormethan gelost. Die Reak-
tionslésung wurde auf 0 °C gekuhlt und es wurden 1.1 mL (6.5 mmol, 1.2 Aquiv.) Tf.O lang-
sam zugetropft. Die Reaktionslésung wurde fir 4 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.
Zum Abbruch der Reaktion wurden 20 mL Wasser zugegeben und die wassrige Phase
wurde dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck ent-
fernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 5:1 v/v) gerei-

nigt.

116
316.1632 g/mol

Ausbeute: 1.46 g (4.61 mmol, 85 %) eines beigen Feststoffs.
Ri-Wert: 0.4 (PE/EE 4:1 viv).

H-NMR: (600 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 8.71 (d, 3Jun = 2.9 Hz, 1H, 3), 8.38 (dd, 3Jun =
9.2, 2.9 Hz, 1H, 5), 7.30 (d, 3Jun = 9.2 Hz, 1H, 6).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 157.0 (C-4), 138.5 (C-1), 130.8 (C-2), 129.3 (C-
5), 121.9 (C-3), 119.6 (C-6).

19F-NMR: (565 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = - 72.7.
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IR: (Film) [cm™]: 3115, 2887, 1606, 1541, 1432, 1342, 1209, 1064, 923, 832, 736, 605, 475.

MS-ESI*: (m/z) berechnet flr C;H3F3sN.OSNa [M+Na]* 338.9505, gefunden: 338.2484.

7.6.7.10 Synthese des NHS-Zincke-Salzes 123

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.1 g (0.5 mmol, 1.0 Aquiv.) Nicotinsaure-N-Hydroxy-
succinimidesters 122 in 5.0 mL abs. Toluol gegeben. AnschlieBend wurden 0.17 g
(0.55 mmol, 1.2 Aquiv.) 2,4-Dinitrophenyl-trifluormethansulfonat 116 zugegeben und die
Reaktionsldsung 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Das Loésungsmittel wurde unter verminder-

tem Druck entfernt und der Rickstand wurde in CH2Cl, suspendiert und filtriert.

123
C16H11N4Og"
387.0571 g/mol

Anmerkung: Das Produkt konnte nicht Isoliert werden.

7.6.9.11 Synthese des carbocyclischen Monophosphats 106

Unter Stickstoff als Inertgasatmosphére wurden 0.011 g (0.041 mmol, 1.0 Aquiv.) der car-
bocyclischen Verbindung 107 in 2 mL abs. TMP 44 geldst. Die Lésung wurde auf 0 °C ge-
kuihlt und es wurden 0.039 mL (0.41 mmol, 10 Aquiv.) POClI; 45 zugetropft. Die Reaktions-
verfolgung wurde mittels HPLC durchgefihrt. Die Losung wurde 3 Stunden gerthrt und
durch die Zugabe von 1 M TEAB-Puffer beendet. Das Rohprodukt wurde durch eine auto-

matisierte RP-C18-Saulenchromatographie gereinigt.
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106
C12H4sNOgP”
332.2253 g/mol

Ausbeute: 0.05 g (0.06 mmol, 56 %) eines farblosen Feststoffs.

IH-NMR: (300 MHz, D-O): & [ppm] = 9.30 (s, 1H, 5), 9.09 (d, 3Ju+ = 6.2 Hz, 1H, 1), 8.92 (dt,
3Jhn = 8.1, “Jun = 1.4 Hz, 1H, 3), 8.18 (dd, 3Jun = 6.3, 8.2 Hz, 1H, 2), 5.08 (dt, 3Jum = 9.5 Hz,
1H, 19, 4.47 (dd, 3Jun = 9.5, 5.7 Hz, 1H, 29, 4.19 (dd, 3Jun = 5.7, 2.6 Hz, 1H, 3°), 4.05 (dft,
2Jun = 9.9, 3Ju = 4.9 Hz, 1H, 6%, 3.96 (dt, 2Jun = 10.2 Hz, 3Jun = 5.0 Hz, 1H, 6°), 3.20 (q,
3Jhn = 7.3 Hz, 6H, EtsNH-CHy), 2.72 (dt, 2Jun =13.3 Hz, 3Jun = 8.6 Hz, 1H, 5, 2.52 - 2.40
(m, 1H, 4°), 2.37 = 2.00 (M, 1H, 5%, 1.27 (t, 3Jun = 7.3 Hz, 9H, EtsNH-CHa).

13C-NMR: (151 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 163.1 (C-6), 147.0 (C-3), 144.1 (C-5), 142.8 (C-
1), 127.5 (C-2), 80.0 (C-2), 75.7 (C-4), 74.5 (C-1), 72.3 (C-3"), 65.6 (C-6°), 44.7 (C-EtsNH-
CHy), 43.9 (C-4Y), 29.9 (C-5°), 9.0 (C- EtsNH-CH).

31P-NMR (122 MHz, D20): 6 [ppm]: -0.08.

IR: (Film) [cm™]: 2979, 2946, 2604, 2496, 1642, 1612, 1476, 1397, 1364, 1059, 1037, 945,
839, 806, 772, 686, 515, 462.

MS-ESI*: (m/z) berechnet fir C12H17NOgP [M+H]* 334.0686, gefunden: 334.0688.

7.6.7.12 Synthese des 1-(2,4-Dinitrophenyl)-3-(Ethoxy-carbonyl)pyridin-1-ium* triflat
126

In einer Stickstoffatmosphare wurden 439 mg (1.39 mmol, 1.20 Aquiv.) 2,4-Dinitrophenyl-
trifluormethansulfonat 116 und 0.194 mL (1.16 mmol, 1.00 Aquiv.) Ethylnicotinat in 3 mL
abs. Toluol geldst. Die Reaktion wurde 4 Stunden zum Sieden erhitzt. Nach Beendigung
der Reaktion wurde die Suspension auf Raumtemperatur gekihlt und filtriert. Der Nieder-
schlag wurde dreimal mit Dichlormethan gewaschen. Der Feststoff wurde anschlie3end un-

ter vermindertem Druck getrocknet.
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126
C14H12N306"
318.2645 g/mol

Ausbeute: 438 mg (0.938 mmol, 67%) eines beigen Feststoffs.
Ri-Wert: 0.61 (CH2Clx/MeOH 9:1 v/v).

IH-NMR: (500 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 9.97 (d, *Jun = 1.7 Hz, 1H, €), 9.56 (dt, 3Jun =
6.1, “Jun = 1.4 Hz, 1H, @), 9.33 (dt, 3Jun = 8.1, “Jun = 1.6 Hz, 1H, c), 9.14 (d, 3Ju = 2.5 Hz,
1H, 6), 8.99 (dd, 33 = 8.7, 2.5 Hz, 1H, 5), 8.56 (dd, 3Jun = 8.2, 6.1 Hz, 1H, b), 8.38 (d, 3Ju
= 8.7 Hz, 1H, 3), 4.62 — 4.23 (m, 2H, @), 1.37 (t, 3Jun = 7.1 Hz, 3H, h).

13C-NMR: (126 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 161.5 (C-f), 149.3 (C-a), 148.3 (C-c), 147.5 (C-
e), 132.0 (C-3), 130.2 (C-5), 128.2 (C-b), 121.2 (C-6), 63.0 (C-g), 14.0 (C-h).

IR: (Film) [cm™]: 3111, 3080, 1731, 1611, 15442, 1331, 1242, 1136, 1042, 745, 682, 633,
516.

HRMS-ESI*: (m/z) fir C14H12N3O6 [M]* 318.0721, gefunden: 318.0717.

7.6.7.13 Synthese des 4-(((Heptyloxy)carbonyl)oxy)benzylnicotinat 127

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.62 g (5.0 mmol, 1.5 Aquiv.) Nicotinsaure 121 in 25
mL abs. CHCl, gelost. Dazu wurden 0.53 mL (3.36 mmol, 1.00 Aquiv.) 2,4,6-Trichlorben-
zoylchlorid 39 und 0.52 mL (3.69 mmol, 1.10 Aquiv.) EtsN getropft und die Reaktionslésung
30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Es wurden 0.83 g (3.10 mmol, 0.62 Aquiv.) 4-(Hydro-
xymethyl)phenylheptylcarbonat 59 in 5 mL abs. CH,Cl, gel6st und zur Reaktionslésung ge-
tropft. AnschlieRend wurden 0.12 g (1.0 mmol, 0.3 Aquiv.) 4-DMAP zu der Lésung gegeben
und 20 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde wass-
rige gesattigte Natriumchloridldsung zugegeben und die wassrige Phase dreimal mit CH>Cl-
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Natriumsulfat getrocknet und

das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:1 v/v) gereinigt.
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C21H25NO5

371.4330 g/mol

Ausbeute: 0.9 g (2.4 mmol, 78 %) eines farblosen Feststoffs.
Ri-Wert: 0.25 (PE/EE 3:1 v/v).

IH-NMR: (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 9.13 (dd, “Jun = 2.2, 0.9 Hz, 1H, 2), 8.83 (dd, 3Jux
= 4.8, 1.7 Hz, 1H, 6), 8.33 (dt, 3Jun = 8.0, 2.0 Hz, 1H, 4), 7.73 — 7.45 (m, 3H, 5, 10, 14), 7.45
—7.03(m, 2H, 11, 13), 5.39 (s, 2H, 8), 4.19 (t, 3w = 6.6 Hz, 2H, 16), 1.65 (dt, 3Jum = 8.0,
6.4 Hz, 2H, 17), 1.48 — 1.15 (m, 8H, 18, 19, 20, 21), 0.86 (s, 3H, 22).

13C-NMR: (101 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 164.5 (C-7), 153.8 (C-6), 153.0 (C-15), 150.6
(C-12), 150.1 (C-2), 137.0 (C-4), 133.7 (C-9), 129.5 (C-10, 14), 124.0 (C-5), 121.4 (C-11,
13), 68.6 (C-16), 65.9 (C-8), 31.1, 28.2, 25.1, 22.0 (C-18, 19, 20, 21), 28.0 (C-17), 13.9 (C-
22).

IR: (Film) [cm™]: 2955, 2928, 2857, 1758, 1722, 1590, 1547, 1509, 1465, 1419, 1376, 1326,
1244, 1205, 1106, 1084, 1040, 1018, 956, 932, 894, 822, 778, 738, 701, 643, 619, 605,
541, 501, 426.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir C21H26NOs [M+H]* 372.1805, gefunden: 372.1835.

7.6.7.14 Synthese des 1-(2,4-Dinitrophenyl)-3-(((4-(((heptyloxy)carbonyl)oxy)benzyl)-
oxy)carbonyl)pyridin-1-ium*triflat 128

Unter Stickstoffatmosphare wurden 0.89 g (2.4 mmol, 1.00 Aquiv.) 4-(((Heptyloxy)car-
bonyl)oxy)benzylnicotinat 127 und 0.91 g (2.88 mmol, 1.20 Aquiv.) 2,4-Dinitrophenyl-triflu-
ormethansulfonat 116 in abs. Toluol geldst und fir 17 Stunden zum Sieden erhitzt. An-
schlieBend wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das vermeint-

liche Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel (99:1 zu 19:1 zu 9:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: Es konnte kein Produkt isoliert werden.
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Co7H28N309"
538.5325 g/mol

7.6.8 Synthese des Nicotinsdure-mononucleotid 124
7.6.8.1 Synthese des Nicotinsdureribosid 125

Unter Stickstoff als Inertgasatmosphére wurden 0.50 g (4.1 mmol, 1.0 Aquiv.) Nicotinsaure
121 in 3.2mL (15 mmol, 3.8 Aquiv.) Hexamethyldisilazan gelost. Es wurden 0.20 g
(1.2 mmol, 0.30 Aquiv.) Ammoniumsulfat zugegeben und die Lésung fur 18 Stunden zum
Sieden erhitzt. AnschlieBend wurden alle flichtigen Komponenten unter vermindertem
Druck entfernt und der Rickstand in 5 mL abs. Dichlorethan gel6st. Nach der Zugabe von
1.3 g (4.1 mmol, 1.0 Aquiv.) B-D-Ribofuranose-1,2,3,5-tetraacetat und 0.74 mL (4.1 mmol,
1.0 Aquiv.) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat wurde die Losung fir 24 Stunden auf 45 °C
erwarmt. Die Reaktion wurde unter starkem Rihren durch die Zugabe von kaltem Wasser
beendet und die Lésung mit Natriumhydrogencarbonat auf einen pH-Wert von 7 neutrali-
siert. Die wassrige Phase wurde dreimal mit Dichlormethan gewaschen und anschlieRend
lyophilisiert. Der erhaltene Feststoff wurde in 7 N Ammoniak in Methanol suspendiert und
bei -70 °C im Druckgefal® gelagert. Anschlie3end wurden alle flichtigen Komponenten un-
ter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand in Methanol gel6st. Es wurde kaltes
Aceton zu der Losung gegeben, wobei sich ein Niederschlag bildete, der filtriert und ge-
trocknet wurde. Die Reinigung erfolgte mittels RP-C18-Saulenchromatographie und einer
Sephadex-Anionenaustausch Saule (H.O/1 M TEAB-Puffer).
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C11H13NOg
255.2260 g/mol

Ausbeute: 0.6 g (2.4 mmol, 58 %) eines leicht beigen Feststoffs.

IH-NMR: (400 MHz, D;0): & [ppm] = 9.48 (s, 1H, 5), 9.17 (d, 3Ju = 6.3 Hz, 1H, 1), 8.97 (dt,
33w = 8.0, 1.5 Hz, 1H, 3), 8.21 (dd, 3Ju = 8.0, 6.2 Hz, 1H, 2), 6.24 (d, 3Jun = 4.6 Hz, 1H,
19, 4.69 — 4.45 (m, 2H, 3, 4°), 4.38 (dd, 3Ju = 5.0, 4.0 Hz, 1H, 2°), 4.07 (dd, 2Jpn = 12.9 Hz,
33w = 2.9 Hz, 2H, 5%), 3.93 (dd, 23w = 12.9 Hz, 3Jun = 3.8 Hz, 3H, 5°).

13C-NMR: (101 MHz, D,O): & [ppm] = 160.6 (C-6), 147.0 (C-3), 141.3 (C-1), 140.9 (C-5),
137.3 (C-4), 128.0 (C-2), 99.6 (C-1‘), 87.6 (C-4‘), 77.5 (C-3"), 70.0 (C-2*), 60.4 (C-5').

IR: (Film) [cm™]: 31199, 3113, 3074, 2921, 2858, 2562, 2357, 2334, 1641, 1605, 1580,
1557, 1376, 1135, 1089, 1027, 996, 880, 832, 760, 725, 697, 677, 616, 564, 547, 537, 523,
505.

HRMS-ESI*: (m/z) berechnet fiir C11H14NOg [M]* 256.0816, gefunden: 256.0861.

7.6.8.2 Synthese von Nicotinsaure-mononucleotid 124

Unter Stickstoffatmosphére wurden 0.1 g (0.4 mmol, 1.0 Aquiv.) Nicotinséureribosid 125 in
7mL TMP 44 geldst und auf 0 °C gekihlt. AnschlieBend wurden 0.37 mL (3.9 mmol,
10 Aquiv.) POCI3 45 zugetropft und die Reaktionslésung 18 Stunden bei 0 °C geriihrt. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von 10 mL 1 M TEAB-Puffer beendet und fiir 15 min bei
Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend wurde die Lésung dreimal mit CH.Cl, gewaschen
und die wassrige Phase RP-C18-sdulenchromatographisch gereinigt. Wegen der hohen
Anzahl an Triethylammonium-Gegenionen wurde eine weitere lonenaustausch-chromato-
graphie durchgefuhrt. AnschlieBend wurde der Eluent lyophilisiert und wiederholt mit einer

RP-C18-Saulenchromatographie gereinigt.
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C11H13NOgP"

334.1973 g/mol

Ausbeute: 0.07 g (0.16 mmol, 41 %) einer farblosen Flussigkeit.

IH-NMR: (400 MHz, D;0): & [ppm] = 9.49 (s, 1H, 5), 9.33 (dt, 3Juw = 6.2, 1.5 Hz, 1H, 1),
9.08 (dt, ®Ju = 8.1, 1.5 Hz, 1H, 3), 8.31 (dd, *Ju = 8.0, 6.3 Hz, 1H, 2), 6.25 (d, 3Jun = 5.3
Hz, 1H, 1), 4.66 (dt, 3Jun = 2.6 Hz, 1H, 4), 4.58 (t, 3Ju = 5.1 Hz, 1H, 3'), 4.47 (dd, 3Jpy =
5.0, 2.8 Hz, 1H, 2'), 4.33 (ddd, 23un = 12.0 Hz, 33 = 4.0, 2.4 Hz, 1H, 5, 4.19 (ddd, 2Juy =
12.0 Hz, 33un = 5.1, 2.3 Hz, 1H, 5'), 3.22 (q, 3Jun = 7.3 Hz, 9H, EtsN-CH,), 1.30 (t, 3Jun = 7.3
Hz, 12H, Et,N-CHs).

13C-NMR: (101 MHz, D,O): & [ppm] = 165.3 (C-6), 147.5 (C-3), 142.2 (C-1), 141.7 (C-5),
133.2 (C-4), 128.4 (C-2), 99.8 (C-1'), 86.9 (C-4), 77.6 (C-2°), 71.0 (C-3'), 63.9 (C-5'), 46.7
(EtsN-CHy), 8.3 (EtaN-CHs).

31p-NMR (123 MHz, DMSO-ds): & [ppm]: 0.24.

IR: (Film) [cm™]: 3251, 2986, 2949, 2846, 2685, 2497, 1640, 1612, 1461, 1373, 1182, 1035,
989, 806, 749, 676, 468.

HRMS-ESI: (m/z) berechnet fiir C13H13NOoP- [M] 334.0333, gefunden: 334.0335.
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8 Gefahrenstoffverzeichnis

In der folgenden Tabelle sind Verbindungen, Reagenzien und Losungsmittel aufgefuhrt, die

im Rahmen dieser Promotion verwendet wurden. Diese Gefahrstoffe sind nach GHS (CLP-

Verordnung 1272/2008/EG) eingestuft und die entsprechenden Gefahrensymbole sowie

die H- und P-Satze angegeben. Die Stoffe, fur die keine bekannte Einstufung existiert, sind

als gefahrlich einzustufen. Es ist unbedingt zu vermeiden, sich oder andere Personen mit

diesen Substanzen zu kontaminieren und diese Stoffe in die Umwelt einzubringen.

Tab. 2: Gefahrenstoffverzeichnis.[164]

Substanz Gefahrensymbol
Aceton C C
Gefahr
Acetonitril C C
Gefahr

Acetylchlorid C C ‘i
Gefahr
2-Amino-2-methylpro-

an-1-ol

pan Achtung

OXRS
Ammoniak

Gefahr

H-Satze

225, 319, 336,
EUHO066

225, 332, 302,
312, 319

225, 302, 314,
EUHO014

302, 315, 318,
335

225, 314, 301,
311, 331, 370

P-Satze

210, 240,
305+351+338,
403+233
210, 240, 302+352,
305+351+338,
403+233

P210, 280,
305+350+338, 310

280, 301+312+330,
304+340+312,
305+351+338+

310

280, 305+351+338,
310, 310, 302+352,
260

Kein geféhrlicher Stoff oder gefahrliches Gemisch gemal der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Ammoniumsulfat
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Substanz

2-

Azabicyclo[2.2.1]hept-

5-en-3-one

Benzylalkohol

Bortrichlorid

Bortrifluorid-diethyl-
etherat

5-Bromnicotinsaure

Bromtrichlormethan

Butyllithium

L-Cystein

Chloroform-d

Gefahrensymbol

OO

Gefahr

&

Achtung

Gefahr

SOP

Achtung

OOP

SO

Gefahr

&

Achtung

Gefahr

195

H-Séatze

302, 317, 318

302+332, 319

280, 300, 330,
314
EUHO14, 017

226, 302, 314,
330, 372

P-Satze

261, 264, 270, 272,
280, 301+312,

302+352,

305+351+338, 310,
321, 330, 333+313,

363, 501

301+312+330,
304+340+312,
305+351+338

260, 280,

303+361+353+
315, 304+340+315,
305+351+338, 403,

405

260, 280, 284,
305+351+338, 310,

EUHO014

264, 270, 280,

302, 315, 319 301+312, 302+352,

225, 250, 360,

304, 314, 336,

361f, 373, 411
EUHO014

30, 4

302, 315, ,
319, 331, 351,
361d, 372

305+351+338
210, 231+232, 280,
301,+310+331,
303+361+353,
305+351+338+
310, 370+378

301+312+330

302+352, 304+340,
305+351+338,

308+310
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Substanz

1,8-Dia-
zabicyclo[5.4.0]un-
dec-7-en

1,1-Dichlorethan

Dichlormethan

Diethylether

Diisobutylaluminium-
hydrid

Diisopropylethylamin

2,2-Dimethoxypropan

N,N-Dimethylforma-

mid

Dimethylsulfoxid

(deuteriert)

Gefahrensymbol

Gefahr

&

Gefahr

@

Achtung

&

Gefahr

SO

Gefahr

SO

Gefahr

&

Gefahr

R0

Gefahr

H-Séatze

290, 301, 314,
412

225, 302, 319,
335, 412

315, 319, 335,
336, 351, 373

224, 302, 336,
EUHO019,
EUHO66

250, 260, 314

225, 302, 331,
318, 335

225, 319

226, 312, 332,
319, 360D

P-Satze

234, 273, 280,
303+361+353,
304+340+310,
305+351+338

210, 261, 273,
305+351+338

261, 281,
305+351+338

210, 240, 403+235

231+323, 280,
301+330+331,
303+361+353,
305+351+338+
310
210, 280,
301+312+330,
304+340+311,
305+351+338+
310

210, 305+351+338

201, 210, 302+352,

304+340,
305+351+338,
308+313

Kein geféahrlicher Stoff oder geféhrliches Gemisch gemal der

Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
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Gefahrenstoffverzeichnis

Substanz

Di-tert-butyldicarbo-

nat

Essigséaure
(konz.)

Essigsaureanhydrid

Ethylacetat

Ethylnicotinat

HATU

HBTU

1-Heptanol

Hexan

Gefahrensymbol

SO

Gefahr

R

Gefahr

SOL

Gefahr

&

Gefahr

&

Achtung

&

Gefahr

&

Gefahr

&

Achtung

SOP

Gefahr
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H-Séatze

226, 330, 315,
317, 318, 335

226, 290, 314

226, 302, 331,
314, 335

225, 319, 336,
EUHO66

315, 319

228, 315, 319,
335

317

319

225, 304, 361,
373, 315, 336,
411

P-Satze

210, 260, 280,
304+340+310,
305+351+338+
310, 370+378

210, 280,
301+330+331,
305+351+338,

308+310

210, 280,
301+330+331,
305+351+338,

308+310

210, 233, 240,
305+351+338,
403+235

280, 305+351+338

210, 261,
305+351+338

261, 272, 280,
302+352, 333+313,
362+364

305+351+338

210, 260, 201, 261,

273, 280, 301+310,

303+361+353, 405,
501a
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Gefahrenstoffverzeichnis

Substanz

4-Hydroxybenzylalko-
hol

Imidazol

lodmethan

Isopropylmagnesium-
chlorid-Lithiumchlo-
rid-Komplex -L6sung

Kaliumcarbonat

Kaliumhydroxid

Kaliumpermanganat

Kieselgel

2,6-Lutidin

Gefahrensymbol

O

Achtung

OOP

Gefahr

Gefahr

SDO
&

Gefahr

O

Achtung

OO

Gefahr

A

Gefahr

&

Achtung
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H-Séatze

319

360D, 302,
314

301+331, 312,
315, 335, 351

225, 314, 335,
336, 351

315, 319, 335

290, 302, 314

272, 302, 314,
410

226, 302, 315,
319

P-Satze

305+351+338

201, 280,
301+330+331,
305+351+338,

308+310

201, 280,
301+310+352,
304+340, 311

202, 210, 280,
303+361+353,
304+340+310,
305+351+338

261, 264, 271, 280,
302+352,
305+351+338
234, 260, 280,
301+312,
303+361+353,
305+351+338

221, 273, 280,

301+330+331,

305+351+338,
308+310

260

210, 270, 280,
302+352+332+313
+362+364,
305+351+338,
370+378
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Gefahrenstoffverzeichnis

Substanz

Natriumacetat

Natriumborhydrid

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Natriumiodid

Natriumhydrogencar-

bonat

Natriumsulfat

Natriumsulfit

N-Ethyldiisopropyla-

min

Nicotinsaure

Gefahrensymbol H-Satze P-Satze

Kein gefahrlicher Stoff oder geféhrliches Gemisch gemalf der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

@ 231+232, 260, 280,
260, 301, 314,

303+361+353,

360FD
304+340+310,
EUHO14

Gefahr 305+351+338

Kein gefahrlicher Stoff oder geféhrliches Gemisch gemalf der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

280, 301+330+331,
290, 314 305+351+338,

Gefahr 308+310
260, 364, 273,
@ 315, 319, 372,
302+352,
400
Gefahr 305+351+338, 314

Kein gefahrlicher Stoff

oder gefahrliches Ge-

misch gemal der Ver-

ordnung (EG) Nr.
1272/2008.

Kein gefahrlicher Stoff oder geféhrliches Gemisch gemal3 der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Kein gefahrlicher Stoff oder geféhrliches Gemisch gemalf der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

@ 210, 273, 280,

225, 302, 318, 301+312,
331, 335, 411 304+340+311,
Gefahr 305+351+338
C 319 305+351+338
Achtung
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Gefahrenstoffverzeichnis

Substanz

N-Methylimidazol

N-Methylmorpholin-N-

oxid

Nitromethan

Osmium(VIl)-oxid

Petrolether

p-Toluolsulfonsaure

Pyridin

D-Ribose

B-D-Ribofuranose-
1,2,3,5-tetraacetat

D-(+)-Ribono-1,4-lac-

ton

Gefahrensymbol

Gefahr

&P

Gefahr

SS

Achtung

SOP

Gefahr

O

Achtung

SO

Gefahr

H-Satze

302, 311, 314

228, 361f

226, 302+332,
351, 361d

300+310+330,
314

225, 304, 315,
336, 361f, 373,
411

315, 319, 335

225, 332, 302,
312, 319, 315

P-Satze

280, 270, 280,
301+312,
301+330+331,
303+361+353,
305+351+338

202, 210, 240, 241,
280, 308+313

210, 308+313

260, 370, 380,
303+361+353,
304+340+310,
305+351+338

201, 210, 301+310,
331, 370+378, 501

302+352,

305+351+338

210, 280,
305+351+338

Kein geféahrlicher Stoff oder geféhrliches Gemisch gemalf der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Kein geféhrlicher Stoff oder gefahrliches Gemisch gemal der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.

Kein geféahrlicher Stoff oder geféhrliches Gemisch gemal der
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008.
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Gefahrenstoffverzeichnis

Substanz

Super-Hydride®-L06-

sung

Schwefelsaure
(konz.)

tert-Butanol

tert-Butyldimethyl-
chlorsilan

Tetrahydrofuran

Thionylchlorid

trans-N,N-dimethyl-

1,2-cyclohexandiamin

2,4.6-Trichlorben-

zoylchlorid

Triethylsilan

Gefahrensymbol

SPO
&

Gefahr

Gefahr

&

Gefahr

R

Gefahr

SOP

Gefahr

Gefahr

&&

Gefahr

201

H-Séatze

225, 260, 302,
314, 335, 351

290, 314

225, 332, 319,
335, 336

228, 314

225 302, 319,
335, 351
EUHO19

302, 331, 314,

335, EUH 014,
029

314

314

225, 410

P-Satze

260, 280,
303+361+353,
304+340+310,
305+351+338

280, 301+330+331,
305+351+338,
308+310
210 240,
305+351+338,
403+233

260, 280,
305+351+338, 310

210, 280,
301+312+330,
305+351+338,

370+378, 403+235
280, 301+330+331,
34+340,
305+351+338,
308+310
301+330+331, 280,
305+351+338, 310,
264
280, 303+361+353,
304+340+310,
305+351+338, 363,
405

210, 303+361+353,
403+233


https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-flamme.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-silhouette.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-acid.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-exclam.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-acid.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-flamme.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-exclam.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-flamme.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-acid.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-flamme.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-exclam.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-silhouette.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-skull.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-acid.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-acid.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-acid.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-flamme.svg
https://de.wikipedia.org/wiki/Datei:GHS-pictogram-pollu.svg

Gefahrenstoffverzeichnis

Substanz

Trifluormethansulfon-

saureanhydrid

Trimethylphosphat

Trimethylsilyltrifluo-

romethansulfonat

Triethylamin

Triethylamin-trihydro-

fluorid

Trifluoressigsaurean-
hydrid

Trifluormethansulfon-

saureanhydrid

Trimethylsilylcyanid

2,3,5-Tri-O-benzyl-D-

ribono-1,4-lacton

Gefahrensymbol

OO

Gefahr

O@

Gefahr

R

Gefahr

GOE

Gefahr

Gefahr

OO

Gefahr

OO

Gefahr

ORCAC

Gefahr

202

H-Satze P-Satze
280, 305+351+338,
302, 314
310
301+330+331, 312,
302, 315, 319,
302+352, 337+
340, 351
313, 201, 280
280, 301+330+331,
22 6, 302, 314
305+351+338
210, 280,
225, 302, 303+361+353,
311+331, 314, 304+340, 310,
335 305+351+338,
403+233
260, 271, 280,
300+310+300, 303+361+353
314 304+340, 310,
305+351+338
332, 314, 412, 261, 273, 280,
EUH 014 303+361+353, 304
280, 301+330+331,
302, 314 305+351+338,
309+310
210, 260, 262, 273,
225,
280, 301+310+330,
300+310+330,
a0 304+340+310, 370,

378, 391, 403+233
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Gefahrenstoffverzeichnis

Substanz Gefahrensymbol H-Satze
C .%‘ C 225, 304, 315,
Toluol 336, 361d,

Gefahr 373,412

Vanillin C 319
Achtung

Zinn(IV)chlorid ‘s 314, 412

Gefahr

Tab. 3: Verwendete KMR-Stoffe der Kategorien 1A und 1B.[164

CAS-Nummer Stoffname Verfahren und ein-

gesetzte Menge

288-32-4 Imidazol Silylierungsreaktion,
50¢
68-12-2 N,N-Dimethylforma-  Losungsmittel, 3 L
mid
865-49-6 Deuterochloroform NMR-LAsungsmit-
tel, 0.5 L

203

P-Satze

201, 210, 273,
301+310+331,
302+352, 308+313

305+351+338
273, 280,
301+330+331,

305+351+338,
308+310

Kategorie

1B

1B

1B
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Anhang

10 Anhang

10.1 Hydrolysestudien der Thiazol-Verbindungen 60 und 64
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Abb. 139: Chemische Hydrolyse der Thiazol-Verbindung 60 in PBS-Puffer.
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Abb. 140: Enzymatische Hydrolyse der Thiazol-Verbindung 60 in PLE-L&sung.
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Abb. 141: Chemischer Hydrolyseverlauf der Thiazol-Verbindung 64 in PBS-Puffer.
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Abb. 142: Enzymatischer Hydrolyseverlauf der Thiazol-Verbindung 64 in PLE-L&sung.
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10.2 Hydrolysestudien der 5-Pyridin-Verbindungen 68 und 88
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Abb. 143: Chemischer Hydrolyseverlauf der 5-Pyridin-Verbindung 68 in PBS-Puffer.
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Abb. 144: Enzymatischer Hydrolyseverlauf der 5-Pyridin-Verbindung 68 in PLE-L&sung
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Abb. 145: Chemischer Hydrolyseverlauf der 5-Pyridin-Verbindung 88 in PBS-Puffer.
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Abb. 146: Enzymatischer Hydrolyseverlauf der 5-Pyridin-Verbindung 88 in PLE-Ldsung.
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