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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Immunschwachekrankheit AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) ist eine
der bedrohlichsten Infektionskrankheiten Gberhaupt. In einigen Landern der ,Dritten
Welt® sind groRe Teile der Bevolkerung mit dem Virus infiziert, und eine Verringerung
der Infektionsrate ist nicht in Sicht. Dies hat schwerwiegende 6konomische, aber
auch soziale Folgen flr ein solches Land. Auch in den Industrienationen ist die
Krankheit wieder auf dem Vormarsch, seit die Wahrnehmung der Gefahr nach
anfanglichen Aufklarungserfolgen abgenommen hat. Insbesondere in den
osteuropaischen Nationen nimmt die Infektionsrate dramatisch zu.

Verantwortlich fr AIDS ist das HI-Virus, welches zur Gruppe der Retroviren gehort.
HIV befallt in der Regel CD4-positive Zellen, d.h. solche, die den CD4-Rezeptor auf
ihrer Oberflache tragen. Dies sind fast ausschlieRlich Zellen des Immunsystems,
welches durch das massive Absterben insbesondere von T-Helferzellen soweit
geschwacht wird, dass normalerweise unbedrohliche Infektionen zur tddlichen
Gefahr werden.

Inzwischen sind Therapieformen bekannt, welche die Proliferation des Virus
unterdricken. Tatsachlich ist aber kein einziges Medikament bekannt, welches das
Virus vollstandig aus dem Korper beseitigen konnte. Dies liegt an der hohen
Mutationsrate von Retroviren, was deren rasche Anpassung bewirkt
(Resistenzbildung) sowie der Integration der viralen DNA in die Zell-DNA.M" Zudem
treten bestimmte Zellen sowie das Gehirn als Reservoir fiir das Virus auf.”! Auch
fuhrt die Medikation bei einigen Patienten zu unangenehmen Nebenwirkungen, wie
z.B. Anamie.®! Aus diesen Griinden besteht ein Interesse daran, neue Wirkstoffe zu
finden und alte hinsichtlich ihrer Wirksamkeit und Vertraglichkeit zu verbessern.
Insbesondere die Optimierung bereits vorhandener Wirkstoffe bringt einige Vorteile
mit sich, da diese bereits ausfuhrlich untersucht wurden. Gelingt es ein Medikament
durch Optimierung der Eigenschaften niedriger dosieren zu kénnen, sollten auch die
Nebenwirkungen nur noch in abgeschwachter Form auftreten.

Diese Arbeit befasst sich mit Modifikationen zugelassener Medikamente, um
bestimmte Transformationen der Wirkstoffe im Korper zu umgehen. Auf3erdem liegt
das Augenmerk auf der gezielten Steuerung der Verteilung dieser Stoffe in
unterschiedlichen biologischen Medien unter Verwendung empfindlicher analytischer

Sonden.
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2 Kenntnisstand

2.4 Nucleosidanaloga in der HIV-Therapie

Naturliche Nucleoside wie auch antiviral aktive Nucleosidanaloga mussen zunachst
durch bestimmte, mehr oder minder spezifische Enzyme in ihre Triphosphate
Uberfuhrt werden, wenn sie zur Kettenverlangerung in den DNA-Strang eingebaut
werden. Nach dem Einbau wirken die antiviral aktiven Nucleosidanaloga als
Kettenterminatoren, d.h. es findet keine weitere Elongation in 3°-Richtung statt.”! In
Abbildung 1 sind einige Beispiele fur anti-HIV aktive Nucleosidanaloga aufgeflhrt.

Ihnen allen ist das Fehlen der 3°-OH Gruppe gemein.

0 o 0
NH
\kaH /NﬁNH \fk
N/&o <N | N/) N/go
HO HO_ HO.
0] ) 0

L . 2°,3"-Didesoxy-2",3'-
3’-Azido-2’,3’-didesoxythymidin ~ 2°,3 -Dildesox.ylno§|n - didehydrothymidin
(AZT, Zidovudin, Retrovir®)1  (ddl, Didanosin, Videx®)) 2 (d4T, Stavudin, Cerit®) 3

NH, " NH,
L ¢ T N A

N N N/)\NH oo

HO HO 2 OH
° o
S

2°,3"-Didesoxycytidin ABC, Abacavir, Ziagen® 5 2°-Desoxy-3-thiacytidin
(ddC, Zalticabin, Hivid®)) 4 (3TC, Lamuvidin, Epivir® ) 6

Abb. 1: Einige antiviral aktive Nucleosid-Analoga

Da der Reversen Transkriptase (HIV-RT) des HI-Virus eine proof-reading Funktion
fehlt, kommt es zum Einbau in den wachsenden viralen DNA-Strang und somit zur
Kettentermination zusatzlich zur Inhibition des Polymerase-Enzyms. Humane DNA-

Polymerasen erkennen und eliminieren das ,falsche® Nucleosid beim Einbau in
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zelleigene DNA. Der eigentlich aktive Wirkstoff ist daher das Triphosphat (NTP) des

Nucleosids und nicht das Nucleosid selbst.!!
2.1.1 Eigenschaften einiger Nucleosidanaloga

AIDS tritt oft im Zusammenhang mit dem sogenannten AIDS related complex (ARC)
oder auch AIDS-Demenz-Komplex auf.® Die Kombinationstherapie mit
Nucleosidanaloga kann zwar haufig die Viruslast im Blut unter die Nachweisgrenze
verringern, es sind aber einige Reservoirs fur die Regeneration des Virus vorhanden.
Eines davon scheint das Gehirn zu sein, da die Wirkstoffe zum Teil nicht in der Lage
sind, die Blut-Hirn-Schranke (BBB; blood brain barrier) zu Uberwinden. Dies kann
zum Auftreten von AIDS-bedingter Demenz filhren.*®! Es ist daher wichtig,
Wirkstoffe so zu gestalten oder dahingehend zu modifizieren, dass sie in der Lage
sind, die BBB zu passieren. Einige Untersuchungen zeigten, dass die Diffusion Uber
die BBB mit steigender Lipophilie der Medikamente zunimmt.l"! Eine Méglichkeit, die
Lipophilie bekannter Medikamente zu erhdhen, liegt in der Verwendung von Prodrug-

Systemen.
2.1.2 d4T

Die fur die Phosphorylierung zustandigen Enzyme sind beim ersten Schritt die relativ
substratspezifischen Nucleosid-Kinasen, bei der Diphosphorylierung die weniger
spezifischen Nucleotidylat-Kinasen und schliellich bei der Triphosphorylierung die
relativ unspezifischen Nucleosiddiphosphat-Kinasen. In der folgenden Abbildung ist

der Anabolismus des Nucleosidanalogons d4T innerhalb der Zelle dargestelit.®!

Thymidin Thymidylat NDP
gaT -Kinase o gurmp Kinase g qyrpp —Kinase g gur7p

Abb. 2: d4T-Anabolismus

Nun ist im Fall des d4T die erste Phosphorylierung zum Monophosphat durch die
Thymidinkinase gehemmt, so dass die Triphosphatbildung insgesamt sehr langsam

wird."® Die nachfolgenden Reaktionen laufen dagegen ungehemmt ab. Es wére also
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von Vorteil, direkt das Monophosphat als Medikament zu verabreichen, da somit die
gehemmte Reaktion umgangen wirde (TK-Bypass). Diese Monophosphate liegen
jedoch bei physiologischem pH-Wert als Dianion vor, was ihre Membrangangigkeit
stark einschrankt.” Zudem existieren im Blut unspezifische Phosphatasen, welche
die Dephosphorylierungsreaktion katalysieren.!'”! Daher scheint die Anwendung von
Prodrug-Systemen vielversprechend, welche intrazellular d4TMP freisetzen.

d4TTP inhibiert HIV-RT vergleichbar mit AZTTP, zudem aber auch humane pol 7.
Dennoch wird d4TTP praferentiell in die virale DNA inkorporiert, so dass eine
Kettentermination eintritt.®'"! Die 3°-5"-Exonuclease pol ¢ ist nicht in der Lage,
d4TMP aus der zellularen DNA zu entfernen, wohingegen im Fall der Inkorporation
von AZTTP eine Restaktivitiat von ca. 20% verbleibt.!"? d4T gelangt durch passive
Diffusion in das Cytoplasma, die Aufnahme durch Transportsysteme wurde nicht
beobachtet."® d4T inhibiert die mitochondrielle DNA-Synthese stérker, als AZT. Dies
tragt durch Stérung der Zellatmungsprozesse weiterhin zur Cytotoxizitat von d4T
beil". Die Pharmakokinetik von d4T wurde ausfiihrlich untersucht’. Es kann leicht
durch orale Absorption in den Organismus gelangen, verteilt sich im Koérper und
gelangt zudem in das Zentrale Nervensystem (ZNS). Etwa 40% des verabreichten
d4T werden unverandert im Urin ausgeschieden. Als Nebenwirkung tritt

hauptséchlich periphere Neuropathie (Schadigung der peripheren Nerven) auf.['®
2.1.3 AZT

Einschrankungen in den sukzessiven Phosphorylierungen liegen auch bei anderen
Nucleosidanaloga vor, z.B. ist bei AZT die zweite Phosphorylierung durch die
Thymidylatkinase gehemmt.”®! Die Tertidrstruktur der TmpK umfasst fiinf parallele p-
Faltblatter, eine Hohle bildend, die von a-Helices umgeben ist. Zur Phosphorylierung
muss das Nucleotid in einer Tasche gebunden werden, welche die Nucleobase durch
Wechselwirkung mit Aminosaureresten erkennt. Des Weiteren muss der
Phosphoryldonor ATP in einer Schleife der B-Faltblattregion (P-Loop) gebunden sein.
Die Bindung der Substrate flihrt zu konformativen Anderungen des Enzyms, so dass
Phosphoryldonor (ATP) und Phosphorylacceptor (dTMP, bzw. AZTMP) in raumliche
Nahe gebracht werden. Bei der Konformationsanderung kommt ein als ,lid“ (Deckel)
bezeichneter Bereich des Enzyms uber dem Phosphoryldonor zu liegen. Dies

verhindert eine Hydrolyse von ATP. Bei diesem als ,induced fit® bezeichneten
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Mechanismus werden katalytisch aktive Reste des Enzyms so angeordnet, dass eine
selektive Phosphorylierung des Substrats stattfinden kann. Wenn keine Substrate
gebunden sind, liegt das Enzym in der katalytisch inaktiven offenen Form vor.['""!
Um die Bindungseigenschaften von AZTMP an das Enzym zu untersuchen, wurden
vergleichende steady state Kinetiken von AZTMP und dTMP durchgefihrt. Die dabei
ermittelten Michaelis-Menten-Konstanten Ky wiesen fur beide Substrate ahnliche
Werte auf (6 uM, bzw. 9 uM; in cervisiae TmpK), woraus gefolgert wurde, dass eine
vergleichbar effektive Bindung von AZTMP in der aktiven Seite des Enzyms
stattfindet.?"! Die vergleichsweise schlechte Phosphorylierung von AZTMP zu
AZTDP wurde daher auf eine Stérung des katalytischen Mechanismus zurtckgeflhrt.
Dies konnte durch Kristallisation von humaner TmpK mit AZTMP und einem
hydrolysestabilen ATP-Analogon untermauert werden. Bei dem analysierten Enzym-
Substrat-Komplex ist die P-Loop-Region aufgrund einer sterischen Wechselwirkung

der 3'-Azidgruppe und Aspartat-14 (P-Loop) um 50 pm gegenuber der natirlichen

Position verschoben.??2]

R4
K37
RT3
X : N /

Abb. 3: Aktives Zentrum der TmpK mit dTMP bzw. AZTMP?*!

Diese sterische Wechselwirkung erschwert den Ubergang von der offenen in die

geschlossene Konformation, wodurch eine hohere Aktivierungsenergie fir den
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Phosphorylgruppentransfer bendtigt wird. Dies wiederum verlangsamt den
Phosphorylierungsprozess.

Die eben beschriebenen Prozesse fuhren zu einer intrazellularen Akkumulation von
AZTMP. AZTTP ist ein kompetitiver Inhibitor der HIV-RT mit wesentlich geringerer
Affinitat zur humanen pol o. Allerdings fihrt die Anwesenheit von 2 uM AZTTP zu
einer Inhibition der humanen pol y von ca. 90% im Gegensatz zu 80% der HIV-RT.I""
Die hematopoietische Toxizitat (Schadigung pluripotenter Stammzellen) von AZT
wird der hohen intrazellularen Konzentration von AZTMP zugeordnet, welches in die
humane DNA von Knochenmarkszellen eingebaut wird.””! Eine weiterer Nebeneffekt
von AZTMP scheint die Inhibition zellularer 3°-Exonucleasen zu sein, so dass eine
Reparatur AZTMP-terminierter DNA-Strange nicht stattfinden kann.”® Weiterhin
scheinen hohe Konzentrationen von AZTMP eine Inhibition zellularer Protein- und
Fettglykosylierung zu verursachen.?®?"! Eine Vermeidung des Auftretens von AZTMP
in Zellen ist daher ausgesprochen wunschenswert und konnte durch entsprechende
Pronucleotidsysteme erreicht werden.

Die Pharmakokinetik von AZT wurde umfassend untersucht.”®?°! Nach oraler Gabe
wird AZT schnell im Korper aufgenommen und verteilt sich extensiv bis in die Gehirn-
Ruckenmarks-Flussigkeit (cerebrospinal fluid; CSF). 20% des Wirkstoffes werden
unverandert Uber die Nieren ausgeschieden. Der hauptsachliche Metabolit ist das 5°-
O-Glucuronid. Zudem wurde in geringen Mengen eine Reduktion der Azidgruppe
zum Amin beobachtet, welches als Monophosphat an der Inhibition von 3°-
Exonucleasen teilnimmt.*® Wegen der toxischen Effekte von AZT und dessen
Metaboliten auf Knochenmarkszellen, sind die hauptsachlich beobachteten
Nebenwirkungen Anamie und Neutropenie (Reduktion der neutrophilen

Granulocyten).?!
2.5 Nucleosidanaloga in der Herpes-Therapie

Auch gegen die Familie der Herpes-Viren, zu der u.a. das Herpes-Simplex- (HSV),
das Varizella-Zoster- (VZV), das Epstein-Barr- (EBV) und das Cytomegalie-Virus
(CMV) gehoren, existieren therapeutisch wirksame Nucleosidanaloga. Im
Unterschied zum HI-Virus handelt es sich bei Herpes-Viren um sogenannte DNA
Viren. Ein vielversprechendes Zielenzym der antiviralen Therapie stellt die

viruseigene DNA-Polymerase der Herpes-Viren dar. Zur Inhibition eignen sich
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acyclische Nucleosidanaloga, wie Aciclovir (ACV), Penciclovir (PCV) und Ganciclovir
(GCV).

A o A
HO N N7 UNH - HO ? HO \} ?
\I/O\} \%O

ACV 7 PCV 8 GCV 9

Abb. 4: Acyclische Nucleosidanaloga

Zur Verbesserung der passiven Membranfunktion werden in der Therapie Prodrugs
der oben abgebildeten Nucleosidanaloga appliziert, welche intrazellular zu den
entsprechenden Nucleosidanaloga metabolisiert werden, im Fall von Desciclovir
durch enzymatische Oxidation (Xanthin-Oxidase, XAO) zu ACV, bei Famciclovir
durch Deacetylierung (Esterase) und nachfolgende Oxidation (XAO) zu PCV.B'3!

N N
0 7
<N N/)\NHZ

o,

N NH,
HO.
O
Desciclovir 10 Famciclovir 11

Abb. 5: Prodrugs acyclischer Nucleosidanaloga

Zur Therapie von Herpes-Erkrankungen wird ebenfalls das cyclische
Nucleosidanalogon BVdU 11 (Brivudin®) verwendet. Seine antivirale Wirksamkeit
entfaltet es als BVAUTP, welches die virale DNA-Polymerase inhibiert. Bei einem
Einbau in die DNA kommt es zudem durch Ausbildung von Quervernetzungen Uber
die Bromvinyleinheit zu sogenannter ,Nonsense-DNA®. Die Aktivierung von BVdU
erfolgt im ersten Schritt durch eine virale Kinase zum Monophosphat, d.h. in nicht
infizierten Zellen kann keine Umwandlung in das Triphosphat stattfinden. Gleiches

gilt far ACV 7, weswegen diese auch als selektive antivirale Verbindungen
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bezeichnet werden.**®! Wegen des Verlustes der Selektivitit scheinen diese
Verbindungen daher auf den ersten Blick nicht geeignet fir die Anwendung von
Prodrug-Konzepten zu sein. Da im Fall von BVdU allerdings die zweite Aktivierung
zum Diphosphat ebenfalls Uber eine virale Kinase stattfindet, ist ein Verlust der

Selektivitat fur BVdU zunachst nicht zu befiirchten.

O
Br
w
N @] virale virale lz\lel:l)llgl}fg're
HO _Kinase _ pygump —KIN3S€ _  myquDP —— = BVAUTP
O
OH
BvdU 11
virale zellulare 'z\l%lllglére
! %
ACV 7 Kinase ACVMP inase ACVDP ACVTP

Abb. 6: BVdU-Anabolismus und ACV-Anabolismus

Ein Problem der Selektivitat der ersten Phosphorylierung stellt das Auftreten von
Resistenzen dar. Mutiert die virale Kinase, so dass die Monophosphorylierung nicht
mehr stattfindet, verlieren die Wirkstoffe ihre Aktivitat. Bei immunsupprimierten
Patienten (z.B. bei zusatzlicher HIV-Infektion) treten in 5 bis 6% der Falle ACV-
resistente HSV-1 Stamme auf.’® Ein weiterer Vorteil der Anwendung von Prodrug-
Sytemen wird in der Erweiterung des antiviralen Spektrums von BVdU eindrucksvoll
bewiesen. So ist BVdU gegen EBV inaktiv, in Form eines cycloSal-Prodrugs wird
allerdings die erste Phosphorylierung umgangen. Dies flhrt zu einer deutlichen anti-
EBV-Aktivitdt und zeigt zugleich den potentiellen Nutzen von Prodrug-Systemen

auch bei selektiven antiviralen Verbindungen.®”!
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2.3 Das Prodrug-Konzept

Das Problem der geringen Membrangangigkeit sowie der Dephosphorylierungen
kann durch Verabreichung sogenannter ,Prodrugs® umgangen werden. Diese sind
Wirkstoffvorlaufer, welche den eigentlichen Wirkstoff erst spater unter Abspaltung
von Maskierungsfunktionen freisetzen. Voraussetzungen fir ein solches Prodrug, in
diesem Fall ein Pronucleotid, sind eine erhodhte Lipophilie, um Zellmembranen und
die Blut-Hirn-Schranke durchdringen zu koénnen, eine ausreichende Stabilitadt im
extrazellularen Medium und die Freisetzung nicht toxischer Masken.

Im Fall von NMP miuissen zwei negativ geladene Sauerstoffatome lipophil maskiert

werden.

B = Nucleobase

Abb. 7: Vom Nucleotid zum Pro-Nucleotid

Erste Versuche mit Dialkylphosphatestern bestatigten die Annahme einer Abspaltung
der Maske durch nucleophile Reaktion am Phosphoratom. Allerdings behinderte die
entstandene negative Ladung die Freisetzung des Wirkstoffes durch Spaltung des
zweiten Esters.®® Neuere Ansdtze beruhen auf Masken, die durch
Hydrolysekaskaden, ausgelost z.B. durch eine enzymatische Reaktion, von dem

Nucleotid abgespalten werden. Zu diesen neuartigen Masken zahlen:

Bis(POM)-Nucleotide [bis(Pivaloyloxymethyl)-]**!
Bis(POC)-Nucleotide [bis(iso-Propyloxycarbonyloxymethy!)-]4°
Bis(SDTE)-Nucleotide [bis-(S-(2-Hydroxyethylsulfidyl)-2-thioethyl)-]*"
Bis(SATE)-Nucleotide [bis-(S-Acyl-2-thioethyl)-]*?
Bis(AB)-Nucleotide [bis-(4-Acetoxybenzyl)-]**!

Phosphoramidat-Nucleoside!***°!
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Mechanistisch betrachtet erfolgt fir diese Prodrug-Systeme die Freisetzung des
Nucleotids durch enzymatische Hydrolyse. Die selektive Freisetzung basiert auf der
deutlich hoheren Esteraseaktivitat innerhalb von Zellen im Gegensatz zum Plasma.
Ein weiteres Forschungsgebiet, welches durch Pronucleotidsysteme erschlossen
wird, ist die selektive Freisetzung von Wirkstoffen innerhalb bestimmter Zelltypen.
Die Aktivierung muss in diesen Fallen Uber Enzyme erfolgen, die fur einen
bestimmten Gewebetypus charakteristisch sind. Zellspezifisch sind folgende

Pronucleotidsysteme:

HepDirect® ! Leber

DHP-Nucleotide (5°-Dihydropyridyl-Nucleotide)*”!  Gehirn
2.3.1 Bis-(POM)- und Bis-(POC)-Nucleotide

Zwei acyclische Phosphonat-Nucleotidanaloga werden in Form ihrer Prodrugs bereits
in der klinischen antiviralen Therapie verwendet. Es handelt sich um Bis-(POM)-
PMEA (Adefovir Dipivoxil, Hepsera®) und das Fumarsauresalz von Bis-(POC)-PMPA
(Tenofovir Disoproxil Fumarat, Viread®). In der folgenden Abbildung sind die

Spaltungsmechanismen verallgemeinert dargestellt.

0]
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Abb. 8: Spaltung von Bis-(POM)- und Bis-(POC)-Nucleotiden (12, 13)1¢*%

Die Freisetzung des NMP erfolgt fur beide Systeme Uber die enzymatische Spaltung
durch eine Carboxyesterase. Bei den Bis-POC-Nucleotiden 13 entsteht ein instabiler
Kohlensaurehalbester 14, welcher unter Abspaltung von CO; in das ebenfalls
instabile halbacetalische Intermediat 15 Ubergeht. Bei Bis-POM-Nucleotiden 12
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erfolgt direkt die Freisetzung des halbacetalischen Intermediats 15. Dieses zerfallt zu
Formaldehyd und dem Mono-POM, bzw. Mono-POC-Diester 16. Die Wiederholung
des Kaskademechanismus liefert das entsprechende Nucleotid. Die zweite Spaltung
erfolgt allerdings im Vergleich zur Ersten wesentlich langsamer, was auf die negative
Ladung des Diesters 16 zuruckgefuhrt wurde. Sie verursacht eine geringere
Substrataffinitat der Esterase. Um auch die zweite enzymatische Spaltung schnell zu
gestalten, wurde bei unterschiedlichen Ansatzen die durch Esterase zu entfernende
Gruppe Uber verschiedene Spacer von dem Phosphatrest raumlich entfernt. Einer

dieser Ansatze ist das Bis-(AB)-Pronucleotidsystem.
2.3.2 Bis-(AB)-Nucleotide

Bis-(AB)-Nucleotide wurden von S. Freeman et al. beschrieben und von A. Glazier et
al. modifiziert.*>*" Um eine hinreichende Substrataffinitat von Carboxyesterasen
gegenuber dem intermediar auftretenden Diester zu erhalten, wurde als Spacer ein
aromatisches System eingefuhrt. Die Hydrolysekaskade wird durch Spaltung der
Acylgruppe von 17 eingeleitet. Dadurch findet eine Umpolung des zur Benzylgruppe
para-standigen Restes vom Elektronenacceptor zu einem Elektronendonator statt.
Diese Umpolung labilisiert die Benzylesterbindung und flihrt zu einem spontanen
Zerfall des Intermediats 18 in den AB-Diester 19 und ein mesomeriestabilisiertes 4-
Chinonmethid 20. Eine Wiederholung der Kaskade setzt das NMP frei.

- (0]

R 3 Esterase 18 spontan e) [l
E—— S O—Fl’—ONucl
OR
. I I 19
O—P—ONucl O—I?—ONucI
(|3R OR l
17 — \ —
S
o 0 NMP
-
®CH,

Abb. 9: Spaltungsmechanismus von Bis-(AB)-Nucleotiden
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Das auf diese Weise freigesetzte Chinonmethid koénnte ein Problem bei der
Anwendung von Bis-(AB)-Nucleotiden darstellen, da die Entstehung in unmittelbarer
Nachbarschaft zum aktiven Zentrum des Enzyms stattfindet. Chinonmethide sind als
alkylierende Reagenzien bekannt und konnten mit den Aminosauren des Enzyms
reagieren, was zu einer Verminderung der Enzymaktivitat fihren kann."***" Zudem
sind Reaktionen mit zellularen Nucleophilen wie DNA, Glutathion u.a. vorstellbar,

was entscheidend zur Toxizitat derartiger Verbindungen beitragen durfte.

S
OH
- H,0 _
21
®CH, o
L _ OH
Glutathion, DNA, Enzym T H,0O
Produkte, Puffer OPO.2-
3
22
HOPO;%
Addukt
OH

Abb. 10: Postulierte Umwandlungen eines Chinonmethids

Um den Verbleib des Chinonmethids 20 aufzuklaren, wurden von Freeman et al.
verschiedene Experimente durchgefiihrt. Bei der 'H- und *'P-NMR-
spektroskopischen Verfolgung der Hydrolyse eines Bis-(4-Acetoxybenzyl)-Nucleotids
bei pD 8.0 wurden als Spaltprodukte 4-Hydroxybenzylalkohol 21, Acetat und NMP
freigesetzt. Dabei wurde fur die Primarspaltung eine Halbwertszeit von 55 h und fur
die Sekundarspaltung eine Halbwertszeit von 153 h festgestellt. Die Zugabe von
Esterase beschleunigte die Hydrolyse auf 3 min fir den ersten und 120 min flr den
zweiten Schritt. Das dabei freigesetzte Chinonmethid 20 reagiert zunachst nur zu ca.
30% mit Wasser, der weitaus grofldte Teil alkyliert das im Puffer vorhandene
Phosphatsalz zu 22, welches nachfolgend mit einer Halbwertszeit von 60 min zu
Phosphat und 4-Hydroxybenzylalkohol 21 hydrolysiert. Da keine Abnahme der
Enzymaktivitat beobachtet wurde, erscheint eine Reaktion mit dem Enzym als

unwahrscheinlich.
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Die in vitro ermittelte antivirale Aktivitat gegenuber HIV-1 von Bis-(4-Acetoxybenzyl)-
AZTMP war der von AZT vergleichbar, allerdings wurde eine um den Faktor 20
erhohte Cytotoxizitat festgestellt. Unter der Annahme, dass diese Toxizitat von dem
Chinonmethid verursacht wurde, entwickelten Glazier et al. eine Modifikation des Bis-
(AB)-Konzeptes, bei welchem das Chinonmethid durch eine intramolekulare Reaktion
eliminiert werden sollte. Zu diesem Zweck wurde eine Methoxycarbonylmethyl-

Gruppe in der Benzylposition der Maske eingefuhrt (MCM-Nucleotide 23).

e (0]
O)J\ @O 25
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Abb. 11: Spaltungsmechanismus von MCM-Nucleotiden

Der Mechanismus verlauft analog der oben beschriebenen Spaltung. In diesem Fall
wird jedoch ein Chinonmethid 26 erhalten, welches durch Eliminierung in den 4-
Hydroxyzimtsauremethylester 27 und durch nachfolgende Hydrolyse in die 4-
Hydroxyzimtsdure 28 Ubergehen kann. Mit Bis-(4-acetoxy-a-methoxycarbonyl-
methylbenzyl) ACVMP (MCM-ACVMP) als Modellverbindung konnte nachgewiesen
werden, dass neben Methanol, Essigsaure und ACVMP 4-Hydroxyzimtsaure 28 als
Reaktionsprodukt auftritt. Zudem wurden fur die eben genannte Komponente nur
geringe toxische Wirkungen in vitro festgestellt.®? Untersuchungen von C. Meier et
al. mit dem von Glazier entwickelten MCM-Konzept angewendet auf d4T zeigten

allerdings eine deutlich gesteigerte Cytotoxizitat in vitro (CCso= 19 uM) gegenuber
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einer moderaten Cytotoxizitat von Bis(AB)-d4TMP (CCso= 58 uM). Es ist daher nicht
abschlie3end geklart, ob der gesteigerte Syntheseaufwand zur Darstellung der MCM-
Nucleotide tatsdchlich gerechtfertigt ist.”*** Zudem konnte sich das Auftreten

zusatzlicher asymmetrischer Kohlenstoffatome als nachteilig erweisen.

Ein genereller Nachteil enzymatisch angesteuerter Pronucleotid-Systeme ist die
Abhangigkeit vom aktivierenden Enzym selbst. Zellen, die das notwendige Enzym
nicht oder nur wenig exprimieren, werden von dem Wirkstoff nicht erreicht. Ein
weiteres Pronucleotidsystem stellt die von C. Meier et al. entwickelte cyclische
Maske dar, welche von Enzymen unabhangig ist und durch chemische Hydrolyse
abgespalten wird. Zudem wird bei diesem Prozess nur eine Maske entfernt, was die
Vertraglichkeit eines solchen Medikamentes erhohen sollte. Es handelt sich um

cycloSaligenyl-Nucleosid-Monophosphate (cycloSal-NMP).°>%!

2.3.3 Das cycloSal-Konzept

Ein cycloSal-Pronucleotid besteht aus dem Nucleotid sowie einer cyclischen,
bidenten Maske in Form eines substituierten Salicylalkohols. Eine Besonderheit
dieser Maske ist die selektiv verlaufende chemische Hydrolyse der Phosphatester-
Bindungen, bedingt durch die unterschiedlichen Stabilitaten der Benzyl-, Phenyl- und

Alkylphosphatesterbindungen.
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Abb. 12: Chemische Hydrolyse von cycloSal-NMP
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In einem ersten Hydrolyseschritt wird die Phenylesterbindung des cycloSal-NMPs
gespalten, wenn ein leicht alkalisches Medium vorliegt (physiologische pH-
Bedingungen), da diese die labilste der Esterbindungen ist. Es bildet sich ein
mesomeriestabilisierter (2-Hydroxybenzyl)-phosphat-d4T-diester (Schritt a). Die
andere denkbare Hydrolyse flhrte zu einem (2-Hydroxymethylphenyl)-d4T-
phosphatdiester (Schritt c). Dieser Schritt wird durch die in ortho-Stellung befindliche
schwache Donator-Phosphatgruppe stark verlangsamt, so dal} es zu einer selektiven
chemischen Hydrolyse kommen kann.® Mit der Spaltung geht eine Umpolung des
schwachen Donatorsubstituenten (Phosphatgruppe) in einen starken
Donatorsubstituenten (phenolische OH-Gruppe) einher, welche die spontane
Freisetzung des Wirkstoffes d4TMP und der Maske (Salicylalkoholderivat) induziert.
Die Freisetzung des Wirkstoffes ist abhangig von dem Substitutionsmuster am
aromatischen Ring und kann gezielt beeinflusst werden. So wurden zahlreiche
Pronucleotide mit unterschiedlichem Substitutionsmuster dargestellt. Es stellte sich
heraus, dass Alkylgruppen an der Maske von Vorteil sind, da sie sich stabilisierend
auswirken und die Halbwertszeit erhohen. Das 3-Methyl-cycloSal-d4TMP hat z.B. im
Vergleich zur unsubstituierten Maske eine um etwa 5 Stunden verlangerte
Halbwertszeit. Der cycloSal-Pronucleotid-Ansatz ist erfolgreich. Die Aktivitat einiger
Wirkstoffe wird durch diese Art der Maskierung betrachtlich erhéht und z.B. fir das 3-
Methyl-cycloSal-d4TMP bleibt die Aktivitat des Wirkstoffes auch in Thymidin-Kinase
defizienten Zellen (TK') erhalten.”® Die Aktivitat von Pronucleotiden in TK-Zellen ist
ausgesprochen interessant. Sie gibt zum einen Aufschluss Uber den effektiven
Wirkstofftransport Uber die Zellmembran, zum anderen ist bekannt, dass Viren
Resistenzen gegen Nucleosidanaloga durch Herabregulierung der TK-Aktivitat
entwickeln kénnen.!®”!

Wegen der vielversprechenden Ergebnisse der Anwendung des cycloSal-Konzeptes
auf d4T wurden auch andere Nucleosidanaloga untersucht. Die folgende Auflistung

soll einen Uberblick Uiber die breite Anwendbarkeit geben.

. d4T 3 (TK-Bypass)®"

. ddA und d4A (ADA-Bypass)®?

. acyclische Nucleosidanaloga, z.B. ACV 71!

. ABC 5 und Carbovir'®

. BVdU 11 (erstmalige Darstellung anti-EBV-aktiver BVdU-Derivate)®!
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Das cycloSal-Konzept hat inzwischen einige betrachtliche Erweiterungen erfahren,
auf die im Folgenden kurz eingegangen werden soll.

Da bei der rein chemischen Hydrolyse zum Salicylalkohol und dem NMP die
Einstellung eines Diffusionsgleichgewichts Uber die Zellmembran zu erwarten ist,
wurden cycloSal-Pronucleotide der zweiten Generation entwickelt. Hierbei wurde
darauf gezielt, das Diffusionsgleichgewicht zu stéren und zugunsten einer
intrazelluldaren Akkumulation zu verschieben.®®®®l Die Optimierung solcher
Pronucleotide ist ein Teil dieser Arbeit, daher soll an entsprechender Stelle naher
darauf eingegangen werden. Auch die Umwandlung des urspringlich rein chemisch
ablaufenden Hydrolysemechanismus in einen enzymatisch aktivierten Prozess
konnte inzwischen volizogen werden.® In diesem Fall wird von cycloSal-
Pronucleotiden der dritten Generation gesprochen.

Da ein unbestrittener Vorteil von cycloSal-Pronucleotiden das Verhaltnis von Maske
zu Wirkstoff ist, wurden weiterhin Anstrengungen unternommen, dieses Verhaltnis
noch zu verbessern, was zu der Entwicklung von Bis-cycloSal-Nucleotiden 29 flhrte.
Das hierbei erhaltene Wirkstoff-Maske-Verhaltnis von 2:1 ist auf dem Gebiet der

Pronucleotide einmalig.l’®
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Abb. 13: Hydrolyse von Bis-cycloSal-NMP 29 zu zwei NMP und Maske 30
Inzwischen konnte gezeigt werden, dass cycloSal-Nucleotide auch fur synthetische

Zwecke als aktivierte Phosphatdonatoren nutzlich sind. Neben der einfachen

Hydrolyse von cycloSal-NMP zu den entsprechenden NMP kann auch eine
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Umsetzung mit anderen Nucleophilen als Wasser durchgefuhrt werden. Auf diese
Weise lassen sich aus dem Pronucleotid 31 ebenso die Di- und Triphosphate 32,33
freisetzen. Zudem erhalt man durch Umsetzung mit Pyranose-1-Phosphaten 34 die
biologisch interessanten Nucleosiddiphosphat-Pyranosen 35 in zuverlassig guten

Ausbeuten und mit definierter Stereochemie am anomeren Kohlenstoffatom.["]

i ) Wasser i) NMP
ii) Phosphat _ ii) NDP 32
iii) Pyrophosphat i) NTP 33
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OR OR
o 34 35
Y ROT/AMA R 9 O@ B
a1 OPOZ RO~ O T
_ O IT O—P—0
0O O

Abb. 14: Synthetische Anwendung von cycloSal-NMP 31

2.4  Fluoreszenzmarkierte Nucleoside

Nucleoside kénnen an ihren verschiedenen funktionellen Gruppen mit
unterschiedlichen Fluoreszenzmarkern kovalent verknupft werden. Ein Vorteil dieser
Vorgehensweise ist, dass der Fluorophor aus einer grof3en Palette relativ frei gewahlt
werden kann, so dass die Anregungs- und Emissionswellenlangen sowie weitere
Eigenschaften dem jeweils untersuchten System angepasst werden kdnnen. Ein
gravierender Nachteil besteht darin, dass die Fluoreszenzmarker meist von
betrachtlicher Grof3e sind und die so erhaltenen Moleklle oft nicht vergleichbare
Eigenschaften mit denen der Stammverbindungen aufweisen. Es kann z.B. durch
eine Fluoreszenzmarkierung die Basenpaarungsfahigkeit vollstandig eingebuft
werden. Mochte man Diffusionseigenschaften untersuchen, ist eine solche
Markierung auch nicht zutraglich, da sie offensichtlich die Lipophilie gravierend
beeinflusst. Ein prominentes Anwendungsbeispiel fluoreszenzmarkierter Nucleotide
ist die Sequenzbestimmung durch die Sanger-Methode, bei welcher unterschiedliche
Fluoreszenzmarker gewahlt werden. Im Folgenden sind einige fluoreszenzmarkierte

Nucleoside dargestellt.’? Dabei handelt es sich der Reihe nach um eine Modifikation
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der exocyclischen Aminogruppe mit Fluorescein (36), eine Modifikation an der 2°-
Position mit einem Dansyl-Marker (37) und eine Modifikation an der 3’-Position mit

einem Pyren-Marker (38).
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Abb. 15: Einige fluoreszenzmarkierte Nucleoside

2.5 Interkalationsfarbstoffe
Interkalationsfarbstoffe bieten die Moglichkeit der DNS-Visualisierung ohne kovalente
Verknupfung des Farbstoffes mit den Nucleobasen. Als wohl prominentestes Beispiel

sei an dieser Stelle Ethidiumbromid 39 genannt, welches bei Gelelektrophoresen

verwendet wird.

—N Br 39

Abb. 16: Ethidiumbromid

2.6 Intrinsisch fluoreszierende Nucleoside

Als intrinsisch fluoreszierende Nucleoside werden solche bezeichnet, bei denen die
Nucleobase selbst die fluorophore Gruppe ist. Dies kann teilweise durch geringe

Veranderungen der funf Nucleobasen A, T, G, C oder U erreicht werden. Der Vorteil
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ist hierbei, dass diese intrinsisch fluoreszierenden Nucleoside sich nur geringflgig
von ihren Stammverbindungen unterscheiden und somit stark ahnliche
Eigenschaften haben sollten. Es ist z.B. iso-A in der Lage, normale H-Bricken mit T
auszubilden. Ein Unterschied zu A ist, dass auch H-Brucken zu C gebildet werden

kdnnen (s. Abbildung 17), was bei DNA-Inkorporation zu Mutationen fiihren kann.!"?!

0]
- N\
N—’ N\ _> \S
Ado  (desoxy)Ribose” _ N—H-N UIT

(desoxy)Ribose

N
—~
iso-Ado (desoxy)Ribose” N- -H—N Ut

(desoxy)Ribose

H/
N
—
H
Ni/ﬂ\ e
iso-Ado  (desoxy)Ribose” N---H—-N C

0] (desoxy)Ribose
Abb. 17: Basenpaarung von Ado und dessen fluoreszierenden Analogons iso-Ado

Von Nachteil ist, dass die Nucleobasen nicht unbedingt hohe Quantenausbeuten
besitzen. Aullerdem kann die Emissionswellenlange nicht frei gewahlt werden. In

Abbildung 18 sind einige intrinsisch fluoreszierende Nucleoside dargestellt.

R = Ribose / 2"-Desoxyribose

N HN

Nfl\/\> N N S
N ~" "NH ~N SN NZ
&7 SOEREISTERS |
~ N\ ~

l?l N) ITI N/go l}l N)\NHZ N/&O O)\l?l
R R R R R
1,N°-Etheno iso-Inosin iso-Adenosin m°K 1-B-D-2°-Desoxyribo-
adenosin 40 41 42 43 furanosyl-3,5-diaza-4-

oxopheothiazin 44

Abb. 18: Einige intrinsisch fluoreszierende Nucleosid-Analoga
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2.7 Fluoreszierende Basensubstitute

Zuletzt ist es moglich, die Nucleobase durch einen fluoreszierenden, unpolaren
aromatischen Rest zu ersetzen, welcher Uber eine C-glykosidische Bindung an den
Zucker gebunden und welcher nicht in der Lage ist, Wasserstoffbricken auszubilden.

Im Folgenden sind einige Beispiele fiir eine solche Vorgehensweise abgebildet./"?

D S o B

Abb. 19: Einige fluoreszierende Basensubstitute

2.8  Markierung von Nucleosid-Analoga durch fluoreszierende Masken

Durch die Verwendung einer cycloSal-Einheit als Maskierungsfunktion ergibt sich
prinzipiell noch eine andere Mdglichkeit der Fluoreszenzmarkierung: Die Maskierung
mit einer fluoreszierenden cycloSal-Einheit. Dieser Ansatz wurde bereits mit einem
cycloSal-Derivat des fluoreszierenden 4-Methyl-umbelliferon 45 verfolgt.” Leider
verlauft die Hydrolyse des Prodrugs nicht zu dem gewiunschten Monophosphat, so
dass in dieser Arbeit nun die analytischen Maoglichkeiten mit intrinsisch

fluoreszierenden Nucleosiden vertiefend ausgelotet werden sollten.

OH OH

OH

45 46

Abb. 20: 4-Methyl-Umbelliferon 45 und dessen Salicylalkoholderivat 46
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3 Aufgabenstellung

1. ,lock-in“-Modifikation von cycloSal-Pronucleotiden
2. Synthese intrinsisch fluoreszierender Nucleosidanaloga

3. Entwicklung eines Diphosphat-Prodrug Konzeptes

Ein Ziel dieser Arbeit war die Synthese von “lock-in"-modifizierten cycloSal-
Pronucleotiden. Dabei sollten die Hydrolysehalbwertszeiten bereits dargestellter

66671 7udem wurde eine

POM-funktionalisierter cycloSal-NMP erhoht werden.
Modifikation von cycloSal-Pronucleotiden durch Verknupfung mit Aminosaurestern
angestrebt. Diese Erweiterung des cycloSal-Konzeptes zielt auf einen intrazellularen
Einschluss der Verbindungen, um einen Efflux Gber die Zellmembran zu unterbinden.
Die Maskierungen sollten fur analytische Zwecke nicht nur an antiviral aktive
Nucleosidanaloga, sondern ebenso an strukturell verwandte intrinsisch
fluoreszierende Nucleosidanaloga gekniipft werden.” Fiir diese Zwecke mussten
nicht nur die Maskierungen, sondern auch Nucleobase und Zucker entsprechend
umgewandelt werden. Die Effektivitat der Prodrugs sollte durch Auswertung der
antiviralen Profile erfolgen. Der Membrantransport sollte aus den antiviralen Daten
abgeleitet werden. Zudem sollten die intrinsisch fluoreszierenden Nucleoside mittels
Fluoreszenzmikroskopie in Zelltests untersucht werden. Alle Verbindungen sollten
hinsichtlich ihrer Hydrolyseeigenschaften in biologischen Medien und Puffersystemen
untersucht werden. In der folgenden Abbildung ist eine Zusammenfassung der

Zielverbindungen dieses Themenbereiches angegeben.

R = OPOM, OAM, N-Aminosaureester

0
R Nucl.=  d4T
BVdU
Q ACV
O,lFl’—‘ONucl- iso-d4A

o) dm®K

X

X =H, Me

Abb. 21: lock-in“-modifizierte cycloSal-Triester
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Die erstmalige Entwicklung und Evaluierung eines NDP-Prodrug Systems waren das
andere Ziel dieser Arbeit. Hierzu sollten Nucleosiddiphosphate reversibel maskiert
werden, um einen Transport Uber die Zellmembran zu ermdglichen. Innerhalb der
Zelle sollte dann das entsprechende NDP effektiv freigesetzt werden. Die
Bestimmung der Stabilitdt und der Hydrolyseeigenschaften sollte in verschiedenen
biologischen Medien und Puffersystemen erfolgen. Die passive Diffusion Uber
Zellmembranen und die effektive Freisetzung der Wirkstoffe innerhalb der Zelle sollte
anhand von antiviralen Daten und durch Fluoreszenzmikroskopie erfolgen. Die

folgende Abbildung zeigt die zu untersuchenden Verbindungen.

0] Nucl= d4T
)J\ AZT
BvduU
carba-iso-ddA
Nucl.= d4T, AZT
X
0 0 ? ﬁ
” o—|F|> ONucl O/lFl’—O—Fl’—ONucI
0] 0]

R = Me, i-Pr, t-Bu, Ph, hep

Y
X=H,Y=Me
X=CLY=H
O

Abb. 22: Bis-(4-Acyloxybenzyl)NDP-prodrugs und cycloSal-NDP-prodrugs
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4.1 ,Lock-in"-Konzept

Dieses Kapitel handelt von cycloSal-Pronucleotiden der zweiten Generation, welche
derart modifiziert sind, dass die Einstellung eines Diffusionsgleichgewichts der
Prodrugs Uber die Zellmembran zugunsten einer intrazellularen Akkumulation gestort
wird. Eine solche Verschiebung kann durch Anbringen eines Restes gelingen,
welcher empfindlich auf intrazellular aktive Enzyme reagiert. Dadurch wird die
Verbindung dem Gleichgewicht entzogen. Zudem sollte es moglich sein, diese
enzymatische Reaktion so zu gestalten, dass das lipophile Prodrug in ein deutlich
polareres Prodrug uberflhrt wird, um die Rickdiffusion in die extrazellulare Matrix zu

erschweren oder zu unterbinden.

extrazellular g @
Pro ] Drug :

o y3 ~-
passive ' kein kein
Membran Diffusion Efflux . Influx f
¥ Anreicherung
Pro Drug
. ; 0 v
intrazellular
! 1Iangsam
- + |Drug
\ '

l ] g ;'...' ‘ ¥~
Abb. 23: Konzept des intrazelluldren Einschlusses von cycloSal-Pronucleotiden (,lock-in“-

Pronucleotide)

Die Synthese solcher Verbindungen wurde in unserer Arbeitsgruppe mit
unterschiedlichen Ansatzen vorangetrieben. In den folgenden Abschnitten sollen
diese kurz beschrieben und miteinander verglichen werden. Die enzymatische
Aktivierung von cycloSal-Pronucleotiden der dritten Generation wird hier nicht
diskutiert.
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4.1.1 Einfache Ester zur ,lock-in“-Modifikation

Eine Herangehensweise an das oben beschriebene Problem ist das Anfugen
einfacher Estergruppierungen an das cycloSal-Ringsystem."®’"1 Um die zusatzlichen
funktionellen Gruppen von dem Aromaten zu isolieren, wurde ein Spacer verwendet,
dessen Standardlange zunachst zwei C-Atome betrug. Im Verlauf der
Untersuchungen zeigte sich, dass der C,-Spacer die funktionelle Gruppe vermutlich
nicht vollstandig vom Aromaten isoliert, so dass auch langere Spacer untersucht
wurden. Als Referenznucleosid wurde d4T verwendet. Die folgend abgebildeten
Verbindungen 47a-d, 48a,b und die Referenzverbindungen 49,50 mit C,-Spacer

wurden zunachst dargestellt.

R =Me 47a, i-Pr 47D, = _
£BU 47¢. Bn 47d R = Me 48a, t-Bu 48b

0]

O)J\R
?
P—0Od4T
o7l
0]
Esterase Esterase
O
49 OH 50
OH
—_— d4aTMP —<~—
7 7
P—Od4T P—Od4T
o | gl
0] 0]

Abb. 24: Potentielle ,lock-in“-Modifikationen von cycloSal-Pronucleotiden

Untersuchungen in humanem CEM/0-Zellextrakt ergaben fir die Verbindungen 47a-d
nicht das gewunschte Resultat, da eine Spaltung des Esters zu der Saure 49 nicht
beobachtet wurde. Die Verbindungen 48a,b hingegen setzten unter gleichen
Bedingungen den Alkohol 50 frei. Aus den antiviralen Daten der Verbindungen gegen
HIV-1 und HIV-2 in CEM/0 und CEM/TK" wurden folgende Schllisse abgeleitet:

1. Alle modifizierten Pronucleotide gelangen Uber die Zellmembran.



Resultate und Diskussion 26

2. Die Saure 49 passiert die Zellmembran nicht (Inaktiv in TK-defizienten Zellen).
Wiirde sie freigesetzt, hatte man daher den intrazellularen Einschluss erreicht.
3. Der Alkohol 50 zeigt Aktivitat in TK'-Zellen. Ein Einschluss des Triesters kann

auf diese Wiese folglich nicht erreicht werden.

Um die Spaltung eines Esters zur Freisetzung einer Saurefunktion am cycloSal-
d4TMP durch Esterasen zu ermoglichen, wurde der Spacer verlangert. Zu diesem
Zweck wurde von D. Vukadinovic-Tenter eine neue Syntheseroute, basierend auf

Suzuki-Kreuzkupplungen, entwickelt.!”® Dies erméglicht die flexible Einfiihrung von

Spacern.
Me: 51a 0 n=2:51b
Bn: 52a n=3:52b
3, 2= n( Esterase 3, 2= n( OH
R —
7
P—Qd4T
o7l
@]

Abb. 25: Potentielle ,lock-in“-Modifikationen mit variablem Spacer

Untersuchungen der Verbindungen 51a,b in CEM/0-Zellextrakt deuteten auf keine
Spaltung der Esterfunktion hin. In Mausleberextrakt konnte hingegen mit einer
Halbwertszeit von 0.1 h die enzymatische Hydrolyse von 52a zu 52b beobachtet
werden. Die chemische Hydrolyse (PBS, pH= 7.3) von 52a zu d4TMP findet im
Vergleich mit einer Halbwertszeit von 4.0 h statt. Dies bedeutet eine 40fache
Beschleunigung im zellularen Medium. Unglucklicherweise zeigte Verbindung 52a
keine Aktivitat in CEM/TK". Da durch die Einfuhrung verlangerter Spacer keine
hinreichende Enzymaffinitat der Pronucleotide in CEM/0-Zellen erreicht werden
konnte, wurde die EinfUhrung komplexer Ester untersucht. Diese Vorgehensweise

wird im folgenden Kapitel diskutiert.

4.1.2 Acylale zur ,lock-in“-Modifikation

Wie im Kenntnisstand bereits beschrieben (s.S. 10), kdnnen Acylale zur enzymatisch

reversiblen Maskierung von Sauren verwendet werden. Dieses Konzept wurde nun

auf cycloSal-Triester angewendet. Zur Untersuchung der ,lock-in“-Eigenschaften
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wurden die folgenden Pronucleotide 53a-c dargestellt. Die Abbildung gibt zudem

Aufschluss Uber den postulierten Hydrolysemechanismus der Verbindungen.

O O o

O/\O)]\R OH /\ )J\
Esterase -CO,
o — o -— o
B 0daT : :
ol O/ﬁ Od4T _P—0d4T
o] O Il
O
5-AM-prop: R= Me, 53a -HCHO
5-POM-prop: R= t-Bu, 53b Esterase
OH OJ\
pH 7.3
d4TMP - 9 Q
- Maske P—0Od4T
0/8 o /I|3| Od4T
49 O

5-POC-prop: 53c
Abb. 26: Postulierter Hydrolysemechanismus fur Acylal-modifizierte cycloSal-Pronucleotide

Sowohl das POM- als auch das AM-Acylal 53a,b werden durch Esterase in das
instabile Intermediat 54 Uberflhrt. Das POC-Acylal 53¢ durchlauft einen zusatzlichen
Schritt Uber die Freisetzung eines Kohlensaurehalbesters 55, der durch spontanen
Zerfall in CO; und Intermediat 54 Ubergeht. Dieses instabile Intermediat setzt
Formaldehyd und die Saure 49 frei, welche bei physiologischem pH-Wert
deprotoniert vorliegen sollte. Aus der Saure 49 kann nun durch chemische Hydrolyse
d4TMP entstehen. Die oben abgebildeten Verbindungen 53a-c konnten erfolgreich
dargestellt werden.®® Es konnte durch HPLC-Analytik nachgewiesen werden, dass
aus den Verbindungen in humanem CEM/0 Zellextrakt die Saure 49 mit t1= 0.25 h
fur 53a, t1o= 0.38 h fur 53b und tio= 0.9 h fir 53c entsteht. Die chemische
Hydrolysehalbwertszeit bei pH= 7.3 liegt hingegen bei 4.5 h. Somit konnte ein
deutlicher Unterschied zwischen chemischer und enzymatischer Stabilitédt erzeugt
werden, eine Voraussetzung fur den erfolgreichen intrazellularen Einschluss. Als
weitere Voraussetzung sei die Stabilitat im extrazellularen Medium genannt. Tritt hier
ebenso eine merkliche Spaltung des Acylals auf, wird das Medikament am Zelleintritt
gehindert, also genau der gegenteilige Effekt des Angestrebten erzeugt. Daher

wurden die Verbindungen 53a-c hinsichtlich ihrer Stabilitdt in humanem Blutserum
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(5%, pH= 6.8) untersucht. Eine Spaltung der AM-, POM- und POC-Acylale wurde
unter diesen Bedingungen nicht beobachtet. Gerade im Bezug auf POM- und POC-
Acylale ist dieses Ergebnis nicht Uberraschend, da solche Maskierungen bereits in
der klinischen antiviralen Therapie verwendet werden (Hepsera®, Viread®). Von den
Verbindungen 53a-c wurden die antiviralen Aktivitaten gegen HIV-1 und HIV-2 sowie
deren Cytotoxizitaten in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Jan Balzarini, Universitat
Leuven, Belgien, ermittelt. Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht Gber die

erhaltenen Daten.

ECso” [uM] CCso” [ uM]
CEM/0 CEM/TK: CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
5-(AM-prop) 53a 0.20+0.11 0.53+0.39 25.0+19.1 81.1+14
5-(POM-prop) 53b 0.23 £0.04 0.33+0.11 0.70 £ 0.08 23.8+4.0
5-(POC-prop) 53c 0.26 £ 0.20 0.60 £ 0.00 1.73 +1.97 73.6 +12.0
‘Saure49  014£010  080£020 500300 736400

d4T 3 0.19+£0.13 0.48 +0.32 7.5+6.1 112+ 15

#50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation; ®50% cytotoxische Konzentration

Tab. 1: Antivirale Profile von 53a-c und der Referenzverbindungen 49 und 3

Die Deutung dieser Daten ist aufgrund der teilweise extremen
Standardabweichungen nicht einfach. Sie wurden aber dahingehend interpretiert,
dass 53b als einzige der Verbindungen einen effektiven TK-Bypass erzeugt.”® Dies
bedeutet flir die anderen Verbindungen eine nur geringe Permeation der
Zellmembran, was schlie3lich auf die Spaltung des AM- und POC-Acylals unter den
Bedingungen des Inkubationsmediums zurlckgefuhrt werden konnte. Fur beide
Acylale zeigte sich eine deutliche Verkurzung von tyy im RPMI-Medium (+10%
hitzedeaktiviertem fotalem Kalberserum; FCS) unter anteiliger Freisetzung der Saure
49. Das POM-Acylal war hingegen unter diesen Bedingungen stabil und konnte
daher effektiv d4TMP in der Zelle freisetzen. Aus der Tabelle Iasst sich nun allerdings
ein weiteres Problem ablesen: die vergleichsweise hohe Cytotoxizitat des

Pronucleotids 53b. Ein Problem bei der Verwendung von POM-Acylalen stellt die
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Entstehung von Pivalinsaure dar, welche nicht metabolisiert wird und somit innerhalb
der Zellen akkumuliert. Dies tragt zur erhdhten Toxizitat der Verbindungen bei. Ein
weiteres Problem der oben beschriebenen Acylale 53a-c ist die geringe chemische
Stabilitat mit einer Halbwertszeit von etwa 4.5 h, welche am unteren Rand der fur
cycloSal-Pronucleotide erforderlichen Stabilitat bei pH= 7.3 liegt. Es war daher ein
Ziel dieser Arbeit, die chemische Stabilitdt zu erhdhen, gleichzeitig aber die
enzymatische Hydrolyse nicht zu behindern. Ein weiteres Ziel war die Vermeidung
der Freisetzung von Pivalinsdure, um die Cytotoxizitat zu verringern. Im Folgenden

soll zunachst auf die Erhéhung der chemischen Stabilitat eingegangen werden.
4.1.2.1 Zielverbindungen und Synthesestrategie

Um die Stabilitat der POM-funktionalisierten cycloSal-Pronucleotide zu erhdhen,
bieten sich generell zwei unterschiedliche Vorgehensweisen an. So besteht die
Maoglichkeit, Spacer und POM-Acylal Uber die 3-Position des Aromaten mit dem
Pronucleotid zu verknlipfen. Da aber erste Versuche mit der Funktionalisierung der
3-Position nicht sehr erfolgversprechend verliefen, wurde die zweite Moglichkeit
verfolgt: Die EinfUhrung einer Methylgruppe in 3-Position unter gleichzeitiger
Belassung der ,lock-in“-Modifikation in 5-Position. Dieses Vorgehen bewirkt eine
hohere Elektronendichte im aromatischen System des cycloSal-Restes, was die
Stabilitat der phenolischen Phosphatester-Bindung erhdht, so dass die Hydrolyse
insgesamt verlangsamt wird. Die folgende Abbildung gibt eine Ubersicht (iber die

Zielstrukturen 56-58 und deren retrosynthetische Analyse.

0 0
O/\O )5< OH

0 +  Nucl — OH
|

O/||D| ONucl OH

0]

Nucl= d4T 56 60

BvdU 57
ACV 58

Abb. 27: Retrosynthetische Analyse der Zielverbindungen 56-58

Um das ,lock-in“-Konzept auch auf andere Nucleoside anwenden zu kdnnen, ist eine

Einflhrung der POM-Funktionalisierung vor der Kupplung mit dem Nucleosid
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wuinschenswert. Die prinzipielle Mdglichkeit eines solchen Vorgehens wurde in
vorangegangenen Arbeiten aufgezeigt.” Um eine mdglichst breite Anwendbarkeit
des Konzepts zu demonstrieren, sollten die Zielverbindungen 3-Me-5-(POM-
prop)cycloSald4TMP 56, 3-Me-5-(POM-prop)cycloSalBVAUMP 57 und 3-Me-5-
(POM-prop)cycloSalACVMP 58 dargestellt werden. Im Fall von BVdU 11 liegt eine
3’-OH-Gruppe vor, bei ACV 7 handelt es sich um ein acyclisches Purin-Nucleosid.
Zudem konnte es aufschlussreich sein, das Hydrolyseverhalten der unterschiedlichen
Verbindungen zu vergleichen. Zur Synthese der Verbindungen war somit das
Saligenylchlorphosphit 59 erforderlich, welches aus dem Salicylalkoholderivat 60

erhalten werden sollte. Dies wiederum ist eine literaturbekannte Verbindung.®®”

4.1.2.2 Synthese 3-Me-5-POM-funktionalisierter cycloSal-Pronucleotide

Als  Ausgangsmaterial wurde der kommerziell erhaltliche 4-Hydroxy-3-

methylbenzaldehyd 61 verwendet. Die in der Literatur beschriebene Synthese liel3

sich problemlos nachvollziehen.!®”

o) i 0
| 2.0 Aq.K,CO4 | 64 O
1.5 Ag. BnBr N 62 + \)k
> PPh Br
DMF, RT, 22 h | P 3 o
o OBn 63
OH 99% 1. Benzol
2. NaOH, 71%
61
THF, 22 h )
RT-Reflux 2.0 Aq _ COOMe
PhyP—"
93% 65
\
O 0
AN
-
o H,/Pd/C o
THF, 16 h N
100%
66
OBn 67 7 “OH
0
OH
OH 2. konz. HCI 1. Formalin,
100% 5.2 Aq.KOH
60 OH

Abb. 28: Synthese des Salicylalkohols 60
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Zunachst wurde in DMF eine Schutzung der phenolischen OH-Gruppe als
Benzylether vorgenommen, um den Aldehyd 62 flir die nachfolgende Wittig-Reaktion
zu erhalten. Die Synthese verlief problemlos in quantitativer Ausbeute und liel3 sich
auch in groRerem Maldstab (ca. 1 g 61) durchfihren. Das Wittig-Reagenz 65 konnte
in groBen Mengen durch Umsetzung von Triphenylphosphin 63 mit
Bromessigsauremethylester 64 und abschlieRender Neutralisation mit NaOH unter
Verwendung von Phenolphthalein als Indikator dargestellt und kristallisiert werden.
Nach Umsetzung von 65 mit dem Aldehyd 62 wurde E-selektiv (J= 16 Hz) das
Methylacrylat 66 in 93%iger Ausbeute erhalten. Bei gro3eren Ansatzen (3 g Aldehyd
62) wurde die Reinigung durch betrachtliche Mengen Triphenylphosphinoxid
erschwert. Die Abtrennung gelang durch wiederholtes Ausfallen des Nebenprodukts
aus Petrolether/Ethylacetat-Gemischen und Filtration. Allerdings verringerte sich die
Ausbeute durch dieses Vorgehen auf 65%. Zur Vereinfachung der Reinigung kdnnte
auf die Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion zurlickgegriffen werden, um ein
wasserlosliches  Nebenprodukt zu  erhalten. Da die Fallung  von
Triphenylphosphinoxid aber noch zu einer relativ guten Ausbeute fuhrte, wurde die
HWE-Reaktion im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgeflhrt. Zur Entfernung der
Benzylschutzgruppe bei gleichzeitiger Hydrierung der Doppelbindung wurde das
Methylacrylat 66 mit Wasserstoff unter Palladium/Kohle-Katalyse umgesetzt. Die
Reaktion erfolgte quantitativ und lie3 sich auch mit grofleren Mengen Edukt 66
durchfihren. Zur Einfuhrung der Hydroxymethylgruppe konnte der Phenol 67 im
Basischen mit Formalinldsung umgesetzt werden. Das Phenolat-Anion aktiviert die
ortho- und para-Positionen. Da im Fall des Phenols 67 nur eine ortho-Position fur die
elektrophile aromatische Substitution in Frage kommt, wird selektiv der Salicylalkohol
60 erhalten, da zudem durch die basischen Reaktionsbedingungen gleichzeitig der
Methylester gespalten wird. Diese Umsetzung gelang fur kleinere Mengen von ca.
100 mg Edukt 67 quantitativ, bei grolkeren Ansatzen (ca. 1 g 67) wurde die
Reinigung durch das Auftreten von Formaldehyd-Polymeren erschwert, so dass
Ausbeuteverluste von etwa 10% auftraten. Insgesamt bleibt flr diese Syntheseroute
aber festzuhalten, dass sie einfach, mit hervorragenden Ausbeuten und durch

gekoppelte Umsetzungen in nur vier Schritten zum Salicylalkohol 60 fuhrt.

Der Salicylalkohol 68a konnte in unserer Arbeitsgruppe bereits erfolgreich in

Verbindung 68d umgewandelt werden.®® Dazu wurden zunachst die alkoholischen
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OH-Gruppen als cyclisches Benzylidenacetal 68b geschutzt, um dann die POM-
Gruppe mit POM-lodid und DIPEA als Base einzufiihren (Weg b). Wegen der
schlechten chromatographischen Eigenschaften von 68b wurde die Reaktion auch
als Eintopfreaktion durchgefuhrt. Dieses Vorgehen verbesserte die Gesamtausbeute
von 68c auf 68% (Weg a). Nachfolgende Entschitzung durch HCI-Katalyse in der
Siedehitze ergab 68d in 79%iger Ausbeute.

0 0 0 0 o)
OH o o Yo o o
a: i), ii) i)
—_— _—
OH 0 OH
OH O)\Ph OH
R R

R R =H, 68a
R = Me, 60 R = H, 68c, 68% (a): 53% (b) R =H, 68d, 79%

R = Me, 70, 100% (b) R = Me, 71, 78%

O
OH i) Benzaldehyddimethylacetal, p-TsOH
R =H, 68b, 50% ii) POM-I, DIPEA
0 R = Me, 69, 86% iii) kat. HCI, Reflux, 1min
O)\Ph
R

Abb. 29: POM-Funktionalisierung von Salicylalkoholen 68a, 60

Es wurde davon ausgegangen, dass eine Methylgruppe in 3-Position keine Stérung
des Syntheseverlaufs zur Darstellung von 71 hervorrufen sollte. Daher wurde analog
der bekannten Umsetzung vorgegangen. Zunachst wurden die alkoholischen OH-
Gruppen des Salicylalkohols 60 flr die nachfolgende Funktionalisierung der
Sauregruppe inaktiviert, was durch Synthese des cyclischen Benzylidenacetals 69
mit einer Ausbeute von 86% gelang. Wegen der besseren chromatographischen
Eigenschaften von 69 gegenuber 68b wurde auf die Durchfihrung der
Eintopfreaktion (Weg a) verzichtet. Beide Verbindungen sind potentielle
Synthesebausteine flir weitergehende Funktionalisierungen, weswegen ihre
Isolierung ausgesprochen interessant ist (s. S. 53, Abb. 51). Um die POM-Gruppe
effektiv einfuhren zu konnen, ist es ratsam, POM-lodid aus dem kommerziell

verfugbaren POM-Chlorid durch Finkelstein-Reaktion darzustellen. Diese Umsetzung
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verlauft quantitativ, und das Produkt kann durch Vakuumrektifikation in hoher
Reinheit erhalten werden. Nach Umsetzung des Acetals 69 mit POM-l zum
Syntheseintermediat 70 in quantitativer Ausbeute, wurde das Acetal durch HCI-
Katalyse in der Siedehitze zum Salicylalkohol 71 gespalten. An dieser Stelle sei
hervorgehoben, dass die Umsetzung zum Salicylalkohol 71 ausgehend von dem

Aldehyd 61 in sieben Stufen mit einer Gesamtausbeute von 62% gelingt.

Um zu den ,lock-in“-modifizierten cycloSal-Pronucleotiden 56-58 zu gelangen,
musste der Salicylalkohol 71 in das cyclische Saligenylchlorphosphit 59
umgewandelt werden. Die Synthese wurde in Diethylether durchgefiihrt, um bei der
Reaktion entstehendes Pyridiniumchlorid auszufallen. Nach Filtration und
Evaporation des Ldsungsmittels wurde 59 als Rohprodukt in 85%iger Ausbeute

erhalten und direkt fur die weiteren Synthesen verwendet.

(0] O O 0
O/\O)S< O/\O)S<
PCls, Pyridin
—=3 +d4T 3/BVdU 11
OH Et,0, 85% ?
P
OH o~ ™cli
59
35% \ DMF, DIPEA, tBuOOH l 61%

o 0O
b0 % f—0
- o~ Il
ol 0 0 O
OH

Abb. 30: Synthese der Zielverbindungen 56, 57

Die Kupplungen von 59 mit d4T 3 und BVdU 11 wurden auf gleiche Weise
durchgefihrt. Dazu wurden 1.5 Aq. der Nucleoside durch mehrfaches Coevaporieren

mit Toluol getrocknet und dann in wenig DMF gelést. Nun wurden 1.5 Ag. DIPEA
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zugegeben und bei -20 °C 1.0 Aqg. des Chlorphosphits 59, gelést in Acetonitril, tGber
15 min zugetropft. Nach 1 h bei Raumtemperatur wurde erneut auf -20 °C gekuhlt
und das P(lIl)-Intermediat durch Zugabe von 2.6 Aq. t-BuOOH oxidiert. Nach
vollstandiger Oxidation wurde die Reaktionsldsung mit einem groRen Uberschuss
Dichlormethan (angesauert mit Essigsaure) vermischt und mit Wasser gewaschen.
Ohne die Extraktion zersetzte sich das Zielmolekil bei Entfernung der Losungsmittel.
Nach chromatographischer Reinigung konnten die Zielverbindungen 56 und 57 mit
61%, bzw. 35% Ausbeute isoliert werden. Die Ausbeute fur das BVdU-Derivat 57 fallt
vermutlich wegen der zusatzlichen 3°-OH-Gruppe geringer aus. Insgesamt sind die
Ausbeuten, insbesondere fur d4T, zur Darstellung dieser komplexen Molekile jedoch
sehr gut. Fur ACV 7 versagte die Synthese, ein Umstand, der auf die geringe
Loslichkeit von ACV 7 in DMF und generell in organischen Ldsungsmitteln
zuruckgefuhrt werden konnte. Daher musste zur Darstellung von Zielverbindung 58
ein alternativer Syntheseweg beschritten werden. So sollte zunachst ACV 7 in eine
I6slichere Form Ubergefuhrt werden. Hierzu bietet sich die Schitzung der
exocyclischen Aminogruppe mit DMTr-Chlorid an. Man erhalt zunachst das doppelt
DMTr-geschutzte ACV-Derivat 72. Nachfolgend kann chemoselektiv die O-DMTr-

Schutzgruppe abgespalten werden.®"!

0 0
N N
NH NH
7] y
DMTr-CI_ TEA _
ACVT Sao N N/I\NHDMTrg/r;T> N N)\NHDMTr

DMTrO—I/O\} 67% HO—I/O\}

72 73

Abb. 31: Darstellung von ACV°M™ 73

Mit Verbindung 73 wurde nun die Kupplungsreaktion mit dem Chlorphosphit 59
erneut durchgefiihrt. Hierzu wurden 1.5 Agq. ACV°M™ 73 mit Toluol coevaporiert und
in wenig DMF aufgenommen. Nach Kihlung auf -20 °C wurden 2.0 Aq. DIPEA
zugegeben und das Chlorphosphit 59, gelést in THF, Gber 10 min zugetropft. Die
Reaktionslosung wurde nun 1 h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Oxidation mit 2.6
Aq. t-BuOOH bei -20 °C wurde die Lésung mit viel DCM verdinnt und mit Wasser

gewaschen. Nach Chromatographie konnte der N?-DMTr-geschiitzte cycloSal-
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Triester 74 in 36% Ausbeute erhalten werden. Die Schutzgruppe wurde mit 10%
Trifluoressigsaure in Ethanol entfernt. Erneute Chromatographie lieferte die

Zielverbindung 58 in quantitativer Ausbeute.
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Abb. 32: Synthese der Zielverbindung 58

Auf diese Weise konnten alle Zielverbindungen 56-58 in Ausbeuten von 61%, 35%
und 36% dargestellt werden. Komplexe POM-funktionalisierte Verbindungen kénnen

folglich zur Maskierung von unterschiedlichen Nucleosidanaloga verwendet werden.

4.1.2.3 Charakterisierung der 3-Methyl-5-POM-funktionalisierten cycloSal-

Pronucleotide

Um den Mechanismus der Hydrolyse in unterschiedlichen Medien aufzuklaren und
die gewonnenen Daten zu deuten, sollen neben der Analyse der Verbindungen 56-
58 auch noch andere cycloSal-Triester zur Interpretation herangezogen werden (s.
Abb. 33). Bei der Synthese von 5-(POM-prop)cycloSal-d4TMP 53b konnte die
Synthese z.B. derart gestaltet werden, dass der cycloSal-Triester 49 als
Zwischenverbindung auftritt. Diese Synthese wird auf S. 52 ausfuhrlich geschildert.
Bei der im letzten Abschnitt diskutierten Syntheseroute treten die freien Sauren der

Triester hingegen nicht auf.



Resultate und Diskussion 36

0 0
o/\o)5< OH

i ? CL
O/P-—ONucI O/Iﬁ—-Od4T 0
O

I N
© HO
Nucl = d4T 53b, dm%K 75, ddm®K 76 49 O
/I-l’—ONucI /Fl’—Od4T R= OH; dm°K 81
@) g (0) g R= H; ddm°K 82

Nucl = d4T 77, BvdU 78, ACV 79 80

Abb. 33: Referenzverbindungen

Die chemischen Hydrolysehalbwertszeiten t1, (pH = 7.3) der Zielverbindungen 56-58
sowie 49, 53b und 75-80 wurden nach einem standardisierten Verfahren ermittelt (s.
Experimentalteil), wobei die zeitliche Abnahme der Konzentration des jeweiligen
Triesters bestimmt wird. Fur die Verbindungen 56-58 wurde bei der Aufnahme von
HPL-Chromatogrammen TBAH-lonenpufferldsung verwendet, um den Mechanismus
der Hydrolyse detaillierter aufklaren zu kdnnen. Zunachst sollen die ermittelten Werte

fur die Halbwertszeiten ty, in einem Saulendiagramm verglichen werden.

25

20 —
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10 —

t (1/2) [h]

: i

80 77 78 79 53 75 76 49 56 57 58

\ J\ J \ J
Y Y Y

5-Me 3-Me 5-POM 5-COOH 3-Me-5-POM

Diagramm 1: Vergleich der chemischen Stabilitat in PBS pH= 7.3
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Es soll nun ein Phanomen diskutiert werden, das bislang fir alle cycloSal-
Pronucleotide gefunden wurde: die Verminderung der Stabilitdt bei Anwesenheit
einer 3°-OH-Gruppe. So hydrolysiert z.B. der 3-Methyl-cycloSal-Triester von
BVAUMP 78 gegenuber dem 3-Methyl-cycloSal-Triester von d4TMP 77 unter
Freisetzung von BVAUMP um den Faktor zwei schneller. Das gleiche Verhalten ist
fir den ,lock-in“-modifizierten Phosphattriester von dm°KMP 75 gegeniiber dem
Jlock-in“-modifizierten Triester von ddm°KMP 76 zu erkennen. Beide Verbindungen
unterscheiden sich lediglich in der An- bzw. Abwesenheit einer 3°-OH-Gruppe. Aus
diesen Daten kann folgender Schluss gezogen werden: Die 3'-OH-Gruppe von
Pyrimidin-Nucleosiden beschleunigt die chemische Hydrolyse um etwa das Doppelte.
Mechanistisch kann dieses Verhalten durch einen assistierenden Effekt bei der

Hydrolyse erklart werden.

= @) Base
NPy
N DA
@) él)‘w o
H—O\@
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Abb. 34: Postulierter assistierender Effekt bei der Hydrolyse von cycloSal-Pronucleotiden

Weiterhin fallt durch Vergleich der Halbwertszeiten von 80 und 77 auf, dass eine
Methylgruppe in 5-Position des cycloSal-Ringsystems weniger stabilisierend wirkt,
als eine Methylgruppe in 3-Position. Dies war letztlich auch der Grund daflr, bei der
Synthese der Zielverbindungen 56-58 die Methylgruppe in 3-Position zu platzieren.
Weiterhin erkennt man, dass der 3-Methyl-cycloSal-Triester 79 des Purin-Nucleosids
ACV gegenuber den Triestern der Pyrimidin-Nucleoside eine deutlich erhohte
Halbwertszeit hat. Auch dies ist ein genereller Trend, der bei vielen anderen Purin-
Nucleosiden bestatigt wurde. Bislang wurde davon ausgegangen, dass dieses
Verhalten auf die Hydrathulle der Moleklle zurickgefuhrt werden kann. Es gibt
inzwischen Hinweise, dass sich die Unterschiede auf verschiedene konformative
Eigenschaften zuruckfihren lassen. Dies soll im Folgenden nur kurz diskutiert
werden, da wirklich verlassliche Daten noch nicht vorhanden sind. CycloSal-Triester
liegen als Diastereomeren- oder Enantiomerengemische vor. In manchen Fallen
lassen sich diese Gemische trennen, man erhalt die Diastereomere mit definierter

Konfiguration am Phosphoratom. Die Kristallisation eines solchen Diastereomers
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zeigte eine Tr-stacking-Wechselwirkung des cycloSal-Rings mit dem Pyrimidin der
Nucleobase T.? Da das andere Diastereomer nicht kristallisierte, ist nicht bekannt,
ob diese Wechselwirkung auch hier vorliegt. Zudem ist bekannt, dass die
Halbwertszeit der chemischen Hydrolyse fur die einzelnen Diastereomere
unterschiedlich ist und zwar um ca. den Faktor 2 (s.S. 65). Weiterhin treten bei
cycloSal-Triestern von intrinsisch fluoreszierenden Pyrimidin-Nucleosiden erhebliche
Quenching-Effekte in Losung bei der Fluoreszenzemission auf, nicht aber bei
intrinsisch fluoreszierenden Purin-Nucleosiden (s. S. 103). Die Annahme soll nun
sein, dass die chemische Hydrolyse von cycloSal-Pronucleotiden dann beschleunigt
ist, wenn eine konformative Fixierung durch eine m-m-Wechselwirkung der
aromatischen Systeme vorliegt.

Es ist in Diagramm 1 aullerdem zu erkennen, dass die Saure 49 ebenfalls eine
deutlich erhohte Halbwertszeit aufweist. Dies scheint erneut ein genereller Trend zu
sein, der fur andere Triester mit freier Saurefunktion bestatigt wurde (s.S. 65,
Diagramm 4). Da diese Sauren bei pH= 7.3 deprotoniert vorliegen, kdonnte eine
repulsive Wechselwirkung mit Hydroxidionen die verlangsamte Hydrolyse erklaren.
Es sollen nun die Eigenschaften der Zielverbindungen diskutiert werden. Besonders
der ACV-Triester 58 zeigt eine hohe chemische Stabilitat (ti,= 21 h). Er ist sogar
noch stabiler, als 3-Methyl-cycloSalACVMP 79 (ti12= 18 h). Eigentlich Uberrascht
dieses Verhalten nicht, da zusatzlich zur 3-Methylgruppe durch die Modifikation in
der 5-Position des Aromaten die Elektronendichte im System erhoht wird, wodurch
die Phenylphosphatesterbindung stabilisiert wird. Dieses Verhalten ist bereits bei 3,5-
Dimethyl-substituierten cycloSal-Triestern beobachtet worden. Fir die beiden
Zielverbindungen 56 und 57 kann eine Erhohung von ty, gegenuber den 5-POM-
funktionalisierten Referenzverbindungen 53b und 75 ohne 3-Methylgruppe
festgestellt werden. Sie liegt aber flr 56 (t12= 7 h) bei weitem nicht in dem Bereich
von 3-Methyl-cycloSal-d4TMP 77 (t12.= 14 h) und erreicht auch flr 57 lediglich den
Wert von etwa 6 h, welcher ebenso fur den 3-Methyl-BVdU-Triester 78 gefunden
wurde. Aus diesen Daten wird ersichtlich, dass eventuell noch ein weiterer Faktor die
Hydrolyse der Verbindungen beeinflusst, der bei steigender chemischer Stabilitat der
Phenylphosphatesterbindung zunehmend ins Gewicht fallt. Die folgende Abbildung
gibt einen Uberblick Uber die moglicherweise stattfindenden Abbaumechanismen.
AnschlieRend soll der postulierte Mechanismus mit den HPL-Chromatogrammen

verifiziert werden.
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Abb. 35: Postulierte Hydrolysemechanismen flir 56-58

Fur die Triester 56-58 beschreibt Weg a die direkte Hydrolyse des Triesters durch
eine SyP-Reaktion unter Freisetzung der NMP 83c-85c. Diese folgt dem
Standardmechanismus, welcher fur cycloSal-Pronucleotide umfassend untersucht
wurde (s. Kenntnisstand S. 14). Eine weitere Mdglichkeit besteht in der Spaltung der
POM-Gruppe durch Hydrolyse einer der Estergruppen. Dabei fuhrt Weg b direkt zu
den freien Sauren 83b-85b. Die anschlieBende Hydrolyse liefert erneut die
Monophosphate 83c-85c. Bei Weg c erfolgt die Spaltung der POM-Funktion unter
Freisetzung der instabilen Intermediate 83a-85a, welche in Formaldehyd und die
freien Sauren 83b-85b zerfallen. Sowohl bei Weg b, als auch bei Weg ¢ sollten als
Hydrolyseintermediate die freien Sauren 83b-85b auftreten. Da diese generell
hohere Halbwertzeiten t1, bei pH 7.3 besitzen, als die korrespondierenden Triester
56-58, sollten sie in den HPL-Chromatogrammen nachweisbar sein. Weil die freien
Sauren 83b-85b im Syntheseverlauf nicht erhalten wurden, wurden sie gezielt durch
Inkubation der Triester 56-58 mit Schweineleber-Esterase (PLE) als
Referenzverbindungen dargestellt. Im Folgenden ist ein Chromatogramm des ACV-
Triesters 58 nach 80 min Inkubation mit 0.9 U PLE bei pH= 7.3 unter
lonenpaarbedingungen (TBAH-lonenpuffer) dargestellt.
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Abb. 36: Bestimmung der Retentionszeit von 85b (Methode 2) durch Inkubation von 58 mit PLE

Auf diese Weise konnten die in den Chromatogrammen der chemischen Hydrolyse
auftretenden Peaks den ,lock-in“-Triestern 56-58, den freien Sauren 83b-85b und
den NMP 83c-85c zugeordnet werden. Dies sei im Folgenden am Beispiel des
BVdU-Triesters 57 diskutiert.

0h

BVAUMP
84c
3h
i 57
84b %?
O,E—oe\/du 25 h

T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25
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Abb. 37: Chemische Hydrolyse von 57 bei pH= 7.3 (Methode 3)

Man erkennt deutlich, dass bei erhohter chemischer Stabilitat der
Phenylphosphatesterbindung nun auch eine Spaltung des Acylals tuber Weg b und ¢
zu 84b stattfindet, so dass insgesamt die Stabilitat nicht in dem Male erhoht ist, wie
ohne eine Spaltung des Acylals zu erwarten ware. Da die chemische Stabilitat fur
den ACV-Triester 58 deutlich hoher liegt, als flr vergleichbare Pyrimidin-Nucleoside,
sollte hier die Spaltung des Acylals noch signifikanter ausfallen. Dies konnte mit den

Chromatogrammen der chemischen Hydrolyse bewiesen werden.
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Abb. 38: Chemische Hydrolyse von 58 bei pH= 7.3 zu 85b und ACVMP 85c¢ (Methode 2)

Am Beispiel des d4T-Triesters 56 soll ein weiteres Phanomen bei der Hydrolyse von
cycloSal-Triestern diskutiert werden, welches bereits auf S. 17, Abb. 14 vorgestellt
wurde. Es handelt sich dabei um die Umsetzung des Triesters in PBS-Puffer mit
Phosphationen in Konkurrenz zur Reaktion mit Hydroxidionen. Auf diese Weise wird
neben d4TMP 83c auch d4TDP 83d freigesetzt.
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Abb. 39: Zersetzung von 56 zu d4TDP 83d

Im Chromatogramm der chemischen Hydrolyse vom d4T-Triester 56 erkennt man
nach sehr langer Inkubationsdauer (77 h) die Endprodukte der Reaktion. Unter
Annahme gleicher Absorptionskoeffizienten der Verbindungen lasst sich eine
Aussage uber die freigesetzten Mengen an d4TMP 83c und d4TDP 83d ausgehend
von dem d4T-Triester 56 treffen. Es zeigt sich, dass etwa 88% d4TMP und 12%
d4TDP entstehen. Zudem lasst sich ableiten, dass die intermediar auftretende Saure
83b tatsachlich weiter zu d4TMP 83c hydrolysiert.
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Abb. 40: Endprodukte der chemischen Hydrolyse von 56 (Methode 3)

Die tatsachliche Bildung von d4TDP 83d wurde nicht durch Coinjektion bewiesen,
kann aber durch Verfolgung der chemischen Hydrolyse mittels °'P-NMR-
Spektroskopie bewiesen werden. Dazu wurden die Verbindungen in 0.35 mL 50 mM
PBS (pH= 7.3) und 0.35 mL DMSO-ds gelost und in Abstdanden von Tagen und
Wochen *'P-NMR-spektroskopisch analysiert. Die folgende Abbildung zeigt die

Ergebnisse des Experimentes mit 56.
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Abb. 41; 31P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 56 (Endpunkt)

Auch hier erkennt man die Freisetzung von d4TDP. Die Integration ergab eine
Menge von etwa 14%, also eine gute Ubereinstimmung mit den durch HPL-
Chromatographie erhaltenen Werten. Bei Metabolit X konnte es sich um geringe

Mengen der Saure 83b handeln, die nur sehr langsam weiter hydrolysiert.
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Mit den vorgestellten Experimenten lasst sich ein detailliertes Bild des chemischen
Hydrolysemechanismus von  POM-funktionalisierten  cycloSal-Pronucleotiden
zeichnen, welches im Wesentlichen in Abb. 35 wiedergegeben ist und das nur um die
Freisetzung von d4TDP 83d aus den einzelnen Triestern erganzt werden musste. Es
bleibt allerdings ungeklart, ob die Hydrolyse des POM-Acylals Uber Weg b oder Weg
c ablauft. Da bei beiden Madglichkeiten allerdings ohnehin die Sauren 83b-85b
entstehen, wurden keine weiteren Muhen zur Aufklarung unternommen. Es kdnnte
aber die Hydrolyse in 'O angereichertem Wasser und nachfolgende

massenspektrometrische Analyse der Ldsung ein abschlie3iendes Ergebnis liefern.

Nachdem der chemische Hydrolysemechanismus nun hinreichend aufgeklart wurde,
soll im Folgenden auf das Verhalten der Pronucleotide 56-58 in biologischen Medien
eingegangen werden. Da bereits gezeigt wurde, dass AM- und POC-Acylale in dem
RPMI-FCS-Kulturmedium an Stabilitat einbafien, POM-Acylale hingegen weitgehend
stabil sind, wurde fir die neuen POM-funktionalisierten Pronucleotide mit
Methylgruppe in 3-Position ein ahnliches Verhalten angenommen. Daher wurden
Hydrolysestudien in RPMI-FCS nicht durchgefuhrt. Die Stabilitat der Verbindungen
soll im nachsten Abschnitt vielmehr aus der TK™-Aktivitat abgeleitet werden.

Die Stabilitat der Verbindungen 56 und 57 wurde zunachst in humanen CEM/0-, bzw.
P3HR1-Zellextrakten untersucht (Durchfuhrung s. Experimentalteil). Fir das d4T-
Prodrug 56 wurde CEM/0-Extrakt verwendet, da dies der Zelltyp war, in dem auch
die antiviralen Daten in vitro ermittelt wurden. P3HR1-Extrakt wurde aus gleichem
Grund fur das BVdU-Prodrug 57 verwendet. Im nachfolgenden Saulendiagramm
sollen die Halbwertszeiten der enzymatischen Hydrolyse einiger Verbindungen

verglichen werden.

t(1/2) [h]

o =~ N W & OO0 O N 00 ©

\ \ \ \
56 57 53b 80 78

Diagramm 2: Vergleich der enzymatischen Stabilitat
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Da 5-Methyl-cycloSal-d4TMP 80 keine enzymatisch spaltbaren Gruppen besitzt,
bleibt auch die Stabilitat im Vergleich zur chemischen Hydrolyse konstant. 5-(POM-
prop)cycloSal-d4TMP 53b verliert hingegen dramatisch an Stabilitat (t12(PBS)= 5 h
vs t12(CEM/0)= 0.4 h). Der direkte Vergleich mit dem d4T-Triester 56 zeigt, dass die
Methylgruppe in 3-Position keinen Einfluss auf diese rasche enzymatische Hydrolyse
nimmt (t12(PBS)= 7 h vs t12(CEM/0)= 0.5 h). Fiir den BVdU-Triester 57 wurde sogar
nur eine enzymatische Halbwertszeit von 10 min in P3HR1-Extrakt ermittelt,
gegenuber der Referenzverbindung 3-Me-cycloSal-BVAUMP 78 mit t1o,= 8 h. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die ,lock-in“-modifizierten Triester 56, 57 und 53b
hervorragende Substrate fur Esterasen darstellen. Die folgende Abbildung zeigt die
HPL-chromatographische Analyse der enzymatischen Hydrolyse des BVdU-Triesters

57 nach verschiedenen Inkubationsdauern.
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Abb. 42: Hydrolyse von 57 in P3HR1 (Methode 3)

Aus den in Abb. 42 gezeigten Chromatogrammen geht deutlich die selektive
Uberfiihrung von 57 in die S4ure 84b durch enzymatische Spaltung des POM-Acylals
hervor. Weiterhin erkennt man die Polaritatszunahme, die mit dieser Spaltung
einhergeht. Fir das d4T-Derivat 56 und das ACV-Derivat 58 wurde exakt das
gleiche Verhalten gefunden, weswegen die Chromatogramme hier nicht mehr
abgebildet werden sollen. Von synthetischem Interesse zur Darstellung der freien
Sauren ist die Inkubation mit PLE in wassrigem Medium. Fur das ACV-Derivat 58
wurde nach 150 min Inkubation mit 4 U PLE eine vollstandige Transformation zur

Saure 85b festgestellt. Auf eine Isolierung wurde allerdings verzichtet.
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Abb. 43: Synthese von 85b aus 58 durch enzymatische Hydrolyse mit PLE

Bislang erflllten die dargestellten ,lock-in“-Pronucleotide 56-58 die an sie gestellten
Anforderungen. Dazu zahlen eine erhohte chemische Stabilitat im Vergleich mit 53b
und eine rasche Spaltung der POM-Modifikation durch vermehrt intrazellular
vorkommende Esterasen. Es blieb daher letztendlich nur noch zu klaren, ob eine
beschleunigte Spaltung in humanem Blutserum auftreten wirde. Um dies
herauszufinden, wurde der BVdU-Triester 57 exemplarisch in 10% humanem Serum
bei pH= 6.8 inkubiert (Fur Details s. Experimentalteil). Die ermittelte Halbwertszeit
unter diesen Bedingungen lag fur 57 bei ca. 8 h, also leicht erhéht gegenuber t1/; bei
pH= 7.3 (t12= 7 h). Das kann darauf zurtickgefihrt werden, dass bei erniedrigtem pH-
Wert die chemische Hydrolyse langsamer ablauft, so dass sich insgesamt keine
enzymatische Spaltung der POM-Gruppe in humanem Serum ableiten I&sst.

Nachfolgend sollen noch einmal die ermittelten Hydrolysewege zur Freisetzung der
Nucleosidmonophosphate in unterschiedlichen Medien dargestellt werden. Die
gestrichelten Pfeile deuten eine nur geringe Zersetzung auf dem entsprechenden

Weg an, die durchgangigen Pfeile stehen fur die hauptsachliche Umwandlung.
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Abb. 44; Zusammenfassung der Freisetzung von Nucleosidmonophosphaten aus 56-58

Es konnten also mit der 3-Methyl-5-POM-cycloSal-Maskierung alle an das System
gestellten Anforderungen erfullt werden. Aul3erdem wurde das ,lock-in“-Konzept auf
andere Nucleoside mit verschiedenen funktionellen Gruppen und deutlich
unterschiedlicher Struktur erweitert. Im folgenden Abschnitt sollen nun die antiviralen

Eigenschaften der Verbindungen diskutiert werden.

4.1.2.4 Antivirale Eigenschaften der 3-Methyl-5-POM-funktionalisierten

cycloSal-Pronucleotide

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Jan Balzarini, Universitat Leuven, Belgien, und mit
Dr. Astrid Meerbach, Universitatsklinikum Jena, wurden die antiviralen Eigenschaften
in vitro ermittelt. Da bis zum jetzigen Zeitpunkt die anti-EBV- und anti-HSV-Daten fur
das BVdU-Prodrug 57 und das ACV-Prodrug 58 nicht vorlagen, kénnen fur diese
Verbindungen keine Aussagen getroffen werden. Zum Vergleich wurden noch der
nur in 5-Position modifizierte Triester 53b, die Saure 49 und das Stammnucleosid
d4T 3 in der Tabelle aufgenommen. Vor der Diskussion soll noch eine Feststellung
getroffen werden: BURt ein Pronucleotid seine Wirkung in TK-defizienten Zellen ein,

ist dies ein direkter Hinweis darauf, dass es entweder die Zellmembran nicht
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penetriert oder nur aullerst schlecht das NMP freisetzt, z.B. aufgrund einer zu hohen
Halbwertszeit. Wenn man davon ausgeht, dass die Freisetzung von d4TMP effektiv
verlauft, verbleibt nur eine verminderte Membranpermeabilitat. In einem solchen Fall
hydrolysiert das Pronucleotid aul3erhalb der Zelle und setzt dort d4TMP frei. Da
dieses auch nicht in der Lage ist, Uber die Zellmembran zu gelangen, sollte auch
keine antivirale Wirkung in TK*-Zellen auftreten. Da diese Aktivitat aber oftmals
gefunden wurde, muss davon ausgegangen werden, dass Phosphatasen in dem
Kulturmedium d4TMP zu d4T dephosphorylieren, welches dann wiederum in die
Zelle gelangen kann und zum d4TTP anabolisiert wird. Solche Prozesse erklaren
daher die Wirksamkeit von Pronucleotiden, auch wenn keine Aktivitat in TK-
defizienten Zellen vorliegt.

Als weitere Anmerkung sei vorweggeschickt, dass die Ergebnisse fur d4T 3 aus der
Testreihe stammen, die zusammen mit Prodrug 56 ermittelt wurde. Daher ist ein
quantitativer Vergleich mit 53b und 49 nicht mdglich. Man kann aber qualitative

Feststellungen z.B. in Bezug auf die TK™-Aktivitat treffen.

ECso® [uM] CCso’ [ pM]
CEM/O CEM/TK- CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
3-Me-5-(POM-prop) 56 0.65 £ 0.07 0.70£0.21 125+ 3.5 546 £6.2
5(POMprop)53b 0234004 033:0.11 070£008 238440
Saure 49 0.14 +£0.10 0.80+£0.20 50.0 £ 30.0 73.6+0.0
d4T 3 0.70+0.14 0.50+0.14 58.3 +38.2 > 250

#50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation; ®50% cytotoxische Konzentration
Tab. 2: Antivirale Profile von 56 und der Referenzverbindungen 53b, 49 und d4T 3

Trotz der geringen strukturellen Veranderung von 56 im Vergleich zu 53b wurde ein
fast vollstandiger Verlust der TK'-Aktivitdt gemessen, einhergehend mit einer
geringeren Cytotoxizitat. Die Aktivitat in CEM/0O entspricht hingegen der von d4T 3.
Obwohl die Testergebnisse oft erheblichen Schwankungen unterliegen, ist dieses
Ergebnis doch eindeutig: Das Pronucleotid 56 passiert entweder die Zellmembran

nicht effektiv oder die freie Saure 83b weist eine zu grof3e chemische Stabilitat auf,
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was zu einer nur sehr langsamen Freisetzung von d4TMP flhrt. Eine weitere
Ursache konnte in der geringen Wasserloslichkeit von 56 liegen, die gegenuber der
von 53b nochmals verringert ist. Dies wird durch die reduzierte Cytotoxizitat
angedeutet. Alle Faktoren zusammengenommen kdnnten den deutlichen Verlust an
TK'-Aktivitat erklaren. Die hohe Aktivitdt in CEM/0 muisste dann aus der
vergleichsweise schnellen chemischen Hydrolyse von 56 (gegeniber 83b) im
Kulturmedium zu d4TMP und den nachfolgend bereits erlauterten Prozessen
stammen. In diesem Zusammenhang waren insbesondere die Daten des ACV-

Derivates 58 interessant, welches eine bessere Wasserloslichkeit aufwies.

Abschlielend zu diesem Thema bleibt zu sagen, dass es trotz deutlicher Erhdhung
der chemischen Stabilitat von POM-funktionalisierten cycloSal-Pronucleotiden unter
Erhalt der intrazellularen enzymatischen Spaltung nicht zu einer Verbesserung der
antiviralen Daten gekommen ist. Zur Erhéhung der Wasserloslichkeit konnten die
AM-Acylale zwar synthetisiert werden, wegen der verminderten Stabilitdt im
Kulturmedium scheinen hier eher keine Fortschritte erzielbar zu sein. Der
vorangegangene Satz wirft allerdings ein grelles Licht auf die Frage, ob es Uberhaupt
sinnvoll ist, Verbindungen auf ihre Stabilitat in in vitro Testsystemen zu optimieren,

da sie am Ende mit der Realitat wenig gemein haben.

Um die Probleme zu umgehen, die im Zusammenhang mit Acylal-funktionalisierten
Pronucleotiden auftraten, sollte ein neues ,lock-in“-System entwickelt werden,
welches weder toxische Substanzen wie Pivalinsaure freisetzt, noch im
Kulturmedium gespalten wird. Zudem sollten die Verbindungen eine hohere
Wasserloslichkeit aufweisen, als z.B. der Triester 56. Als ein erfreulich flexibles
System zur Umgehung der oben beschriebenen Probleme hat sich die Modifikation
des cycloSal-Systems mit Aminosaurestern herausgestellt. Dies soll im folgenden

Abschnitt beschrieben werden.
4.1.3 Aminoséaureester zur ,lock-in“-Modifikation
In Abschnitt 4.1.1 wurde das Konzept der Estermodifikation bereits diskutiert. Dabei

hatte sich gezeigt, dass eine Spaltung der Esterfunktion bei einem C,-Spacer nicht

stattfindet und auch eine Verlangerung des Linkers um zwei weitere
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Methylengruppen nur in Leberextrakten zu dem gewinschten Ergebnis flhrte.
Allerdings bewirkt das Einfugen weiterer Methylengruppen in den Spacer eine
deutliche Zunahme der Lipophilie und mithin eine Abnahme der Wasserloslichkeit.
Eine Verlangerung des Linkers ist hingegen sehr einfach denkbar durch
Peptidkupplung der Sauregruppe des Cy-Spacers mit einem Aminosaureester. Dies
fuhrt zu der in der folgenden Abbildung gezeigten Leitstruktur, die in ihrem Aufbau

hochst flexibel ist.

g
_P—ONucl
Abb. 45: Neuartige ,lock-in“-modifizierte cycloSal-Pronucleotide

Bei diesem System lassen sich verschiedene Ester Y einfuhren und auf ihre Eignung
als Substrate fur Carboxyesterasen untersuchen. Zudem kdnnen unterschiedliche
Aminosauren (X) mit verschiedener Stereochemie untersucht werden. Durch die
flexible EinfUhrung von Aminosauren lasst sich auch die Wasserloslichkeit
beeinflussen.

An dieser Stelle sei erwahnt, dass Pronucleotidsysteme unter Verwendung von
Aminosauren und Aminosaurestern bereits von anderen Arbeitsgruppen teils mit
grolem Erfolg untersucht wurden. Hierzu zahlen die Phosphoramidat-Nucleotide
(Aminosaureester am Phosphoratom) von C. McGuigan et. al., die zur intrazellularen

451 aber auch  einfache

Freisetzung von NMP geeignet sind
Aminosauremodifikationen von Nucleosiden zur Verbesserung der Bioverfligbarkeit.
Als Beispiel sei hier das Valaciclovir 86 genannt, ein Wirkstoff, der in der klinischen

Therapie von HSV und VZV angewendet wird.’®*!

Abb. 46: Valaciclovir (VACV)



Resultate und Diskussion 50

Die Modifikation mit L-Valin fuhrt zu einer durch den Peptidtransporter hPEPT1
vermittelten Aufnahme im grof3en Intestinum. Nachfolgende enzymatische Hydrolyse
liefert ACV 7.4 Durch diesen Mechanismus ist die Bioverfiigbarkeit von ACV erhéht,

so dass deutlich geringere Mengen VACYV verabreicht werden mussen.

Lasst man einmal die prinzipielle Moglichkeit einer rezeptorvermittelten Aufnahme
von Aminosaureestern auller acht, die bislang ohnehin nur fur Ester mit freier
Aminogruppe gefunden wurde, so ergeben sich fur den intrazellularen Einschluss
von cycloSal-Triestern, welche auf diese Weise modifiziert wurden, verschiedene
hydrolytische Mechanismen, die zur Freisetzung verschiedener Intermediate flhren.
Allen Intermediaten ist gemein, dass sie gegenuber der Startverbindung eine erhdhte
Polaritat besitzen und zudem in der Lage sein sollten, das entsprechende NMP
freizusetzen. Die folgende Abbildung gibt einen Uberblick Uber die potentiellen

Demaskierungsreaktionen am Beispiel von d4T 3.

O R R
Lock-in 6 o 0
Modifikation N Weg 1
H O 49
(0] HN . O
)\ | Enzymatisch
(@) (0] N
g 0
o7l —
5 0 o /II:I) Od4T
Weg 3 v ©
Weg 2 —
daT
Enzymatisch } Hydrolyse
Weg 4 “u
O R g
O@
N e
le} 3
@O/II:I’—Od4T
? Hydrolyse
B0t 83c

Abb. 47: Potentielle Hydrolysemechanismen fir cycloSal-Pronucleotide mit Aminosdure-Ester-
Modifikation

Weg 1 gibt die enzymatische Hydrolyse zur Saure 49 durch z.B. eine Peptidase
wieder. Eine pH-abhangige Hydrolyse scheint wegen der groflen Stabilitat der

Peptidbindung unwahrscheinlich. Das geladene Intermediat kann dann durch
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chemische Hydrolyse d4TMP 83c freisetzen. Weg 2 beschreibt die enzymatische
Hydrolyse durch eine Esterase, welche zum geladenen Peptid als Intermediat fihrt.
Ausgehend von diesem Intermediat konnte durch eine Peptidase erneut die Saure 49
entstehen (Weg 4) oder, durch direkte chemische Hydrolyse, d4TMP 83c. Weiterhin
sollte die langsame chemische Hydrolyse direkt d4TMP 83c freisetzen (Weg 3). Es
galt nun zu untersuchen, auf welchem Weg die Hydrolyse stattfindet, ob durch
schnelle enzymatische Reaktion ein effektiver intrazellularer Einschluss erreicht
werden kann und ob die Cytotoxizitat solcher Verbindungen gegenuber den POM-
Acylalen vorteilhaft ist. Dazu jedoch mussten zunachst die Verbindungen

synthetisiert werden.

4.1.3.1 Zielverbindungen und Synthesestrategie

Es sollten Zielverbindungen dargestellt werden, die an allen potentiellen Positionen
unterschiedliche Modifikationen aufweisen, um die mdglichen Einflisse zu
untersuchen. Um eine zum intrazellularen Einschluss befahigte Maske zu erhalten,
sollte das neue System zunachst an d4T 3 als Referenznucleosid untersucht werden.

Die nachfolgende Abbildung gibt eine Ubersicht (iber die Strukturen.

0O X o
O
N o o
H Y HN N Y
HN
0 A | 0 |
Q o N 0 0~ N
3
P—O -
o~ |l o ol °
(@] 0 O
X=H; Y= Me; 5-(GlyOMe) 87a Y= Me; 5-(L-ProOMe) 90a
X=H, Y=Bn; 5-(GlyOBn) 87b Y= Bn; 5-(L-ProOBn) 90b

X= Me, Y= Me; 5-(L-AlaOMe) 88a

X= Me, Y= Me; 5-(D-AlaOMe) 88b

X= Me, Y= Bn; 5-(L-AlaOBn) 88c

X= Me, Y= tBu; 5-(L-AlaOtBu) 88d

X= Me, Y= H; 5-(L-Ala) 88e

X=BnO(O)CCH,, Y= Bn; 5-(L-Asp-diOBn) 89a

Abb. 48: Mit Aminosaure-Estern modifizierte cycloSal-d4TMP
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Zur Darstellung dieser Pronucleotide eignet sich hervorragend die Kupplung der
Saure 49 mit verschiedenen Aminosaure-Estern. Die retrosynthetische Analyse zeigt

eine Syntheseroute auf, die zur Darstellung von 49 bereits erprobt wurde.*®

0] X o
0 o]
O
H}ﬁ( oY HN OH
HN

? 0] N &—— 0 N
— o + Aminosaure-
o/ﬁ © =0 Ester

O
0 O

—=T0

o) o |

49

OH O>< 91

OH o~

92

Abb. 49: Retrosynthetische Analyse von cycloSal-Pronucleotiden mit Aminosaure-Ester-Modifikation

Zur Darstellung von 49 eignet sich die Kupplung des Chlorphosphits 91 mit d4T 3,
gefolgt von einer in situ Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid. Anschlielend kann mit
Trifluoressigsaure die Spaltung des tert-Butylesters durchgefuhrt werden. Dabei ist
es wichtig, einen sauer spaltbaren Ester zu verwenden, da eine basische Hydrolyse
auch den Phosphorsauretriester zersetzen wirde. Das Chlorphosphit 91 kann Uber
eine  mehrstufige Synthese aus der kommerziell verfugbaren  3-(4-
Hydroxyphenyl)propionsaure 92 dargestellt werden.

Zur Anwendung des Konzepts auf andere Nucleoside sollte nachfolgend die
Syntheseroute verallgemeinert werden, indem der Aminosaure-Ester bereits vor der
Kupplung mit dem Nucleosid eingefuhrt wurde. Erneut sollte gezeigt werden, dass
auch BVdU 11 und ACV 7 prinzipiell auf diese Weise maskiert werden konnen.
Vorausgreifend sei hier erwahnt, dass sich die 5-(L-AlaOBn)-Modifikation als
geeignet fir einen ,lock-in“-Mechanismus erwies. Daraus folgen die unten

abgebildeten Zielstrukturen.
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Abb. 50: Zielverbindungen 93a und 94a

Zur Einfihrung der Aminosaure-Ester-Modifikation vor der Kupplung eignen sich die
in  Abbildung 29 gezeigten Salicylalkohole 68b und 69. Die folgende

retrosynthetische Analyse soll diese Moglichkeit fur 68b noch einmal aufzeigen.

o o) o)
OBn R R=H; 68a
H OH 68b O/ R=Me; 96
(0]
O/

() () OH

Abb. 51: Retrosynthetische Analyse des Chlorphosphits 95

Zur Durchfuhrung der Peptidkupplung schien es sinnvoll, zunachst die OH-Gruppen
des Salicylalkohols zu inaktivieren, um Nebenreaktionen zu vermeiden. Daher sollte
die Kupplung ausgehend von der Saure 68b durchgefuhrt werden. Diese Verbindung
ist, wie bereits beschrieben, ausgehend von dem Salicylalkohol 68a darstellbar.
Wegen der schlechten chromatographischen Eigenschaften der Saure 68b sollte
zudem eine alternative Syntheseroute, ausgehend vom Methylester 96, erprobt

werden.

4.1.3.2 Synthese der Aminosaureester-funktionalisierten cycloSal-

Pronucleotide

Da fur die Synthese der in Abb. 48 gezeigten Pronucleotide eine grol’e Menge der

Saure 49 notwendig sein wirde, sollte zunachst die Phosphitylierungsreaktion zur
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Darstellung von cycloSal-Pronucleotiden optimiert werden. Da sich insbesondere die
Reinigung als teilweise zeitaufwendig darstellte, wurden die Ausbeuten bei Variation
unterschiedlicher Parameter HPLC-analytisch bestimmt. Zur Optimierung der

Reaktionsbedingungen wurde die Synthese von 3-Methyl-cycloSal-dTMP untersucht.

HN/U)/
o S
_P—0
Reaktions- j\/ui/ © g 0o
? . bedingungen? ? o N ) T
o o ° 1 o 98b L
0 OW‘P\—O
97 0o
98a OH

Abb. 52: Modellreaktion zur Optimierung der Synthese von cycloSal-Pronucleotiden

dT wurde verwendet, um die Ergebnisse auch auf andere Nucleoside mit 3"-OH-
Gruppe anwenden zu koénnen. Chlorphosphit 97 schien geeignet, da es leicht in
groBen Mengen darstellbar und durch Kugelrohrdestillation in hoher Reinheit zu
erhalten ist. Als Parameter der Optimierung wurden unterschiedliche Losungsmittel,
Temperaturen und Aquivalentmengen der einzelnen Reaktionspartner untersucht.

Der Reaktionsablauf war folgender:

Ldsen von dT in abs. DMF
Zugabe von 2 Aquivalenten DIPEA

Kldhlung auf Temperatur T4

> Dnh

Zugabe von X Aquivalenten 97 (destilliert und nicht destilliert), gelést in
verschiedenen Losungsmitteln. Ruhren Uber einen Zeitraum t; bei Temperatur
T2

5. Kuhlung auf-20 °C

6. Oxidation mit Y Aquivalenten t-BuOOH. Riihren tber 1 h bei Temperatur T3

Zur Auswertung der Ausbeuten wurde zunachst eine Kalibrierfunktion durch eine
Verdlinnungsreihe mit 98a an der HPLC erstellt. Zur Erstellung der Kalibrierfunktion

wurden aus einer 50 mM DMSO-Stammldsung zwei 1.0 mM Stammlésungen von 3-
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Methyl-cycloSal-dTMP in H,O angesetzt. Von jeder Losung wurden 40 uL an der
HPLC analysiert. Von den Stammilésungen wurde eine Verdunnungsreihe
angefertigt, um auf diese Weise 0.75, 0.6, 0.5, 0.4, ..., 0.1 mM Losungen zu erhalten.
Von allen Loésungen wurde ein HPL-Chromatogramm angefertigt. Die
entsprechenden Integrale beider Verdunnungsreihen wurden gemittelt und gegen die
Konzentration (bzw. Ausbeute in %) aufgetragen. In dem untersuchten Bereich

zeigte die Kalibrierfunktion Linearitat bei hoher Prazision.

Verdiinnungsreihe o 8,464E-06x
R" = 9,990E-01
= 100 |
Q /
3 80
o]
<.(‘ /
2 40
=]
3 —
E 0 T T T T T T 1
0,0E+00 2,0E+06 4,0E+06 6,0E+06 8,0E+06 1,0E+07 1,2E+07 1,4E+07

[Abs * 1]
Diagramm 3: Verdlnnungsreihe zur Ermittlung der Ausbeute

Es wurden nun Synthesen der Zielverbindung unter Stickstoff als Inertgas wie oben
beschrieben mit je 49 mg dT (202 umol, 1.0 Aq.) durchgefiihrt. Zum Ende der
Reaktion wurden die Ldsungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
lyophillisiert. Zur Analyse der Testansatze wurde wie folgt vorgegangen: Das
lyophillisierte  Rohprodukt wurde in 10 mL eines 1:1 Gemisches von
Wasser/Acetonitril aufgenommen und somit  zu einer maximalen
Produktkonzentration von 20.2 mM verdunnt. Von dieser Losung wurden 5 ulL
entnommen und mit 95 pL deionisiertem Wasser auf eine maximale Konzentration
von 1.0 mM verdunnt. 40 uL dieser Losung wurden an der HPLC analysiert. Aus der
Verdinnungsreihe konnte somit die Ausbeute abgelesen, bzw. berechnet werden.

Sie entsprach der jeweiligen Verdlinnung.
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Details zu den Experimenten sind im Experimentalteil in tabellarischer Form zu
finden. Es soll an dieser Stelle nur zusammengefasst werden, welche Schlisse aus
den Ergebnissen gezogen werden konnten. Um eine vollstandige Umsetzung des
Edukts zu erhalten, mussten 1.5 Ag. von Chlorphosphit 97 zugegeben werden. Damit

stieg aber gleichsam die Umsetzung zum doppelt phosphorylierten Produkt 98b.

98a
daT
n 98b
— A N 1.5 Aq
—Mu )L 1.0 Aq
0.3 Aq

T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20

t [min]

Abb. 53: Umsetzung von dT bei Zugabe unterschiedlicher Mengen von Chlorphosphit 97 und

nachfolgender Oxidation

Die Zugabe von 1.0 Aq. fihrte nicht zur Bildung des doppelt phosphorylierten
Produktes 98b, allerdings verblieb so auch eine groRere Menge an nicht
umgesetztem dT in dem Reaktionsgemisch. Die Reaktion mit 0.3 Aq. zeigte keinerlei
Produktbildung, so dass hier von einer Reaktion des Chlorphosphits mit dem
Kristallwasser des Nucleosids ausgegangen wurde. Als optimale Menge wurden 1.2
Aqg. Chlorphosphit gefunden. Die Verwendung von destilliertem Chlorphosphit 97
zeigte keine deutliche Verbesserung der Ausbeuten an, so dass man sich den
Umstand einer Kugelrohrdestillation sparen kann. Als Ldsungsmittel flr das
Chlorphosphit sollten Toluol oder THF verwendet werden. {-BuOOH ist ein
geeignetes Oxidationsmittel fir die Reaktion. Allerdings ist hier die Ursache fur die
teilweise unbefriedigenden Ausbeuten bei der Darstellung von cycloSal-
Pronucleotiden zu finden. Die Zugabe von 1.2 Aquivalenten t-BuOOH, bei
Verwendung von 1.2 Aq. 97 zeigt im DC keine vollstandige Oxidation des P(lll)-
Intermediats an. Erst bei der erneuten Zugabe von 1.2 Aqg. schien die Oxidation
abgeschlossen. Bei der Entfernung der Losungsmittel wird dieser Uberschuss
allerdings stark konzentriert und fuhrt zur teilweisen Zersetzung der Produkte. Wenn
man jedoch insgesamt nur 1.2 Aq. t-BuOOH zugibt, vervollstéandigt sich die

Oxidationsreaktion bei der Entfernung des Lésungsmittels.
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Somit waren die optimalen Parameter fur die Reaktion gefunden:

T1=-20 °C; X=1.2;t4=1h; T,=25°C; Y=1.2; T3= 25 °C

Unter Anwendung dieser Parameter konnten fur die Umsetzung von dT mit 97
Ausbeuten um 70% reproduzierbar erhalten werden. Bei chromatographischer

Isolierung des Produkts 98a traten keine Verluste auf.

Es sollte nun die Saure 49 auf der in der nachfolgenden Abbildung gezeigten Weise

dargestellt werden.

0] O 0] O
OH o>< O>< 100 O>< 91
92 i) 99 ii), iii) oH iv) o
g
OH OH OH PAN

O Cl

v)
i) N,N-DMF-dineopentylacetal, {-BuOH,
Toluol, 69% 0
ii) Phenylboronsaure, Propionsaure, ><
para-Formaldehyd, Toluol, 61% OH 49 (0] 101
iii) Perhydrol, 84% vi)
iv) PCl3, Pyridin, Et,0, 98% o) - ?
v) d4T, DIPEA, MeCN, t-BuOOH, 78% /é-—Od4T _P—0d4T
vi) TFA, DCM, 95% ¢) g O g

Abb. 54: Synthese der freien Saure 49

Die Sequenz begann mit der Veresterung von kommerziell erhaltlicher 3-(4-
Hydroxyphenyl)propionsaure 9 mit N,N-DMF-dineopentylacetal in Anwesenheit von
tert-Butanol. Man erhielt den tert-Butylester 99, welcher sich nach einer von Nagata
et. al. beschriebenen Reaktion Uber zwei Stufen regioselektiv hydroxymethylieren
lie® und den Salicylalkohol 100 in 51%iger Ausbeute lieferte.’"¥ Die nachfolgende
Cyclisierung mit PClIs verlief problemlos mit 98% Ausbeute. Unter Verwendung der
oben beschriebenen Kupplungsbedingungen mit d4T konnte der tert-Butylester 101
in einer hervorragenden Ausbeute von 78% isoliert werden. Offensichtlich lassen sich
die gefundenen Kupplungsbedingungen auch auf andere Nucleoside Ubertragen und
ergeben bei Abwesenheit einer 3°-OH-Gruppe sogar noch leicht verbesserte

Ausbeuten. Die Spaltung des Esters 101 mit einem groBen Uberschuss an TFA
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verlief schnell und unproblematisch, so dass von der Saure 49 auf diese Weise
grélkere Mengen (ca. 350 mg) dargestellt werden konnten. Fur die nachfolgenden
Peptidkupplungen wurden unterschiedliche Reaktionsbedingungen getestet. Es
stellte sich am Ende heraus, dass die Reaktion denkbar einfach durch
Zusammenflugen aller bendtigten Komponenten unter Inertgas in guten Ausbeuten
verlief. Zuvor war ein Protokoll verwendet worden, in dem unterschiedliche Lésungen

der Einzelkomponenten bei 0°C zusammengefuhrt wurden.

0 X
)
N&( \Y
HOBt, DCC, H o
49 + AS-Ester DIPEA »>
DMF %
P—0d4T
_ o7l
AS-Ester: o
GlyOMe*HCI
L-AlaOMe*HCI X=H; Y= Me; 5-(GlyOMe) 87a; 83% Y= Me; 5-(L-ProOMe) 90a; 82%
D-AlaOMe*HCI X=H, Y= Bn; 5-(GlyOBn) 87b; 78% Y= Bn; 5-(L-ProOBn) 90b; 83%
L-ProOMe*HCI X= Me, Y= Me; 5-(L-AlaOMe) 88a; 94%
GlyOBn*pTsOH X= Me, Y= Me; 5-(D-AlaOMe) 88b; 36%
L-AlaOBn*pTsOH X= Me, Y= Bn; 5-(L-AlaOBn) 88c; 88%
L-ProOBn*HCI X= Me, Y= tBu; 5-(L-AlaOtBu) 88d; 70%
L-Asp-diOBn*pTsOH X= BnO(O)CCH,, Y= Bn; 5-(L-Asp-diOBn) 89a; 85%
L-AlaOtBu*HCI

Abb. 55: Synthese der Zielverbindungen durch Peptidkupplung

Alle Verbindungen lielRen sich in guten Ausbeuten um 80% darstellen. Die einzige
Ausnahme bildete 5-((D-AlaOMe)prop)cycloSald4TMP 88b mit lediglich 36%. Es ist
aber eher anzunehmen, dass bei dieser Reaktion aufgrund der geringen
verwendeten Mengen an Edukten ein Fehler auftrat. Wegen der geringen
eingesetzten Mengen an 49 (ca. 0.1 mmol) in den Reaktionen traten nur geringe
Probleme bei der Abtrennung von Dicyclohexylharnstoff auf, es zeichnete sich
allerdings ab, dass bei grofieren Ansatzen die Reinigung aufwendiger werden wirde.
Alle Verbindungen wurden als Diastereomerengemische im Verhaltnis von ca.
1.0:0.9 erhalten. Fur die Prolinderivate 90a,b wurden zusatzlich Rotamere erhalten,
wie man an den *'P-NMR-Spektren erkennt. Exemplarisch ist das *'P-NMR-

Spektrum der Verbindung 90a gezeigt.
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Abb 56: 31P-NMR-Spektrum von 90a; zwei Diastereomere mit E/Z-Isomeren

Um zu beweisen, dass es sich hierbei nicht um Verunreinigungen handelte, wurden
temperaturabhidngige 'H-NMR-Spektren aufgenommen. Ein geeignetes Signal zur

Bestimmung der Koaleszenz lieferte die Methylgruppe der Nucleobase T.

T=300K T=373K

T T T A e e S B
1.700 1.650 1.600 1.550 1.750 1.700 1.650 1.600
ppm (t1) ppm (t1)

Abb. 57: Koaleszenz von 90a

Da ein Ziel die Aufklarung des Hydrolysemechanismus der Verbindungen war, sollte
exemplarisch von einer der Verbindungen der Aminosaureester selektiv gespalten
werden, um eine weitere Referenzverbindung zu erhalten. Dafur bot sich erneut der
tert-Butylester an, denn die Spaltungsbedingungen waren zuvor ja bereits zur
Darstellung von der Saure 49 erfolgreich eingesetzt worden. Durch die sauren
Reaktionsbedingungen sollte also weder der Triester zersetzt werden, noch war eine

schnelle Racemisierung der Aminosaure zu befurchten.
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Abb. 58: Saure Spaltung von 88d zu Zielverbindung 88e

Damit waren fur die Bestimmung des Hydrolysemechanismus (s. Abb. 47) zumindest
der L-Ala-Reihe alle bendétigten Referenzverbindungen (49, 88a-e, d4TMP 83c)
vorhanden. Die Ergebnisse sollten sich aber auf die anderen Verbindungen
Ubertragen lassen. Zusatzlich zur Bestimmung der Eigenschaften der
Diastereomerengemische war auch das Verhalten der einzelnen Diastereomere von
Interesse. Eine Anreicherung gelang flir das Gemisch von 5-(L-AlaOBn-
prop)cycloSald4TMP 88c an der praparativen HPLC. Die Anreicherung wurde fur

beide Stereoisomere bis zu einem Verhaltnis von ca. 9:1 erreicht.

o OBn

OBn
0
(0] 88c le)
fast/slow
8 § N ’//// // N ',,,//, ////
H H
1
P——0d4T P——0d4T
o™ || o ||
0 o)
a -—
3 B
T ‘ T T T T ‘ T
-8.00 -8.50

ppm (t1)

Abb. 59: Anreicherung der Diastereomere von 88c fast/slow durch praparative HPLC

Es wurde versucht, eine Bestimmung der Konfiguration am Phosphoratom
durchzufihren. Dazu sollte zunachst die CD-Spektroskopie verwendet werden. Da
beide Verbindungen aber die gleichen CD-Spektren aufwiesen, konnten hierdurch
keine Ruckschlisse gezogen werden. Auch die Aufnahme von NOESY-Spektren
lieferte keine Uberzeugende Mdglichkeit der Zuordnung, so dass im Folgenden die

Unterscheidung der Verbindungen nur durch deren chromatographisches Verhalten
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erfolgen kann. Das zuerst eluierende Stereoisomer soll daher als 88c-fast, das
Andere als 88c-slow bezeichnet werden.

Nachdem nun recht erfolgreich eine breite Vielfalt verschiedener Aminosaure-Ester-
modifizierter d4T-Triester synthetisiert werden konnte, galt das Augenmerk der
Darstellung solcher Triester unter Verwendung anderer Nucleoside. Hierzu sollte die
Modifikation vor der Kupplung zum Triester eingefliihrt werden. Die folgende

Abbildung gibt die durchgefuhrte Synthesesequenz wieder.

0 o] (0] o
~ ~
OH i © i, i) © 92 iv) on 68
—_— _— —_—
OH OH
OH OH OH OH
92 102
X=H, Y=Me: 85%, 103a v) vi
X=Me, Y=Bn: 64%, 103b
X=Bn, Y=Bn: 41%, 103c
0O X 0o X O
X=H, Y=Me: 58%, 104a N® “coov N~ ~cooy 0
X=Me, Y=Bn: 77%, 104b ix) H vii)
— —Rn- OH (@) (0]
X=Bn, Y=Bn: 66%, 104c )\ /I\
OH (@) Ph 0 Ph
R =H, 68b ..
i) MeOH, H,SO,, 100%; ii) Phenylboronsaure, Propionsaure, p-Formaldehyd, R = Me, 96 vii)

Toluol, 76%; iii) Perhydrol, 89%; iv) NaOH, THF, 80%; V)
Benzaldehyddimethylacetal, p-TsOH, THF, 72%; vi) Benzaldehyddimethylacetal, p-
TsOH, THF, 50%; vii) NaOH, 97%; viii) AS-Ester*HCI, DIPEA, HOBt, DCC, DMF; ix)
kat. HCI, MeCN

Abb. 60: Synthesesequenz zur Darstellung der modifizierten Salicylalkohole 104a-c

Erneut wurde die kommerziell verfugbare Saure 92 als Ausgangsmaterial verwendet.
Diese wurde durch Refluxieren in Methanol mit katalytischen Mengen Schwefelsaure
in den Methylester 102 umgewandelt. Die Umsetzung erfolgte quantitativ, einfache
Extraktion reichte zur Reinigung aus. Nun wurde erneut eine Hydroxymethylierung
nach Nagata durchgeflhrt, welche Uber beide Reaktionsschritte regioselektiv den
Salicylalkohol 92 in 68%iger Ausbeute lieferte. Prinzipiell gab es nun zwei
Moglichkeiten fortzufahren: Die Spaltung des Methylesters unter Freisetzung der
Saure 68a oder die EinfUhrung eines Benzylidenacetals zum Acetal 96. Es ist bereits

diskutiert worden, dass die Verbindung 68b, die auf beiden Wegen als
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Zwischenprodukt auftritt, ausgesprochen schwierig zu chromatographieren ist. Flhrt
man aber die Synthese Uber die Schritte iv) und vi) durch, so ist eine
Chromatographie unvermeidbar. Ausgehend vom Methylester 92 gelang daher die
Synthese von 68b auch nur mit einer Gesamtausbeute von 40%. Wenn man 92
hingegen zunachst acetalisiert (v) und dann den Methylester spaltet (vii), kann man
die Saure 68b durch simple Extraktion reinigen. Die Gesamtausbeute lag in diesem
Fall dann auch bei deutlich besseren 70%. Ausgehend von der Saure 68b konnten
nun die Peptidkupplungen durchgefuhrt werden. Sie gelangen in Ausbeuten von 41%
bis 85%. Im Fall des L-Phenylalaninbenzylesters (41%) wurde die Saure 68b
allerdings schon in deutlich gealtertem Zustand eingesetzt, so dass eine anteilige
Zersetzung vor der Kupplung eingetreten sein mag. Die Spaltung der Acetale 103a-
103c gelang in zufriedenstellenden Ausbeuten. Insgesamt ist die Reaktionssequenz

geeignet, grolRere Mengen der Salicylalkohole 104a-c verlasslich darzustellen.

Nach den erfolgreichen Synthesen der Salicylalkohole zeigte sich, dass die
nachfolgenden Synthesen der Chlorphosphite mit erheblichen Problemen behaftet
waren. Dies lag an der geringen Ldslichkeit der Edukte 104a-c in Diethylether. Der
Salicylalkohol 104a war zwar in THF 18slich, kristallisierte aber bereits beim Abkuhlen

auf -5 °C aus.

N 0104 N oY
X=H, Y=Me: 104a H COO H co X=H, Y=Me: 105, 0%
X=Me, Y=Bn: 104b OH PCl3, Pyridin o  X=Me, Y=Bn: 95, n.b.
X=Bn, Y=Bn: 104c THF | X=Bn, Y=Bn: 106, n.b.
/P\
OH 0~ Cl

Abb. 61: Synthese der Saligenylchlorphosphite 95, 105, 106

Ein Problem bei der Synthese von Chlorphosphiten in THF ist die Ldslichkeit von
Pyridiniumchlorid, welches durch Schlenkfiltration nicht mehr vollstandig abgetrennt
werden kann. Die Verbindungen wurden daher mit deutlichen Mengen
verunreinigender Salze isoliert. Das Chlorphosphit 105 konnte im ¥IP.NMR-Spektrum
nicht nachgewiesen werden, die anderen beiden Chlorphosphite wurden als

Diastereomerengemische erhalten.
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Abb. 62: Ausschnitt aus dem 31P-NMR-Spektrum von dem Chlorphosphit 95

Wegen des geringen Wissens Uber Art und Umfang der Verunreinigungen wurden fur
die nachfolgenden Kupplungsreaktionen Stammlésungen der Chlorphosphite
angefertigt und von einem Umsatz von 100% ausgegangen. Diese Schatzung
erwies sich als hinnehmbar, dennoch waren die Ausbeuten der Triestersynthesen
nicht gut. Im Gegensatz zur Synthese der POM-funktionalisierten cycloSal-Triester,
mussten die Produkte nach der Reaktion nicht erst durch Extraktion von den
Reagenzien befreit werden, um eingeengt werden zu kénnen. Um die Umsetzung
zum ACV-Triester 94a erfolgreich durchfihren zu kdnnen, wurde wiederum auf das
in DMF |6sliche N2-DMTr-geschUtzte ACV 73 zurlckgegriffen. Die Reaktion gelang
mit 24%. Nachfolgend wurde die Schutzgruppe mit TFA in quantitativer Ausbeute
entfernt und so der ACV-Triester 94a freigesetzt. Die Synthese des BVdU-Triesters
93a gelang in 25%iger Ausbeute.
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DIPEA, BVdU,
DMF, t-BuOOH
259% ((L-AlaOBn)prop)cycloSal-BVdUMP
R ? 93a
o P—OBVdU
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N COOBn
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O/P\CI /H( TFA, ” n
107 100%
’ 2
DIPEA, ACVPMT" _p—oacvomT _P—OACV
DMF, t-BuOOH O g O g
24%
5-((L-AlaOBn)prop)cycloSal-ACVMP

94a

Abb. 63: Synthese der Zielverbindungen 93a und 94a

Auf die in diesem Kapitel beschriebene Weise gelang es also, eine grofe strukturelle
Vielfalt verschiedener d4T-Triester zu erzeugen, um diese hinsichtlich der am besten
geeigneten Maske zu untersuchen. Gegenuber den Acylal-modifizierten
Verbindungen erscheint dies als deutlicher Vorteil. Zudem konnte eine der Masken
sowohl an BVdU, als auch an ACV gekuppelt werden, was die breite Einsetzbarkeit

der entwickelten Syntheseroute unterstreicht.

4.1.3.3 Charakterisierung der mit Aminosaure-Estern modifizierten cycloSal-
Pronucleotide

In diesem Kapitel soll erneut anhand der Chromatogramme und durch Bestimmung
der Hydrolysehalbwertszeiten nach standardisierten Verfahren der Mechanismus der
Hydrolyse detailliert aufgeklart werden. Das folgende Diagramm gibt die Stabilitat in
PBS bei pH= 7.3 sowie die Stabilitat in humanem CEM/0 Zellextrakt fur die

unterschiedlichen d4T-Triester zum direkten Vergleich wieder.
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Diagramm 4: Hydrolysehalbwertszeiten der d4T-Triester 87-90

Zunachst einmal sollen anhand dieser Daten einige generelle Feststellungen
getroffen werden. Die Hydrolysehalbwertszeit der meisten dargestellten
Diastereomerengemische in PBS-Puffer liegt bei ca. 6 h. Es konnte also auf diese
Weise bereits eine deutliche Stabilisierung gegenuber den 5-Acylal-modifizierten
Triestern 53a-c (t12 = 4.5 h) erzielt werden, ein Umstand der sich vermutlich auf die
erhohte Stabilitat der Amid- und Esterbindung sowie deren Elektronenreichtum im
Vergleich zum Acylal zuruckfuhren Iasst. Die erhohte hydrolytische Stabilitat der
Saure 88e wurde bereits fur die Saure 49 gefunden und kdnnte mit einer repulsiven
Wechselwirkung gegenuber Hydroxidionen in Verbindung gebracht werden. Fir die
getrennten Diastereomere bleibt festzuhalten, dass sich die Halbwertszeiten deutlich
unterscheiden, im Mittel aber wiederum 6 h ergeben. Dies konnte ein Grund fur die
oft gefundenen unterschiedlichen antiviralen Aktivitaten diastereomerenreiner
cycloSal-Triester sein. Eine zu geringe chemische Stabilitat far eines der
Diastereomere konnte zu einer nicht effektiven intrazellularen Freisetzung von
d4TMP fuhren. Die Untersuchung der Stabilitat der Verbindungen gegenuber
enzymatischer Spaltung sollte das potentielle ,lock-in“-Verhalten aufzeigen. Einzig fur
Verbindung 89a konnte die Halbwertszeit nicht ermittelt werden. Urspriinglich war der

Gedanke, dass die EinfiUhrung zweier spaltbarer Benzylester eine noch gréflere
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Beschleunigung der enzymatischen Hydrolyse hervorrufen sollte. Die erhaltenen
Chromatogramme waren allerdings derart komplex, dass eine verninftige
Auswertung nicht durchgefuhrt werden konnte. Es bleibt lediglich festzustellen, dass
89a in CEM/0 Extrakt zu Folgeprodukten gespalten wird.

Den Daten kann weiterhin entnommen werden, dass die Glycin-Triester 87a,b in
CEM/0 gegenuber der chemischen Hydrolyse zwar beschleunigt zersetzt werden,
diese Beschleunigung allerdings geringfugig ist. Im direkten Vergleich werden z.B.
die Alanin-Triester 88a, 88c fast/slow sowie die Prolin-Triester 90a,b wesentlich
effizienter gespalten und zwar offensichtlich unabhangig von der Stereochemie am
Phosphoratom. Ein Wechsel der Stereochemie der Aminosaure von L-Ala zu D-Ala
fuhrt hingegen zu einem vollstandigen Ausbleiben der enzymatischen Spaltung von
88b. Dies gilt gleichsam fur den tert-Butylester 88d. Die beschleunigte Hydrolyse der
Saure 88e in CEM/0 gegenuber PBS soll spater noch anhand der Chromatogramme
analysiert werden. Zusammenfassend lasst sich an dieser Stelle folgendes aus den

Daten ableiten:

1. 5-Aminosaure-Ester-funktionalisierte cycloSal-d4TMP weisen generell eine
chemische Halbwertszeit von etwa 6 h auf.

2. Die enzymatische Stabilitat wird beeinflusst durch die verschiedenen Ester.
Dabei gilt folgende Reihung: Bn > Me > {-Bu.

3. Die enzymatische Stabilitat wird beeinflusst durch die Aminosaure. Dabei
scheint Glycin zur Erkennung durch das Enzym schlecht, Alanin und Prolin
hingegen gut geeignet.

4. Die enzymatische Stabilitat wird massiv beeinflusst durch die Stereochemie
der Aminosaure.

5. Sie wird nicht beeinflusst durch die Stereochemie am Phosphoratom.

Aus diesen Erkenntnissen liefl3 sich eine generelle Struktur ,lock-in“-funktionalisierter
Masken ableiten. Wenn man eine moglichst groRe Differenzierung zwischen
extrazellularer und intrazellularer Stabilitat erreichen will, sollten Aminosauren der L-
Reihe verwendet werden, die einen Benzylester tragen. Glycin scheint als
Aminosaure fur dieses Ziel wenig geeignet. Da bei Prolin-Derivaten stets auch

Rotamere auftraten, wurde zur Vereinfachung die 5-(L-AlaOBn)-Maske fur die
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Synthese des BVdU-Triesters 93a und des ACV-Triesters 94a verwendet. Das

folgende Diagramm gibt die Stabilitaten dieser beiden Triester wieder.

BEpH7.3
B P3HR1

t(1/2) [h]

N w B ()] » ~ (o] o
I

I = -

BVdU 93a ACV 94a

Diagramm 5: Vergleich der Hydrolysestabilitdten von 93a und 94a

5-((L-AlaOBn)prop)cycloSal-ACVMP 94a zeigt auf den ersten Blick das erwartete
Verhalten; eine chemische Stabilitdt von ca. 8 h und eine beschleunigte
enzymatische Hydrolyse mit ti», = 45 min. Gerade aber diese relativ grolde
Halbwertszeit im Vergleich zu den sonst erhaltenen Werten bei der Spaltung von
Benzylestern gibt Anlass zur Verwunderung. Schaut man sich einmal die erhaltene
Kurve an, die eine exponentielle Abnahme beschreiben sollte, fallt die extreme

Ungenauigkeit deutlich ins Auge.

1400000 -
¢ y = 1E+068-0,0151X

1200000 - R? = 0,0318

1000000 -

800000 - IS

Abs*t
TS

600000 -
400000 ~
200000 -

0 T T T T T T T 1
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t [min]

Diagramm 6: Exponentielle Ausgleichskurve zur Bestimmung von t;; von 94a in P3HR1
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Bei genauerer Betrachtung fallt allerdings auf, dass die Datenpunkte scheinbar in
zwei Bereiche zerfallen; eine anfanglich schnelle Abnahme, die ab ca. 20 min von
einer deutlich langsameren Abnahme Uberlagert wird. Dies ist im folgenden

Diagramm dargestellt.

1400000 -
<

1200000 - y = 1E+066-0,0528X

1000000 - R? = 0,9981

800000 -
y = 8998970012

R? =1

Abs*t

600000 -

400000 -
200000 -

0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

t [min]
Diagramm 7: Uberlagerte Graphen zweier verschiedener Hydrolyseprozesse von 94a

Diese Ausgleichskurven weisen deutlich bessere R?Werte auf, man muss daher
annehmen, dass zwei verschiedene Hydrolysegeschwindigkeiten fir 94a vorliegen,
eine mit ty2 = 15 min, die andere mit t», = 60 min. Es erscheint nun ausgesprochen
wahrscheinlich, dass dieses Verhalten von den unterschiedlichen Diastereomeren
verursacht wird, was in diesem Fall also eine Beeinflussung der Hydrolyse durch die
Konfiguration am Phosphoratom anzeigt. Eine weitere Moglichkeit ware das
Auftreten unspezifischer Proteinbindung, bei welcher zuerst eine rasche Adsorption
des Molekils an verschiedene Proteine stattfindet. Nachfolgend dient das Protein als
Reservoir fur die langsame Freisetzung des Triesters. Dieses Phanomen konnte aber
durch das nachfolgende Experiment als relativ unwahrscheinlich dargestellt werden,
denn interessanterweise konnte das Verhalten der anfangs beschleunigten
Hydrolyse fur den 3-Me-5-POM-modifizierten ACV-Triester 58 bei Verwendung von
0.9 U PLE reproduziert werden, so dass sich hier die Moglichkeit einer kinetischen
Racematspaltung ergab. Das Experiment wurde allerdings ohne Isolierung der

Hydrolyseprodukte durchgeflhrt.
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Diagramm 8: Kinetische Racematspaltung von 58 durch Inkubation mit 0.9 U PLE

In dem Experiment wurde ein Enantiomer zur Saure 85b hydrolysiert, das andere
Enantiomer des 3-Me-5-POM-modifizierten ACV-Triesters 58 blieb unter diesen
Bedingungen stabil. Die gestrichelte Linie zeigt die 50%-Marke. Bereits nach 25 min
war die Verbindung zur Halfte abgebaut. Danach fand keine wesentliche Hydrolyse

im untersuchten Zeitraum mehr statt.

Die in Diagramm 5 gezeigten Daten fir 5-((L-AlaOBn)prop)cycloSal-BVdUMP 93a
weisen ebenfalls eine Besonderheit auf, diesmal allerdings bei der chemischen
Hydrolyse. So ist der Wert von t12 = 1.5 h wesentlich geringer als erwartet und lasst
sich mit dem assistierenden Effekt der 3"-OH-Gruppe nur unbefriedigend deuten. Die
Chromatogramme der chemischen Hydrolyse von 93a sollen unter Zuhilfenahme
eines Chromatogramms aus der Hydrolyse in P3HR1 diskutiert werden, da im
letzteren Fall die Entstehung der Saure 93b sehr wahrscheinlich ist. Man sollte daher
erkennen, ob eine Spaltung der Esterfunktion auch in der chemischen Hydrolyse
auftritt.

0 0
0 N/H(OBn NJw‘rOH
OH P3HR1 H P3HR1 H o
- o —_—
9 9 9
—OBVdU —OBVdU P—OBVdU
o o o7l
o) o) o)
93c 93a 93b

Abb. 64: Zwei mdgliche Hydrolyseprodukte von 93a in P3HR1
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Die Freisetzung von 93b ist im blauen Chromatogramm gezeigt (P3HR1 40 min). Es
ist zumindest sehr wahrscheinlich, dass es sich um 93b handelt, da fur die d4T-
Derivate nur die Spaltung des Esters und nicht der Amidbindung (s.u.) nachgewiesen
wurde. Man erkennt, dass unter chemischen Bedingungen eine Spaltung zu der
Saure 93b nicht stattfindet. Des Weiteren tritt im Chromatogramm nach 4 h ein
Intermediat X auf, welches nach 22 h verschwunden ist. Am Ende der Hydrolyse
nach 22 h liegen zwei Hauptprodukte vor. Erfahrungsgemafl® wiurde man den Peak
bei tr = 8.3 min BVAUMP zuordnen. Fiur den anderen Peak bliebe als Mdglichkeit
z.B. die Saure 93c. Ein Blick auf die Struktur wirde aber eher vermuten lassen, dass
93c polarer als 93b sein und deswegen im Chromatogramm eher links von 93b
eluieren sollte. Eine weitere Moglichkeit konnte die Entstehung von BVdUDP mit
einem Anteil von 24% sein. Das ware Uberraschend viel, normalerweise liegt dieser
Anteil zwischen 5 bis 10%. Es wird jedoch noch gezeigt werden, dass bei vielen
Aminosaure-Ester  funktionalisierten  cycloSal-Pronucleotiden grofle Mengen

Nucleosiddiphosphat entstehen.

93a

93b
1 — ' on

Bvdump? /\ . X
‘ 4h

BVdUDP?

22h

L P3HR1

—— ———— 40 min
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t [min]

Abb. 65: Hydrolyse von 93a (Methode 4)

Aus den vorliegenden Daten lasst sich der Mechanismus leider nicht aufklaren. Die

beschleunigte Hydrolyse konnte allerdings mit dem Intermediat X zusammenhangen.

Es sollen nun die d4T-Derivate 87-90 weiter untersucht werden, um den
Spaltungsmechanismus an der Aminosaurefunktion aufzuklaren. Dabei soll
zumindest fur die L-Ala-Reihe 88a-e gezeigt werden, dass die enzymatische

Spaltung am Ester und nicht an der Amidbindung stattfindet. Dazu musste zunachst
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eine HPLC-Methode gefunden werden, in welcher die Sauren 49 und 88e
unterscheidbar waren. Ein Problem bei der verwendeten lonenpaarchromatographie
an einer RP-18 Umkehrphase stellte das in den Vordergrund Treten der negativen
Ladung am System als Haupteinfluss auf das Elutionsverhalten dar. Es konnte
daher unter lonenpaarbedingungen mit TBAH keine Separation von 49 und 88e
erreicht werden. Auf der anderen Seite neigten beide Sauren bei
Standardbedingungen (Wasser mit Acetonitril-Gradient) ohne lonenpuffer zu einem
stark ausgepragten Fronting der Peaks uUber mehrere Minuten, so dass auch hier
keine wirklich genaue Zuordnung bei der Analyse von Zellextrakthydrolysen hatte
getroffen werden kénnen. Ein nicht besonders schéner aber wohl Gberzeugender
Ausweg, der gefunden wurde, lag in der Verwendung eines Wasser-Methanol-
Gradienten bei erhdhter Flussrate (Methode 7). Dabei ergab Verbindung 88e einen
scharfen Peak, die Saure 49 hingegen eine Art Hugel, mit Uberlappender

Retentionszeit, aber aufgrund der Form doch deutlich unterscheidbar.
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Abb. 66: Referenzverbindungen 49 und 88e (Methode 7)

Es wurde nun mit dem Diastereomerengemisch 88c fast/slow eine CEM/0
Zellextraktstudie unter Verwendung der oben beschriebenen HPLC-Methode
durchgefuhrt. Bei dem nach 30 min erhaltenen Wert wurde zusatzlich die Referenz
88e coinjiziert. Aus den Chromatogrammen wird ersichtlich, dass die freie Saure 49
nicht entsteht, andererseits ist nicht klar, ob 88e durch die gréRere Verdinnung in
den Zellextraktstudien auf der RP-18-Saule in die Diastereomere angetrennt wurde
oder ob noch eine weitere unbekannte Verbindung bei der enzymatischen Hydrolyse
entstanden war. Dieses potentielle Nebenprodukt ist mit einem X gekennzeichnet.
Dafur, dass es sich um eine Antrennung handelt, spricht, dass beide Peaks zu etwa

gleichen Anteilen entstehen. Andererseits sollte dann auch 88c angetrennt vorliegen.
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Abb. 67: Hydrolyse von 88c in CEM/0 (Methode 7)

Um diese Frage zu klaren, ware sicherlich LC-MS-Technik ausgesprochen natzlich.
Da aber zum Zeitpunkt der Durchfihrung der Analysen diese Methodik nicht zur
Verfligung stand, wurde, da ja nun bewiesen war, dass die Saure 49 nicht entsteht,
eine Analyse des Inkubationsgemisches in CEM/O nach 20 min mit einer
lonenpaarmethode durchgefuhrt. Das nachfolgende Chromatogramm zeigt recht
deutlich, dass neben der Saure 88e Nebenprodukte entstanden, die, ihren UV-
Spektren nach zu urteilen, Nucleosid-haltig waren. Ein eindeutiges Produkt entsteht
also bei der enzymatischen Hydrolyse uUber den beobachteten Zeitraum von 2 h
nicht. Dennoch ist 88e das Hauptprodukt.

0,2

88c
88e

Abs.

0,0

t [min]
Abb. 68: Analyse von 88c nach 20 min Inkubation in CEM/0 mit TBAH-lonenpuffer (Methode 2)

Es war nun noch zu klaren, ob die als Hauptintermediat auftretende Saure 88e

befahigt ist, d4TMP 83c freizusetzen. Die Bestimmung der Halbwertszeiten bei
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pH= 7.3 gelang problemlos durch Verwendung einer Standardmethode ohne
lonenpuffer. Fur die Bestimmung in CEM/0O wurden mit dieser Methode jedoch
ausgesprochen verbreiterte Peaks, sogar schon bei der Bestimmung des 0-Wertes,
erhalten. Bei Anwendung von lonenpaarchromatographie betrug die Retentionszeit
der Saure 88e exakt die des potentiellen Spaltproduktes d4TMP 83c, so dass die
Hydrolysehalbwertszeit in CEM/0 aus den stark verbreiterten Peaks ermittelt werden
musste. Der gemessene Wert flir die Halbwertszeit in CEM/O sollte daher mit relativ
grolRer Ungenauigkeit behaftet sein, so dass die Verkirzung von ty2 = 12 h in PBS
auf t12 = 7 h hier nicht weiter diskutiert werden soll. Ein MaR fur die Effektivitat der
Freisetzung von d4TMP 83c aus der Saure 88e soll daher die im nachsten Kapitel
prasentierte TK'-Aktivitat der Verbindungen sein, denn eine solche konnte nicht

auftreten, wirden nicht auch relevante Mengen d4TMP 83c freigesetzt.

Ein weiteres auRergewdhnliches Verhalten trat bei der Inkubation der getrennten
Diastereomere 88c fast/slow in humanem Blutplasma bei pH= 7.3 auf. Die
Inkubation in 10%igem Blutplasma in PBS des Gemisches 88c zeigte keine
beschleunigte Hydrolyse gegeniber PBS pH= 7.3 an, was als ausgesprochen
wilnschenswert zu erachten ist. Bei Inkubation der getrennten Stereoisomere,
diesmal in 50%igem humanem Plasma, wurde allerdings eine Verklrzung der
Halbwertszeiten fir eine der Verbindungen gemessen. Dies ist im folgenden

Diagramm gezeigt.

10

9

8

7
c 6 mpH=7.3
N 5 m CEM/0
T‘__.' 4 O Plasma

3

2

1 ]

0 [ Lﬁ

88c fast 88c slow

Diagramm 9: Vergleich der Hydrolysehalbwertszeiten von 88c fast und slow in verschiedenen
Medien
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Wegen der erstaunlichen Abnahme der Stabilitat von 88c slow in humanem Plasma
wurden die Experimente erneut -mit dem gleichen Ergebnis- durchgefihrt. Dies zeigt,
dass die im Serum enthaltenen Esterasen ihre Aktivitat abhangig von der
Stereochemie am Phosphoratom entfalten und im Fall von 88c slow eine deutliche
Reduktion der Stabilitdt um etwa den Faktor 6 auftritt. Hingegen wird 88c fast nicht
gespalten. Da die Chromatogramme ohne Verwendung von lonenpuffer gemessen
wurden, Iasst sich keine wirkliche Aussage uber die Hydrolyseprodukte treffen. Eine
Moglichkeit ware die enzymatische Hydrolyse des ,lock-in“-Esters. Eine weitere
Mdglichkeit sei hier nur kurz diskutiert. Umfassende Untersuchungen sind in der
Literatur beschrieben.®® Ein Enzym des humanen Blutplasmas ist die
Butyrylcholinesterase (BChE, E.C. 3.1.1.8), deren genaue Funktion nicht bekannt
ist.®®! Der katalytische Mechanismus der BChE wurde allerdings aufgeklart und steht
in Analogie zu den Serin-Proteasen, die zur Spaltung von Estern die katalytische
Triade, bestehend aus einem Serin-, Histidin- und Glutamat-Rest, verwenden.
Weiterhin ist bekannt, dass Cholinesterasen durch Organophosphate (und genau
solche sind cycloSal-Triester) Uber einen suicide-inhibition-mechanism inaktiviert
werden koénnen.®”! Fiir verschiedene cycloSal-Triester wurden nun umfangreiche
Analysen zur Aufklarung eines solchen Verhaltens durchgeflihrt, wobei sich eine
Struktur-Aktivitats-Beziehung aufstellen lieR.®® Ein Ergebnis dieser Studien war,
dass die Inhibition von BChE, wenn sie uberhaupt auftritt, stark in Abhangigkeit zu
der Konfiguration am P-Atom steht. Es ist also ebenso denkbar, dass 88c slow im
Blutplasma als suicide-Inhibitor der Butyrylcholinesterase auftritt. Dieses Verhalten
konnte allerdings nur gefunden werden, da 50%iges Plasma und nicht die fur diese
Untersuchungen ublichen 5%igen Plasmaverdinnungen verwendet wurden.
Normalerweise wird die starke Verdinnung der Plasmaldésungen mit deren
unvorteilhaftem Gelieren bei langeren Inkubationsdauern begrindet. Diese
Begrindung stellte sich allerdings als falsch heraus, da keine Verdickung auch Uber

20 h Inkubationsdauer beobachtet werden konnte.

AbschlieRend zu diesem Kapitel Uber die Charakterisierung von Aminosaure-Ester
modifizierten cycloSal-Pronucleotiden soll noch eine weitere interessante Eigenschaft
der Verbindungen angesprochen werden, die, auf Seite 41-42 bereits vorgestellt,
jetzt noch einmal quantifiziert werden soll. Es geht um die Entstehung von

Nucleosiddiphosphaten aus cycloSal-Triestern bei der chemische Hydrolyse durch
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nucleophilen Angriff von Phosphat auf das Pronucleotid. Die Freisetzung kann durch
3IP_.NMR-spektroskopische Verfolgung eindeutig gezeigt und die Menge bestimmt
werden. Dabei wurden alle Spektren zur Vereinfachung Protonen-entkoppelt

aufgenommen.

87a
Puffer
i LJJ Anfang
d4TMP 83c
d4TDP 83d
WMMMWWMMWWWUWWW Ende

L e e B B e s B s B B B B By B
10.0 5.0 0.0 -5.0 -10.0 -15.0
ppm (t1)

Abb. 69: *'"P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 5-(GlyOMe) 87a

Fir Verbindung 87a ist eine solche Hydrolyse in Abbildung 69 gezeigt. Man erkennt
zu Beginn das Vorliegen der beiden Diastereomere 87a und das Signal der
Phosphationen aus dem Puffer. Zum Ende der Hydrolyse liegen nur noch d4TMP
83c und d4TDP 83d vor. Letzteres zeigt zwei Signale, die wegen der P-P-Kopplung
zu Dubletts aufspalten. Offensichtlich hydrolysiert 87a ausschlieBlich zu zwei
Produkten, die beide hinsichtlich ihrer antiviralen Aktivitat erwinscht sind. Am
Beispiel des 5-(L-ProOMe)-Triesters 90a sei noch auf eine mechanistische
Besonderheit  dieser  Hydrolysen  hingewiesen: Das Auftreten eines
Benzylphosphatdiesters 90c als Intermediat der Hydrolyse. Dieser ist im mittleren
Spektrum der nachfolgenden Abbildung markiert. Des Weiteren tritt ein Intermediat X
auf, welches nicht zugeordnet werden konnte. Dennoch sind am Ende der Hydrolyse
erneut nur d4TMP 83c und d4TDP 83d die Produkte. Die Peaks von d4TDP 83d sind

noch einmal hervorgehoben abgebildet, um die Kopplung zu verdeutlichen.
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Abb. 70: *'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 5-(L-ProOMe) 90a

Es wurden noch weitere Verbindungen hinsichtlich ihres Hydrolysemechanismus
unter diesen Bedingungen untersucht, flr alle ergab sich aber ein ahnliches
Verhalten, so dass hier keine weiteren Spektren abgebildet werden sollen. Die
prozentual freigesetzten Mengen d4TMP 83c und d4TDP 83d im Vergleich mit der

Referenzverbindung cycloSal-d4TMP 108 sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Abb. 71: Referenzverbindung
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Verbindung Nr. d4TMP 83c d4TDP 83d
[%] [%]
5-(GlyOMe) 87a 83 17
5-(GlyOBn) 87b 83 17
5-(L-AlaOMe) 88a 86 14
5-(L-AlaOBn) 88c¢ fast/slow 82 18
5-(L-ProOMe) 90a 85 15
8 o4 6

Tab. 3: Vergleich der Produktverteilung chemischer Hydrolysen

Aus der Tabelle geht deutlich die anteilig groliere Freisetzung von d4TDP 83d aus
den Verbindungen 87, 88 und 90a im Vergleich zur Referenz 108 hervor. Die

Ursache fur dieses Verhalten blieb im Rahmen dieser Arbeit ungeklart.

Insgesamt scheinen einige der dargestellten Verbindungen fir einen intrazellularen
Einschluss geeignet zu sein, obwohl der Hydrolysemechanismus insbesondere in
CEM/O nicht vollstandig aufgeklart werden konnte. Festzuhalten bleibt, dass eine
enzymatische Spaltung der Amidbindung nicht auftrat. Dennoch scheinen auch
andere Prozesse, als die Spaltung der Estergruppe, im Zellextrakt abzulaufen. Um
eine effektive Freisetzung von d4TMP intrazellular nachzuweisen, wurden die
antiviralen Aktivitaten der Verbindungen in Kooperation mit Prof. Jan Balzarini,
Universitat Leuven, Belgien, ermittelt. Die antiviralen Daten fur das BVdU-Derivat 93a
und das ACV-Derivat 94a lagen zum Zeitpunkt der Abgabe dieser Arbeit noch nicht

Vor.

4.1.3.4 Antivirale Eigenschaften der mit Aminosaure-Estern modifizierten

cycloSal-Pronucleotide

Die antiviralen Profile der Verbindungen wurden analog Abschnitt 4.1.2.4 ermittelt.
Obwohl die Ergebnisse aus unterschiedlichen Testreihen stammten, ist nur ein Wert

fur das Referenznucleosid d4T angegeben, da die Werte ahnlich waren. Es schien
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daher ratsamer, zum direkten Vergleich alle Werte in einer Tabelle aufzunehmen. Die
Pronucleotide, welche in anderen Testreihen untersucht wurden, sind mit einem

Sternchen gekennzeichnet.

ECso” [uM] CCs0” [ uM]
CEM/0 CEM/TK- CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
5-(GlyOMe) 87a 2.0+0.0 1.6+0.6 4.0+£0.0 220 £ 42
5-(GlyOBn) 87b 0.31 +£0.08 0.47 £0.12 04+0.0 75+ 21
5-(L-AlaOMe) 88a 0.8+0.3 0.7+£0.0 25+0.7 152 + 86
5-(D-AlaOMe) 88b 0.4 £0.07 0.4 £0.07 42+0.5 612
5-(L-AlaOBn) 88c mix 0.3+01 04+0.0 0.3+01 237
*5-(L-AlaOBn) 88c slow 0.3+£0.0 04+0.3 1.0+£0.3 616
*5-(L-AlaOBn) 88c fast 0.3+£0.0 0.3+01 1.0£0.5 48 £ 13
*5-(L-AlaOfBu) 88d 0.3 +£0.07 0401 3.8+0.0 537
5-(L-Asp-diOBn) 89a n.b.c n.b. n.b. n.b.
5-(L-ProOMe) 90a 1.3+£0.0 1.6+0.6 28111 182 £ 97
*5-(L-ProOBn) 90b 0.70£0.42 1.1+044 21+14 46 + 26
Cs(A)Ege 05£02  04+00 4108 777

*Saure 49 0.14£0.10 0.80+£0.20 50.0+30.0 73.6+£0.0
d4T 3 0.40+0.14 0.33+£0.00 70142 124 £ 42

%50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation; °50% cytotoxische
Konzentration; °nicht bestimmt

Tab. 4: Antivirale Profile von 87-90 und der Referenzverbindungen 49 und 3

Um diese Daten interpretieren zu kdnnen, mussen zunachst einige Festlegungen
getroffen werden, die teilweise etwas willkurlich erscheinen mdgen. Dies ist auf die
manchmal recht gro} ausfallenden Standardabweichungen in biologischen Tests
zuruckzufuhren, die man als Chemiker so nicht gewohnt ist. Insbesondere in den

TK-Testreihen sowie bei der Cytotoxizitat fallt dies besonders ins Auge, weswegen
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fur eine gute Aktivitat verglichen mit d4T 3 ein Abweichung um den Faktor 3 als
aquivalentes Resultat angesehen wurde. Dies soll damit begrindet werden, dass das
Diastereomerengemisch 88c eine vollstandige TK'-Aktivitat aufwies
(ECs0/TK") = 0.3 uM, wohingegen die getrennten Diastereomere eine TK™-Aktivitat
von (ECso/TK") = 1.0 uM zeigten. Da es aber Uberhaupt nicht wahrscheinlich ist, dass
die getrennten Diastereomere sich gegenuber dem Mix verschlechtern, sondern eher
eine Verbesserung des Einen und eine Verschlechterung des Anderen zu erwarten
gewesen ware, soll eben dieser Faktor gelten. Die ECso-Werte wurden daher wie
folgt interpretiert: 0-1 (vollstandiger TK-Bypass); 1-3 (unvollstandiger TK-Bypass); >3
(schlechter TK-Bypass). Auch die CCso-Werte waren unter diesem Blickwinkel recht
schwer zu deuten, wie am gleichen Beispiel veranschaulicht werden soll: Der CCso-
Wert von 88c mix lag bei 23 uM, deutete also eine recht hohe Cytotoxizitat an.
Andererseits ware dieser Wert als Mittelwert der einzelnen Diastereomere 88c
fast/slow zu erwarten gewesen, beide waren aber um den Faktor 2 bis 3 weniger
cytotoxisch. Daher sollen auch hier nur die sehr deutlichen Unterschiede in die
Diskussion mit einbezogen werden. Da die Werte bei Messungen in CEM/0 selbst fur
unterschiedliche Testreihen relativ konstant ausfielen, wurde hier ein direkter
Vergleich mit d4T 3 als statthaft angesehen. Des Weiteren soll folgende Uberlegung
in die Interpretation einflieRen: Eine TK™-Aktivitat zeigt die Diffusion des Pronucleotids
uber die Zellmembran unter nachfolgender effektiver Freisetzung von d4TMP im
intrazellularen Medium an. Wenn das Pronucleotid keine TK™-Aktivitat aufweist, ist
dies ausgeschlossen. Allerdings kann es sein, dass das Pronucleotid unter den
Inkubationsbedingungen in RPMI/FCS effektiv d4TMP freisetzt, welches dann zu d4T
dephosphoryliert wird und Uber die Zellmembran diffundiert. Daher ist bei effektiver
Freisetzung von d4TMP im Kulturmedium eine d4T-analoge Aktivitat in CEM/0 zu
erwarten. Verringert sich auch diese Aktivitat, so liegt ebenso im Kulturmedium keine
effektive Freisetzung von d4TMP vor, was auf die Bildung von Nebenprodukten
schlielen lasst. Unter diesen Pramissen konnte die folgende Gruppierung der

Verbindungen vorgenommen werden:

Gruppe 1: Aminosaure-Methylester ergaben eine schlechtere Aktivitat in CEM/0, als
d4T 3 wund einen unvollstandigen bis schlechten TK-Bypass bei niedriger

Cytotoxizitat, so dass entweder von einer schlechten Membranpermeation oder einer
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ineffizienten Freisetzung von d4TMP intrazellular und im Kulturmedium ausgegangen

werden konnte.

Gruppe 2: Fur beide L-Prolin-Ester gelten die gleichen Schlussfolgerungen wie oben,

d.h. L-Prolin wirkt sich nachteilig auf das antivirale Profil aus.

Gruppe 3: Die Benzylester von Glycin und L-Alanin zeigten sehr gute Aktivitat in
CEM/0 und einen vollstandigen TK-Bypass. Folglich lag eine effiziente intrazellulare

Freisetzung von d4TMP vor.

Weiterhin sollen an dieser Stelle einige Besonderheiten verschiedener Verbindungen
diskutiert werden. Die Referenz 5-((L-Ala)prop)cycloSal-d4TMP 89e zeigte keine TK'-
Aktivitat, weswegen die Pronucleotide der L-Ala-Reihe 89 prinzipiell fur einen
intrazellularen Einschluss geeignet scheinen. Dies gilt, da die Saure 89e
offensichtlich nicht Uber die Zellmembran diffundieren kann. Daher sollte bei der
Freisetzung von 89e aus verschiedenen Estern eine Diffusion aus der Zelle heraus
unterbunden sein. Zudem zeigte 89e d4T-analoge Aktivitat in CEM/0. Hieraus lasst
sich ableiten, dass 89e extrazellular effektiv zu d4TMP hydrolysierte. Da aulderdem
88c mix hohe TK™-Aktivitat aufwies, welche aber wegen der schnellen enzymatischen
Spaltung in CEM-Extrakt als 89e in der Zelle vorliegen sollte, muss auch intrazellular
aus 89e effektiv d4TMP entstanden sein. Wegen der generell schlechten Aktivitat der
Methylester in TK-Zellen, kann keine Aussage Uber den Einfluss der Stereochemie
der Aminosaure getroffen werden, der eigentlich mit der Modifikation 5-(D-AlaOMe)
88b untersucht werden sollte. Hier ware die Synthese eines Benzylester-Derivats der
D-Reihe interessant. Auffallig ist, dass der tert-Butylester 88d im Vergleich zu den
Methylestern 87a, 88a und 90a extrazellular offensichtlich in der Lage war, d4TMP

effektiv freizusetzen, nicht aber intrazellular, da er schlechte TK™-Aktivitat zeigte.

Diese Ergebnisse zeigten, dass Benzylester einen positiven Einfluss auf die TK™-
Aktivitat hatten, zumindest fur Glycin und L-Alanin-Derivate. Dies korrelierte aber
nicht mit der beschleunigten Hydrolyse im intrazellularen Medium, da z.B. der L-
Prolin-Benzylester zwar rasch gespalten wurde, aber keinerlei TK™-Aktivitat aufwies,
wohingegen der Glycinbenzylester in CEM/O nicht wirklich enzymatisch abgebaut

wurde. Daher kann auch aus diesen Testreihen nicht der Einfluss eines
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intrazellularen Einschlusses auf die antivirale Aktivitat abgeleitet werden. Da auch
nicht ,lock-in“-modifizierte cycloSal-Pronucleotide teilweise vollstandige TK-Bypass-
Aktivitat zeigen, scheinen die standardisierten in vitro Testreihen ohnehin wenig
geeignet, Ruckschlisse auf eventuelle Vorteile von cycloSal-Pronucleotiden der
zweiten Generation zu ziehen. Eine weitere Methode zur Untersuchung einer
erhohten Einschleusung von d4TMP 83c ist die Bestimmung intrazellular
vorliegender d4TMP-, d4TDP- und d4TTP-Spiegel. Dies gelang fur cycloSal-
Pronucleotide unter Verwendung Tritium-markierter Nucleoside. Da diese Methode
aber recht aufwandig und kostspielig ist, werden im nachsten Kapitel intrinsisch
fluoreszierende Nucleoside beschrieben, welche eine Alternative zu Tritium-

markierten Nucleosiden darstellen konnten.

4.2 Zusammenfassung

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass ,lock-in“-modifizierte cycloSal-
Pronucleotide Uber verschiedene Synthesestrategien in breiter Vielfalt darstellbar
sind. Es konnte eine Alternative zu den POM-modifizierten cycloSal-Triestern
entwickelt werden, die aufgrund ihrer gro3en Variabilitat deutliche Vorteile gegentber
den Acylal-modifizierten Triestern bietet. Bei den neuartigen POM-funktionalisierten
Pronucleotiden konnte der Hydrolysemechanismus in verschiedenen Medien
eindeutig aufgeklart werden, bei der Modifikation mit Aminosaure-Estern gelang
diese Aufklarung im zellularen Medium nur unvollstandig. Die Frage, ob eine ,lock-
in“-Modifikation vorteilhaft sein kénnte, blieb ungeklart, da mit den standardisierten
Testverfahren in vitro keine Verbesserung des antiviralen Profils gegenuber nicht
.lock-in“-modifizierten Triestern erhalten wurde. Daher scheint es notwendig, andere
analytische Methoden zu entwickeln, welche eine Anreicherung des Pronucleotids in

der Zelle nachzuweisen vermogen. Hiervon handelt das nachste Kapitel.
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Synthese von intrinsisch fluoreszierenden
cycloSal-Pronucleotiden

zur Verfeinerung analytischer Methoden

82
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5.1 Entstehung von Fluoreszenz

Luminenszenz ist das spontane Aussenden von Strahlung aus einem Molekul, Atom
oder lon, welches sich in einem elektronisch angeregten Zustand befindet und Uber
die Emission eines Photons in den Grundzustand zurtckkehrt. Dieser Vorgang wird
auch als strahlende Desaktivierung bezeichnet. Die beteiligten elektronischen
Ubergénge sind solche des Typs n — n* und © — =*. Ihre Anregungswellenlangen
liegen im Bereich des nahen UV bis nahen IRP%® Bei den
Lumineszenzerscheinungen unterscheidet man zwei Arten: zum Einen die
Fluoreszenz, zum Anderen die Phosphoreszenz. Ein ganz wesentlicher Unterschied
dieser beiden Strahlungsarten ist die Lebensdauer der angeregten Zustande, aus
denen sie hervorgehen. Die Lebensdauern der angeregten Zustande bei der
Phosphoreszenz konnen wenige Millisekunden bis zu einigen Sekunden betragen,
da hier wahrend des Ubergangs eine verbotene Spinumkehr eintreten muss.
Lebensdauern der Fluoreszenz liegen typischerweise im Bereich von 10 ns. Im
Folgenden soll nur noch auf das Phanomen der Fluoreszenz eingegangen werden.
Eine schematische Darstellung solcher Ubergange gibt Abbildung 72 in Form eines

Jablonski-Termschemas.
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Abb. 72: Jablonski Termschema: Elektronische Anregung (A) vom untersten Vibrationszustand (v = 0)
des elektronischen Grundzustandes (Sy) in die verschiedenen Schwingungsniveaus der angeregten
Zustande von S; und S,. Nachfolgende strahlungslose Desaktivierung durch innere Umwandlung (IC).
Ubergang durch Elektronenspininversion aus dem Singulett in den Triplettzustand durch Singulett-
Triplett Intersystemcrossing (ISC). Strahlende Desaktivierung durch Fluoreszenz (F) und
Phosphoreszenz (Ph)
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Ein auffalliges Merkmal der Fluoreszenzemission ist, dass die emittierte Strahlung im
Vergleich zur absorbierten rotverschoben ist, d.h. die Emission erfolgt bei groReren
Wellenlangen. Dieses Phanomen wird nach seinem Entdecker Sir G. G. Stokes als
~otokes Shift* bezeichnet und hangt damit zusammen, dass bei einem elektronischen
Ubergang vom Term S, (elektronischer Grundzustand) nach S; (1. angeregter
elektronischer Zustand) auch Vibrationszustande der anharmonischen Oszillatoren
besetzt werden. Da die Ubergédnge zwischen Vibrationszustdnden schneller sind
(10" bis 102 s) als die elektronischen Ubergange (107'° bis 10 s), relaxiert das
angeregte System zunachst immer in den niedrigsten Vibrationszustand v=0. Bei
dieser vibrationellen Relaxation wird Energie in Form von Warme freigesetzt, um
deren Betrag die emittierte Wellenlange beim elektronischen Ubergang vergroRert
ist. Ein weiterer wichtiger Beitrag kommt zusatzlich aus den Ubergéngen von v=0 aus
S+ in schwingungsangeregte ,heilRe“ Zustande von Sy , so dass auch hier weniger
Energie an die Photonen Ubertragen wird.

Eine weitere wichtige Eigenschaft fluorophorer Gruppen ist deren Quantenausbeute
®¢. Sie ist definiert als die Anzahl emittierter Photonen geteilt durch die Anzahl

absorbierter Photonen:
q)f = NF / NA

Die kinetische Definition gibt jedoch groReren Aufschluss Uber die

Konkurrenzprozesse:
q)fzr/(r-'-knr),

wobei I' die Geschwindigkeitskonstante der Fluoreszenz ist und kn die Summe aller
Geschwindigkeitskonstanten strahlungsloser Prozesse.®%% |m theoretischen Fall
einer Quantenausbeute von 1 wirde also jedes angeregte Molekul wieder ein Photon
emittieren, was bedeuten wurde, dass das Molekul nur einen Weg der Relaxation
beschreiten konnte. Dies ist in der Realitat so gut wie nie der Fall. Als andere
Relaxationswege seien nur das Singulett-Triplett Intersystem-crossing (ISC), die
innere Umwandlung (IC) und photochemische Prozesse genannt. Beim ISC geht das
Molekdl unter Spininversion in einen Triplett-Zustand Uber und relaxiert Uber

Phosphoreszenzprozesse, bei der IC wechselt das Molekll am Schnittpunkt zweier
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Potentialkurven gleicher Spinmultiplizitat in einen neuen Zustand und kann nun Uber
weitere Vibrationen relaxieren. Da bei der elektronischen Anregung kurzlebige
Radikalspezies entstehen, kdnnen diese photochemische Reaktionen eingehen. Als
Beispiel sei an dieser Stelle die UV-vermittelte Dimerisierung von Thymidin genannt.
Auch das Loésungsmittel kann auf die Fluoreszenz Einfluss nehmen. Dies aufert sich
in bathochromen sowie hyperchromen Verschiebungen der Emissionswellenlangen.
Ursachlich liegt dies an der Elektronenumverteilung wahrend des elektronischen
Uberganges. Dabei kann ein polares, H-Briicken bildendes Ldsungsmittel den
Zustand S relativ zu einem unpolaren Lésungsmittel stabilisieren und somit eine
Rotverschiebung des Uberganges induzieren.®®

Das sogenannte Quenching bezeichnet die Reduktion der Fluoreszenzintensitat
durch verschiedene Prozesse. Wenn z.B. zu einer Losung, welche den Fluorophor
enthalt, andere Molekule gegeben werden, ist es moglich, dass die Energie vom
angeregten Zustand S; auf eines dieser Molekile bei einem Zusammenstol3
Ubertragen wird. Auch Interaktionen im Grundzustand der unterschiedlichen Spezies
konnen die Fluoreszenzintensitat reduzieren. Zudem koénnen charge-transfer
Prozesse innerhalb eines Molekiils zum Quenching fihren.®® Ein weiterer Faktor,
welcher die Fluoreszenz beeinflussen kann, ist der pH-Wert einer Losung. Dies wird
z.B. im Fall des iso-Adenosin 42 (iso-A, s. Abbildung 73) offensichtlich: ¢s von iso-A
betragt bei 25 °C und pH = 7.0 68 % relativ zu Chininsulfat (Standard; ¢rapsoiut = 100
%).° Ein Absenken des pH-Wertes unter 4 bewirkt eine Rotverschiebung sowie eine
Reduktion der Quantenausbeute. Zudem besteht eine Temperaturabhangigkeit der
Quantenausbeute: Bei 70 °C betragt sie nur noch 25 % bezogen auf den Wert der
Quantenausbeute des iso-A bei 25 °C.°" Die Inkorporation von iso-A in
doppelstrangige DNA oder RNA bewirkt zudem eine Verminderung der Fluoreszenz
um etwa den Faktor 100, ein Phanomen, das durch die Fixierung der exocyclischen
Aminogruppe bei der Basenpaarung erklart und durch quantenchemische
Rechnungen theoretisch untermauert werden konnte.®*%! jso-A kann aufgrund
dieser Eigenschaften als empfindliche Sonde fir die DNA/RNA-Microumgebung

eingesetzt werden.
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Abb. 73: Struktur der Fluoreszenzsonde iso-Adenosin (iso-A)

5.2  Analytik

Die Fluoreszenz von Verbindungen kann in vielfaltiger Weise zur Analyse
herangezogen werden. Gegenuber anderen Verfahren, z.B. der UV-Analytik, sind als
zwei wesentliche Vorteile die Selektivitat und die Sensitivitat zu nennen. Selektiv sind
die Methoden, da die zu untersuchende Verbindung bei einer bestimmten
Wellenlange angeregt wird und nachfolgend die Emission bei einer rotverschobenen
Wellenlange stattfindet, so dass Stérsignale anderer Verbindungen weitestgehend
oder vollstandig in den Hintergrund treten. Die erhdhte Sensitivitat wird u.a. dadurch
erreicht, dass der Fluoreszenzdetektor rechtwinklig zur Strahlungsquelle angeordnet
werden kann. Somit wird keine Strahlung aus der Quelle am Detektor gemessen,
sondern lediglich die Fluoreszenz. Zudem kann mit
Sekundarelektronenvervielfachern eine  Signalverstarkung erreicht  werden.
Insbesondere bei Untersuchungen von Verbindungen durch HPLC kann dies zu
einer deutlichen Steigerung der Sensitivitat gegenuber der UV-Analytik fuhren, wie
spater gezeigt werden wird. Eine qualitative Analysemethode zur optischen
Darstellung der zellularen Aufnahme und intrazellularen Verteilung stellt die

Fluoreszenzmikroskopie dar.

5.3 Zielsetzung

Die Verwendung von intrinsisch fluoreszierenden Pronucleotiden konnte sich
eventuell als Alternative zu den bislang durchgefuhrten Tritium-label HPLC-Studien
erweisen.® Zur genauen Quantifizierung der intrazellularen NMP, NDP und NTP-
Spiegel mussten allerdings die Quantenausbeuten der einzelnen Verbindungen
jeweils exakt bestimmt werden, was im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr

durchgefuhrt wurde. Es sollte vielmehr eine weitere Analysemethode zur qualitativen
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Bestimmung der Zellaufnahme von cycloSal-Pronucleotiden angewendet werden: die
Fluoreszenzmikroskopie. In diesem Fall ist die Bestimmung der Quantenausbeute
zweitrangig, da ohnehin nur qualitative Aussagen Uber die Zellaufnahme getroffen
werden konnen. Zur Durchfuhrung solcher Studien werden Zellen mit der
entsprechenden Verbindung inkubiert, gewaschen und dann unter dem
Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung anregender Strahlung untersucht. Dabei
erhalt man im Idealfall ein oOrtlich begrenztes Fluoreszenzsignal aus dem
intrazellularen Raum, so dass Aussagen Uber die Verteilung innerhalb der
Zellorganellen getroffen werden kénnen. Um die Aussagen auf nicht fluoreszierende
Verbindungen Ubertragen zu kdénnen, ist eine strukturelle Ahnlichkeit der
Verbindungen unabdingbar, weswegen die Untersuchungen mit intrinsisch
fluoreszierenden Verbindungen durchgefuhrt werden sollten. Das Anbringen eines
Fluoreszenzmarkers bot sich hingegen nicht an, da diese sowohl GrofRe als auch
Polaritat der Verbindung stark beeinflussen wirden. Ein Problem, dass bei der
Verwendung intrinsisch fluoreszierender Nucleoside auftritt, ist die relativ kurzwellige

Anregungswellenlange solcher Verbindungen.

5.4  Zielverbindungen und Synthesestrategie

In vorangegangenen Arbeiten in unserer Gruppe wurden bereits Untersuchungen zur
Synthese und Charakterisierung  neuartiger intrinsisch  fluoreszierender
Nucleosidanaloga durchgefiihrt.”>"® Um die Palette der zur Verfiigung stehenden
Verbindungen zu erweitern, sollten noch einige weitere intrinsisch fluoreszierende
Nucleoside dargestellt und mit unterschiedlichen Salicylalkoholen maskiert werden.
Insbesondere der Synthese von ,lock-in“-modifizierten intrinsisch fluoreszierenden
cycloSal-Pronucleotiden galt hierbei das Interesse. Um die intrazellulare
Anreicherung zu simulieren, sollten U-Rohr-Versuche mit diesen Verbindungen unter
Verwendung von HPLC-Fluoreszenzdetektion entwickelt werden. Zudem sollten alle
dargestellten Verbindungen mit in vitro Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden.
Diese Arbeiten wurden von mir an der Welsh School of Pharmacy, Cardiff, unter
Anleitung von Dr. Arwyn Tomos Jones durchgefihrt, dem an dieser Stelle noch
einmal mein herzlichster Dank fur die Kooperation ausgesprochen werden soll. Die
folgende Abbildung gibt eine Ubersicht (iber die bereits dargestellten zu
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untersuchenden Verbindungen. lhre Synthese wurde an anderer Stelle bereits

ausfuhrlich beschrieben und soll spater nur kurz diskutiert werden.

HO. HO
@) o
R R
R = OH; Nucl.= iso-dA 109a R = OH; Nucl.= dm°K 110a
R = H ; Nucl.= iso-ddA 109b R =H ; Nucl.= ddm°K 110b
@) 0]
(0]
[ O/\o
_P—ONucl
ol
O o]
I
_P—ONucl
Nucl.= 109a; 3-Me-cycloSal-iso-dAMP 111a O 6
Nucl.= 109b; 3-Me-cycloSal-iso-ddAMP 111b
Nucl.= 110a; 3-Me-cycloSal-dm°KMP 112a Nucl.= 110a; 5-(POM-prop)cycloSal-dm°KMP 112¢
Nucl.= 110b; 3-Me-cycloSal-ddm°KMP 112b Nucl.= 110b; 5-(POM-prop)cycloSal-ddm°KMP 112d

Abb. 74: Bereits synthetisierte intrinsisch fluoreszierende Verbindungen 109-112

Zusatzlich zu den bereits vorhandenen Verbindungen sollten Analoga aus der Reihe
der d4-Nucleoside synthetisiert werden, erneut, um strukturell moglichst nahe an den
antiviralen Stammverbindungen (d4T, d4G) zu sein. Diese Nucleosidanaloga und
entsprechende cycloSal-Pronucleotide sind in der nachsten Abbildung gezeigt.
Ebenfalls in der Abbildung enthalten ist ein moglicherweise fluoreszierendes Derivat
des BVdU, welches aus Griinden der Nomenklaturkonsistenz als BV-dm°K abgekiirzt
werden soll. Vorab sei angemerkt, dass sowohl die Synthese von d4m°K, als auch
BV-dm°K auf der gewahlten Syntheseroute misslang. Die Synthese von iso-d4A
109c konnte hingegen sehr erfolgreich durchgefuhrt werden und lieferte zugleich iso-

A 42 sowie einen verbesserten Syntheseweg zu iso-ddA 109b.
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Nucl.= 109c; 3-Me-cycloSal-iso-d4AMP 111c R=X; Nucl.= 110a; 5-(AM-prop)cycloSal-dm>KMP 112f
Nucl.= 110c; 3-Me-cycloSal-d4m°KMP 112e R=Y; Nucl.= 110a; 5-(L-PheOBn-prop)cycloSal-dm°KMP 112g

R=Y; Nucl.= 109c; 5-(L-PheOBn-prop)cycloSal-iso-d4AMP 111e

Abb. 75: Intrinsisch fluoreszierende Zielverbindungen

Da, wie oben angesprochen, in der Synthesesequenz iso-A 42 erhalten wurde, sollte
zudem das Phosphoramidit 114 zur RNA-Festphasensynthese dargestellt werden.
Dieses sollte in Zusammenarbeit mit Prof. Hahn, Universitat Hamburg, zur Analytik
von RNA-Interferenz durch RNA-Oligomere verwendet werden. Da zum jetzigen
Zeitpunkt nicht hinreichende Mengen der Substanz fur die Festphasensynthese
dargestellt werden konnten, soll die Synthese nur kurz gezeigt werden, weil sie an

einigen Stellen von der literaturbekannten Synthese abweicht.®®

¢
—
N N/l\NHBz
DMTrO
0

fPr 114

N. _O OTBDMS
i-Pr” NP7

6
\/\CN

Abb. 76: Phosphoramidit 114 fiir die RNA-Festphasensynthese

Die Synthesestrategie zur Darstellung von cycloSal-Triestern wurde bereits im

vorangegangenen Kapitel 4 beschrieben und sollte auch hier Anwendung finden: Die
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Kupplung der entsprechenden Nucleoside mit einem Saligenylchlorphosphit mit

nachfolgender in situ Oxidation durch tert-Butylhydroperoxid.

Zur Darstellung von iso-d4A 109c sollte von Guanosin G ausgegangen werden. Im
Verlauf der Synthese sollte iso-A erhalten und nachfolgend zu iso-d4A umgesetzt
werden. Der erste Teil, die Synthese von iso-A 42, war in der Literatur auf

[97,98]

unterschiedliche Weisen beschrieben. Es sollte aullerdem moglich sein,

ausgehend von 42 zum Phosphoramidit 114 zu gelangen.

o
NN N
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{ |
<NIN\/)\NH N N/)\NHZ N N/)\NHz
HO 2 — HO o — HO .
° G
— iso-d4A 109c iso-A 42

OH OH OH OH
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N O OTBDMS
i-pr” p”
8
\/\CN

Abb. 77: Retrosynthetische Analyse der Zielverbindungen 109¢c und 114

Die Synthese von dm°K und ddm®K wurde von uns bereits erfolgreich
durchgefiihrt.” Das Syntheseprotokoll sollte nun zur Darstellung von d4m°K 110c

und BV-dm°K 113 angewendet werden.

N

8
N\

h® ”

N/go 115 | NN
HO p— N/&o —>  d4T3
)
S TBDMSO
o)
d4m°K 110c S

Abb. 78: Retrosynthetische Analyse von d4m°K 110c
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Dazu sollte das Nucleosid zunachst geeignet geschitzt und dann in das Triazolit 115
(im Fall von d4T 3) umgewandelt werden. Um zum d4m°K 110c zu gelangen, sollte
eine Reaktion mit Hydrazin und nachfolgende Reduktion mit PTAD 116 erfolgen.
Diese Reaktionssequenz sei im Folgenden am Beispiel der bereits synthetisierten
Verbindungen dm®K 110a und ddm®K 110b erléutert.

N

) HoN

R =0OTBDMS, 117a ( \N 2 NH
/

R=H, 118a N §
N
N R=OTBDMS, 117b | /K
N R=H, 118b

| /& Hydrazin N 0

N° "O  Dioxan TBDMSO
TBDMSO 0

rot N

0
farblos HN\J\N/@
HN—
N)\O

57 %, R = OTBDMS, 117¢ TBDMSO
48 %, R =H, 118c O

R
Abb. 79: Reduktion der C-4 Position unter Verwendung von Hydrazin und PTAD 116

Die Umsetzung und Reinigung der synthetisch leicht zuganglichen Triazolide 117a
und 117b ist das Herzstick der Reaktionssequenz. Zunachst werden durch Zugabe
von Hydrazin die Intermediate 117b und 118b erzeugt und diese anschlief3end durch
Zugabe von PTAD 116 unter Stickstoffentwicklung reduziert. Der Reaktion schlief3t
sich eine recht umstandliche Chromatographie an. Es sollte nun Gberpruft werden, ob
diese Sequenz neben der Darstellung von 117c und 118c ebenso geeignet ware,
d4m®K und BV-dm°K zu erhalten.
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5.4.1 Synthese von intrinsisch fluoreszierenden cycloSal-Pronucleotiden

Zur Darstellung von iso-dA 109a war auf eine bekannte Synthese zurlckgegriffen
worden.®™ Ausgehend von dG filhrte diese (iber das 6-Thio-Derivat 119 unter
anschlielender Reduktion mit Nickel zur Zielverbindung 109a. Durch anschlieRende
Barton-Desoxygenierung konnte iso-ddA 109b in maRiger Ausbeute erhalten

werden.[®!

S
N N AN
NH N
N N/)\NH <N N/)\NH 4 Stufen
“e 3Stufen o 2 Raney-Ni HO 2 35%
62% 0 119 95% 0
R =H, iso-ddA 109b

OH R
R = OH, iso-dA 109a

Abb. 80: Synthese von iso-dA 109a und iso-ddA 109b

Ein Problem bei dieser Reaktionsfuhrung, ist die Verwendung von Nickel, welches
als toxisches Schwermetall bereits in Spuren in Zelltests stérend sein kann. Obwohl
also diese Synthese vermutlich auch zur Darstellung von iso-d4A 109c geeignet
ware, wurde nach einer alternativen Route gesucht. Eine weitere Moglichkeit zur
Reduktion von G-Derivaten wurde schlie8lich in der Chlorierung der 6-Position mit
anschlieBender Hydrierung gefunden.®® Die von V. Nair et al. publizierte
photochemische Reduktion konnte hingegen trotz zahlreicher Versuche unter
verschiedensten Bedingungen nicht nachvollzogen werden.®”!

Zunachst wurde Guanosin (G) an den drei OH-Gruppen mit Essigsaureanhydrid
acetyliert. Das Produkt Ac3-G 120 konnte aus Toluol und iso-Propanol kristallisiert
werden. Die Reaktion wurde durch Zugabe von DMAP zwar beschleunigt, fuhrte aber
auch zu ca. 20% zu einer Acetylierung der exocyclischen Aminogruppe. Daher
sollten in der Reaktion keine Katalysatoren verwendet werden. Die nachfolgende
Chlorierung an C-6 gelang mit Tetraethylammoniumchlorid (TEAC) und POCI; in
Acetonitril.["® Die Trocknung von TEAC iiber P,Os im Exsikkator und die Destillation
von N,N-Dimethylanilin fuhrten zu einer deutlichen Verbesserung der Ausbeute an
121. Wie bereits erwahnt, versagte die photochemische Reduktion von 121 im UV-

Photoreaktor (253 nm) in Gegenwart von Triethylamin, indes fuhrte die Reduktion
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unter Wasserstoffatmosphare mit einem Palladium-Kohle-Katalysator zu
hervorragenden Ausbeuten an acetyliertem iso-A 122. Die Abspaltung der
Schutzgruppen gelang in wassriger Ammoniaklosung bei quantitativem Umsatz zu
iSO-A 42.

0 Cl

\ TEAC \
ZEAO </ i )N\H N, N-Dimethylanilin </ | \)N\
2 — POC|3 —
N N~ “NH,

I

MeCN N NH, MeCN
88% AcO 76% AcO
o 120 © 121
OAc OAc OAc OAc
H,/Pd/C
TEA, THF
92%
N AN N AN
< 1L ¢ L
— ~
N N~ “NH, NHs3 N N~ “NH,
HO H,0 AcO
-
(0] 42 99% 0 122
OH OH OAc OAc

Abb. 81: Synthese von iso-A 42

Wie in der in Abb. 80 beschriebenen Synthese war auf diese Weise (Abb. 81) also
auch eine vierstufige Reaktion zur Transformation der Nucleobase notwendig, und
gleichermalRen wurde eine gute Ausbeute von ca. 60% Uber die Stufen erreicht,
allerdings musste kein Nickel verwendet werden. Aullerdem erwies sich die
chromatographische Aufarbeitung der Verbindungen als deutlich einfacher.

Es sind verschiedene Methoden zur Einflhrung einer Doppelbindung an vicinalen
Diolen bekannt. In dieser Arbeit wurden zwei davon hinsichtlich ihrer Eignung zur
Darstellung von iso-d4A untersucht: Die Corey-Winter Olefinierung und eine Barton-
McCombie analoge reduktive Didehydrogenierung.l'®" Im ersten Fall lieRe sich auf
eine Schiutzung der primaren OH-Gruppe eventuell verzichten, da aber fur die
Durchfuhrung der Barton-Reaktion auf jeden Fall eine 5°-Schutzgruppe bendtigt
wurde, sollte auch das 5°-geschutzte Edukt fur die Corey-Winter-Olefinierung
verwendet werden, um Nebenreaktionen zu vermeiden. Zunachst wurde daher die
5°-OH-Gruppe mit TBDMS-Chlorid blockiert, um die nachfolgenden Umsetzungen

vornehmen zu konnen.
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Abb. 82: Synthese von iso-d4A 109c¢ und iso-ddA 109b ausgehend von iso-A 42

Die Corey-Winter Olefinierung verlauft Gber den oberen Reaktionsweg (ii, iii). Die
Synthese des Reaktionsintermediats 124 wurde durch Zugabe von
Thiocarbonyldiimidazol in DMF zu 123 erreicht, allerdings nur in unbefriedigenden
Ausbeuten um 60%. Es wurde nicht mehr untersucht, ob eine Zugabe von DMAP die
Reaktion verbessert hatte, allerdings scheint eine Steigerung der Ausbeute aufgrund
der Einfachheit der Umsetzung wahrscheinlich. Dies verdeutlicht aber, dass eine
direkte Umsetzung von 42 ohne Schutzgruppe vermutlich nicht besonders ratsam ist.
Verbindung 124 wurde nun mehrere Stunden in Triethylphosphit als Lésungsmittel
und Reagenz bei erhohter Temperatur geruhrt. Dabei kommt es wahrscheinlich zur
Entstehung eines Carbens an der Thiocarbonylgruppe und schlieBlich zur
Cycloreversion unter CO,-Entwicklung.'"® Die Ausbeute war mit 55% als maBig
anzusehen, aber auch hier scheint noch Spielraum zur Verbesserung vorhanden zu
sein, da Edukt 124 und Produkt 126 exakt den gleichen RWert aufwiesen und somit

ein frGherer Abbruch der Reaktion zur Unterdrickung von Nebenreaktionen eventuell
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moglich gewesen ware. Uber beide Schritte verlief die Umsetzung von 123 zu 126
mit einer Gesamtausbeute von 32%. Da aber iso-A bereits in einer vierstufigen
Synthese dargestellt werden musste, ist dieses Ergebnis als unzulanglich zu
bezeichnen. Eine deutliche Verbesserung der Gesamtausbeute wurde Uber den
unteren Reaktionsweg erreicht. Fur die EinflUhrung der Doppelbindung wurde
Verbindung 125 benétigt, welche durch Umsetzung von 123 mit Kohlenstoffdisulfid
und Natronlauge in DMSO und anschlieBender Methylierung mit Methyliodid in
86%iger Ausbeute erhalten werden konnte. Die nachfolgende reduktive Olefinierung
zu 126 verlauft dber einen Radikalkettenmechanismus. AIBN wurde als
Radikalstarter und Tris-trimethylsilylsilan (TTMSS) zum Erhalt der Kettenreaktion
zugegeben. Dabei stellt TTMSS eine sehr gute Alternative zu den sonst
Ublicherweise verwendeten toxischen Zinnorganylen dar. Es wurde ebenso versucht,
die Reaktion ohne TTMSS durchzufuhren, allerdings konnte in diesem Fall kein
Umsatz beobachtet werden. Die Reaktion lieferte das Produkt 126 in einer
hervorragenden Ausbeute von 95%. Uber beide Schritte konnte unter Anwendung
der Barton-Reaktion eine Gesamtausbeute von 82% erzielt werden; gegenuber der
Corey-Winter Olefinierung also eine deutliche Verbesserung. Die Entschitzung von
126 wurde durch Einwirkung von TBAF in THF unter quantitativem Umsatz erreicht.
Ausgehend von G konnte iso-d4A 109c in 33%iger Ausbeute Uber acht Stufen
dargestellt werden. Gleichzeitig konnte iso-ddA 109b aus iso-d4A 109c durch
Hydrierung erhalten werden. Damit konnte die Ausbeute der Synthese, verglichen mit
der in Abb. 80 gezeigten, um zehn Prozentpunkte verbessert werden.

Ausgehend von dem nachfolgend gezeigten carbocylischen Nucleosid 127, welches
wir als Industriespende in groRen Mengen besalen, sollten nun auch fluoreszierende

carbocyclische Verbindungen synthetisiert werden.
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Abb. 83: Carbocyclisches Nucleosid-Analogon 127

NH5Cl
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Carbocyclische  Nucleoside sind solche, bei denen das Sauerstoffatom des
Zuckerderivates durch eine Methylengruppe ersetzt ist. Warum es im Einzelnen
sinnvoll sein kann, carbocyclische Strukturen zu untersuchen und welche Vorteile sie
bieten, soll hier nicht erértert werden.!'”! Eine wichtige Eigenschaft, von der im
nachsten Kapitel noch die Rede sein wird, ist die deutlich erhdhte Stabilitat der
glykosidischen Bindung gegenuber Sauren, da hier keine Aminal-Struktur vorliegt.
Die Verbindung 127 war auch gerade deswegen so interessant, weil aus ihr recht
schnell grolRere Mengen fluoreszierender Nucleosidanaloga zuganglich sein sollten.

Es war in der Literatur bereits beschrieben worden, wie sich bei dem Carbocyclus
127 ohne Nebenreaktion an der Doppelbindung das Chloratom reduktiv entfernen
lasst."® Zunachst konnte die in der Literatur angegebene Vorschrift nur mit sehr
geringen Ausbeuten nachvollzogen werden. Das anderte sich, als der fir die
Reaktion verwendete wassrige Ammoniak in mehreren Chargen zugegeben wurde,
um das Ausgasen zu kompensieren. Zudem ist in der folgenden Abbildung die

Hydrierung von 127 zu carba-iso-ddA 130 gezeigt.

Cl
N A N
</ | N Zn-Staub </ | SN
/)\ konz. NH3 /)\
N SN SNH,Cl ——> N N7 ONH,

HO HO
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R=H, 128, 35%

R= NH,, 129, 27%

N
H,/Pd/C </ | SN
TEA, THF \ PR
839, o N~ NH,

130

Abb. 84: Reduktive Umsetzung von 127 zu carba-iso-d4A 128 und carba-iso-ddA 130

Auf diese Weise lieR sich also recht schnell eine grolRe Menge intrinsisch
fluoreszierender Nucleoside der iso-A-Reihe darstellen. Interessant war auch die
Entstehung des carba-d4-2,6-Diaminonebularine 129, welches sonst aus 127 im
Autoklaven in Gegenwart von Ammoniak erhalten wird.""®” Prinzipiell sind alle diese

Verbindungen als Prodrugs fur entsprechende G-Derivate anzusehen, da entweder
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die 6-Aminogruppe durch Adenosindeaminase (ADA) in eine Carbonylgruppe
Ubergefihrt werden kann, oder die 2-Position durch Xanthin-Oxidase (XAO) oder
Aldehydoxidase oxidiert werden kann.*2*3'%" Daher waren auch fir alle

Verbindungen die antiviralen Daten von Interesse.

Die Synthese der Verbindungen d4m®K 110c und BV-dm®K 113 gelang hingegen
nicht. Beide Nucleoside BVdU 11 und d4T 3 konnten zwar TBDMS-geschutzt
werden, was nicht unbedingt weiter verwunderlich ist, und auch die Uberfiihrung
beider Verbindungen in die entsprechenden Triazolide 131/115 gelang in guten
Ausbeuten, bei der Umsetzung mit PTAD konnte allerdings kein definiertes Produkt

isoliert werden.

N
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N _ _Bbr _ _Br
= =
) 80% o IT_/ Z. U_/
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BvdU 11 W O N o] N
i) 80% TBDMSO - repMso 132
o ¢}
OTBDMS OTBDMS
i) TBDMS-CI, Pyridin
i) Triazol, POCl3, TEA, MeCN
iii) Hydrazin, PTAD, Dioxan N
4_\\
_N
N
AN N N N
i) 87%
d4T 3 —_— N @) O

- N
ii) 92% TBDMSO i TBDMSO
0 0

Abb. 85: Versuch der Synthese von 132 und 133

Es stellte sich nun die Frage, warum denn die Reaktion so gut geeignet war, dm°K
110a und ddm®K 110b darzustellen, hier andererseits vollkommen versagte. Da der
Mechanismus der Reaktion nicht bekannt ist, lassen sich an dieser Stelle nur
Mutmallungen anstellen. Es ist z.B. so, dass die Reaktion mit einer besseren
Ausbeute verlauft, wenn man die Losungsmittel vorher entgast. Dies deutet auf einen

radikalischen Mechanismus hin, der folgenderweise formuliert werden konnte:
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Abb. 86: Postulierter radikalischer Mechanismus zur Reduktion mit PTAD

Wenn tatsachlich unterschiedliche Radikalspezies auftreten, konnte das erklaren,
warum die Reaktion bei d4T 3 versagt, da hier auch die Doppelbindung reagieren
kann. Bei BVdU 11 ware prinzipiell die Bromvinyleinheit betroffen. Mit den
vorhandenen Daten und verwendeten Mitteln lasst sich natdrlich ein solcher
Mechanismus nicht aufklaren. Immerhin aber steht der postulierte Mechanismus im
Einklang mit den gefundenen experimentellen Ergebnissen und gibt eine Antwort auf
die Frage, warum denn so ahnliche Verbindungen wie d4m°K 110c und ddm°K 110b

nicht auf demselben Wege darstellbar sind.

Es mussten nun noch die entsprechenden cycloSal-Triester aus den neuen
Nucleosidanaloga gewonnen werden. Dies geschah auf teilweise unterschiedlichen
Wegen. Der Grund liegt darin, dass eine neue, direkte Synthese von
Phosphorchloridaten entwickelt worden war, die im nachsten Kapitel vorgestellt
werden soll. An dieser Stelle sollen nur die optimalen Kupplungsbedingungen
anhand der fluoreszierenden carbocyclischen Nucleoside untersucht werden. Die
andere  Verbindung wurde Uber die Dbereits ausfuhrlich  diskutierte

Chlorphosphitmethode synthetisiert.

134 Y
1) DIPEA, DMF, MeCN < | )\

(0] (0] N 7
iso-d4A 109¢ + I 2) tBUOOH : N™ NH,
_P 30% O/ﬁ—o
o < 0 0 111c

Abb. 87: Synthese von 3-Me-cycloSal-iso-d4AMP 111c




Resultate und Diskussion 99

Die Umsetzung der carbocyclischen Nucleoside carba-iso-d4A 128 und carba-iso-
ddA 130 wurde in einer Mischung aus Pyridin und THF durchgeftihrt. Alternativ kann
fur die Umsetzung statt THF auch DMF gewahlt werden. Pyridin hingegen muss bei
der Reaktion verwendet werden, da es gleichzeitig als Aktivator flr das
Phosphorchloridat wirkt. Wegen der Empfindlichkeit von Phosphorchloridaten in
Gegenwart von Pyridin, muss die Reaktion bei mindestens -40 °C durchgefiihrt
werden, was in etwa auch dem Gefrierpunkt entspricht. Daher ist der Zusatz anderer

Lésungsmittel notig.

: N~ NH,
o °
W 5 136
0

carba-iso-ddA 130
carba-iso-d4A 128

+

Abb. 88: Synthese der Zielverbindungen 136 und 137 mit der Phosphorchloridat-Methode

Diese Methode lieferte fir die ersten Versuche ausgesprochen gute Ausbeuten (136:
71%; 137: 82%). Damit empfiehlt sie sich als echte Alternative zur
Chlorphosphitmethode, mit welcher sie nun kurz verglichen werden soll: Ein
wesentliches Problem bei der P(lll)-Route ist die genaue Dosierung des
Chlorphosphits, gerade bei kleinen Ansatzen. Sie liegen oft als Ole vor und kénnen
wegen ihrer Luftempfindlichkeit nur wungenau abgewogen werden. Die
Phosphorchloridate hingegen sind luftstabil und kdonnen durch Chromatographie
gereinigt werden. Meist liegen sie als Feststoffe vor und kdnnen daher sehr genau
eingewogen und problemlos Uber lange Zeitraume gelagert werden. Weiterhin kommt
bei den Synthesen anstelle von DIPEA Pyridin als Base zum Einsatz.
Pyridiniumchlorid lasst sich wiederum wesentlich leichter chromatographisch
abtrennen, als DIPEA-Hydrochlorid. Die Synthese der Phosphorchloridate ist im
nachsten Kapitel mit inren Einschrankungen beschrieben, daher soll hier nicht weiter

darauf eingegangen werden. Ein Nachteil der Methode ist sicherlich die etwas
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muhselige Durchfihrung, da die Reaktionstemperatur Gber 6 h bei -40 °C gehalten
werden muss. Dies kann allerdings durch die Verwendung eines Cryostaten erreicht

werden.

Um genauere Aussagen Uuber das Verhalten ,lock-in“-modifizierter cycloSal-
Pronucleotide treffen zu konnen, sollten solche Triester mit intrinsisch
fluoreszierenden Nucleosidanaloga dargestellt werden. Die Synthese des
Aminosaurester-modifizierten Chlorphosphits 106 wurde im letzten Kapitel in Abb. 61
bereits beschrieben. In diesem Fall war ein Phenylalanin-Ester verwendet worden, da
die Hoffnung bestand, die Ldslichkeit in Diethylether kdnnte gegenuber Alanin-Estern
verbessert sein. Leider wurde diese Hoffnung enttauscht, und so musste die
Reaktion in THF unter Inkaufnahme der Ublichen Verunreinigungen durchgefihrt
werden. Die Synthese von POM-funktionalisierten Chlorphosphiten ist bereits
beschrieben worden. An dieser Stelle soll aber kurz die Einflhrung von AM-Acylalen
diskutiert werden. Der Grund fir die Einfuhrung dieser Modifikation wird auf den

nachsten Seiten genannt.

(0] (0] (0] O 0 (0] (0]

OH O/\O)J\ O/\O)J\ ' O/\O)J\
i) iii) iv)
- — —
OH i) (0] OH (l)
P
OH O)\Ph OH o~ cl
68a 138 139

140

i) Benzaldehyddimethylacetal, p-TsOH, THF; ii) AM-Br, DIPEA, THF, 56%; iii) kat. HCI, Reflux, 1min, 82%;
iv) PCls, Pyridin, Et,0, 65%

Abb. 89: Synthese des AM-modifizierten Chlorphosphits 140

Die Synthese des Salicylalkohols 68a ist bereits im letzten Kapitel beschrieben
worden. Ganz analog der POM-Funktionalisierung konnte die AM-Modifikation
eingefuhrt werden, zunachst durch Schitzung des Salicylalkoholes mit
Benzaldehyddimethylacetal, dann durch Umsetzung mit kommerziell erhaltlichem
Acetoxymethylbromid (AM-Br). Da das Bromid reaktiv genug war, musste zuvor
keine Finkelsteinreaktion durchgefihrt werden. Auf diese Weise gelang die Synthese
der Verbindung 138 in 56%iger Ausbeute. Da fur die nachfolgenden Reaktionen
genug von der Verbindung vorhanden war, wurde keine Reaktionsoptimierung

durchgefuhrt. Die Entschitzung von 138 zum Salicylalkohol 139 gelang durch kurzes
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Aufkochen der Verbindung in einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser, dem drei
Tropfen konzentrierter Salzsaure zugesetzt waren. Diese Methode liefert bei einer
Vielzahl verschiedener Salicylalkohole stets hervorragende Ausbeuten. In diesem
Fall konnte der Salicylalkohol 139 trotz der Acylalmodifikation in 82%iger Ausbeute
nach Chromatographie isoliert werden. Die Umsetzung zum Chlorphosphit konnte in
Diethylether mit PCl; durchgefuhrt werden. Pyridin diente als Base und konnte nach
beendeter Reaktion als Pyridiniumchlorid durch Schlenkfiltration entfernt werden. Die
geringe Ausbeute von 65% legt in diesem Fall Verluste bei der Schlenkfiltration nahe.
Dennoch konnte genug des Chlorphosphits 140 fir die weiteren Synthesen erhalten
werden. Ein entsprechendes Phosphorchloridat wurde nicht synthetisiert, da zu

diesem Zeitpunkt die Methode noch nicht bekannt war.

Die Synthese der ,lock-in“ modifizierten, intrinsisch fluoreszierenden cycloSal-
Triester wurde in DMF/THF- oder DMF/Acetonitril-Gemischen durchgeflihrt. Als Base
diente DIPEA, zur Oxidation wurde tert-Butylhydroperoxid verwendet. Da die
Synthesen alle mehr oder weniger unter Standardbedingungen abliefen, ist in der
folgenden Abbildung jeweils nur die Ausbeute angegeben, in welcher die einzelnen

Triester erhalten wurden.

o) NfN o )\
%
0 A Py

111e; 21% 112g; 14% OH
0 0
o/\o)J\ Ném/
Y
o/(lF;_o o
112f; 24% OH

Abb. 90: Intrinsisch fluoreszierende, ,lock-in“-modifizierte cycloSal-Triester
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Die relativ niedrigen Ausbeuten sind verschiedenen Faktoren zuzuschreiben; da
wegen der fortgeschrittenen Anzahl der Syntheseschritte nur geringe Mengen der
Edukte zur Verfligung standen, war eine genaue Dosierung der Reagenzien aullerst
schwierig. Letztendlich handelt es sich naturlich auch um recht komplexe
Verbindungen, bei denen Nebenreaktionen vermehrt auftreten konnten. Insgesamt
aber reichten die dargestellten Mengen flur die angestrebten Untersuchungen aus.

Zusammen mit den bereits in meiner Diplomarbeit synthetisierten Verbindungen soll

nun im nachsten Kapitel das analytische Potential erschlossen werden.

5.4.2 Charakterisierung der intrinsisch fluoreszierenden cycloSal-

Pronucleotide

FUr einige der Verbindungen waren bereits Quantenausbeuten relativ zu iso-dA 109a
und dm°K 110a bestimmt worden. Die Resultate sollen hier kurz zusammengefasst
werden. Alle iso-dA-Derivate zeigten erwartungsgemaly eine deutlich intensivere
Fluoreszenz, als die dm°K-Derivate. Bei Letzteren trat ein starker Quenching-Effekt
auf, wenn die Verbindung als cycloSal-Triester vorlag. Die Fluoreszenzemission
wurde substituentenabhangig um bis zu 40% reduziert. Bei der Hydrolyse der
Verbindungen zum entsprechenden Monophosphat nahm dann die Fluoreszenz
wieder auf den Ursprungswert zu. Dieses Verhalten ist in der nachfolgenden

Abbildung gezeigt.["!

5,0x10° ” \fN
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Abb. 91: Fluoreszenzzunahme bei fortschreitender Hydrolyse
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Solche Eigenarten traten bei den iso-dA-Derivaten nicht auf. Es wurde im

Kenntnisstand bereits die Vermutung geaulert,

dies konne mit einer TI-T1-

Wechselwirkung des cycloSal-Restes und der Nucleobase zusammenhangen, die

bei Pyrimidin-Nucleosiden auftritt, bei Purin-Nucleosiden hingegen nicht. Fakt ist auf

jeden Fall, dass diese Abweichungen bei der HPLC-Analyse berucksichtigt werden

mussen. Die gemessenen Absorptions- und Emmisionsspekiren waren fir alle

Verbindungen einer Reihe gleich, weswegen z.B. fur die carbocyclischen Nucleoside

diese Messungen nicht erneut durchgefuhrt wurden,

da gleiches Verhalten

vorausgesetzt werden konnte. Die typischen Emissionsspektren je eines Nucleosides

und eines Triesters desselben sind in der folgenden Abbildung gezeigt.

e iS0-ddA

6,0E+07 - —— 3-me-cycloSal-iso-ddAMP

5,0E+07 -
4,0E+07 -
3,0E+07 -
2,0E+07 -
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0,0E+00 \ \ \
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Abb. 92: Emissionsspektren
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Far iso-A-Derivate erfolgt die Anregung typischerweise bei 305 nm, die Anregung fur

dm°K-Derivate liegt leicht verschoben bei 314 nm. Weiterhin ist anzumerken, dass

die Emission der iso-dA-Derivate bei ca. 355 nm im Maximum erfolgt, bei dm°K-

Derivaten hingegen bei ca. 378 nm. Beide Nucleoside erzeugen daher ein blaues

Leuchten.

Um die Empfindlichkeit der Fluoreszenzanalyse zu demonstrieren, wurde eine

Verdunnungsreihe von 3-Methyl-cycloSal-iso-d4AMP 111c angefertigt und 40 pL

HPLC-analytisch untersucht. Bei normalen UV-Analysen mit Nucleosiden liegt eine

vernunftige Konzentration bei ca. 1 mM, wenn man ein Injektionsvolumen von 40 uL

verwendet. Bei der Verdunnungsreihe wurde mit einer Konzentration von 1 uM

begonnen, was also bereits einer tausendfachen Verdinnung gegenuber der

normalen UV-Detektion entspricht. Die Verdinnung wurde bis zu einem Faktor von
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320000 fortgefuhrt (entsprechend einer Konzentration von ca. 3 nM) und je 40 uL der
Verdlinnungslosungen HPLC-analytisch unter Fluoreszenzdetektion untersucht. Die
absolut nachgewiesenen Mengen lagen bei den hdéchsten Verdlinnungen also im
femto- bis picomol-Bereich. Diese Mengen sind so gering, dass ein direkter
Nachweis der Verbindungen nach einem Zellaufschluss moglich scheint. Die
Linearitat der Signalintensitdt war bei der gemessenen Verdunnungsreihe

hervorragend. Dies zeigt die folgende Abbildung.
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Abb. 93: Verdinnungsreihe und HPL-Chromatogramm von 111c

Der Einfachheit halber ist die Ordinate in normierten Integrationseinheiten skaliert (n-
IU), also der integrierte Wert geteilt durch den hdchsten integrierten Wert. Die
Abszisse zeigt die jeweilige Konzentration der Verdlnnungsreihe angegeben in
nmol/L. Selbst bei einer injizierten Menge von nur 1.2 pmol 111c ist das HPL-
Chromatogramm eindeutig und noch nicht durch Rauschen gestort. Es ist wichtig zu
erwahnen, dass UV-analytisch in diesem Konzentrationsbereich kein Signal mehr zu
detektieren ist. Da das abgebildete Chromatogramm als Vorletztes einer recht langen
Reihe gemessen wurde, setzte hier schon geringe Hydrolyse zum entsprechenden
Monophosphat ein, welches gleich zu Beginn von der Saule eluierte. Normalerweise
zeigt sich bei der Fluoreszenzdetektion namlich kein Injektionspeak, was ein weiterer
Vorteil ist.
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Neben der Ermittlung der Fluoreszenzeigenschaften wurden auch die
Hydrolysehalbwertszeiten ti, der cycloSal-Triester bestimmt. Im Folgenden sind die
Chromatogramme der Hydrolyse von 3-Methyl-cycloSal-carba-iso-ddAMP 136 unter

Verwendung von Fluoreszenzdetektion leicht versetzt dargestellit.

Oh

j\ 24 h

66 h

0 5 10 15 20
t [min]

Abb. 94: Chromatogramme der Hydrolyse von 136 bei pH =7.3 und T = 37°C in PBS

Die Hydrolyse der Verbindung verlauft ohne Entstehung nennenswerter Mengen an
Nebenprodukten zu dem entsprechenden Monophosphat. Dies war auch fur die
anderen Pronucleotide der Fall, weswegen hier nun die Halbwertszeiten der

chemischen Hydrolyse einiger Verbindungen gezeigt werden sollen.

25 -
20 -
= 15
N
= 10
5
0
111c 136 137 111e 112f 1129
— _/ “ J
Y '
iso-A-Derivate dm°K-Derivate

Diagramm 10: Vergleich der chemischen Stabilitat in PBS pH = 7.3
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Bei den jso-A-Derivaten, also 3-Me-cycloSal-iso-d4AMP 111c, 3-Me-cycloSal-carba-
iso-ddAMP 136, 3-Me-cycloSal-carba-iso-d4AMP 137 und 5-(L-PheOBn-
prop)cycloSal-iso-d4AMP 111e, liegt die chemische Hydrolysehalbwertszeit im
Bereich von 14 h bis 21 h. Diese Werte stehen in Einklang mit den erwarteten
Ergebnissen. Die Hydrolyse von 111e ist leicht beschleunigt gegenuber den anderen,
da der Substituent hier in der nicht so stark stabilisierenden para-Position zur
phenolischen OH-Gruppe steht. Die Werte fur 136 und 137 konnten leicht erhoht
sein, da sie bei Fluoreszenzdetektion ermittelt wurden und damit ca. um den Faktor
3000 verdiinnt gegeniiber den anderen Verbindungen gearbeitet wurde. Die dm°K-
Derivate  5-(AM-prop)cycloSal-dm°KMP  112f und 5-(L-PheOBn-prop)cycloSal-
dm°KMP 112g weisen deutlich geringere ti,-Werte auf. Sie liegen zwischen 2 h und
3 h. Dieses Verhalten wurde im letzten Kapitel bereits auf den assistierenden Effekt
der freien OH-Gruppe bei der Hydrolyse zurtckgefuhrt. Die ,lock-in“-Modifikationen
waren allerdings unter den gewahlten Bedingungen stabil.

Es wurde nun untersucht, wie sich die ,lock-in“-Modifikationen unter dem Einfluss
von Esterasen verhalten wurden. Dazu wurden zwei der drei Verbindungen in CEM/0
Zellextrakt inkubiert und nach unterschiedlichen Zeitrdumen analysiert. Die
erhaltenen Werte sind im Folgenden dargestellt und mit den Werten der chemischen
Hydrolyse verglichen. In diesem Fall ist allerdings die Halbwertszeit in Minuten
angegeben und aus Griinden der Ubersichtlichkeit die Ordinate logarithmisch

skaliert.

1000
100
£
E m CEM/0
§ mpH7.3
=~ 10

1

111e 112f

Diagramm 11: Vergleich der enzymatischen und chemischen Stabilitat
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An dieser Stelle sei sogleich erwahnt, dass 5-(L-PheOBn-prop)cycloSal-iso-d4AMP
111e die vom Hydrolyse-Profil bislang beste dargestellte ,lock-in“-Verbindung ist, da
sich bei ihr die Geschwindigkeit der chemischen und enzymatischen Hydrolyse um
den Faktor 110 unterscheiden, d.h. die enzymatische Hydrolyse um mehr als zwei
GroRenordnungen beschleunigt ist. Bei 5-(AM-prop)cycloSal-dm°KMP 112f ist diese
Beschleunigung nicht so grof3, da durch den assistierenden Effekt der 3-OH-Gruppe
die Hydrolysegeschwindigkeit des Phosphattriesters stark beschleunigt wird. Die
Differenzierung betragt hier lediglich den Faktor 2. Nichtsdestoweniger war nun
bewiesen, dass mit den Verbindungen 111e und 112f und sehr wahrscheinlich auch
mit 5-(L-PheOBn-prop)cycloSal-dm°KMP 112g intrinsisch fluoreszierende ,lock-in“-
modifizierte cycloSal-Pronucleotide fur die Analytik zur Verfugung standen. Der
Nutzen dieser Verbindungen soll nun in einigen kleinen Experimenten zunachst

demonstriert werden.

Es sollte die Diffusion der ,lock-in“-modifizierten cycloSal-Pronucleotide Uber eine
Diffusionsbarriere aus einer wassrigen Donatorphase (D) in eine wassrige
Acceptorphase (A) untersucht werden. Durch Variation der Bedingungen in D und A
sollte eine Anreicherung der Verbindung in A erreicht werden. Als Diffusionsbarriere
bot sich wegen der Unmischbarkeit mit Wasser und wegen der hoheren Dichte
Dichlormethan (CH2Cl2) an. Als vernunftige experimentelle Anordnung stellte sich ein
U-Rohr heraus, in dessen Armen zwei wassrige Losungen durch eine CHyCly-
Barriere getrennt werden kdnnten. Um die Experimente zu beschleunigen, wurde die

CHCl»-Phase vorsichtig mit einem Ruhrfisch durchmischt.

Donator Acceptor
(H20) (H20)

/B N\
arriere
\(CHzClz

Migration

Abb. 95: Aufbau von U-Rohr Diffusionsversuchen
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Zum Ablauf solcher Experimente lasst sich prinzipiell sagen, dass zu verschiedenen
Zeitpunkten sowohl D als auch A Proben entnommen und HPLC-analytisch
untersucht wurden. Dabei kam dem 0-Wert in D besondere Bedeutung zu. Auf ihn
wurden alle anderen gemessenen Werte bezogen, so dass sie als Fraktion des 0O-
Wertes angegeben werden kdnnen. Damit lasst sich relativ schnell der Grad der
Anreicherung erkennen. Wie schon erwahnt, schwanken die Quantenausbeuten der
Triester und Monophosphate von dm°K-Derivaten, so dass hier Korrekturen bei der
Auswertung der Daten vorgenommen werden mussten. Die Aufnahme der
Chromatogramme erfolgte unter Verwendung der Fluoreszenzdetektion, da so nur
sehr geringe Mengen fir die Analysen aus den Phasen entnommen werden mussten
(je 1 pL). Dies ware mittels UV-Detektion unmdglich gewesen. Generell wurden die
Experimente folgendermalRen durchgefuhrt: Es wurden 38 ulL einer 50 mM
Stammldsung des Triesters mit 962 uL H,O auf eine Konzentration von 1.9 mM
verdunnt. In die Acceptorphase wurden 962 uL H,O und 38 uL DMSO gegeben.
Diese Phasen wurden gleichzeitig in ein U-Rohr Ubergefuhrt, in welchem 1.1 mL
CH.Cl, vorgelegt waren. Die Zugabe musste gleichzeitig erfolgen, um eine
Durchmischung der Phasen zu vermeiden. Ein kleiner Ruhrfisch in der CH,Cl,-Phase
sorgte bei 500 rpm flir eine schwache Durchmischung. Die Arme des U-Rohres
wurden nun mit Alufolie und Parafilm abgedichtet, bis Proben enthommen wurden.
Dafur wurde aus D und A je 1 uL entnommen und mit 499 uL Wasser auf eine
Konzentration von 4.0 uM verdunnt. Von diesen Losungen wurden je 40 uL injiziert
(also etwa 160 pmol Absolutmenge). Die Anregung erfolgte bei 314 nm, die Emission
wurde bei 378 nm detektiert. Die auf diese Weise untersuchten Verbindungen sind in

der folgenden Abbildung gezeigt.

0]

? N © R = tBu; 5-(POM-prop)cycloSal-dm°KMP 112c
O/ﬁ—O R = CHs; 5-(AM-prop)cycloSal-dm®KMP 112f
') O
OH

Abb. 96: In U-Rohr Experimenten verwendete cycloSal-Pronucleotide
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Aus Voruntersuchungen in meiner Diplomarbeit waren einige Notwendigkeiten flr
diese Untersuchungen bekannt. Es war z.B. moglich gewesen, durch pH-Wert
Unterschiede in D und A eine Anreicherung zu erreichen, allerdings misslangen
Experimente mit Zellextrakt und ,gealtertem®, zentrifugierten Zellextrakt, da an der
Phasengrenze zwischen A und CH,CI, stets Denaturierung auftrat. Die Verwendung
biologischer Medien schien aber notwendig, um das ,lock-in“-Verhalten simulieren zu
konnen. Ein Ausweg wurde in der Verwendung von Schweineleberesterase (PLE)
gefunden, die unter den gewahlten Bedingungen uber lange Zeitraume stabil und
aktiv war. Da die Aminosaureester im Gegensatz zu den POM- und AM-Acylalen
nicht von PLE gespalten wurden, konnten diese Experimente nur mit den Acylalen
durchgefuhrt werden. Bei den POM-Acylalen ergab sich ein weiteres Problem, so
dass schlieB3lich das AM-Acylal dargestellt werden musste: Die schlechte Loslichkeit
in Wasser. Um dies zu veranschaulichen, wurden die logP-Werte, also die
dekadischen Logarithmen der Nernstschen Verteilungskoeffizienten, der
Verbindungen in CH,Cl, und Wasser ermittelt. Man erkennt recht schnell, dass 112c¢
wenig Bestrebung zeigen sollte, die CH,Cl>-Phase zu verlassen. Dies konnte in den
Experimenten bestatigt werden. 112c akkumulierte rasch in der CH,Cl,-Phase und
verblieb dort.

2,5+

1,5

logP

0,5

112c 112f

Diagramm 12: Vergleich der logP-Werte von 112c¢ und 112f

Dabei ist der Wert flr 112c mit einer relativ grollen Ungenauigkeit behaftet, da das
Signal in der wassrigen Phase nicht sonderlich intensiv war. Wirde eine
Gleichverteilung in Wasser und CH,Cl, erhalten, so ware der Verteilungskoeffizient
P =1 und logP = 0. Ein positiver Wert gibt an, dass anteilig mehr in der organischen

Phase zu finden war, bei einem Wert von etwa 2.5 bewegt man sich allerdings schon
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im Promillebereich, so dass eine genaue Auswertung schwierig wird. Bei 5-(AM-
prop)cycloSal-dm°KMP  112f liegt hingegen ein dynamisches Verteilungs-
gleichgewicht zwischen beiden Phasen vor. Dies wird auch in den folgend

beschriebenen U-Rohr Experimenten deutlich.
Versuch 1: Migration durch Unterschiede im pH-Wert

Eine Moglichkeit der chemischen Unterscheidung von D und A besteht darin,
verschiedene pH Werte in den Phasen einzustellen. In der basischeren Phase sollte
dann aufgrund der beschleunigten Hydrolyse des cycloSal-Triesters 112f eine
Anreicherung eintreten. Phase D wurde auf einen pH-Wert von 6.8 und A auf 7.3

eingestellt.

®m Donator-Phase
A Acceptor-Phase

Fraction

4 N1\
- i i
150 200 250

t[h]

Diagramm 13: Migration von 112f von D (pH = 6.8) nach A (pH = 7.3)

Die Entwicklung wurde uUber etwa 10 Tage verfolgt. Man erkennt eine langsame
Anreicherung in der Acceptorphase. Dennoch verblieb ein Grof3teil der Verbindung in
der CH,Cl,-Barriere.

Versuch 2: Migration durch enzymatische Spaltung

In diesem Versuch sollte die AM-Modifikation von einer in der Acceptorphase
befindlichen Esterase gespalten werden. Dies sollte die Ruckdiffusion unterbinden,
wie bereits im letzten Kapitel ausfuhrlich diskutiert wurde. Der Acceptorphase wurden
daher 2.75 U PLE auf 1 mL Gesamtvolumen zugegeben. Die pH-Werte beider

Phasen wurden auf 6.8 eingestellt.
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Diagramm 14: Migration von 112f von D (pH = 6.8) nach A (pH = 6.8, 2.75 U PLE)

Es wird an dieser Stelle deutlich, dass der Plan aufgeht; durch Anbringen eines
enzymatisch spaltbaren Restes, in diesem Fall AM, kann die Migration Uber eine
Diffusionsbarriere erzwungen werden, was wiederum bedeutet, dass die im letzten
Kapitel vorgestellten ,lock-in“-modifizierten cycloSal-Pronucleotide prinzipiell zur
intrazellularen  Anreicherung verwendet werden koénnen. Natlrlich ist der
experimentelle Aufbau recht schlicht und vermag keine Feinheiten abzubilden, aber
die rasche Zunahme von 112f (und Abbauprodukten) in A auf etwa 80% im Rahmen

der Versuchsdauer illustriert recht schén das Prinzip des ,lock-in“-Mechanismus./™!

5.4.3 Antivirale Daten der intrinsisch fluoreszierenden cycloSal-Pronucleotide

Auch von den intrinsisch fluoreszierenden Nucleosiden und Pronucleotiden wurden
die antiviralen Daten ermittelt. Bis zum jetzigen Zeitpunkt lagen nur die
Testergebnisse gegen HIV vor. Als eigentlich interessantester Wert prasentiert sich
in der folgenden Tabelle die Cytotoxizitat. Fir den Einsatz der Pronucleotide als
intrazellulare Sonden fur die Fluoreszenzmikroskopie wurde ein hoher CCsp-Wert
offensichtlich nachteilig sein. Erfreulicherweise lagen die erhaltenen Konzentrationen

alle deutlich Uber den bei der Fluoreszenzmikroskopie zu verwendenden
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Konzentrationen. Da von den Verbindungen nicht unbedingt eine Aktivitat gegentber

HIV zu erwarten war, sind die schlechten ECso-Werte nicht Uberraschend.

ECso® [uM] CCso’ [ pM]
CEM/O CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2

Iso-d4A 109c >50 >50 106 + 6

Carba-iso-ddA 130 >250 >250 128+ 7
Carba-iso-d4A 128 >250 >250 >250
carba-d4-2,6-Diaminonebularine 129 22 + 11 50+0.0 >250
3-Me-cycloSal-iso-d4AMP 111c >50 >50 96 +2
3-Me-cycloSal-carba-iso-ddAMP 136 >50 >10 82+ 1
3-Me-cycloSal-carba-iso-d4AMP 137 >10 >50 106 £ 6

#50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation; °50% cytotoxische Konzentration
Tab. 5: Antivirale Profile intrinsisch fluoreszierender Nucleoside und Pronucleotide

5.4.4 Fluoreszenzmikroskopie

Die folgende  Abbildung zeigt den  schematischen  Aufbau eines
Fluoreszenzmikroskops.

% Beobachter

Epifluoreszenz- I:I Emllzs"? |eorns-
Beleuchtung \

— \ Dichromatischer
R i
o \ Spiegel

Anregungs-

Mikroskop-
Filter Objektiv

|
<D Zelle

Abb. 97: Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops.
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Ausgehend von der Epifluoreszenzbeleuchtung wird durch einen Anregungsfilter ein
Wellenlangenbereich selektiert, der zur UV-Anregung der Probe verwendet werden
soll. Dieser Strahl wird an einem dichromatischen Spiegel auf die Zelle gelenkt und
regt dort die Probe an, die eine Fluoreszenzantwort aussendet. Die emittierten
Photonen passieren den dichromatischen Spiegel und einen weiteren Filter und
kdnnen nun beobachtet werden. Meist geschieht die Aufzeichnung der Bilder mit
einer Kamera. Wird der erste Anregungsfilter aus dem Strahlengang entfernt, erhalt
man eine sogenannte Lichtfeldaufnahme (bright field; bf), welche die Zelle mit ihren
Strukturen abbildet. Auf diese Weise konnen Vergleichsaufnahmen angefertigt
werden. Ein Problem bei den Anregungsfiltern fir die von uns angestrebten
Messungen war, dass sie so konstruiert sind, dass sie die Epifluoreszenzbeleuchtung
in die drei Bestandteile rot, grin und blau gespalten werden kann. Flr uns war der
Blaulichtmodus von Interesse, da die Anregung unserer Verbindungen im Maximum
zwischen 304 und 314 nm erfolgen sollte. Es stellte sich allerdings heraus, dass der
Anregungsfilter alle Wellenlangen unter 340 nm herausfilterte. Dies lag am aul3ersten
Rand der UV-Absorptionsbanden der dargestellten Nucleosid-Analoga, weswegen
zunachst die Kristalle der Verbindungen auf Tragern fluoreszenzmikroskopisch
untersucht wurden, um zu Uuberprifen, ob Uberhaupt eine Fluoreszenzantwort

erhalten werden konnte. Dazu wurden zunachst iso-d4A 109¢ und dm°K 110a

untersucht.

Abb. 98: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Kristalle von iso-d4A 109c (links) und dm°K 110a
(rechts)
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Die Bilder zeigen eindeutig eine blaue Fluoreszenzantwort der Kristalle. Es konnte
daher davon ausgegangen werden, dass trotz des Filters noch eine gewisse
Anregung stattfand. In den Laboratorien von Dr. Arwyn Tomos Jones, Welsh School
of Pharmacy, Cardiff, Wales, wurden von mir nun weitere Untersuchungen in
Zellkulturen durchgeflhrt. Zunachst wurde auf Hela-Zellen zurlckgegriffen, eine
unsterbliche Krebs-Zell-Linie (humane Epithelzellen, Zervixkarzinom, Henrietta
Lacks). Die Zellen wurden in Inkubationsflaschen im Zellinkubator vermehrt, bis eine
Konfluenz von ca. 60 bis 70% erreicht war. Durch Zugabe von Trypsin wurden die
Adhasionsproteine, mit denen sich die Zellen am Gefal} festhielten, durchtrennt und
die vereinzelten Zellen als Suspension in spezielle Tragerschalen fir die
Fluoreszenzmikroskopie gebracht. Nach unterschiedlicher Inkubationsdauer (je nach
Menge der eingebrachten Zellen) in dem Inkubationsmedium (DMEM+Glutamax,
1g/L D-Glucose+Pyruvat; Penicillin, Vancomycin; FCS) wurde die Konfluenz der
Zellen in den Tragerschalen Uberpruft. Details zur Zichtung sind im Experimentalteil
zu finden. Bei hinreichender Konfluenz wurde das Nahrmedium entfernt und durch
Nahrmedium ersetzt, welches bestimmte Mengen von DMSO-Stammldsungen
(8 mM, 50 mM) der zu untersuchenden Verbindungen enthielt. Zunachst wurde das
Inkubationsmedium nach 1 h entfernt und die Zellen mehrfach mit einem
indikatorfreien Medium gewaschen. Dann wurde ein klares Medium auf die Zellen
gegeben und diese unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Untersuchungen
erfolgten zunachst mit 8 und 80 puM Konzentrationen der Verbindungen im
Nahrmedium. Die folgende Abbildung 99 zeigt den Leerwert, der bei Bestrahlung der
Zellen ohne Analyt erhalten wurde. Dabei erfolgte zunachst eine Aufnahme der
Zellen im Lichtfeld und dann unter UV-Bestrahlung. Ein weiterer variabler Parameter
bei diesen Messungen war die Belichtungsdauer B der Kamera, mit der die Bilder
aufgezeichnet wurden. Typischerweise wurden fur Lichtfeldaufnahmen 6 ms
Belichtungszeit gewahlt. Bei UV-Anregungen wurde zwischen 100 ms bis 3 s variiert.
Bei einer hohen Belichtungsdauer wurde das Bild insgesamt heller, dafir ging
Kontrast verloren. Der Leerwert wurde unter Verwendung mehrerer

Belichtungsdauern aufgezeichnet.
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Blank; bf; B =6 ms Blank; 350 nm; B = 700 ms

Blank; 350 nm; B=3s

Abb. 99: Leerwert (Blank) im Lichtfeld (bf) und unter Anregung bei 350 nm mit variabler
Belichtungsdauer B; HelLa

In der bf-Aufnahme erkennt man einige langgezogene Hela-Zellen mit Zellkern (ca.
15 Stlck). Der gleiche Ausschnitt unter Bestrahlung bei 350 nm bei einer
Belichtungsdauer von 700 ms zeigt keinerlei Signal. Erst bei 3 s Belichtungsdauer
beginnt man schwach die Zellstrukturen zu erkennen. Bei einem deutlichen Signal
der Analyten sollte bei diesen Belichtungsdauern daher keine wesentliche Stérung

auftreten.
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Es wurden nun verschiedene Experimente mit unterschiedlichen Verbindungen bei
1 h Inkubationsdauer und einer Konzentration von 8 uM durchgefiuhrt. Die
Ergebnisse waren flur alle Verbindungen ahnlich, daher ist exemplarisch nur 3-Me-
cycloSal-iso-ddAMP 111b abgebildet.

Abb. 100: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 111b (links: bf, B=6ms; rechts: 350nm, B=2s)

Die Ergebnisse lieRen zwei hauptsachliche Annahmen zu: Entweder war 111b nicht
in der Lage, in die Zelle zu gelangen, oder aber die Fluoreszenz war zu schwach, da
nur eine geringe Anregung bei 350 nm erfolgte. Da diese Ergebnisse aber fur alle
untersuchten Verbindungen gefunden wurden, wurde eher von der letzteren
Vermutung ausgegangen. Es war schlicht unwahrscheinlich, dass von der Vielzahl
der untersuchten Nucleoside, Nucleotide und Pronucleotide kein einziges in der Lage
gewesen sein sollte, die Zellmembran zu passieren. Aus diesem Grund wurden
zunachst die Konzentrationen auf bis zu 150 uM erhéht und die Inkubationsdauern
schrittweise auf zunachst 2 h, dann 6 h und schliel3lich 24 h erhoht. Im letzteren Fall
wurden die Inkubationen unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Dies alles sollte
letztlich dazu dienen, genug Analyt in die Zelle zu schleusen, um eine intensive
Fluoreszenzantwort zu erhalten. Bei den erhéhten Konzentrationen trat bei einigen
der Verbindungen die Cytotoxizitat in den Vordergrund, so dass kaum noch gesunde
Zellen zur Analyse gefunden werden konnten. Einige der Verbindungen erwiesen
sich jedoch auch bei hohen Konzentrationen als hinreichend vertraglich fur die
Zellen. Ein besonderes Augenmerk bei der Analyse galt nun den ,lock-in“-
modifizierten  Triestern  5-(L-PheOBn-prop)cycloSal-iso-d4AMP  111le  und
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5-(L-PheOBn-prop)cycloSal-iso-dm°KMP 112g, da hier wegen der intrazelluldren

Akkumulation eine weitere Intensitatssteigerung des Signals erwartet wurde.

Abb. 101: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 112g (links: bf, B=6ms; rechts: 350nm, B=2s)

Abb. 102: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 111e (links: bf, B=6ms; rechts: 350nm, B=2s)

Man erkennt in beiden Fallen nach einer Inkubationsdauer von 5 h zwar Signale, die
aus dem Zellinneren stammen, fur die hohen Konzentrationen und langen
Belichtungsdauern ist das Signal dennoch sehr schwach (und am Monitor deutlich
besser zu erkennen, als in gedruckter Form), obwohl es sich etwas vom Leerwert
abhebt (s. Abb. 99). Auch die Verlangerung der Inkubationsdauer auf 24 h brachte
keine wesentlichen Verbesserungen der Ergebnisse. Um den Einfluss der Zell-Linie
auszuschlief3en, wurden die Untersuchungen mit einigen der Verbindungen in der

humanen Leukamiezell-Linie HL-60 wiederholt. Da diese keine Adhasionsfaktoren
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ausbilden, musste nach den einzelnen Waschvorgangen ein Zellpellet durch
Zentrifugation erzeugt werden. Ansonsten glichen die Experimente den vorher

beschriebenen.

Abb. 103: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 111e (links: bf, B=6ms; rechts: 350nm, B=600
ms) in HL-60

Man erkennt auch in HL-60 bei leicht verkurzter Belichtungsdauer von 600 ms kein
Signal. Damit bleibt nur festzustellen, dass Standardfluoreszenzmikroskope zur
Analyse der diskutierten Verbindungen ungeeignet sind. Zur Anregung musste
entweder ein UV-Laser verwendet werden, der bis zu der optimalen Wellenlange um
310 nm anregt, oder es miussten intrinsisch fluoreszierende Nucleoside mit
langwelligeren UV-Banden dargestellt und untersucht werden. Prinzipiell kdnnten
dafir die sogenannten BCNAs geeignet sein (bicyclic pyrimidine nucleoside

analogs), die von C. McGuigan et al. entdeckt wurden.['%!

HO

Abb. 104: Leitstruktur der BCNAs
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Wird der Rest R nicht zu sperrig gewahlt, so unterscheiden sich diese Analoga nur
geringfligig von den zugrundeliegenden Pyrimidin-Strukturen. Sie sollten daher auch
prinzipiell zur Aufklarung des Diffusionsverhaltens von cycloSal-Pronucleotiden
geeignet sein.

Fur die in diesem Kapitel besprochenen Verbindungen bietet sich aufgrund der
geringen Nachweisgrenze flr einige der Verbindungen die Inkubation von
verschiedenen Zellen unter anschlielendem Zellaufschluss und nachfolgender
HPLC-Analyse des Lysats an. Dies bietet den Vorteil einer moglichen Quantifizierung
durch Integration der Chromatogramme. Die einfachste Form solcher Experimente

lieRe sich wohl mit humanen Blutzellen durchflhren.
5.4.5 Synthese eines intrinsisch fluoreszierenden Phosphoramidits

Als letzter Punkt in diesem Kapitel soll die Optimierung der Synthese eines intrinsisch
fluoreszierenden Phosphoramidits flr die automatisierte RNA-Festphasensynthese
besprochen werden. Das Nucleosid-Analogon iso-A 42 ist hinsichtlich seiner
Fluoreszenzeigenschaften ausgesprochen interessant: Liegt es in doppelstrangiger
DNA- oder RNA basengepaart vor, so ist die Fluoreszenz um wenigstens zwei
Grolkenordnungen verringert. Wird die Basenpaarung unterbunden oder der
Doppestrang getrennt, so entsteht ein intensives Fluoreszenzsignal, mit dem man
Aussagen uber die DNA- bzw. RNA-Microumgebung treffen kann. Insbesondere zur
Untersuchung von RNA-Interferenz, bei der doppelstrangige RNA eine Rolle spielt,
scheint iso-A 42 eine ausgesprochen interessante Sonde zu sein.

In der nachfolgenden Abbildung ist eine in der Literatur beschriebene Synthese
gezeigt.'®® Die Reaktionssequenz beginnt mit der transienten Schiitzung von 42 mit
TMS-Chlorid und Schitzung der Aminofunktion. Die Ausbeute dieser Reaktion ist mit
90% angegeben. Fur die zweite Umsetzung mit DMTr-Chlorid wurde keine Ausbeute
angegeben. Nachfolgend wird die 2°-OH-Gruppe mit TBDMS-Chlorid geschutzt (45%
Ausbeute), und im letzten Schritt erfolgt die Umsetzung zum Phosphoramidit 114 in
98%iger Ausbeute.
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i) TMS-CI, Pyridin, Bz-Cl, 90%; ii) DMTr-Cl, DMAP, TEA, Pyridin; iii) TBDMS-CI, Imidazol, Pyridin, 45%;
iv) N,N(Diisopropylamino)(cyanoethyl) phosphonamidochlorid, N-Methylimidazol, THF, 98%

Abb. 105: Synthese von 114 nach J. Doudna et al.

Leider gelingt es nicht oft, die transiente Schitzung mit TMS-Chlorid zu
reproduzieren. Es war daher ein Ziel dieser Arbeit, eine reproduzierbare Synthese
des Phosphoramidits 114 zu erarbeiten. Da im Verlauf der Synthese von iso-A 42 die
dreifach acetylierte Vorstufe 122 erhalten wurde, lag es nahe, die transiente
Schutzung durch Verwendung dieser Verbindung zu umgehen. Ausgehend von 122
konnte dann tatsachlich eine geeignete Synthese zur Darstellung des

Phosphoramidits 114 entwickelt werden.

N N N XN
C C
<N N/)\NHBZ <N N/)\

6 Ag. Bz-Cl, ACO ACO NBz,
1oy DMAP, o . o
Pyridin 145a; 27% 145b; 64%
OAc OAc OAc OAc
NaOMe/ MeOH
90%

L

O 142

NHBz
HO

OH OH

Abb. 106: Synthese von N*-Bz-iso-A 143 ohne transiente Schiitzung
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Das dreifach acetylierte iso-A 122 wurde in Pyridin mit DMAP als Aktivator mit einem
Uberschuss Benzoylchlorid benzoyliert. Trotz der sechsfachen Menge Bz-Cl wurde
keine vollstandige Doppelbenzoylierung der Aminogruppe erreicht. Nach Abbruch
der Reaktion wurden die beiden Produkte 145a,b am Chromatotron getrennt und
zunachst separat fur die nachfolgende Reaktion eingesetzt. Insgesamt verlief die
Benzoylierungsreaktion mit einer Ausbeute von 91%. Die Entfernung der
Schutzgruppen wurde unter Zemplen-Bedingungen mit einer katalytischen Menge im
Fall von 145a oder einem leichten Uberschuss im Falle des doppelt benzoylierten
Eduktes 145b durchgefuhrt. Dabei kristallisierte bei beiden Reaktionen das Produkt
142 in reiner Form in ca. 90%iger Ausbeute aus der Reaktionslésung aus und konnte
durch Filtration abgetrennt werden. Auch eine Mischung von 145a/b konnte bei
Zugabe eines leichten Uberschusses an Natriummethanolat auf diese Weise
umgesetzt werden. Damit ist die Reaktionssequenz schnell durchzufuhren und liefert
142 in hoher Reinheit, ganz im Gegensatz zu den qualenden Chromatographien bei
der transienten Schutzung. Die nachfolgenden Reaktionen wurden im Wesentlichen
wie in Abb. 105 beschrieben durchgefuhrt. Die DMTr-Schutzung wurde leicht
verandert, da unter den angegebenen Bedingungen stdérende Nebenreaktionen an
der 2°- und 3-OH-Gruppe auftraten. Bei Durchfihrung der Reaktion in DMF mit sym-
Collidin als Base und Silbernitrat als Aktivator wurden Ausbeuten um 65% bei
wesentlich verkiirzter Reaktionsdauer erhalten.®® Bei der Umsetzung mit TBDMS-
Chlorid zu 144 traten als wesentliche Nebenreaktionen die Umsetzung an 3°-OH und
die doppelte Schitzung auf. Die Trennung dieser Gemische erwies sich als
schwierig. Eine Optimierung der Reaktionsbedingungen scheint winschenswert,
wurde aber nicht mehr durchgefuhrt. Insgesamt sollte die neue Syntheseroute

geeignet sein, das Phosphoramidit 114 verlasslich darzustellen.
5.5 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde die Synthese und Charakterisierung intrinsisch
fluoreszierender Verbindungen umfassend untersucht. Das eigentliche Ziel, der
intrazellulare Nachweis der Verbindungen mittels Fluoreszenzmikroskopie, konnte
wegen des Anregungsfilters nicht erreicht werden. Dennoch konnten die
Verbindungen zu unterschiedlichen analytischen Experimenten herangezogen

werden. Mit einfachen U-Rohr-Versuchen liel} sich so der ,lock-in“-Mechanismus
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untersuchen, der ausfuhrlich im letzten Kapitel diskutiert wurde. Wegen der
Maoglichkeit eines empfindlichen HPLC-Nachweises der Pronucleotide sollten
Zellinkubations- und  Aufschluss-Studien  durchgefuhrt werden. Fur die
Fluoreszenzmikroskopie sollten andere intrinsisch fluoreszierende Nucleosidanaloga
auf Basis der BCNAs (s. Abb. 104) verwendet werden.
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6.1 Erlauterung des Konzeptes

Es wurde im Kenntnisstand bereits erlautert, dass bei einigen Nucleosidanaloga nicht
die Monophosphorylierung, sondern vielmehr die Diphosphorylierung den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Nucleosidanabolismus darstellt. Zu diesen
Nucleosiden zahlt AZT 1. Weiterhin weisen pharmakokinetische Untersuchungen auf
eine hamatopoietische Toxizitat von AZTMP hin, die sich in Anamie und Neutropenie
auBert.® Es wiare daher ausgesprochen wiinschenswert, ein Prodrug-System in
Handen zu halten, dass die Freisetzung von AZTMP zu umgehen vermag. Dies
konnte sich in einer verminderten Cytotoxizitat und einer erhdhten antiviralen Aktivitat
auldern. Zudem wurde bereits erlautert, dass Pronucleotidsysteme in der Lage sein
konnen, antiviral inaktive Nucleosidanaloga in potente antivirale Verbindungen
umzuwandeln.*”! Da dies letztlich aus der intrazelluldren Freisetzung der Nucleotide
resultiert, wodurch ein Enzym-Bypass erreicht wird, scheint es nicht abwegig, dass
antiviral inaktive Nucleosidanaloga und Nucleotid-Prodrugs durch Anwendung eines
Nucleosiddiphosphat-(NDP)-Prodrug-Konzeptes ebenso in aktive Verbindungen
verwandelt werden konnten. Weiterhin ist oftmals Uber die intrazellularen
Umwandlungen, welche Nucleosidanaloga erfahren, wenig bekannt. Ein System,
welches intrazellular effektiv die entsprechenden NDP oder gar NTP freizusetzen
vermag, ware also auch vom analytischen Gesichtspunkt zur rationalen Entwicklung
von antiviral aktiven Verbindungen hdchst bedeutsam. Ein solches Prodrug-Konzept
sollte einige Anforderungen erflillen. Die Freisetzung des NDP muss selektiv unter
Abspaltung nicht toxischer Masken erfolgen. Die Verbindungen sollen hinreichend
lipophil sein, um die Zellmembran durch passive Diffusion zu Uberwinden. Weiterhin
ware es wunschenswert, dass die Verbindung intrazellular beschleunigt gespalten
wird, um einen ,lock-in“-Effekt zu erreichen und extrazellular eine hohe Stabilitat
aufweist. Wegen all dieser Anforderungen ist es bislang nicht gelungen, ein
erfolgreiches NDP-Prodrug-Konzept zu etablieren. Dies liegt wohl unter anderem
daran, dass die Phosphorsaureanhydrid-Bindung bei vollstandiger Kompensation der
negativen Ladungen destabilisiert wird, so dass ein ungewollter Bindungsbruch
eintritt. Daher war zunachst zu klaren, auf welche Weise die Phosphate maskiert
werden konnten und ob eine Maskierung aller Positionen uberhaupt maoglich ist. Die
folgende  Abbildung zeigt die  potentiellen = Maskierungsstellen  einer

Diphosphateinheit.
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Abb. 107: Maskierung eines Nucleosiddiphosphates

Der nachste Abschnitt beschaftigt sich nun mit der Synthese X-Y-Z-maskierter
Nucleosiddiphosphate (NDP).

6.2 Entwicklung eines NDP-Prodrugs auf Basis des cycloSal-Systems

Es war naheliegend, sich zunachst mit der Anwendung des cycloSal-Systems auf
NDP zu befassen. Dabei wirde nur eine Blockierung des fPhosphatrestes an den
Positionen Y und Z erfolgen (s. Abb. 107). Aufgrund der strukturellen Besonderheit
wurden auf diese Weise Diastereomere erhalten werden. Die Position X (s. Abb. 107)
bliebe ungeschutzt und wirde vermutlich deprotoniert vorliegen. Daher kdnnte es
notwendig sein, die Polaritat der Verbindung durch Modifikationen R der cycloSal-

Einheit zu verringern (s. Abb. 108).
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Abb. 108: Struktur von cycloSal-NDP

Bei der Anwendung des cycloSal-Systems auf NDP mussen hinsichtlich des
Hydrolysemechanismus einige Besonderheiten bedacht werden. Bei cycloSal-NMP
verlauft die chemische Hydrolyse selektiv, da die Benzyl-, Phenyl- und
Alkylphosphatesterbindungen deutlich verschiedene Reaktivitaten aufweisen. Die
niedrigste Austrittstendenz bei nucleophiler Substitution am Phosphoratom weist
dabei die Alkylphosphatesterbindung auf, die aber im Fall des cycloSal-NDP-
Prodrugs gegen eine Phosphorsaureanhydridbindung ausgetauscht ist. Daraus
resultiert eine konkurrierende Spaltung des Phenylphosphatesters gegenuber der
Anhydridbindung. Die folgende Abbildung gibt eine Ubersicht (iber die moglichen

Spaltungsmechanismen.
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Abb. 109: Mdgliche Hydrolysewege bei der Spaltung von cycloSal-NDP

Es ist nun ziemlich leicht ersichtlich, dass Uber den oberen Weg zwar eine biologisch
aktive Verbindung freigesetzt, das Ziel aber deutlich verfehlt wirde. Auf den
nachsten Seiten wird nun gezeigt werden, dass beide Wege durchlaufen werden und

dass eine Beeinflussung zugunsten des NDPs mdglich ist.

6.2.1 Zielverbindungen und Synthesestrategie

Um den Einfluss des Substitutionsmusters der cycloSal-Maske beurteilen zu kdnnen,
sollten je ein donor- und akzeptorsubstituiertes cycloSal-NDP dargestellt und
hinsichtlich ihres Hydrolyseverhaltens untersucht werden. Zusatzlich zu den
verschiedenen Masken sollte auch das Nucleosid variiert werden, wobei die Wahl auf
AZT 1 und d4T 3 fiel. Die Verwendung von AZT 1 lasst sich dadurch begrunden,
dass hier sogleich die Hoffnung bestand, durch einen Thymidylat-Kinase-Bypass die
Aktivitat des Wirkstoffes zu erhdhen. Da bei d4T 3 nur die erste Phosphorylierung
durch die Thymidin-Kinase gehemmt ist, scheint es zunachst nicht sinnvoll, dieses
Nucleosid zu verwenden. Diese Wahl begrindete sich darauf, dass in unserer
Arbeitsgruppe auf ein groReres Reservoir d4T 3 zurtickgegriffen werden konnte, so
dass es als Edukt zu Ubungszwecken verwendet werden konnte. Schliellich musste
zunachst eine geeignete Syntheseroute entwickelt werden und zu diesem Zweck
schien d4T 3 pradestiniert. Aus diesen Uberlegungen ergaben sich folgende

Zielverbindungen:
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Abb. 110: Zielverbindungen

Es sollte zunachst versucht werden, die Synthese der Verbindungen 147/148
moglichst nahe an den Kupplungsbedingungen flur cycloSal-NMP zu halten, da auf
diesem Feld betrachtliche Erfahrungen vorlagen. Die retrosynthetische Analyse

ergibt unter dieser Bedingung folgendes Bild:

Nucleosid
¢ 0
_P—O—P—ONucl —— MP
4y o
® S}
Kat
Nucl = d4T; 147a
Nucl = AZT; 148a
OH
149
OH

Abb. 111: Retrosynthetische Analyse von 147a und 148a

Es musste das Chlorphosphit 134 aus dem Salicylalkohol 149 dargestellt werden.
134 sollte dann mit dem entsprechenden Nucleosidmonophosphat gekuppelt und in
situ oxidiert werden. Die Nucleosidmonophosphate mussen aus den Nucleosiden
dargestellt werden. An dieser Stelle soll schon einmal erwahnt werden, dass mit
unterschiedlichen Gegenionen Kat® betreffend Synthese und Isolierung gearbeitet
werden muss. Um die Kupplungsreaktion zu den Zielverbindungen 147 und 148
untersuchen und verstehen zu kdnnen, wurde davon ausgegangen, dass groflere
Mengen der Nucleosidmonophosphate bendtigt werden wirden. Daher musste

zunachst eine geeignete Methode gefunden werden, welche zur Synthese gréRerer
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Mengen NMP fihrt. Von den zahlreichen Methoden zur Darstellung von
Nucleosidmonophosphaten soll spater nur eine einzige detailliert diskutiert werden.
Sowa und Ouchi beschrieben die Umsetzung verschiedener Nucleoside mit
Phosphorylchlorid, Pyridin und Wasser in Acetonitril.'”! Diese Synthese erwies sich

als ausgesprochen geeignet zur Darstellung grélierer Mengen an NMP.
6.2.2 Synthese und Charakterisierung von cycloSal-NDP-Prodrugs
Es soll nun zunachst auf die Synthese der Edukte flr die Kupplungsreaktion

eingegangen werden. 3-Methylsaligenylchlorphosphit 134 wurde nach einer

bekannten Synthese ausgehend von 3-Methylsalicylsdure dargestellit.

0
PCI
AN OH AN 3
X+ LiAIH,, XL OH  pyridin 0
L LA, T |
OH THF OH Et0 o™
43%
X = 3-Me; 149 X = 3-Me: 88%: 151 134
X = 5-Cl; 150 X = 5-Cl; 95%: 152

Abb. 112: Synthese der Salicylalkohole 149/150 und des Chlorphosphits 134

Die Reduktion der Sauren 149 und 150 mit Lithiumaluminiumhydrid verlief
problemlos. Die abschlielende Reinigung der Salicylalkohole 151 und 152 konnte
durch Kiristallisation aus Petrolether erreicht werden. 3-Methylsalicylalkohol 151
wurde dann nach der Standardmethode in das Chlorphosphit 134 Ubergefihrt. Um
einen Einfluss von Verunreinigungen auf die Kupplungsreaktion ausschliellen zu
konnen, wurde 134 mittels Kugelrohrdestillation gereinigt, ein Vorgehen, das sich in
der niedrigen Ausbeute von 43% niederschlug. Auf die Synthese eines
entsprechenden Chlorphosphits ausgehend von 5-Chlorsalicylalkohol 152 wurde

aufgrund spater zu nennender Erkenntnisse verzichtet.

Als weiterer Synthesebaustein wurde AZT 1 bendtigt. Dies konnte zunachst durch
Extraktion von AZT-haltigen Tabletten mit heiRem Ethylacetat gewonnen werden,
spater musste jedoch auch auf eine Synthese zurtickgegriffen werden, deren Details

sich im Experimentalteil finden.!%®!
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Abb. 113: Reaktionssequenz zur Synthese von AZT 1

Fir die Synthesen von d4TMP 159a und AZTMP 160a wurde zunachst
Phosphorylchlorid mit Pyridin und Wasser in einem bestimmten Verhaltnis zum
Tetrachlorpyrophosphat 157 umgesetzt, wobei unterstellt wird, dass Chloridionen und
Pyridin einem dynamischen Austausch unterliegen.'””? Nach der Zugabe des
Nucleosids bildete dies zunachst das Pyrophosphat-Addukt 158, welches
nachfolgend durch Zugabe von Ammoniumhydrogencarbonat zum entsprechenden
NMP zersetzt wurde.

22 d |I [l |I [l NH,4HCO
yridin, + Nudl 4 3
— P—(O)—P— NH,4)>-NMP
POClI, W C|—||3|—O—F|’—CI e Cl Il:l> (0] IT’ ONucl pH=8 (NHy),
feC ¢l O Cl
157 158

Abb. 113: Synthese von NMP nach Sowa und Ouchi

Der Einfachheit halber sind in der Reaktionsgleichung zwei Ammonium-Gegenionen
zum NMP angegeben. Das stimmt so eigentlich nicht, die Anzahl der Gegenionen ist
in diesem Fall nicht genau bekannt. Da die NMP durch Gefriertrocknung erhalten

wurden, muss von einem anteiligen Ausgasen von Ammoniak unter Protonierung der
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Phosphatgruppe ausgegangen werden. Um einen Anhaltspunkt fir die genaue
Anzahl an Gegenionen zu erhalten, wurde ein zweifach protoniertes NMP durch
Zugabe von Triethylamin neutralisiert und dann lyophillisiert. Aus den 'H-NMR-
Integralen ergaben sich im Durchschnitt 1.6 Triethylammonium-Gegenionen pro
NMP, der Rest sollten Protonen sein. Dies wurde bei der Berechnung der Ausbeuten
nicht berlcksichtigt, da der Einfluss verhaltnismaRig klein ist. Nachfolgend sind die
synthetisierten Mengen d4TMP 159a und AZTMP 160a und die Ausbeuten der

Reaktionen angegeben.

NH | NH

159a | /g 160a
® _a b

NH, ©© Fl’ o NH, ©© Fl’ o .

o} O o)

® © — ® ©

NH, NH, N,

1.6 g; 99% 1.6 g; 90%

Abb. 114: Isolierte Mengen d4TMP 159a und AZTMP 160a

Bei kleineren Ansatzen wurde auch fur AZT 1 ein quantitativer Umsatz erreicht. Die
eigentliche Schwierigkeit bei der Reaktion bestand in der chromatographischen
Reinigung. Hierzu eignete sich Umkehrphasenchromatographie an RP-18 Kieselgel
mit Wasser als Laufmittel. Als einzige Verunreinigung fielen groRere Mengen
Phosphat an, da mit einem Uberschuss an Phosphorylchlorid gearbeitet werden
musste. Dies abzutrennen gestaltete sich gerade bei groReren Mengen als
ausgesprochen schwierig, da Phosphatsalze in Dunnschichtchromatogrammen nicht
besonders gut nachgewiesen werden konnen. Bei AnsatzgroRen im Gramm-Maldstab
musste die Chromatographie bis zu dreimal durchgefuhrt werden, ein sehr
langwieriger Prozess, da nach jeder Chromatographie eine Gefriertrocknung zur
Entfernung von Wasser nétig war. Im Verlaufe der Laborarbeiten wurde auf einen
Nachweis von Phosphat durch Zugabe je eines Tropfens der einzelnen Fraktionen zu
einer 1 M Bariumacetat-Losung zuruckgegriffen. Dabei fiel Bariumphosphat als
unléslicher Niederschlag aus, die Nucleotide blieben hingegen geldst. Dies flhrte zu
der Annahme, dass die Phosphatverunreinigungen durch Fallung abgetrennt werden
konnten. Der Niederschlag war aber so feinkristallin, dass er nicht durch Filtration

entfernt werden konnte. Eine Zentrifugation wurde nicht mehr durchgefihrt, dennoch
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solite die Abtrennung von Phosphat durch Kristallisation in zukunftigen Arbeiten
weiter verfolgt werden, da sie eine erhebliche Vereinfachung der Reinigung bedeuten

wlrde.

Um die Kupplungsreaktionen zu den Zielverbindungen effektiv durchfihren zu
konnen, mussten die NMP in eine in organischen Losungsmitteln l6sliche Form
gebracht werden. Gleichzeitig sollte auf diese Weise die Nucleophilie der
Verbindungen ansteigen. Generell kann die Erhohung der Loslichkeit durch
Kationenaustausch mit lipophilen Gegenionen erfolgen. Als solche bieten sich z.B.
Tetra-n-butylammonium- oder Tetra-n-octylammonium-lonen an. Da die Verwendung
von Tetra-n-butylammonium-lonen zu einer hinreichenden Loslichkeit fuhrte, wurden
alle nachfolgenden Experimente mit ihnen durchgefuhrt. Der lonenaustausch an den
NMP sollte zunachst -wenig Uberraschend- an einer lonenaustauschsaule DOWEX
50WX8 (Tetra-n-butylammonium-Form) durchgeflhrt werden. Sehr Uberraschend
war allerdings, dass nicht einmal ansatzweise ein Austausch beobachtet werden
konnte. Dies konnte auf die schlechte WasserlOslichkeit der Tetra-n-butylammonium-
NMP zurtckzufihren sein. Da Wasser als Elutionsmittel verwendet wurde, war ein
Austausch eventuell nicht begunstigt. Daher wurden die Versuche mit
Acetonitril/Wasser-Gemischen wiederholt, nun aber war die schlechte Loslichkeit der
Ammonium-NMP in Acetonitril hinderlich. Wegen dieser ungunstigen Umstande
wurde auf ein indirektes Umsalzen zurlckgegriffen: Zunachst wurden die
Ammonium-NMP an einer protonierten lonenaustauschsaule in die H*-Form gebracht
und das wassrige Eluat mit Tetra-n-butylammoniumhydroxid-Losung bis zum
Neutralpunkt titriert und lyophillisiert. Spater wurden dann auch zwei Aquivalente der
Losung eingewogen und direkt zum NMP gegeben. Dieses Vorgehen erwies sich als
genauer, verglichen mit der Titration. Es wurde dennoch stets aus den 'H-NMR-
Spektren der Verbindungen die genaue Anzahl der Kationen bestimmt, um die
stochiometrischen Berechnungen exakt durchfuhren zu konnen. Der Austausch der
Kationen konnte durch die oben beschriebenen Durchfuhrungen in sehr guten
Ausbeuten erreicht werden, zumindest fur die Darstellung von [N(Bu)4].d4TMP 159b
und [N(Bu)4]2AZTMP 160b.
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Abb. 115: Darstellung von 159b und 160b durch Protonierung und Titration

Damit waren alle bendtigten Edukte zur Darstellung der Zielverbindungen vorhanden.
Es begann nun eine lange Versuchsreihe, bei der trotz steigender Anzahl der
Experimente nur geringe Erfolge erzielt wurden. Andererseits konnten in einem
frihen 3'P-NMR-Spektrum die vermeintlichen Produktsignale, neben zahlreichen

weiteren Signalen, identifiziert werden.

0 ] o 0
[N(Bu),,AZTMP 160b + I % 3ol g Nuel=AZT
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134
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Abb. 116: Versuch der Synthese von 148a mit der Chlorphosphitmethode

Die Synthese wurde hinsichtlich etlicher Parameter untersucht. Sowohl
Lésungsmittel,  Reaktionstemperatur  und  Aquivalentmengen, sowie das
Oxidationsmittel wurden variiert. Die Verbindungen wurden allerdings noch nicht
chromatographiert, da zunéchst anhand der *'"P-NMR-Spektren der Anteil an Produkt
148a erhoht werden sollte. Analoge Experimente wurden zur Darstellung des d4T-
Derivates 147a durchgefuhrt. Ein wesentlicher Fortschritt konnte erzielt werden,
nachdem die Hauptsignale im 31P—NMR—Spektrum einem Nebenprodukt 161 und dem

Edukt 160b zugeordnet werden konnten.

[N(Bu)4l,AZTMP 160b

Abb. 117: Hauptbestandteile der lyophillisierten Reaktionsgemische
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Diesem Ergebnis konnte nun enthommen werden, dass das hauptsachliche Problem
bei der Darstellung der Zielverbindungen in dem hohen Kristallwasseranteil der
ausgesprochen hygroskopischen Edukte 159b wund 160b lag. Obwohl die
Verbindungen mehrfach mit Pyridin coevaporiert worden waren, schien dies
Prozedere nicht fur eine hinreichende Trocknung geeignet. Die Edukte wurden daher
zwei Stunden lang in Acetonitril Uber Molsieb (0.3 nm) gelagert, dann in den
Reaktionskolben uberfuhrt, mehrfach coevaporiert und die Reaktion in Gegenwart
von Molekularsieb durchgefihrt. Auf diese Weise gelang es erstmals, das Produkt
148a in nennenswerten Mengen darzustellen. Nichtsdestoweniger waren noch
betrachtliche Mengen an Verunreinigungen im *'P-NMR-Spektrum sichtbar. Die
folgende Abbildung zeigt den Ausschnitt aus dem Spektrum, in welchem die

Produktsignale erschienen.
Verunreinigung

0|

o-P B-P

\ \
-15.0 -20.0

ppm (f1)

Abb. 118: *'P-NMR-Spektrum (Ausschnitt, 1H-entkoppel’[) von 148a

Fur jedes Phosphoratom der Verbindung wurde ein Signal erwartet, das wegen der
P-P-Kopplung zu einem Dublett aufspaltet. Da Diastereomere vorlagen, sollte ein
doppelter Signalsatz erhalten werden. Aufgrund des Phenolesters am p-P-Atom
wurde zudem eine Hochfeldverschiebung des einen Signalsatzes um etwa 10 ppm
erwartet. Im Fall des B-P-Atoms konnte eine anteilige Uberlagerung der Signale

beobachtet werden.
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Da es nun mdglich war, isolierbare Mengen des Prodrugs 148a zu synthetisieren,
sollte eine Reinigung angestrebt werden. Es wurden folgende Vorgehensweisen

erprobt:

1. Umkehrphasenchromatographie mit Wasser/Acetonitril-Gradienten (RP-18,
RP-NH>)

Praparative HPLC (RP-18)

Praparative Dunnschichtchromatographie

Silicagel-Chromatographie (Saule, Chromatotron)

Kristallisation

o0 ke nN

GroRenausschlusschromatographie (Sephadex-Phasen)

Trotz des groflen Aufwandes blieb vermehrte Erfahrung der einzige Nutzen aus
diesen Versuchen. Die Verbindungen 147a und 148a konnten nicht nennenswert
gereinigt werden, was unter anderem auf deren Labilitat in wassrigem Medium
zurlckzufihren sein konnte. Obwohl die Verbindungen in Dunnschicht-
chromatogrammen einen Spot ergaben, zersetzten sie sich bei dem Versuch
praparativer Trennungen mit organischen Lésungsmitteln an Silicagel. Da aufgrund
der verbesserten Synthese allerdings hinreichend reine *'P-NMR-Spektren erhalten
wurden und die Nebenprodukte im Wesentlichen bekannt waren, konnte eine *'P-
NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse in PBS bei pH = 7.3 durchgefuhrt
werden, die zu interpretierbaren Ergebnissen fuhrte. Im oberen $IP-NMR-Spektrum
ist der Beginn der Hydrolyse abgebildet. Man erkennt nun die Signalsatze der
Verbindung 148a sowie die Verunreinigungen 3-Methyl-cycloSal-Phosphat 161 und
geringe Mengen des Eduktes AZTMP 160b. Die weiteren Verunreinigungen konnten
nicht zugeordnet werden. Das untere Spektrum zeigt den Zustand der Hydrolyse zum
Endpunkt (nach 13 Tagen). Es wird deutlich, dass die Menge an 3-Methyl-cycloSal-
Phosphat 161 und AZTMP 160b zugenommen hat. Diese beiden Verbindungen
bilden den wesentlichen Anteil der Hydrolyseprodukte, d.h. es muss zu einem Bruch
der Phosphorsaureanhydrid-Bindung gekommen sein, woraus sich wiederum
ableiten lasst, dass Phosphat eine bessere Austrittsgruppe als Phenolat (mit diesem

Substitutionsmuster der cycloSal-Maske) ist.
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Abb. 119: 31P-NMR-spektroskopische Verfolgung von 148ain PBSpH=7.3beit=0undt=13d

Der hervorgehobene Bereich gibt Anlass zu der Annahme, dass auch geringe
Mengen an AZTDP entstanden sein konnten. Eine Integration ergab, dass dies
maximal etwa 1% AZTDP gegeniber 99% AZTMP waren. Es wurde daher im
Weiteren darauf verzichtet, cycloSal-NDP-Prodrugs mit der 3-Methyl-Maske zu
synthetisieren, da auf diese Weise eine effiziente Freisetzung von NDP nicht
gelingen kann. Man ist allerdings bei dem cycloSal-System durch Variation des
Substitutionsmusters und insbesondere der Art der Substitution in der Lage, die
Stabilitdt der Phenylphosphatester-Bindung gezielt zu beeinflussen. Bei den
cycloSal-NMP aufert sich die Labilisierung dieser Bindung in einer Verkurzung der
Hydrolysehalbwertszeit. Es galt also nun durch Akzeptorsubstitution die

Phenylphosphatester-Bindung zu labilisieren. Dann sollte untersucht werden, ob dies



Resultate und Diskussion 136

zu einer vermehrten Freisetzung von NDP fuhren wirde. Zuvor sei noch angemerkt,
dass bei den zahlreichen Experimenten zur Darstellung von 148a Uber die P(lll)-
Methode mit nachfolgender Oxidation die *'P-NMR-Spektren darauf hingewiesen
hatten, dass durch die Oxidation vermehrt Nebenprodukte entstanden waren. Es
sollte daher versucht werden, die Reaktion mit Phosphorchloridaten durchzufuhren.
Die direkte Synthese solcher Verbindungen aus den Salicylalkoholen war unbekannt,
konnte aber in dieser Arbeit entwickelt werden. Die Synthesen der einzelnen
Verbindungen sind im Anschluss an dieses Kapitel beschrieben (s. 6.2.3). Wie in
Abb. 110 gezeigt, sollte als Maske 5-Chlorsalicylalkohol zum Einsatz kommen, um zu
den Verbindungen 147b und 148b zu gelangen. Zunachst wurde die Reaktion

allerdings nur zur Darstellung von 148b verwendet.

1. Trocknung 0]

2. Pyridin, DMF, -60 °C
3. H,0, Gefriertrocknung | NH
4. 2xDOWEX 50WX8, NH,*  Cl /&

Cl
(0] 5.Gefriertrocknung \©f\? (I? N °
160b * : 6. RP-18 (MeCN/H,0) ~h—0—h—0
od ° cl)

P< I
Il "Cl 7. Gefriertrocknung o O
162 © 148D ]
8. 3xRP-18 (MeOH/H,0) ®
9. Gefriertrocknung NH, N3

Abb. 120: Synthese und Isolierung der Zielverbindung 148b

Dieses Syntheseprotokoll gibt recht genau das bislang erfolgreichste Vorgehen zur
Darstellung und Isolierung von cycloSal-NDP an. Die Durchflihrung ist im Folgenden
etwas genauer beschrieben, um eine Vorstellung von dem damit verbundenen
Zeitaufwand zu vermitteln. Zunachst musste das Nucleotid [N(n-Bu)4], AZTMP 160b
Uber Molekularsieb in Acetonitril getrocknet werden. Das Molekularsieb wurde nach 2
h entfernt und das Lésungsmittel abdestilliert. Nach mehrfachem Coevaporieren mit
Pyridin wurde der Rickstand in DMF aufgenommen und frisches Molekularsieb
zugegeben. Es wurde DMF verwendet, da die ReaktionslOosung auf -60 °C gekuhlt
werden musste. Der Losung wurde Pyridin als Aktivator und Base zugesetzt. Nun
erfolgte die langsame Zugabe von dem Phosphorchloridat 162, gelést in DMF. Nach
3 h Reaktionsdauer wurden die Losungsmittel entfernt und der Rickstand
lyophillisiert, um alle flichtigen Bestandteile vollstandig abzutrennen. Da bekannt
war, dass bei RP-18 Chromatographie Tetra-n-butylammoniumionen die Trennung

stark erschweren, sollten zunachst Ammonium-lonen eingefuhrt werden. Dazu wurde
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die Verbindung Uber Dowex 50WX8 (NH;-Form) eluiert und anschlieRend
lyophillisiert. Die Elution wurde einigermallen rasch durchgefihrt, da die
Halbwertszeit der Verbindung durch den Chlorsubstituenten erniedrigt war und in
wassrigem Medium gearbeitet wurde. Die "H-NMR-spektroskopische Analyse zeigte
einen unvollstandigen Austausch an, weswegen der Vorgang wiederholt werden
musste. AnschlieBend wurde das Gemisch an einer RP-18 Phase zunachst mit
reinem Wasser, dann mit Wasser/Acetonitril 1:1 eluiert. Bei der Verwendung von
reinem Wasser konnten zunachst unverbrauchtes Edukt 160b und 5-Chlor-cycloSal-

phosphat 163 abgetrennt werden.

Cl
0
g 163
/P\
0" [l “OH
0O

Abb. 121: Nebenprodukt 163 der Reaktion durch Reaktion von Chloridat 162 mit Wasser

Bei RP-18 Chromatographie handelt es sich um ein relativ langwieriges Verfahren.
Da auch die Analyse der einzelnen  Fraktionen durch RP-18-
Dunnschichtchromatographie erfolgte, wurden die Fraktionen in eisgekuhlten
Reagenzglasern aufbewahrt, um die Hydrolyse zu verlangsamen. Nach Vereinigung
der produkthaltigen Fraktionen musste erneut lyophillisiert werden. AnschlieRende
dreifache RP-18 Chromatographie, nun mit Wasser/Methanol 1:1 und
dementsprechend dreifache Gefriertrocknung lieferte das Produkt 148b in bislang
unerreichter Reinheit. Das *'P-NMR-Spektrum zeigte nur noch wenige
Verunreinigungen, das 'H-NMR-Spektrum wies allerdings noch Nebenprodukte auf,
so dass keine Ausbeute angegeben werden kann. Sie scheint sich aber im Bereich
von 25% zu bewegen. Wegen des komplizierten Vorgehens und der Notwendigkeit
der NMR-spektroskopischen Analyse nach jedem Einzelschritt, verstrichen von der
Synthese bis zur maximalen Anreicherung etwa 2 Wochen. Dabei sei auch noch
angemerkt, dass sich das Produkt 148b in DMSO-ds Uber Nacht vollstandig
zersetzte. Dennoch konnte auf diese Weise gezeigt werden, dass cycloSal-NDP-
Prodrugs synthetisiert und isoliert werden kénnen. In dem ESI-Massenspektrum
konnte 148b eindeutig nachgewiesen werden. Zudem konnte die
Hauptverunreinigung 163 (etwa 10%; s. Abb. 122) aus dem Massenspektrum und

dem *'P-NMR-Spektrum (5= -10.1 ppm) abgeleitet werden.
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Abb. 122: Ausschnitt aus dem 31P-NMR-Spektrum (1H-entkoppelt) von 148b in DMSO-dg

Auf ein Faktum soll noch die Aufmerksamkeit gelenkt werden: Ganz offensichtlich
enthielt die Verbindung 148b kein AZTMP 160b (& = 0.5 ppm) als Verunreinigung.
Damit konnte eine Verfalschung der Ergebnisse bei der Ermittlung der antiviralen
Daten ausgeschlossen werden.

Wegen der betrachtlichen Probleme bei der Umkehrphasenchromatographie und
Uberhaupt bei der Reinigung der cycloSal-NDP-Prodrugs, wurde noch eine weitere
Synthese untersucht, bei der auch das a-Phosphat geschutzt vorliegen sollte, um
eine normale Chromatographie an Silicagel zu ermdglichen. Dazu wurden die

nachfolgend gezeigten Verbindungen 166b und 167b dargestellt.

;a” (l)@ ') 2 Fgl—? ?@ ® NH, 5 0 " GL)N(H-ZU)‘; ﬁ
— p— i — ii —p—
o Z_O O_Z_o ) O Z ONucl O—Z—ONucl
N\ o Vel NV e NV
i) Dowex 50WX8 (H*), Pyridin, 100%; ii) Nucl = d4T; 166a; 44% Nucl = d4T 3; 166b; 87%
Nucl = d4T 3, AZT 1, DCC, Dowex 50WX8 Nucl = AZT; 167a; 69% Nucl = AZT 1; 167b; 85%

(NH,™"); iii) Dowex 50WX8 (H*), N(n-Bu),OH

Abb. 123: Synthese der Edukte 166b und 167b

Aus dem kommerziell erhaltlichen Barium-(f-cyanoethylphosphat) 164 wurde

zunachst eine Stammlésung des Pyridiniumsalzes 165 in Pyridin/Wasser durch
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lonenaustausch hergestellt. Dieser Lésung wurden die fur die Reaktionen bendtigten
Aquivalentmengen entnommen und durch mehrfaches Coevaporieren getrocknet.!'*!
Die entsprechenden Nucleoside d4T 3 und AZT 1 wurden nun zugegeben und die
Kupplung durch Zugabe von DCC gestartet.!"'” Dabei konnten beide a-geschiitzten
Nucleotide 166a und 167a in guten Ausbeuten fur die erste Durchfuhrung der
Synthese erhalten werden (44% bzw. 69%). Erneut wurden nun durch Protonierung
und anschlieRende Titration die Tetra-n-butylammoniumsalze 166b und 167b zur
Verbesserung der Loslichkeit in organischen Losungsmitteln dargestellt. Nebenbei
bemerkt ist diese Methode naturlich eine alternative Darstellungsmoglichkeit von
Nucleosidmonophosphaten. Fur gro3ere Ansatze scheint sie aber wegen der
schwierigen Abtrennung von Dicyclohexylharnstoff ungeeignet. Es wurde nun die

nachfolgende Kupplungsreaktion zunachst an dem d4T-Derivat 166b erprobt.

@
N(n-BU)4
Cl DMF, -70°C  CI
e [l e} e} 0
O—IT’—ONucI + 3 THF, 7/4 3 I

AP O/ﬁ\CI Pyridin, O/ﬁ—O—E’—ONUC'

NC (0] Toluol (0] O\/\
162 CN

Nucl = d4T 3; 166b Nucl = d4T 3; 168
Nucl = AZT 1; 167b Nucl = AZT 1; 169

Abb. 124: Versuch der Synthese von 168 und 169

Wieder wurden die Phosphatdiester vor der Reaktion grindlich wie oben beschrieben
getrocknet. Bei Durchfihrung der Reaktion mit dem d4T-Derivat 166b wurde das
Phosphorchloridat 162 Gber langere Zeit bei -70 °C in Toluol gel6st zu 166b getropft
und die Reaktionslosung noch einige Zeit bei -50 °C geruhrt. Dies war analog der
Durchfihrung zur Darstellung von dem cycloSal-NDP 148b. Nach Entfernung der
Lésungsmittel im Vakuum wurde ein 3'P-NMR-Spektrum aufgenommen, welches das
Scheitern der Reaktion offenbarte. Die zwei Hauptsignale wurden 5-Chlor-cycloSal-
phosphat 163 und dem Edukt 166b zugeordnet. Dies deutete auf eine vollstandige
Hydrolyse des Phosphorchloridates 162 hin. Da aber unter wasserfreien
Bedingungen gearbeitet worden war, konnte die Hydrolyse nur im Nachhinein
eingetreten sein. Das aber keine Reaktion der Edukte eingetreten sein sollte, schien
unwahrscheinlich. Daher wurde die Reaktion mit dem AZT-Derivat 167b unter

gleichen Bedingungen durchgefuhrt. In diesem Fall wurde die Reaktion jedoch durch
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Aufnahme von *'P-NMR-Spektren unter Schutzgasbedingungen verfolgt. Es stellte
sich heraus, dass die Zielverbindung 169 entstanden war. Dies ist in der folgenden

Abbildung gezeigt.
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Abb. 125: Ausschnitt aus dem *'P-NMR-Spektrum ('H-entkoppelt) von 169 in CDCl; unter N,

Diesem Spektrum konnte eindeutig die Entstehung von 169 entnommen werden, da
sehr charakteristische Signale hervorgerufen wurden; die Verbindung enthalt zwei
unterschiedliche P-Atome, daher sollten zwei Signale auftreten, die wegen der P-P-
Kopplung zu je einem Dublett aufspalten. Weiterhin liegt 169 als Gemisch von vier
Diastereomeren vor, so dass pro Phosphoratom acht Peaks im *'P-NMR-Spektrum
zu erwarten waren. Dies ist in der vergroBRerten Darstellung zu sehen. Bei der
Signalschar um -12 ppm fallen zwei der Signale zum zentralen Peak zusammen.
Weiterhin zeigte das Spektrum den vollstandigen Umsatz des Eduktes 167b und nur
eine gering Restmenge des Phosphorchloridates 162 an. Daraus liel3 sich ableiten,
dass die Zugabe von 1.5 Aquivalenten 162 eine exakte Dosis zum Verbrauch des
Kristallwassers und des Eduktes 167b war. Unter der Annahme, dass Teile des

Phosphorchloridates 162 von dem Kristallwasser zersetzt wurden, soll sich dem
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zweiten Signal, das mit 170 gekennzeichnet ist, zugewendet werden. Die
Vergroflerung zeigt zwei Singuletts bei etwa -23 ppm. Beide Signale sollten daher
von einem phenolisch substituierten Phosphatester stammen. Dies fuhrte zur

Postulierung folgender Nebenreaktion:

cl cl cl
\©f\? \©f\? ?
2 + HO —
P P—O—P
ol ICI)\CI o’ e

162 170

Abb. 126: Postulierte Nebenreaktion bei der Synthese von 169

Das Dimer 170 weist einige Besonderheiten auf: Es sind prinzipiell wieder vier
unterschiedliche Konfigurationen denkbar, wobei aber RS und SR aufgrund eines
Inversionszentrums meso-Verbindungen sind. Weiterhin sind RR und SS
Enantiomere, die nur ein Signal erzeugen sollten. Unter der Annahme von
magnetischer Aquivalenz der P-Atome sollte zudem keine P-P-Kopplung auftreten,
so dass insgesamt, genau wie beobachtet, 2 Singuletts erscheinen sollten. Unter
diesen Gesichtspunkten ist es sehr wahrscheinlich, dass das Dimer 170 tatsachlich
entstanden war. Nach dem Entfernen der Losungsmittel im Vakuum wurde erneut ein
3IP_.NMR-Spektrum aufgenommen. Es konnten erneut nur Zersetzungsprodukte
gefunden werden, bei denen es sich vermutlich hauptsachlich um das Edukt 167b
und das Hydrolyseprodukt 5-Chlor-cycloSal-Phosphat 163 handelte. Die Produkte
der Reaktion 169 und 170 waren also nicht luftstabil. Diese Beobachtung hatte einige
Auswirkungen auf das spater beschriebene Design von NDP-Prodrugs, da sie
nahelegte, dass zur Darstellung stabiler Verbindungen nicht alle negativen Ladungen

der Pyrophosphatbricke maskiert werden durften.

Es sollte nun noch die Hydrolyse von 5-Chlor-cycloSal-AZTDP 148b untersucht
werden, dessen Synthese in Abb. 120 beschrieben wurde. Dazu wurde die
Verbindung in 0.3 mL DMSO-ds geldst und mit 0.3 mL PBS pH = 7.3 versetzt. Die
Analyse erfolgte *'P-NMR-spektroskopisch. Der Endpunkt der Hydrolyse ist in der
folgenden Abbildung gezeigt.
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Abb. 127: *'P-NMR-spektroskopische Verfolgung von 148b in PBS pH = 7.3 beit=3d

Dieses Spektrum zeigt die Hydrolyse von 148b zu den Zersetzungsprodukten
AZTMP 160a und 5-Chlor-cycloSal-Phosphat 163. Man erkennt jedoch weiterhin die
Entstehung von AZTDP, das im Unterschied zu der Hydrolyse von 3-Methyl-cycloSal-
AZTDP 148a (s. Abb. 119, 1% AZTDP) jedoch mit einem Anteil von etwa 25%
entsteht (entnommen dem Verhaltnis der Integrale von 160abei 1 ppm und dem
AZTDP-Signal bei -9 ppm). Damit lasst sich der Hydrolysemechanismus in Abb. 128

zusammenfassen.

cl o 0
\©f\ 3 I 163 ©
o P—O—h—O0AZT N Q
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Abb. 128: Hydrolyse von 148b
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Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die Hydrolyse zur Freisetzung von AZTDP 171
durch Akzeptorsubstitution des cycloSal-Restes gezielt beeinflussen lasst. Obwohl
die Entstehung von 25% AZTDP 171 erfreulich ist, weisen die Resultate doch auf die
Grenzen der Verwendung von cycloSal-Maskierungen fur NDP hin. Naturlich ware es
mdglich, noch starkere Akzeptorsubstituenten zu verwenden, allerdings wirde man
die Hydrolysehalbwertszeit dadurch deutlich senken, was hinsichtlich der Anwendung
solcher Verbindungen als Prodrug ungunstig ware. Zudem ware mit einer weiter

erschwerten Isolierung zu rechnen.

Abschlieltend wurden die antiviralen Daten der Verbindung 148b gegentber HIV-1

und HIV-2 ermittelt. Die Ergebnisse der Tests sind in der folgenden Tabelle gezeigt.

ECso? [uM] CCso’ [ pM]
CEM/0 CEM/TK- CEM/O
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
5-Cl-cycloSal-AZTDP 148b  0.028 £ 0.017 0.01 £0.00 38120 >250
AzZT1 002540007 001120007 12£11  165:75

#50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation; °50% cytotoxische Konzentration
Tab. 6: Antivirale Profile von 148b und der Referenzverbindung AZT 1

Die Aktivitat der Referenzverbindung AZT 1 konnte durch das Prodrug 148b
reproduziert werden. Dennoch wurde ein Verlust der Aktivitat in TK-defizienten Zellen
festgestellt, was darauf hindeutet, dass die 148b aulerhalb der Zellen hydrolysierte.
Durch die Aktivitat von Phosphatasen im Inkubationsmedium sollte dann AZT 1
gebildet werden, dass in die Zelle gelangt und fur die Aktivitdt verantwortlich ist.
Obwohl die Hydrolysehalbwertszeit von 148b nicht exakt bestimmt wurde, deuteten
die Ergebnisse der $IP.NMR-Studien auf eine recht rasche Hydrolyse des Prodrugs
hin, so dass ein erfolgreiches Einschleusen in die Zelle ausbleibt. Naturlich kénnte
die Diffusion uber die Zellmembran auch durch die Polaritdt der Verbindung

eingeschrankt sein.
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6.2.3 Synthese von substituierten cycloSal-Phosphorchloridaten

Zur Synthese der im letzten Abschnitt beschriebenen Verbindungen war die
Verwendung von Phosphorchloridaten ausgesprochen hilfreich. AuRerdem wurde im
Kapitel Uber die Fluoreszenz gezeigt, dass Phosphorchloridate zur Synthese von
cycloSal-NMP mit hervorragenden Ausbeuten herangezogen werden kénnen. Dabei
wurde zundchst auf die von O. Ludek entwickelte Synthesemethode

zuriickgegriffen.['"!

OH  pCly 0 0
Pyridin P. 0] P.
- . TN 2 PETRS
OH o 0" "C Tolua - o"ie
151 134 135

Abb. 129: Synthese von 3-Me-cycloSal-phosphorchloridat 135

Es musste zunachst das Chlorphosphit 134 synthetisiert werden. Hieran schloss sich
die Oxidation mit getrocknetem Sauerstoff in Toluol an, so dass Toluol-
Stammldsungen von 135 erhalten wurden. Ein Problem bei der Synthese ist, dass
die Chlorphosphite fur die Oxidation in hoher Reinheit vorliegen mussen, so dass
eine vorherige Kugelrohrdestillation unausweichlich bleibt. Hierfur sind aber grofere
Mengen der Chlorphosphite erforderlich, einhergehend mit massiven
Ausbeuteverlusten. Weiterhin konnte die Synthese nicht auf komplexe
Salicylalkohole angewendet werden, wie sie z.B. in dem Kapitel Uber ,lock-in“-
modifizierte Pronucleotide beschrieben sind, da deren Chlorphosphite nicht destilliert
werden kdnnen. Die Synthese sollte daher Uberarbeitet und generalisiert werden. Zur
direkten Synthese von 135 aus dem Salicylalkohol 151 sollte Phosphorylchlorid
verwendet werden. Da inzwischen bekannt war, dass Pyridin und Pyridiniumsalze als
Aktivatoren bei Umsetzungen mit Phosphorchloridaten auftreten, wurde Triethylamin
als Base fur die Synthesen verwendet. Als optimal stellte sich weiterhin die
Durchfihrung der Reaktion in THF oder Diethylether bei tiefen Temperaturen heraus.
POCI; wurde im Reaktionskolben im Losungsmittel vorgelegt und eine Mischung von
einem Aquivalent Salicylalkohol und 2.1 Aquivalenten Triethylamin Uber langere Zeit
zugetropft. Nach Schlenkfiltration und Entfernung des Ldsungsmittels konnten
verschiedene Phosphorchloridate durch chromatographische Reinigung am

Chromatotron isoliert werden. Dies ist ein weiterer Vorteil der Phosphorchloridate
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gegenuber Chlorphosphiten: Sie sind luftstabil, lassen sich chromatographisch
reinigen und liegen oft als gut dosierbare Feststoffe vor. Die nachfolgende Abbildung

gibt eine Ubersicht der durchgefiihrten Reaktionen.

X =3-Me; 151 X = 3-Me; 135; 62%

X = 5-Cl; 152 Oy Ton PO O X=5C162 81%

X = 5-CHO; 172 L TEA | _P__ X=5-CHO; 174; 93%

X = 5-(POM-prop); 68d OH  EtO O U Cl X = 5(POM-prop); 175; 64%
X = 5-NO,: 173 THF X = 5-NOy; 176; 92%

Abb. 130: Neue Synthese von cycloSal-Phosphorchloridaten

Die Zielverbindungen konnten in guten bis hervorragenden Ausbeuten in hoher
Reinheit dargestellt werden. Auf die Vorteile dieser Verbindungen bei Synthesen
wurde bereits hingewiesen. Die Maoglichkeit ihrer direkten Darstellung aus den
Salicylalkoholen unter Tolerierung verschiedener funktioneller Gruppen (z.B. 172,
68d) ist daher Uberaus erfreulich. Die Tendenz der Phosphorchloridate zu

kristallisieren, konnte fur 162 zur Ermittlung der Kristallstruktur ausgenutzt werden.

z 1050
L s::e:% B\ oy
15T - v 1\,
e 7 A i } v/
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Abb. 131: Kristallstruktur von racemischem 5-Chlor-saligenyl-phosphorchloridat 162

Bei einigen Verbindungen versagte die Synthese allerdings, z.B. konnte sie nicht zur
Darstellung von Aminosaure-Ester-modifizierten Phosphorchloridaten herangezogen
werden, da diese bei tiefen Temperaturen in THF unléslich waren. Weiterhin ist es
bislang nicht gelungen, mehrfach substituierte Phosphorchloridate (s. Abb. 132)

darzustellen, wobei der Grund hierflir unklar ist.
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Abb. 132: Fehlgeschlagene Synthesen

Abschlieend soll noch auf eine letzte Besonderheit der Phosphorchloridate
hingewiesen werden: Man kann sie nicht nur als phosphorylierende Reagenzien
einsetzen, sondern weitergehende Umsetzungen an ihnen vornehmen. Dies konnte
fur spatere Arbeiten von Interesse sein. Die nachfolgende Reaktion wurde nur einmal
und ohne Optimierung in einem kleinen Ansatz durchgeflihrt, daher scheint eine
Verbesserung der Ausbeute noch moglich. Die Acylal-Modifikation soll hier nicht

diskutiert werden, ihr Zweck kann aber weiterfUhrender Literatur entnommen

werden. !
0
OI 174 iBu,0, ZrCl, %o 180
MeCN
¢ 7% 0 0

|
P
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Abb. 133: Darstellung von Acylal 180

Die Umsetzung erfolgte mit iso-Buttersdureanhydrid in Gegenwart von
Zirkoniumtetrachlorid in Acetonitril als Lésungsmittel. Interessant ist, dass die

Phosphoryleinheit hier gleichsam als Schutzgruppe auftritt.
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6.3 Entwicklung eines NDP-Prodrugs auf Basis des Bis-(AB)-Systems

In den letzten Abschnitten dieses Kapitels ist auf die grol3en Probleme bei der
Entwicklung eines NDP-Prodrug-Konzeptes hingewiesen worden. Mit dem cycloSal-
System konnte eine maximale Freisetzung von 25% NDP erzielt werden. Dass dies
kaum ausreicht, um von einem effizienten System zu sprechen, muss hier nicht
diskutiert werden. Dennoch waren die Synthesen nicht vergebens, da zum Einen viel
uber die Handhabung hochpolarer und amphiphiler organischer Verbindungen
gelernt wurde, zum Anderen liel3en sich einige Schlussfolgerungen zur Steigerung
der Effizienz einer NDP-Freisetzung ziehen.

Aus den bisherigen Ergebnissen wurde abgeleitet, dass eine Hydrolysekaskade, die
uber eine Reaktion am pP-Atom eingeleitet wird, kaum geeignet ist, effizient das
NDP freizusetzen. Dies liegt darin begrindet, dass so stets auch die Hydrolyse der
Anhydridbindung eingeleitet werden kann, und die Hydrolyse eines Anhydrids ist ein
exothermer Prozess. Fur die weiteren Arbeiten bedeutete dies: Verwende ein
System, bei dem die Hydrolysekaskade entfernt vom P-Atom eingeleitet wird.

Im Kenntnisstand sind einige Prodrug-Systeme aufgelistet und beschrieben, bei
denen eine enzymatische Reaktion an der Maskierungsfunktion die
Hydrolysekaskade einleitet. Damit verbunden ist gleichsam ein immanenter ,lock-in“-
Effekt. Ob dies ein Vorteil ist, soll hier nicht erortert werden. Immerhin konnten solche
Pronucleotide prinzipiell durch einen intensiven first-pass Metabolismus inaktiviert
werden, aber so weitreichende Untersuchungen konnten im Rahmen dieser Arbeit
nicht durchgefuhrt werden. Die Wahl der zu verwendenden Maske fiel schliel3lich auf
Bis-Acyloxybenzyl-Ester (Bis(AB)-Pronucleotide), da die bislang erarbeiteten
Synthesemethoden Ubertragbar schienen und weiterhin, da das System flexibel im
Hinblick weiterfuhrender Modifikationen zur Einstellung der Hydrolysehalbwertszeit
und Lipophilie ist. In der folgenden Abbildung ist die Leitstruktur von BAB-

Nucleosiddiphosphat-Prodrugs und deren Hydrolysemechanismus gezeigt.
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Abb. 134: Postulierter Hydrolysemechanismus von BAB-NDP-Prodrugs

H

NDP

Im ersten Schritt erfolgt die Aktivierung von 181 durch vermehrt intrazellular
vorkommende Esterasen. Dies fuhrt zu einer Umpolung des Akzeptorsubstituenten in
einen starken Donorsubstituenten, der para-standig zum Benzylester angeordnet ist.
Verbindung 182 ist daher instabil und zerfallt spontan in das Hydrolyseprodukt 183
und das Chinonmethid 20, dessen Folgereaktionen im Kenntnisstand erlautert
wurden. Eine Wiederholung dieser Kaskade an der zweiten Maskierung resultiert
schlieBBlich in der Freisetzung des NDP.

Die Besonderheit dieses Systems besteht darin, dass die enzymatische Reaktion
durch einen Spacer von der Pyrophosphatbriicke isoliert ist. Dies ist wichtig, da zwei
Aquivalente der Maske abgespalten werden miissen und aus Untersuchungen mit
NMP-Prodrugs, z.B. POM-Nucleotiden, bekannt war, dass die zweite Hydrolyse
deutlich langsamer ablauft.®**"* Dies wurde mit einer repulsiven Wechselwirkung
der freigewordenen Ladung am P-Atom mit dem Enzym begriindet. Da bei den BAB-
NDP-Prodrugs bereits eine Ladung vorhanden ist und eine weitere bei der
Abspaltung der nachsten Maske hinzukommt, sollte dieser Spacer zu einer
Affinitatssteigerung der Intermediate 183 fuhren. Zudem kann Uber die Reste R die
Hydrolysegeschwindigkeit, Enzymaffinitat und Polaritat gezielt beeinflusst werden, es
handelt sich daher um ein sehr variables System. Die Synthese und
Charakterisierung dieser ausgesprochen interessanten Verbindungen soll nun

beschrieben werden.
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6.3.1 Zielverbindungen und Synthesestrategie

Um den Einfluss der Acyl-Modifikation auf Halbwertszeit und Polaritat zu
untersuchen, sollte eine Vielzahl verschiedener Ester an der phenolischen OH-
Gruppe eingefuhrt werden. Weiterhin sollte der Einfluss des Nucleosides untersucht
werden. Es sollten zunachst BAB-NDP-Prodrugs unterschiedlicher Ester (184, 185)
mit d4T 3 und AZT 1 dargestellt werden. Die am besten geeignete Maske sollte dann
zur Synthese an weiteren Nucleotiden erprobt werden. Weiterhin sollte versucht

werden, die monosubstituierten Intermediate 186 und 187 zu isolieren.

X, :

0]
R=Me, Nucl=d4T; 184a O)J\R
R=i-Pr, Nucl=d4T; 184b
R=t-Bu, Nucl=d4T; 184c
R=heptyl, Nucl=d4T; 184d
I

R=Ph, Nucl=d4T; 184e

—h— P Nucl ’ ’ o
O~R—ONuel - o _Me, Nuci=AZT; 185a I
o R=i-Pr, Nucl=AZT; 185b O—P—0—H—0ONucl
® Kat R=t-Bu, Nucl=AZT; 185c & 9
R=heptyl, Nucl=AZT; 185d Orat  DKat
R=Ph, Nucl=AZT; 185e
R=Me, Nucl=AZT; 186
R=Ph, Nucl=d4T; 187
0

Abb. 135: Zielverbindungen 184a-e und 185a-e sowie die Intermediate 186 und 187

An dieser Stelle soll noch rasch eine Nomenklatur fur die Verbindungen eingefluhrt
werden. Generell werden die Namen der Verbindungen wie folgt gebildet: Bis-(4-
AcyloxyBenzyl)NucleosidDiPhosphat, also BAB-NDP. Das entsprechende Gegenion
wird vor den Namen gesetzt, z.B. Ammonium-BAB-NDP. Nun sollen die

unterschiedlichen Acylreste gekennzeichnet werden. Hier soll so vorgegangen

werden:
Bis-(4-AcetoxyBenzyl)NDP: BAB-NDP;
Bis-(4-1so-butyryloxyBenzyl)NDP: BIB-NDP;

Bis-(4-PivaloyloxyBenzyl)NDP: BPB-NDP;
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Bis-(4-OctanoyloxyBenzyl)NDP: BOB-NDP;
Bis-(4-BenzoyloxyBenzyl)NDP: BBB-NDP.

Fir die entsprechenden monosubstituierten NDP (z.B. 186 und 187) soll gelten:
(4-AcetoxyBenzyl)NDP: AB-NDP; usw.

Es muss nun vorweg gegriffen werden: Die Maske mit den besten antiviralen
Eigenschaften war leider nicht gleich der Maske mit dem besten Hydrolyseprofil. Dies
war zur Zeit der Synthesen aber noch nicht bekannt, weswegen eigentlich die
ofalsche® Maske an weiteren Nucleosiden erprobt wurde. Dennoch fuhrte ihre
Verwendung letztlich zur Aufklarung konkurrierender Spaltungsmechanismen. Daher
muss ihre Darstellung im Nachhinein nicht bedauert werden. Folgende Verbindungen

sollten synthetisiert werden:

qep (C
H& .o L

Qe 9 0
0—P—0—P—0 0—p—0—p—0

| |

o q SRS

®Kat @Kat
o)
o) R=Me; 188 0O 190
R=i-Pr: 189

e} O
Abb. 136: Zielverbindungen 188-190

Die Verwendung von BVdU 11 ergibt sich aus einer Beobachtung, die bereits im
Kenntnisstand beschrieben worden war: Bei dem Aufbau von BVAUTP ist fur die
ersten beiden Phosphorylierungen eine virale Kinase zustandig. Es gibt ein mutiertes
Herpes-Simplex-Virus (B 2006), bei dem eine virale TK-Defizienz vorliegt.’”! Bei
Infektion von Zellen mit B 2006 verlieren sowohl BVdU 11, als auch entsprechende
BVdUMP-Prodrugs ihre Aktivitat, weswegen ein BVdUDP-Prodrug synthetisiert

werden sollte. Eine Aktivitat gegenuber B 2006 ware ein direkter Beweis der
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intrazellularen Freisetzung von BVAUDP. Da bei der Synthese vermutlich die 3°-OH-
Gruppe ohnehin geschutzt vorliegen miusste, sollte eine biodegradierbare
Schutzgruppe verwendet werden, so dass nicht noch ein weiterer
Entschitzungsschritt nétig werden wiirde. Diese Uberlegungen flihren zu den BBB-
BVdUDP 188 und 189. Damit ware das Konzept auch auf antiviral aktive Nucleoside
mit 3'-OH-Gruppe anwendbar. Eine weitere Generalisierung des Konzepts sollte
durch die Verwendung eines Purin-Nucleosides erreicht werden. Der Nucleosidanteil
des BBB-carba-iso-ddADP 190 ist das intrinsisch fluoreszierende carbocyclische
Nucleosid carba-iso-ddA 130. Die Verwendung eines carbocyclischen Nucleosides
soll damit begrindet werden, dass flr die Synthese der NDP-Prodrugs die
entsprechenden NMP bendtigt wurden. Da mit der Methode nach Sowa und Ouchi
sehr gute Erfahrungen gemacht worden waren, sollte sie auch hier zum Einsatz
kommen. Weil aber dd- und d4-Purine in saurem Milieu oft schnell depuriniert
werden,"""? wurde auf das in grollen Mengen schnell darstellbare carbocyclische
Nucleosid 130 zurlickgegriffen. BBB-carba-iso-ddADP 190, welches Ubrigens alle
drei  Teilaspekte  dieser  Dissertation  vereint, sollte  dann mittels

Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden.

Obwohl die Ergebnisse des letzten Abschnittes darauf hindeuteten, dass eine
vollstandige  Maskierung der Pyrophosphatbricke zu einer erheblichen
Destabilisierung der Molekule fuhrt, sollte dennoch nochmals versucht werden, eine

solche Verbindung darzustellen.
191

(IDI I
P Od4T
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Abb. 137: Zielverbindung Tris-(4-Acetoxybenzyl)d4TDP 191

Die retrosynthetische Analyse fuhrt, ahnlich den cycloSal-NDP, zu einer Synthese

der Pyrophosphatbricke im letzten Schritt.



Resultate und Diskussion 152

M L
103 9
181 )J\
o~ R
0 T o 194

P ONucl

P
O
OH
Nucleosid U'
HO
g e
0] 0]

21
OH

Abb. 138: Retrosynthetische Analyse von BAB-NDP-Prodrugs 181

FUr die Kupplung wirden also erneut NMP bendtigt werden, die bekanntlich aus den
Nucleosiden zuganglich sind. Als Reaktionspartner flr diese Reaktion sollten
verschiedene Phosphoramidite 192 dargestellt werden. Zu deren Synthese bendtigt
man das P(lll)-Reagenz 194 und entsprechende Phenylester 193, die wiederum aus
para-Hydroxybenzylalkohol 21 durch Acylierung darstellbar sein sollten. Ein
ahnliches, wenn auch Ileicht komplexeres Vorgehen, sollte zu Tris-(4-
Acetoxybenzyl)d4TDP 191 fuhren. Die AB-NDP sollten durch selektive Hydrolyse
dargestellt werden.

6.3.2 Synthese von BAB-NDP-Prodrugs

Wie in der retrosynthetischen Analyse dargestellt, wurden zunachst etliche Edukte fur
die Kupplungsreaktionen bendtigt. Deren Synthese soll nun im Folgenden
beschrieben werden. Zunachst wird auf die Synthese der verschiedenen Phenylester
193 eingegangen. Obwohl in der Literatur gelegentlich die Angst geschlrt wurde,
eine selektive Acylierung von 4-Hydroxybenzylalkohol 21 mit Saurechloriden sei nicht
moglich, wurde es dennoch versucht, da die literaturbekannten milden
Acylierungsmittel  selbst erst synthetisiert werden missen!">"% Da 4-
Hydroxybenzylalkohol 21 in grollen Mengen sehr glnstig erworben werden kann,
wurden Nebenreaktionen in Kauf genommen. Es stellte sich heraus, dass dies das

richtige Vorgehen war.
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H
OH OR2 o
Saurechlorid R = Me; 195a; 64%
TEA g . R =iPr; 195b; 77%
THF R = tBu; 195c; 70%
o1 R = heptyl; 195d; 57%
OH OR’ O\H/R R = Ph; 195¢; 70%
o

R' = Acyl; R? = Acyl; 196a
R' = H; R = Acyl; 196b
R'=H;R?=H; 21

Abb. 139: Produkte der Acylierung von 21

Um eine hohe Selektivitat zu erreichen, wurde bei 0 °C gearbeitet und genau ein
Aquivalent Triethylamin zur Deprotonierung der phenolischen OH-Gruppe
zugegeben. Weiterhin wurden nur 1.1 Aquivalente S&urechlorid verwendet. Die
mdglichen Verunreinigungen in dem Produktgemisch sind Edukt 21, sowie das
doppelt acylierte Produkt 196a und der Benzylester 196b. Dennoch konnten
durchweg gute Ausbeuten um 70% fur die Phenylester 195a-e erzielt werden. Das
liegt daran, dass die Verunreinigungen recht leicht abgetrennt werden konnen. Die
Extraktion mit Natriumhydrogencarbonat-Lésung entfernte die Verunreinigungen 21
und 196b. 196a konnte leicht durch Chromatographie oder Kristallisation abgetrennt
werden. Auf diese Weise gelang es, die Ester 195a-e im Multigramm-Malstab

darzustellen.

Nun musste das Dichlorophosphoramidit 194 synthetisiert werden. Dies gelang durch
Umsetzen von Phosphortrichlorid mit DIPA in Diethylether und anschliel3ende
Schlenkfiltration.

DIPA :

PCl; —o—> P—N 194

0,
93% o >

Abb. 140: Synthese des Dichlorophosphoramidits 194

Aus diesen Edukten konnten nun die verschiedenen Phosphoramidite dargestellt

werden. Die Reaktionen wurden in THF mit Triethylamin als Base durchgefihrt.
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@) R R =Me; 197a; 75%
o 194 A Y R = iPr; 197b; 54%
+ P—N(Pr), ——> /N R =tBu; 197c; 67%

THF

Cl O—Fl’ R = heptyl; 197d; 52%
o R = Ph; 197¢; 53%
OH
R = Me; 195a
R = iPr; 195b
R = tBu; 195c o R
R = heptyl; 195d \n/
R = Ph; 195e o

Abb. 141: Synthese der Phosphoramidite 197a-e

Die Phosphoramidite konnten nach der Reaktion am Chromatotron gereinigt werden
und kristallisierten bei guter Trocknung im Vakuum und langerer Lagerung bei
-26 °C, was in den spateren Kupplungsreaktionen die Dosierung erleichterte. Die
Ausbeuten lagen zwischen 52% und 75%. Nebenprodukte wurden nicht isoliert, da
diese selbst mit reinem Methanol nicht vom Kieselgel eluiert werden konnten.
Immerhin konnte diese Reaktion genutzt werden, um von den Amiditen Mengen um

zwei Gramm zu erhalten.

Es sollten nun noch die entsprechenden NMP synthetisiert werden. Zuvor mussten

bei BVdU 11 entsprechende 3’-O-Acyl-Schutzgruppen eingeflihrt werden.

Br: 0
Y* (T
O |||)
O. ~ TBDMSO. ~
i) TBDMS-CI, Pyridin; ii) Sdureanhydrid \”/
iil) TBAF, THF R = Me, 198; 97% R = Me, 200; 88%
R =iPr, 199; 100% R =iPr, 201; 77%

Abb. 142: Synthese 3"-O-acylierter BVdU-Derivate 200 und 201
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Die Schritte i) und ii) konnten in einer Eintopfreaktion durchgefuhrt werden, d.h.
zunachst wurde BVdU 11 in Pyridin an der 5-OH-Gruppe mit TBDMS blockiert.
Nachdem das DC die vollstandige Umsetzung anzeigte, wurden der Reaktionslosung
die entsprechenden Saureanhydride zugefugt. Beide Zwischenprodukte 198 und 199
konnten in quantitativen Ausbeuten chromatographisch isoliert werden. Die
Entschitzung zu den 3’-O-Acyl-BVdU-Derivaten 200 und 201 gelang mit TBAF in
THF mit sehr guten Ausbeuten.

Es waren nun alle bendtigten Nucleoside zur Phosphorylierung vorhanden. Die
Synthese der BVdU-Derivate 200 und 201 wurde eben, die Synthese von carba-iso-
ddA 130 im Kapitel uber die Fluoreszenz beschrieben. Weiterhin wurde die Methode
nach Sowa und Ouchi bereits an AZT 1 und d4T 3 erprobt. Um die breite
Anwendbarkeit zu demonstrieren, wurden noch carba-iso-d4A 128 und dm°K 110a
zu den entsprechenden Monophosphaten umgesetzt. Die Isolierung erfolgte stets
Uber RP-18 Chromatographie mit Wasser als Laufmittel (bei den BVdU-Derivaten
war der Zusatz von etwas Acetonitrii notwendig). Es wurden stets die

Ammoniumsalze isoliert.

o)
NH
T L8 I
(0] N (@] 7

I | 0 N™ SN NH,

90— _o 0—P—0 o

(I) o 0—P—0
o 0O O €] ° 0
N3
159a; 99% 160a: 90% 202a; 92%
0
Br:
T NH NN
| /g | /& </N | N

Pl N0 ﬁ N 0 N NANH
G)O—Fl’—O @O—IT—O @o—||3|_o 2

©0 © 00 o |

e} (@)

o) R OH
\[(l/ 205; 100% 206a; 47%

R = Me, 203a; 8%
R = iPr, 204a; 43%

Abb. 143: Darstellung von Nucleosidmonophosphaten, Gegenionen: Ammonium
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Erneut stellte sich der hohe Wert dieser Methode heraus. Lediglich bei der Synthese
von Diammonium-carba-iso-d4AMP 206a lag die Ausbeute nur bei 47%. Im Fall der
BVdUMP-Derivate 203a und 204a trat wegen der sauren Reaktionsbedingungen
eine anteilige Spaltung der Schutzgruppe zu BVAUMP auf. Die Trennung der
Produktgemische gestaltete sich ausgesprochen schwierig, da sich die R-Werte nur
geringfligig unterschieden. Die zahlreichen Mischfraktionen wurden verworfen,
nachdem genugend reines Produkt isoliert worden war. Dennoch ist die Synthese
geeignet, verschiedenste NMP darzustellen. Dabei wird selektiv die 5-OH-Gruppe
phosphoryliert (s. 205) und auch exocyclische Aminogruppen werden toleriert (s.
202a, 206a).

Nun mussten die entsprechenden Bis-(tetra-n-butylammonium)-Salze der
Verbindungen dargestellt werden. Die unterschiedlichen Vorgehensweisen hierzu
sind auf Seite 131 beschrieben worden. Die nachfolgende Abbildung gibt die

Ausbeuten des lonenaustausches durch Protonierung und Titration wieder.

Nucl = AZT; 160b; 100%

® N(nBu), o 1 Nucl = d4T; 159b; 95%
O—P—ONudl Nucl = 3’-0-Ac-BVdU; 203b; n.b"
ecl) Nucl = 3-0-iBu-BVdU; 204b; 85%
® Nucl = carba-iso-ddA; 202b; 0%
N(nBu), Nucl = carba-iso-d4A; 206b; 0%

Abb. 144 lonenaustausch an NMP durch Protonierung und Titration; " nicht bestimmbar

Wie bereits beschrieben, war diese Methode fur AZTMP 160a und d4TMP 159a von
Erfolg gekront und auch zur Darstellung von 204b aus 204a durchaus geeignet. Da
die Ausbeuten stets fur zwei Gegenionen angegeben sind, erklaren sich die leichten
Verluste, weil teilweise auch nur bis zu 1.7 Gegenionen ausgetauscht wurden. Die
Synthese von 3°-O-Ac-BVAUMP 203b ist als Sonderfall zu betrachten, da der
lonentausch zwar gelang, bei der Bestimmung der Anzahl an Gegenionen im 'H-
NMR-Spektrum allerdings eine langsame Zersetzung uber Nacht festgestellt werden
konnte. Dies bedeutet, dass das zweifach deprotonierte NMP 203b basisch genug
ist, die Hydrolyse der Acetylgruppe einzuleiten. Nach beendeter Hydrolyse wurde das
Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt. Auf diese Weise wurde die
entstandene Essigsaure abgetrennt. Nun wurde erneut ein 'H-NMR-Spektrum

aufgenommen. Aus diesem Datensatz konnte die Zersetzung von 203b zu BVdUMP
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nachgewiesen werden. Sehr schon sieht man bei diesem Experiment auch die
Umwandlung von 203b zu BVAUMP an dem H-6-Proton der Nucleobase (ca. 8 ppm).
Im oberen NMR hat die Zersetzung bereits begonnen, im unteren ist sie fast

vollstandig abgeschlossen.

Acetyl/HOAc
203b

BVdUMP

b wa (R

8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (t1)

Abb. 145:; Zersetzung von 203b zu BVdUMP

Da die Zersetzung nicht ausgesprochen schnell verlief, sollte 203b dennoch fir
weitere Umsetzungen verwendet werden, frisch dargestellt aber ohne die
zwischenzeitliche Bestimmung der Gegenionenanzahl im "H-NMR-Spektrum.

Bei der Synthese von den Bis-(tetra-n-butylammonium)-Salzen der carbocyclischen
Nucleoside 202b und 206b versagte die Methode der Protonierung und Titration
vollstandig. Die NMR-Spektren der Produktgemische waren derart komplex, dass
eine Analyse unmaoglich war. Zudem wurden nur Bruchteile der eingesetzten Massen
der NMP 202a und 206a von dem lonentauscher eluiert. Das war insofern
bedauerlich, als durch diese Methode samtliche Reserven an dem carba-iso-d4A-
Derivat 206a auf einen Schlag vernichtet waren. Fur das Umsalzen von 202a musste
daher anders vorgegangen werden: Da es sich um ein Ammoniumsalz handelt,

wurde die direkte Zugabe von zwei Aquivalenten N(n-Bu);OH probiert. Die
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Uberlegung hierbei war, dass durch die Hydroxidionen die Ammoniumionen
deprotoniert werden und Ammoniak und Wasser im Vakuum der Lyophille ausgasen.
Da die N(n-Bu)s-Kationen hingegen nicht flichtig sind, sollte so auf direkte Art das

Umsalzen erreicht werden.

N AN
® N N
NH,4 </ | /)\ ®N(nBu)4 {ﬂ
0 N SN SNH,  N(Bu),OH o N~

e | Gefriertrocknung I
0—P—0 - ©
o0 el

NH,4 202a ® N(nBu),

Abb. 146: Direktes Umsalzen von 202a zu 202b

Der lonentausch konnte auf diese Weise erfolgreich durchgeflhrt werden. So wurde
aus der Not eine Tugend, da ein weiterer Schritt auf dem Weg zu BAB-NDP-
Prodrugs eingespart werden konnte. Diese Methode des Austausches konnte auch
bei anderen Nucleotiden angewandt werden.

Ein anderes Nucleosidanalogon, das flr weitere Umsetzungen untersucht werden
sollte, ist das acyclische Phosphonat PMEA 207a, das freundlicherweise von Ulf
Gorbig zur Verfugung gestellt wurde. Bei der erfolgreichen Synthese eines Prodrugs
auf Basis von PMEA 207a, wurde das Spektrum der Anwendbarkeit von Bis(AB)-

Maskierungen betrachtlich erweitert werden.

NH, NH,
N A @ N
N AN
</ | N(nBu), </ | N

o NP J

i ] N N(nBu),OH ﬁ /\'I\l N
Ho—F|>/\o 98% © o—||=/\o

OH o)

207a @ © 207b
N(nBU)4

Abb. 147: Synthese des PMEA-Salzes 207b

Die Umsetzung erfolgte durch einfache Titration der Saure 207a mit N(n-Bu);OH-
Losung, anschliefiende Gefriertrocknung und gelang quantitativ.

Damit waren die verschiedenen Synthesebausteine fir die Darstellung
unterschiedlicher BAB-NDP-Prodrugs vorhanden. Es galt jetzt noch, das Edukt fir
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die Synthese des dreifach substituierten Prodrugs Tris-(4-Acetoxybenzyl)d4TDP 191
aufzubauen. Hierzu wurde eine bekannte Synthesesequenz bis zum Salz 209a
durchgefiihrt.["®!

o
1) Amidit 197a NH
DCI, THF 5 NH
2)BUOOH O Lil
#T8 3%~ o— ‘ —o Aceton o 0
I o o—ﬁ—o
) o) O

Kat _—

Kat= Li; 209a; 55%

Kat= N(nBu),; 209b; 93% =-——
at=N(nBu), ° " Dowex H*
N(nBu),OH

Abb. 148: Synthese des Edukts 209b

Im ersten Schritt wurde d4T 3 mit dem Amidit 197a durch Zugabe von
Dicyanoimidazol (DCI) gekuppelt und anschlieBend mit tert-Butylhydroperoxid
oxidiert. Es konnte eine Ausbeute von 53% erzielt werden. Die selektive Abspaltung
nur einer Maskierung gelang durch Zugabe von einem Aquivalent Lithium-lodid zu
208, gelost in Aceton. Das Produkt 209a kristallisierte nach Zugabe von
Aceton/Hexan aus und konnte durch Filtration gereinigt werden. Hierin liegt auch der
Grund fur die etwas geringe Ausbeute von 55%, da nur etwa 140 mg des Edukts 208
eingesetzt worden waren. Bei der Filtration ging dann einiges an Produkt 209a im
Filterpapier verloren. 55 mg des Produktes wurden nachfolgend durch Protonierung
und Titration in das Tetra-n-butylammoniumsalz 209b Ubergefihrt, genug also fur

eine Kupplungsreaktion.

Die Synthese und Reinigung der BAB-NDP-Prodrugs war eine echte
Herausforderung, konnte aber gemeistert werden. Da eine Vielzahl verschiedener
Verbindungen erzeugt werden sollte, wurde keine der Reaktionen optimiert. Vielmehr
wuchs bei jeder Synthese das Wissen um bestimmte Stolpersteine, weshalb bei
spateren Ansatzen bessere Ausbeuten und hdhere Reinheiten erzielt werden

konnten. Die einzelnen Vorgehensweisen sind detailliert im Experimentalteil
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aufgeflhrt, es sollen bei der Beschreibung der verschiedenen Reaktionen daher nur
grolkere Fortschritte akzentuiert werden. Zunachst wird die Synthese der d4T-
Derivate 184a/c-e beschrieben. Das Derivat 184b wurde aus Zeitgrinden nicht mehr

dargestellt, 184c wurde bereits von Tillman Schulz synthetisiert.

B
@)
NH
® N(nBu), \fl
1) DCI, MeCN ” ” N 9]

0]
e) [l + Amidit 2)-25 °C, +tBuOOH
O F|) Od4aT midl 3) Aufarbeitung

—P—0—P—

o o O
o0 197a —

(0]

® 197c-e
N(nBu),

159b R=Me, 184a; 10%

R=t-Bu, 184c; 30%
R=heptyl, 184d; 65%
R=Ph, 184e; 33%

Abb. 149: Synthese der Zielverbindungen 184a/c-e

Als erste Verbindung wurde Ammonium-BAB-d4TDP 184a dargestellt, daher
verwundert die Ausbeute von 10% nicht unbedingt. Zur Synthese der Verbindung
sollte das Nucleotid 159b mehrere Stunden Uber Molsieb 0.3 nm in Acetonitril
getrocknet werden, praktischerweise sollte dies in einem mit Molsieb befullten
Tropftrichter auf dem Reaktionskolben geschehen, von dem die getrocknete Losung
in den Kolben abgelassen werden kann. Bei der Synthese von 184a wurde dieser
Schritt allerdings ausgelassen, wohl ein Grund fir die niedrige Ausbeute.
Nachfolgend sollte das Nucleotid 159b mehrfach mit Acetonitril coevaporiert werden,
bis ein farbloser Schaum entstanden ist. An diesem Punkt sollten der Inhalt des
Kolbens durch Wiegen bestimmt und die einzusetzenden Mengen der Reagenzien
berechnet werden. Bei der Synthese von 184a wurden noch 1.0 Ag. Amidit 197a
eingesetzt, als guter Wert stellten sich hinterher 1.6 bis 2.0 Aquivalente heraus.
Weiterhin wurden die Ausbeuten besser, wenn das Amidit in zwei Chargen
zugegeben wurde, etwa eine halbe Stunde nach der ersten Zugabe sollte die zweite
Zugabe erfolgen. Vom DCI sollten stets 0.1 Aquivalente mehr als vom Amidit

verwendet werden, bei portionierter Zugabe des Amidits sollte auch DCI portioniert



Resultate und Diskussion 161

werden. Die Kupplungsreaktion erfolgte relativ schnell, nach etwa 30 min war das
Amidit verbraucht. Die Oxidation erfolgte durch Zugabe von tert-Butylhydroperoxid
bei -25 °C und zwar stets der Menge an zugegebenem Amidit entsprechend. Mit
diesem Protokoll lassen sich die einzelnen Verbindungen recht verlasslich in
Ausbeuten zwischen 30% bis 50% darstellen, was fur diese komplexen
Verbindungen ein grolder Erfolg ist. Oftmals war die Reaktionsausbeute wesentlich
besser, aber bei der Reinigung mussten zahlreiche Mischfraktionen verworfen
werden. Der Hauptgrund hierfur ist ein Nebenprodukt der Reaktion, das im Fall der

ersten Synthese von 184a isoliert und charakterisiert wurde.

Abb. 150: Nebenprodukt BAB-Phosphat 210

Diese Nebenprodukte entstanden in allen Reaktionen. Je groRer der Uberschuss an
Phosphoramidit, desto groRer waren auch die Mengen des Nebenproduktes. In
manchen Fallen war die Abtrennung durch RP-18 Chromatographie ausgesprochen
schwierig, weswegen auch andere Trennmethoden untersucht wurden. Es fuhrten
aber weder Normalphasenchromatographie, GréRenausschlusschromatographie,
Extraktionen noch Kristallisationsversuche zum Ziel. Es war daher manchmal von
Vorteil, geringere Mengen Amidit einzusetzen, da sich unverbrauchtes Edukt
wesentlich leichter abtrennen liel3, als z.B. das Nebenprodukt 210. Bei der Synthese
von 184d wurde eine Ausbeute von 65% erzielt, allerdings waren hier noch etwa 5%
des entsprechenden Zersetzungsproduktes BOB-Phosphat enthalten. Das st
dennoch eine beachtlich hohe Ausbeute, die zeigt, dass die schrittweise
Reaktionsoptimierung ausgesprochen erfolgreich war. Ein geeignetes Vorgehen zur
Reinigung, das sich in vielen Fallen als erfolgreich herausstellte, soll nun kurz
skizziert werden. Es scheint aber so zu sein, dass jede Verbindung ihre eigene
Behandlung bendtigt, so dass dies nur als grobe Richtschnur zu betrachten ist.

Nach dem Ende der Reaktion sollte das Reaktionsgemisch bei hinreichend kleinem
Lésungsmittelvolumen (ca. 1.5 mL Acetonitril) direkt auf eine RP-18 Umkehrphase

gegeben werden, die mit einem Gemisch aus Wasser und Methanol 1:1 konditioniert
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ist. Die Elution mit Wasser/Methanol 1:1 entfernt zunachst nicht umgesetztes
Nucleotid und DCI. Nachdem diese beseitigt sind, sollte schrittweise der
Methanolanteil erhoht werden. Wenn Mischfraktionen erhalten werden, sollten diese
tber Dowex (NH;") in das entsprechende Ammoniumsalz Ubergefiihrt werden.
Spater wurde beobachtet, dass bei einem lonentausch oft etwa 5% Hydrolyse der
Anhydridbindung auftrat, weswegen dieser Schritt, sollte er vermeidbar sein, nicht
empfehlenswert ist. Nichtsdestoweniger lassen sich die Ammoniumsalze der
Verbindungen wesentlich besser chromatographieren. Die Trennung mit Methanol
verlauft generell besser, als mit Acetonitril, manchmal jedoch sollte auch Acetonitril
verwendet werden. Manche der Verbindungen wurden auch an der praparativen
HPLC (RP-18) getrennt, dabei konnten fur kleine Mengen (ca. 2 bis 4 mg) teils gute
Ergebnisse erzielt werden, bei groReren Mengen um 20 mg versagte diese Methode
jedoch zuverlassig vollstandig. Es soll spater noch auf ein Trennverfahren
hingewiesen werden, welches bei einem der Prodrugs sehr erfolgreich war, bei den

oben gezeigten Verbindungen 184a/c-e aber nicht mehr untersucht wurde.

Es soll nun auf die Synthese der AZTDP-Prodrugs 185a-c/e eingegangen werden.

Details zu den Synthesen sind im Experimentalteil zu finden.
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R=iPr, 185b; 48%
R=t-Bu, 185c; 20%
R=Ph, 185e; 49%

Abb. 151: Synthese der Zielverbindungen 185a-c/e

Fur alle diese Synthesen gelten prinzipiell die oben getroffenen Aussagen. Die

Ausbeuten lagen zwischen den bereits beschriebenen 30% bis 50%, stets begleitet
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von erheblichen Verlusten durch Mischfraktionen, die teilweise mehrfach
aufgearbeitet wurden, aber nie in eine ganzlich reine Form gebracht werden konnten.
Ein besonders extremes Beispiel stellte die Verbindung 185c dar, die sich als
ausgesprochen schwierig zu chromatographieren erwies. Trotz viermaliger RP-18
Gradientenchromatographie mit verschiedenen Ldsungsmitteln, dreifachem
lonenaustausch, Sephadex-Chromatographie und Chromatographie an der
praparativen HPLC konnten nur 20% der Verbindung in reiner Form erhalten werden,
entsprechend etwa 30 mg 185c. Die Mischfraktionen umfassten hingegen etwa 120
mg, in denen das Produkt zu Uber 60% auftrat. Wenn dies vollstandig isoliert worden
ware, entsprache das einer Gesamtausbeute um 70%. Aufgrund dieser Erfahrungen
und um eine Beschleunigung der Synthese allgemein zu erreichen, wurde uberpruft,
ob die Reaktion zur Darstellung von 185c eventuell auch ohne Tetra-n-
butylammonium-Gegenionen durchgefuhrt werden kdnnte, also ob es mdglich ware,
statt dem Nucleotid 160b das Ammoniumsalz 160a zu verwenden. Um das Salz
160a zu l6sen, wurde die Reaktion in DMF anstelle von Acetonitril durchgefihrt. Die
¥IP-NMR-spektroskopische Analyse ergab zwar, dass das Produkt 185¢c entstanden
war, der Reaktionsumsatz war aber bei weitem nicht so vielversprechend, wie bei
Verwendung des Nucleotids 160b. Angemerkt sei auch noch, dass BBB-AZTDP
185e hauptsachlich als Tetra-n-butylammoniumsalz isoliert wurde (46%) und nur zu
3% als Ammoniumsalz, welches aus Mischfraktionen stammte, die erst umgesalzen
und dann an der praparativen HPLC gereinigt wurden. Die Verbindung BOB-AZTDP

185d konnte aus Zeitgrinden nicht mehr dargestellt werden.

Wenden wir uns nun der Synthese von BBB-carba-iso-ddADP 190 zu. Bei dieser
Umsetzung traten einige Besonderheiten auf, die eine Isolierung in vollstandig reiner
Form leider unmdglich machten. Die Verbindung konnte allerdings bis zu einer
Reinheit von etwa 80% angereichert werden (entnommen dem *'P-NMR-Spektrum).
Die Synthese wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt, bei der Reinigung wurde
allerdings ein neues Verfahren ausprobiert. Dies soll nach der Reaktionsgleichung

diskutiert werden.
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Abb. 152: Synthese der Zielverbindung 190

Zunachst einmal sei angemerkt, dass Prodrug 190 hauptsachlich als Tetra-n-butyl-
Ammoniumsalz isoliet wurde, dass nicht vollstandig rein war. Die
Dunnschichtchromatographien, sowohl Normalphase, als auch Umkehrphase,
zeigten eine Verunreinigung mit fast identischem R~Wert, bei welcher es sich um die
nachfolgend abgebildete Verbindung handelte. Dies wird im nachsten Abschnitt

detailliert dargelegt werden.

Abb. 153: BBB-Phosphat 211 (vergleiche BAB-Phosphat 210, Abb. 150)

Es schien nun unmaoglich, diese Verunreinigung vollstandig abzutrennen, weshalb
bei der RP-18 Chromatographie sehr kleine Fraktionen gesammelt wurden. Jede der
Fraktionen wurde nun an der analytischen HPLC untersucht und die Fraktionen mit
dem geringsten Anteil an Verunreinigung vereint. Dadurch war die oben erwahnte
Anreicherung bis zu 80% bei einer Ausbeute von 25% mdglich. Andererseits war
dieses Ergebnis naturlich nicht zufriedenstellend. Wegen der geringen Unterschiede
in den R«Werten war klar, dass die Trennung an der praparativen HPLC
vorgenommen werden musste. Da aber an der analytischen HPLC die beiden
Produkte 190 und 211 nicht basisliniengetrennt vorlagen, musste die Trennleistung

noch erhoht werden. Es wurde weiter oben bereits erwahnt, dass sich Tetra-n-
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butylammonium-Kationen nachteilig auf das Elutionsverhalten der Verbindungen
auswirkten. Da andererseits bei einem lonentausch stets etwas Zersetzung eintrat,
die wiederum zu mehr Produkt 211 gefuhrt hatte, sollten nun lonentausch und
Trennung vereint werden. Dazu wurden etwa 5 mg 190 an der praparativen HPLC
(RP-18) mit einem 40 mM Ammoniumformiat-Puffer in H,O und Acetonitril im
Verhaltnis 1:1 chromatographiert. Bei der anschlielenden Gefriertrocknung wurde
der uberschussige Puffer im Vakuum als Ammoniak und Ameisensaure entfernt.
Tatsachlich konnte auf diese Weise das BBB-Prodrug 190 noch einmal deutlich
angereichert werden. Zugleich wurde sie in das entsprechende Ammoniumsalz
Ubergefiihrt. Dies kann dem nachfolgend abgebildeten '"H-NMR-Spektrum
entnommen werden. Eine vollstandige Reinigung konnte auf diese Weise jedoch
nicht erreicht werden, was aber andere Ursachen hatte, als das Versagen dieser
Trennmethode. Es waren immer noch etwa 10% an BBB-Phosphat 211 und carba-
iso-ddAMP 202a enthalten. Die Bereiche, wo normalerweise die n-Butyl-Signale
auftreten, sind mit einem Pfeil gekennzeichnet. Man erkennt, dass ein vollstandiger

Austausch stattgefunden hat.
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Abb. 154: "H-NMR-Spektrum von 190 in CD;0D

Dieses Ergebnis war ausgesprochen erfreulich, zeigte es doch einen Ausweg aus
der Misere, dass ein lonentausch zwar oftmals nétig, jedoch auch immer mit
Zersetzung verbunden war. Leider wurde diese Entdeckung erst bei der letzten
dargestellten Verbindung gemacht.

Weiterhin sollte das folgend abgebildete Phosphonat-Prodrug 207c dargestellt

werden. Dies war die einzige Synthese von BAB-Prodrugs, die nicht gelang. Warum
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dies der Fall gewesen sein kdnnte, soll erst im nachsten Abschnitt diskutiert werden.
Zunachst sei schlicht festgehalten: Weder im Dunnschichtchromatogramm noch
direkt nach dem Ende der Reaktion im 31P—NMR-Spektrum konnten Spuren des

Produktes 207c gefunden werden.
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Abb. 155: Versuch der Synthese von 207c¢

Als letzte BBB-Prodrugs sollten die BVdU-Derivate 188 und 189 dargestellt werden.
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R=i-Pr; 204b R=i-Pr; 189; 72%

Abb. 156: Synthese der BBB-BVdUDP-Derivate 188 und 189

Trotz 0% Ausbeute flir 188 muss hier angemerkt werden, dass das Produkt 188
entstanden war. Zwar konnte 188 am Ende nicht isoliert werden, es wurde aber in
den 3'P-NMR-Spektren nachgewiesen. Es konnte jedoch nach der zweiten

Chromatographie in den einzelnen Fraktionen nicht mehr gefunden werden. Dies
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mag daran gelegen haben, dass der Reaktionsansatz mit 53 umol relativ klein war.
Ganz im Gegensatz dazu konnte Tetra-n-butylammonium-BBB-3-O-iBu-BVdUDP
189 in einer ganz auflergewdhnlich guten Ausbeute von 72% mit nur geringfugigen
Verunreinigungen isoliert werden. Dies ist der sehr geringen Polaritat der Verbindung
geschuldet, so dass das Nebenprodukt BBB-Phosphat 211 im Vergleich zu anderen
Synthesen leicht abgetrennt werden konnte. Um die restlichen Verunreinigungen zu
entfernen und gleichzeitig einen lonentausch zu erreichen, wurden 20 mg (16 pumol)
der Substanz 189 Uber eine RP-18 Saule mit 0.40 M Ammoniumformiat-Puffer in H,O
(2 Teile), verdinnt mit Acetonitril (3 Teile) chromatographiert. Damit betrug die
Pufferkonzentration etwa 0.25 mol/L, also ein etwa zehnfacher Uberschuss
Puffersalz pro mL, verglichen mit der zu trennenden Substanz (geht man davon aus,
dass diese in einem Volumen von 1 mL eluiert). Das erhaltene "H-NMR-Spektrum in

MeOD zeigte jedoch fast keinen Austausch der Kationen an.
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Abb. 157: 1H-NMR-Spektrum von Tetra-n-butylammonium-BBB-3"-O-iBu-BVdUDP 189
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Dennoch konnte Tetra-n-butylammonium-BBB-3"-O-iBu-BVdUDP 189 auf diese
Weise vollstandig gereinigt werden, wie dem "H-NMR-Spektrum entnommen werden
kann. Damit ist die Chromatographie mit Ammoniumformiat-Puffer auch far
Normaldruck-Chromatographie von groReren Mengen geeignet und stellt eine echte
Bereicherung fur die Isolierung von BAB-NDP-Prodrugs dar. Ob die hohe Ausbeute
neben der erleichterten Chromatographie auch darauf zurickzufihren war, dass
erstmals in der Reaktion 204b nur mit 1.7 anstelle von 2.0 Gegenionen (N-nBus)
eingesetzt wurde, blieb unklar. Es ist aber nicht auszuschlielen, dass dies ein

weiterer Parameter zur Optimierung der Synthesen ist.

Im Rahmen der Kupplungsreaktionen sollte nun noch eine letzte Synthese

durchgefuhrt werden.
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Abb. 158: Versuch der Synthese von TAB-d4TDP

Wie bereits diskutiert, scheinen solche dreifach substituierten Diphosphate instabil zu
sein, vermutlich, da eine Hydrolyse durch Hydroxidionen durch die maskierten
negativen Ladungen nicht mehr abgewehrt werden kann. Damit zeigt sich, dass bei
der Darstellung von NDP-Prodrugs zumindest eine negative Ladung der
Pyrophosphatbricke unmaskiert verbleiben muss. Die notwendige Einstellung der
Polaritat der Verbindungen kann aber immer noch uber die Art der Phenylester
erfolgen. Dies ist ein Vorteil der BAB-NDP, da bei der Verwendung von z.B. POM als
Maskierungsfunktion keine weitergehenden Modifikationen eingefihrt werden

konnten.
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Es sollten nun noch zwei der intermediar auftretenden monosubstituierten Prodrugs
dargestellt werden. Erfreulicherweise konnten die Verbindungen aus den
Analytikldsungen fiir die Hydrolyseverfolgung durch 3'P-NMR-Spektroskopie isoliert
werden, die im nachsten Abschnitt diskutiert werden soll. Es ist daher etwas
schwierig, eine Ausbeute fur die Reaktionen anzugeben. Weil die Intermediate aller
Verbindungen spater noch diskutiert werden mussen, sollen sie hier schon einmal

zur Zuweisung einer Nummer und eines Namens abgebildet werden.

O R=Me; Nucl= AZT; 186; ca. 80%

)J\ R=iPr; Nucl= AZT; 212

R=tBu; Nucl= AZT; 213

R=Ph; Nucl= AZT; 214

R=Me; Nucl= d4T; 215

R=tBu; Nucl= d4T; 216

R=heptyl; Nucl= d4T; 217
—ONucl R=Ph; Nucl= d4T; 187; ca. 55%

R=Ph; Nucl= 3"-O-Bu-BVvdU; 218
© R=Ph; Nucl= carba-iso-ddA ; 219

O R

i
O—P—0—

©
2 Kat

=e
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Abb. 159: Postulierte Hydrolyse-Intermediate der BAB-NDP

Da fir die Hydrolysen etwa 11 pmol der Verbindungen eingesetzt wurden,
entsprechend etwa 7 bis 10 mg, konnten von AB-AZTDP 186 und BB-d4TDP 187
auch nur recht geringe Mengen isoliert werden (um 4 mg). Weil weiterhin die
Hydrolyse in PBS pH = 7.3 durchgefuhrt wurde, ist Uber die Gegenionen wenig
bekannt, auller dass es sich sehr wahrscheinlich um Natriumionen oder Kaliumionen
handelt, die im PBS enthalten sind. Nach dem Ansetzen der Hydrolysen wurde der
Fortschritt *"P-NMR-spektroskopisch in verschiedenen Abstinden analysiert. Zum
geeigneten Zeitpunkt, also wenn die Hydrolyse zu den Intermediaten abgeschlossen
war, wurden die Losungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt und der Rickstand
durch RP-18 Chromatographie gereinigt. Zur lIsolierung von AB-AZTDP 186 war
dieser Zeitpunkt nach einer Woche erreicht, BB-d4TDP 187 wurde erst nach drei
Monaten entsprechend aufgearbeitet. Dies ist eines Kommentars wirdig: Selbst nach
drei Monaten unter den chemischen Hydrolysebedingungen war das Edukt BBB-
d4TDP 184e nicht vollstandig umgesetzt, was dessen aulRergewdhnliche Stabilitat
unterstreicht. Beide Verbindungen wurden durch 'H-, *P- und "C-NMR-
Spektroskopie vollstandig charakterisiert. Von AB-AZTDP 186 gelang die Messung

eines hochaufgeldsten ESI'-Spektrums, dass die Masse als (M+H)" ergab (berechnet:
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574.074; gefunden 574.076). BB-d4TDP wurde durch niederaufgeldste
Massenspektrometrie als (M+H) nachgewiesen (berechnet: 593.1; gefunden 593.2).
Damit war nicht nur zunachst ein Teil des Hydrolysemechanismus aufgeklart,
vielmehr standen die Verbindungen nun auch als Referenz fur HPLC-Messungen zur

Verfligung.

Damit mussten nun noch entsprechende NDP synthetisiert werden, um HPLC-
Referenzen zur Verfugung zu haben. Dies wurde freundlicherweise von Tillman
Schulz erledigt, zumindest fur d4TDP 83d und AZTDP 222.

¢ 0 > o 1 0
HPO,2
AZTL | % + 7 0—P—0O—P—ONudl
44T 3 o h—ONue | !
0 o

€]

Nucl = d4T; 83d

Nucl = AZT; 222

Nucl = 3"-O-Bu-BVdU; 223
Nucl = carba-iso-ddA; 224

Nucl = d4T; 220
Nucl = AZT; 221

Abb. 160: Synthese der NDP-Referenzen 83d und 222

Die oben gezeigte Methode wurde von Svenja Warnecke entwickelt und ermdoglicht
einen sehr effizienten Zugang zu verschiedensten Nucleosidpolyphosphaten.!''”!
Prinzipiell wird ein akzeptorsubstituiertes cycloSal-NMP, in diesem Fall die Triester
220 und 221, mit Phosphat als Nucleophil gedffnet. Dadurch werden die NDP in etwa
50%iger Ausbeute freigesetzt. Dieses Vorgehen war auch fur die Synthese von
d4TDP 83d und AZTDP 222 erfolgreich, so dass nun genlgend
Referenzverbindungen zur Hand waren, um die Hydrolyseeigenschaften von BAB-
NDP-Prodrugs durch NMR- und HPLC-Analytik sowie Massenspektrometrie

aufzuklaren.

Als kurze Zusammenfassung dieses synthetischen Abschnitts sollen noch einmal
einige Besonderheiten hervorgehoben werden. Zunachst sei festgehalten, dass alle
fur die Kupplungsreaktionen beno6tigten Edukte in guter bis sehr guter Ausbeute in
grolReren Mengen dargestellt werden konnten. Dabei sind die NMP prinzipiell in
einem synthetischen Schritt darstellbar, die Phosphoramidite in zwei Schritten. Es ist
auf die durchgefliihrte Weise also sehr schnell Zugang zu den recht komplexen BAB-

NDP zu erlangen und das in offensichtlich hervorragenden Ausbeuten, die nur durch



Resultate und Diskussion 171

die Reinigung vermindert wurden. Fur den Umgang mit den recht komplexen
chromatographischen Trennungen und den lonenaustausch-Chromatographien
konnten verlassliche Protokolle entwickelt werden. Dabei wurden im Vergleich zu den
zunachst durchgeflhrten Synthesen und Reinigungen die Wege verkurzt, optimiert
und weitere Optimierungsmadglichkeiten aufgezeigt. So sollte z.B. eine wesentliche
Verkurzung der Chromatographien bei der Synthese von NMP durch Fallung von
Phosphat mit Bariumacetat erreicht werden koénnen. Der lonentausch von
Ammonium gegen Tetra-n-butylammonium muss zudem nicht mehr durch Elution
Uber einen lonentauscher erfolgen, sondern kann durch direkte Zugabe von Tetra-n-
butylammonium-Hydroxid erreicht werden. Weiterhin kann die Reinigung der BAB-
NDP durch Umkehrphasenchromatographie mit Ammoniumformiat-Puffer erheblich
vereinfacht werden und fuhrt teilweise zu einem Austausch der Gegenionen, so dass
eine weitere lonenaustausch-Chromatographie vermieden wurde. All dies
zusammengenommen konnte die Synthese der BAB-NDP, die zunachst mehrere

Wochen in Anspruch nahm, auf ca. eine Woche verktrzt werden.

6.3.3 Charakterisierung von BAB-NDP-Prodrugs

In diesem Abschnitt werden die Zersetzungsmechanismen von BAB-NDP-Prodrugs
in unterschiedlichen Medien untersucht. Da fast jede der Verbindungen ein eigenes
Verhalten aufwies, wird die ubersichtliche Darstellung der Ergebnisse etwas
erschwert. Zunachst soll vorweggenommen werden, dass die Hydrolyse abhangig
war vom verwendeten Medium, von Zusatzen zu diesem Medium, vom Nucleosid,
von der Temperatur und vom Acylrest der BAB-Modifikation. Generell wurde flr

jedes BAB-NDP-Prodrug auf folgende Weise vorgegangen:

1. Bestimmung der Hydrolysehalbwertszeiten ti,» bei verschiedenen pH-Werten
(2.0, 6.8, 7.3 und 8.7) in unterschiedlichen .
2. Bestimmung der Hydrolyseprodukte, die bei der chemischen Hydrolyse

entstanden, durch 3'"P-NMR-Spektroskopie und durch Auswertung der HPL-
Chromatogramme unter Verwendung der synthetisierten
Referenzverbindungen.

3. Bestimmung der Hydrolysehalbwertszeiten ty, in verschiedenen biologischen
Medien (CEM/O, Blutplasma, P3HR1, RPMI-Nahrmedium, FCS).
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4. Bestimmung der Hydrolyseprodukte, die bei der enzymatischen Hydrolyse
entstanden, hauptsachlich durch Auswertung der HPL-Chromatogramme und
in einem Fall durch Massenspektrometrie.

5. Vergleich der Ergebnisse mit anderen BAB-NDP-Pronucleotiden.

In Abbildung 134 wurde der Hydrolysemechanismus fur die BAB-NDP-Pronucleotide
postuliert. Dass dieser Mechanismus tatsachlich prinzipiell zutreffend ist, soll
zunachst am Beispiel von BAB-AZTDP 185a gezeigt werden. Damit wird zugleich
offenbar, dass die Hydrolyse auch pH abhangig und nicht nur in Gegenwart von
Esterasen eingeleitet wird. Es wurden 11 umol der Substanz in DMSO-ds geldst, mit
PBS pH = 7.3 versetzt und die Hydrolyse *'P-NMR-spektroskopisch verfolgt. Es

ergab sich folgendes Bild der chemischen Hydrolyse:
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Abb. 161: Chemische Hydrolyse von BAB-AZTDP 185a zu AB-AZTDP 186 (oben nach 12 h, unten
nach 4 d); Ausschnitte aus den *'P-NMR-Spektren ('H-entkoppelt).

Die NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse zeigt eindeutig die
praferentielle Entstehung von 186 aus 185a. Wenn uberhaupt eine Spaltung der

Anhydridbindung zu AZTMP eintrat, dann in einem nur untergeordneten Mal3. Diese
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Hydrolyse verlief erstaunlich einheitlich und zeigt, dass das Konzept prinzipiell
aufgeht. An diesem Punkt wurde die Hydrolyse unterbrochen und das Intermediat
186 durch Umkehrphasenchromatographie isoliert. Hierdurch konnte die Entstehung
von 186 bewiesen werden. Die Signalform ergibt sich aus folgenden Uberlegungen:
Zwei unterschiedliche Phosphoratome sollten zwei verschiedene Signale erzeugen,
die je durch P-P-Kopplung zu Dubletts aufspalten. Die Zuweisung der einzelnen
Signale konnte fiir BAB-AZTDP 185a durch *'P-"H-Korrelationsspektroskopie erreicht

werden.

e}
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=
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Abb. 162: Ausschnitt aus dem *'P-"H-Cosy von 185a zur Zuweisung von P-o. und P-B

Die Ergebnisse dieser Korrelation wurden auf alle weiteren Verbindungen
Ubertragen. Auf der ¥IP-Achse erkennt man bereits eine anteilige Hydrolyse der
Verbindung. Dies lag daran, dass eine recht lange Zeit vom Ldsen der Probe bis zur
eigentlichen Messung verstrich. Man sieht dennoch eindeutig die Kopplung von P-a
auf die 5-Protonen sowie die Benzylprotonen und von P-§ auf die Benzylprotonen.

Nachdem das Hydrolyse-Intermediat 186 eindeutig identifiziert war, wurde ein Tell
davon erneut hydrolysiert. Nachfolgend ist der Endpunkt dieser Hydrolyse gezeigt.
Dabei tritt ausgehend von 186 ausschliel3lich AZTDP 222 als Hydrolyseprodukt auf.
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Abb. 163: Ausschnitt aus dem *'P-NMR-Spektrum ('H-entkoppelt) der Hydrolyse von 186 nach 8
Tagen zu 222

Diese Hydrolyse verlauft selektiv. Es wird ausschlieBlich AZTDP 222 freigesetzt. Da
sie langsamer verlauft, als die erste Hydrolyse, kann auch das Intermediat gut
nachgewiesen werden. Dass in diesem Fall nicht einmal geringe Mengen AZTMP
160a durch Hydrolyse der Anhydridbindung entstanden, wird an der zusatzlichen
Ladung der Pyrophosphatbriicke liegen, welche die Zersetzung weiter erschwert. Mit
diesen Ergebnissen lasst sich folgendes feststellen: Die chemische Hydrolyse von
BAB-AZTDP 185a verlauft Uber das Intermediat AB-AZTDP 186 unter
abschliellender quantitativer Freisetzung des Nucleotids AZTDP 222. Dies ist,
betrachtet man die vorherigen Ergebnisse mit cycloSal-NDP-Prodrugs, ein ganz
unglaublicher Erfolg, der sich bei der Analyse von BAB-d4TDP 184a wiederholte.

Diese Ergebnisse sollten nun durch HPLC-Messungen untermauert und die
Hydrolysehalbwertszeiten der Verbindungen bestimmt werden. Hierzu wurde ein
neuer PBS-Puffer pH = 7.3 angesetzt, der sich scheinbar in der Konzentration von
dem alten Puffer etwas unterschied, da leicht verlangerte Halbwertszeiten erhalten
wurden. Die Vorgehensweise bei diesen chemischen Hydrolyse-Experimenten ist im
Experimentalteil zu finden. Da auch die Abbauprodukte nachgewiesen werden
sollten, wurde auf lonenpaarchromatographie mit TBAH-Laufpuffer zurickgegriffen,
wie eigentlich in allen folgenden Experimenten, da hier auch hochpolare
Verbindungen auf der RP-18-Phase unterscheidbare Retentionszeiten ergeben. Aus

diesem Grund wurde aber auf die Zugabe eines internen Standards verzichtet, da
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SignalUberlagerungen vermieden werden sollten. Die erzielten Ergebnisse waren

aber immer noch mit genigender Genauigkeit behaftet, wie spater gezeigt werden

wird.
BAB-AZTDP
} \ Intermediat
/\ Oh AB-AZTDP
2h AZTMP
AZTDP
44 h
’4;_/\/\.‘4\/\A 68 h
6 8 10 68 h
t [min]
Referenz:
AZTMP
6 8 10 12 AZTDP

t [min]

Abb. 164: Chromatogramme der chemischen Hydrolyse von 185a nach t=0h bis t=68h (links);
VergréRerung des Chromatogramms der chemischen Hydrolyse nach t=68h und Zuordnung der
Hydrolyseprodukte (rechts); Methode 4

Diesen Chromatogrammen war nun zu entnehmen, dass tatsachlich die Hydrolyse
uber das Intermediat 186 stattfindet und dass sowohl AZTDP 222, als auch AZTMP
160a entstehen. Die Hydrolyse von BAB-AZTDP 185a zum Intermediat AB-AZTDP
186 verlauft mit einer Hydrolysehalbwertszeit von t1, = 17 h. Fur die Hydrolyse des
Intermediats 186 wurde in einer separaten Messung ti» = 107 h gefunden. Hier
zeigte sich das gleiche Bild, wie in den vorher beschriebenen *'P-NMR-
Hydrolysestudien: Aus dem Intermediat AB-AZTDP 186 wurde ausschliel3lich AZTDP
222 freigesetzt. Das bedeutet, dass AZTMP 160a nur durch die Hydrolyse der
Anhydridbindung BAB-AZTDP 185a entstehen kann und zwar umso mehr, je langer
die Halbwertszeit des ersten Schrittes ist. Eine Hydrolyse der Anhydridbindung von
AB-AZTDP kann wegen der zusatzlichen Ladung hingegen nicht stattfinden.

Es galt nun herauszufinden, wie sich die BAB-Prodrugs in zelluldarem Medium
verhalten wirden. Hierzu wurde die entsprechende Verbindung in humanem CEM/0
Zellextrakt inkubiert und die Lésungen HPLC-analytisch untersucht. Details hierzu
sind wie immer im Experimentalteil zu finden. Die Ergebnisse werden erneut nur fur
BAB-AZTDP 185a gezeigt, gelten aber analog fur BAB-d4TDP.
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Abb. 165: Hydrolyse von 185a nach t=0Omin bis t=10 min (links) in CEM/0 ; Chromatogramm der
enzymatischen Hydrolyse nach t=90 min und Zuordnung der Hydrolyseprodukte (rechts); Methode 4

Dieses Ergebnis ist so eindeutig wie erfreulich: Das einzig auftretende
Hydrolyseprodukt ist AZTDP 222. Die Integration der Signale von Anfangs- und
Endpunkt zeigte die Freisetzung von uber 95% AZTDP 222 innerhalb von etwa 15
min. Im Zellextrakt wurden 0% AZTMP 160a durch Spaltung der Anhydridbindung
gefunden. Die Beschleunigung der Hydrolyse im Zellmedium, verglichen mit der
Halbwertszeit der chemischen Hydrolyse, liegt flr den ersten Schritt bei einem Faktor
von etwa 500, fur den zweiten Schritt wurde gar eine Uuber 3000fache
Beschleunigung gefunden.

An dieser Stelle soll zum Vergleich die Hydrolyse von BAB-d4TMP 208 in CEM/0
herangezogen werden, welche in unserer Arbeitsgruppe von Ulrike Muus
durchgefuhrt worden war. Hier zeigte sich eine Halbwertszeit fur die erste Spaltung

zu 209 von etwa 10 min, die zweite Spaltung lief hingegen mit t12, =4 h ab.

E \6\ NH
O CEMO CEM/O d4TMP

O i ‘ ®) t1/2—4 159a
o] 0 ©o— P o)
208 8 o

Abb. 166: Hydrolyse und Halbwertszeiten von 208/209 zu d4TMP 159a
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Dies ist ein Uberraschendes Ergebnis, zeigt es doch, dass die zusatzliche
Phosphateinheit zu einer Affinitdtszunahme der Verbindungen gegenliber Esterasen
fuhrt. Die Annahme, dass die negative Ladung des Intermediates 209 durch eine
repulsive Wechselwirkung mit dem Enzym zu einer Verlangsamung der Hydrolyse
fuhrt, mag richtig sein, es scheinen jedoch auch noch andere Faktoren eine Rolle zu

spielen.[>**4

Mit den oben gezeigten Ergebnissen war somit zunachst die
Befurchtung ausgeraumt, durch eine weitere Ladung, wie z.B. bei AB-AZTDP 186,

wulrde die zweite enzymatische Hydrolyse eventuell Uberhaupt nicht mehr stattfinden.

Wenden wir uns nun der Hydrolyse von BIB-AZTDP 185b zu. Es ist anzunehmen,
dass die chemische Hydrolyse durch die Verwendung eines iso-Butyrylesters
langsamer ablauft, als die entsprechende Hydrolyse eines Acetylesters. Die
Hydrolysehalbwertszeit zu dem entsprechenden IB-AZTDP 212 sollte damit
verlangsamt sein und gleichzeitig die Menge an freigesetztem AZTMP 160a durch
Hydrolyse der Pyrophosphatbricke  zunehmen. Die  Auswertung der

Chromatogramme ergab folgendes Bild:

BIB-AZTDP 185b

IB-AZTDP 212

Abs.

AZTDP

0 20 40 60 80 100
t[h]

Diagramm 15: Hydrolyseverlauf von BIB-AZTDP 185b in PBS pH =7.3

Die Hydrolyse wurde Uber etwa 100 h verfolgt. Dabei ergab sich fur BIB-AZTDP 185b
eine Halbwertszeit von 39 h: Dies entspricht gegenuiber BAB-AZTDP 185a etwas
mehr als einer Verdopplung des Wertes. Daher kann durch den Konkurrenzprozess,
die Hydrolyse der Anhydridbindung, deutlich mehr AZTMP 160a entstehen. Dennoch
ist das Hauptprodukt der Hydrolyse IB-AZTDP 212, d.h. die Spaltung der
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Pyrophosphatbricke bei pH = 7.3 verlauft mit einer Halbwertszeit, die deutlich tUber
40 h liegt. Man erkennt aus dem Diagramm, dass zum Ende der Beobachtungszeit
die Geschwindigkeit der Bildung von AZTDP 222 zunimmt. Dies resultiert aus der
Anreicherung von IB-AZTDP 212, aus welchem ausschlieRRlich AZTDP 222 entstehen
kann. Die Bildung von AZTMP 160a sollte daher mit dem Verbrauch des Edukts
aufhoren. Die Hydrolyse wurde nicht bis zum Ende verfolgt, da auch das Intermediat
IB-AZTDP 212, verglichen mit AB-AZTDP 186, eine nochmals deutlich erhohte
Halbwertszeit aufwies.

Es soll nun die Hydrolyse der Verbindung in CEM/O Zellextrakt besprochen werden.

Im Folgenden sind zunachst einige der erhaltenen Chromatogramme abgebildet.

185b
0 min
212
—_/\/\/\/“«\//\A/LM\/\? 45 min
222
165 min
é 1IO 1'3 1I5 1'8 2|O
t [min]

Abb. 167: Chromatogramme der enzymatischen Hydrolyse von BIB-AZTDP 185b; Methode 2

Auch in diesem Fall erkennt man die Abnahme des Edukts 185b, welches zunachst
in das Intermediat IB-AZTDP 212 zerfallt, dass dann weiter zu AZTDP 222 abgebaut
wird. Mit dem roten Kasten ist ein Bereich markiert, in dem weitere, undefinierte
Abbauprodukte auftreten. Worum es sich hierbei handelt, soll spater geklart werden.
Die Halbwertszeit der ersten Hydrolyse von BIB-AZTDP 185b wurde zu ty; = 17 min
bestimmt. Fur die zweite Hydrolyse ist keine genaue Halbwertszeit bekannt, sie liegt
aber wohl zwischen 30 min und einer Stunde.

Die Zersetzung und Entstehung der einzelnen Moleklle ist in dem nachfolgenden
Diagramm gezeigt. Dieser Darstellung kann deutlich entnommen werden, dass zwar
immer noch AZTDP 222 das Hauptprodukt der Hydrolyse ist, dieser Umsatz

ausgehend von 185b aber nicht mehr quantitativ ist, sondern noch etwa zu 60%
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stattfindet. Die restlichen 40% scheinen die in Abb. 167 mit dem roten Kasten

markierten undefinierten Zersetzungsprodukte zu sein.

BIB-AZTDP 185b

IB-AZTDP 212
d AZTDP 222

0 — T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
t [min]

Diagramm 16: Ungeféhrer Hydrolyseverlauf von BIB-AZTDP 185b in CEM/0

Wenn man den Acylrest weiter verzweigt, gelangt man zu den BPB-NDP-Prodrugs,
also solche, die eine Pivaloylgruppe tragen, von denen nun BPB-AZTDP 185c
diskutiert werden soll. Auch hier sollte als generelle Tendenz eine Erhéhung der
Hydrolysehalbwertszeiten, sowohl der chemischen, als auch der enzymatischen zu
erwarten sein. Es galt nun herauszufinden, ob damit eine weitere Abnahme der
freigesetzten Menge AZTDP 222 einhergehen wurde. Die chemische Hydrolyse bei
pH = 7.3 verlief mit einer Hydrolysehalbwertszeit von 75 h flr den ersten Schritt. Die
Hauptprodukte waren PB-AZTDP 213 und AZTMP 160a. Uber den beobachteten
Zeitraum konnte keine Entstehung von AZTDP 222 gefunden werden, vermutlich, da
die zweite Hydrolyse nun noch langsamer ablief. Die erste Hydrolyse in CEM/O
Zellextrakt verlief mit einer Halbwertszeit von 1 h, also noch einmal deutlich
langsamer, als die Hydrolyse der iso-Butyryl-Gruppe. Die Auswertung der
Chromatogramme ergab, dass die Hydrolyse der zweiten Pivaloylgruppe durch
Enzyme nicht stattfand. Daher wurde auch kein AZTDP 222 freigesetzt. Vielmehr
hydrolysierte das Intermediat PB-AZTDP 213 unter dem Einfluss des biologischen
Mediums zu nicht definierten Folgeprodukten, wie dies auch schon anteilig in Abb.
167 beschrieben war. Es schien daher so, dass das Intermediat im Zellextrakt nicht

stabil war. Fand also der Abbau zum NDP nicht schnell genug statt, konnten
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zahlreiche andere Zersetzungen eintreten. Eine genauere Analyse kann leider erst

zu spaterem Zeitpunkt gezeigt werden.

Aus der aliphatischen Reihe fehlen nun noch die Ergebnisse der Analyse von BOB-
d4TDP 184d. Zunachst soll erneut die chemische Hydrolyse besprochen werden. Die
Halbwertszeit der ersten Hydrolyse wurde zu 63 h bestimmt. Damit wirkte sich die
Fettsauremodifikation deutlich stabilisierender aus, als die o-verzweigte iso-
Buttersaure-Modifikation. Die Halbwertszeit des Intermediates OB-d4TDP 217 kann
nicht angegeben werden, da es nicht isoliert worden war. Im Gegensatz zu PB-
AZTDP 213 fand aber Uber den beobachteten Zeitraum eine weitere Hydrolyse zu

d4TDP 83d statt, wie die folgenden Chromatogramme zeigen.

BOB-d4TDP
OB-d4TDP
d4TMP f\
Ve N 27 h
d4TDP
120 h
é 1|0 1|5 2|0
t [min]

Abb. 168: Chromatogramme der chemischen Hydrolyse von BOB-d4TDP 184d nach t=0h bis t=120h
in PBS pH = 7.3; Methode 2

Bis zum Ende des beobachteten Zeitraums entstand eine groliere Menge d4TMP
159a, verglichen mit d4TDP 83d. Es sei allerdings angemerkt, dass diese
Hydrolyseuntersuchungen Uber einen sehr langen Zeitraum liefen. Dass die
Verbindungen Uberhaupt derart stabil sein kdnnten, war vor diesen Untersuchungen
nicht abzusehen. Aus dem mittleren Chromatogramm bei 27 h kann weiterhin
entnommen werden, dass die Hydrolyse der Anhydridbindung immer noch langsamer
verlauft, als die Spaltung der Esterbindung. Damit liegt die Halbwertszeit der
Hydrolyse der Anhydridbindung bei BAB-Nucleotiden deutlich jenseits der 60 h,
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vermutlich eher im Bereich um 150 h und mehr, ein wirklich Uberraschend hoher
Wert.

Die Zuordnung der Verbindungen in den oberen Chromatogrammen erfolgte durch
Coinjektion von d4TMP 159a und d4TDP 83d nach einer Hydrolysedauer von 125 h.

OB-d4TDP
d4TMP BOB-d4TDP
d4TDP
125 h
125h
. : . : , , , _ Coinjektion
5 10 15 20 d4TMP+d4TDP
t [min]

Abb. 169: Zuordnung der Peaks durch Coinjektion von d4TMP und d4TDP; Methode 2

Man erkennt, dass die mit d4TMP und d4TDP gekennzeichneten Peaks bei der
Coinjektion relativ zu den anderen beiden Peaks an Intensitdt gewinnen. Da die
Retentionszeiten der einzelnen Nucleotide bekannt waren, konnte auf diese Weise
die Zuordnung erfolgen.

Es war nun ausgesprochen interessant, das Verhalten von BOB-d4TDP 184d in
CEM/0 Extrakt zu untersuchen, da die erste Halbwertszeit der chemischen Hydrolyse
in der Groflenordnung von BPB-AZTDP 185c lag, die zweite Hydrolyse allerdings
vergleichsweise schneller abzulaufen schien. Die Halbwertszeit in CEM/0 wurde zu
1 h fur den ersten Schritt bestimmt, derselbe Wert, der auch fir 185c gemessen
worden war. Die Analyse der Chromatogramme ergab allerdings, dass auch die
zweite Hydrolyse des Octanoats von den Enzymen des Extrakts eingeleitet wurde.
Bei der Auswertung wurden recht ahnliche Ergebnisse erhalten, wie bei BIB-AZTDP
185b, nur dass aufgrund der generell langeren Halbwertszeiten insgesamt etwa 30%
d4TDP 83d im Zellextrakt freigesetzt wurden. Allerdings stammt dieser Wert aus der
Analyse der Hydrolyse nach 220 min. Zu diesem Zeitpunkt waren sowohl BOB-
d4TDP 184d, als auch das Intermediat OB-d4TDP 217 noch nicht vollstandig

verbraucht, so dass die Angabe von 30% zu niedrig erscheint. Es wurde wiederum
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ein breiter Bereich an Zersetzungsprodukten erhalten, welcher mit einem Kasten

umrahmt ist.
BOB-d4TDP
OB-d4TDP
d4TDP

A L— 0 min

L—' 20 min

75 min
— ~ 220 min

5 ' 10 ' 15 ' 20

t [min]
Abb. 170: Chromatogramme der enzymatischen Hydrolyse von BOB-d4TDP 184d; Methode 2

Die Zuordnung der einzelnen Peaks ergab folgendes Bild:

d4TDP
BOB-d4TDP
OB-d4TDP
220 min
d4TMP

Referenz:
d4TMP

5 10 15 20 d4TDP

t [min]

Abb. 171: Zuordnung der Peaks der enzymatischen Hydrolyse von 184d; Methode 2

Man erkennt eindeutig die Entstehung von d4TDP 83d, allerdings scheint kein
d4TMP 159a als Spaltprodukt aufzutreten, aber dennoch eine Vielzahl undefinierter
Nebenprodukte mit einer ahnlichen Polaritat. Die Untersuchung von BOB-d4TDP

184d lieferte ein weiteres Steinchen im Mosaik der BAB-NDP-Prodrugs; es war zuvor
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gezeigt worden, dass die Freisetzung an NDP in CEM/O von der ersten
Hydrolysehalbwertszeit abhangig ist. Nun war auch klar, dass die zweite
Hydrolysehalbwertszeit einen Einfluss hat. In diesem Zusammenhang wurde noch
untersucht, ob d4TDP 83d in CEM/0 abgebaut wirde. Obwohl eine langsame
Abnahme festgestellt werden konnte (t12 = 10 h), sollte es Uber die beobachteten

Zeitraume akkumulieren konnen.

Fir die AZTDP-Reihe wurde im Folgenden eine Auftragung der prozentual
freigesetzten Menge an AZTDP 222 gegen die erste Hydrolysehalbwertszeit

vorgenommen. Es scheint eine Korrelation vorhanden zu sein.

100 -
+ BAB-AZTDP
80 |
70 |
60 - *

50 A BIB-AZTDP
40 |
30 |
20 |
10 | BPB-AZTDP

0 : : : : : = ‘
0 10 20 30 40 50 60 70

t (1/2) [min]

% AZTDP

Diagramm 17: Korrelation von erster Halbwertszeit in CEM/0 und freigesetzter Menge AZTDP 222

Da BOB-AZTDP 185d im Rahmen dieser Arbeit leider nicht mehr dargestellt werden
konnte, ist nicht bekannt, ob hier eine vergleichbare Freisetzung von Uber 30%
AZTDP stattfande. Als Optimist wirde ich jedoch sagen, dass in diesem Fall auch die
zweite Spaltung rasch genug ablaufen wirde, um entsprechende Mengen AZTDP

222 entstehen zu lassen.

Mit diesen ersten Untersuchungen war die aliphatische Reihe der BAB-NDP-
Prodrugs charakterisiert. Die Ergebnisse der Hydrolysestudien sollen daher noch
einmal fur alle untersuchten Verbindungen in einem Diagramm zusammengefasst

werden.
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Diagramm 18: Vergleich der Hydrolysehalbwertszeiten

Mit diesem Diagramm wird noch einmal der grof3e Unterschied zwischen chemischer
und enzymatischer Hydrolyse deutlich. Auch erkennt man die Zunahme der Stabilitat
durch Verzweigung der Estermodifikation. Aus dieser Reihe bricht nur die Octanoyl-
Modifikation aus. Weiterhin steigt die chemische Stabilitdt, wenn schon eine Maske
abgespalten wurde. Wir haben dennoch gelernt, dass trotz der geringen
enzymatischen Stabilitdt ab einer Hydrolysehalbwertszeit von etwa 1 h nur noch
wenig NDP freigesetzt wird, dies aber in Abhangigkeit von der zweiten
Hydrolysehalbwertszeit. Zuklnftige BAB-NDP-Prodrugs mussen daher so gestaltet

werden, dass beide Masken schnell durch Enzyme abgespalten werden konnen.

Es sollen nun die Stabilitdten der Benzoyl-modifizierten Pronucleotide BBB-d4TDP
184e, BBB-AZTDP 185e, BB-d4TDP 187, BBB-3'-O-Bu-BVdUDP 189 und BBB-
carba-iso-ddADP 190 untersucht werden. Gerade aus diesen Studien konnte viel
Uber das Verhalten von BAB-NDP-Produgs gelernt werden, da hier hauptsachlich
Zersetzungsreaktionen in den Vordergrund traten. Zunachst einmal war das
Anbringen eines Benzoylesters von groflem Interesse, da das aromatische System
beliebig weiter modifiziert werden konnte. An dieser Stelle soll vorweggenommen
werden, dass BBB-d4TDP 184e in den antiviralen Tests eine TK-Bypass-Aktivitat
aufwies, woraus geschlossen werden konnte, dass das Pronucleotid in die Zelle
gelangte und dort entweder d4TMP oder d4TDP freisetzte. Diese Ergebnisse waren
auch der Grund fur die Synthese der anderen Verbindungen.

Es sollen nun zunachst die Hydrolysehalbwertszeiten der BBB-Verbindungen in PBS

pH = 7.3 verglichen werden.
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Diagramm 19: Vergleich der chemischen Stabilitat in PBS pH = 7.3; logarithmische Skalierung

Die erhaltenen Werte fir BBB-d4TDP 184e und BBB-AZTDP 185e¢ liegen in einer
vergleichbaren GroRRenordnung. Die Verbindungen sind noch einmal etwas stabiler,
verglichen mit den aliphatischen Modifikationen. Bei der monosubstituierten
Verbindung BB-d4TDP 187 steigt die Stabilitat noch einmal dramatisch auf etwa drei
Wochen an. Dies ist im Einklang mit den vorher diskutierten Ergebnissen. Aus dieser
Reihe bricht das carbocyclische-Derivat 190 am deutlichsten aus, aber auch das
BVdU-Derivat 189 scheint wesentlich instabiler, als 184e und 185e. Dieses Verhalten
ist naher zu betrachten. Da die Labilisierung am deutlichsten bei dem
carbocyclischen Derivat 190 hervortrat, wurden samtliche erhaltenen Daten der
Verbindung analysiert, weitere Experimente durchgefihrt und interpretiert. So konnte

folgendes Bild der Hydrolyse entwickelt werden:

f? Bes i? e
g3/ L o “J -
)
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carba-iso-ddAMP
202a

Abb. 172: Postulierter (hauptsachlicher) Hydrolysemechanismus von 190
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Aus den experimentellen Daten wurden folgende Schlisse gezogen: Durch Rotation
der Nucleobase kann die syn-Konformation eingenommen werden. Eventuell ist sie
sogar durch Wechselwirkungen mit den aromatischen Systemen der Maskierungen
in dieser Position stabilisiert (ausgepragtes Quenching der Fluoreszenz wurde
beobachtet). Die Aminogruppe kann in dieser Position einen nucleophilen Angriff auf
die Anhydridbindung durchflhren, was sich als Resultat in den Spaltprodukten BBB-
Phosphat 211 (nachgewiesen) und 225 (postuliert) niederschlagt. 225 scheint instabil
und zersetzt sich zu Folgeprodukten, u.a. carba-iso-ddAMP 202a. Die Koordination
von 190 durch Magnesium-lonen beschleunigt den Vorgang um etwa das zehnfache.

Die Ableitung dieses Mechanismus wird auf den nachsten Seiten vorgenommen.

Um zun&chst einen Uberblick tber das Verhalten von 190 zu gewinnen, wurde die
Verbindung bei verschiedenen pH-Werten erneut hydrolysiert. AuRerdem wurde die
Verbindung in P3HR1-Zellextrakt inkubiert und die Spaltprodukte analysiert. Aus den
Ergebnissen dieser Studie konnte ein Einfluss von Magnesium-lonen auf die
Hydrolysegeschwindigkeit abgeleitet werden, weshalb auch bei einer chemischen
Hydrolyse Magnesium-lonen zu der Losung gegeben wurden. Die Ergebnisse dieser
Studien sind in dem nachsten Diagramm zusammengefasst. Man erkennt deutlich

den Einfluss der Magnesium-lonen auf die Hydrolysegeschwindigkeit.

12 4

o bH 6.8 oHe7
PH7.3
8 i
=)
g 6
4 i
pH 6.8
2 + Mg
P3HR1
0

Diagramm 20: Hydrolysehalbwertszeiten von 190 in verschiedenen Medien

Die Stabilitat der Verbindung liegt in den PBS-Lésungen im Rahmen der
Fehlergrenzen bei etwa 9 h. Dies bedeutet, dass die Hydrolyse im Wesentlichen pH
unabhangig ist, da die Spaltung der Anhydridbindung wesentlich schneller, als die
Spaltung der Esterbindungen ablauft. Die Zugabe von Magnesium-lonen liel} die

Stabilitat bei pH = 6.8 um etwa eine Grollenordnung fallen. Weiterhin muss vor der
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Analyse der Chromatogramme noch erwahnt werden, dass es sich bei Verbindung
190 um ein fluoreszierendes Nucleosid handelt, so dass also ein sehr empfindlicher
Nachweis moglich sein sollte. Obwohl die Verbindung ein Fluoreszenzsignal
hervorrief, war doch ein massiver Verlust an Intensitdt gegenuber dem
Stammnucleosid carba-iso-ddA 128 zu beobachten, d.h. durch die Modifikation
wurde ein starkes Quenching verursacht. Die Ursache hiervon kénnte eine Tr-11-
Interaktion der aromatischen Systeme mit der Nucleobase sein, da eine
konkurrierende Absorption des aromatischen Systems bei der Anregungswellenlange
von 305 nm unwahrscheinlich schien. Um sicher zu gehen, wurden die UV-Spektren
des BBB-Prodrugs 190 und des Benzoyloxybenzylesters 195e aus entsprechenden
HPL-Chromatogrammen extrahiert. Die Analyse erfolgte an der HPLC, um die
Intensitat des Signals von 195e zu bestimmen und gleichzeitig die Retentionszeit zur
Verfugung zu haben. Dies wird spater noch diskutiert werden. Es ist aber bislang
gemeinhin so gewesen, dass die Spaltprodukte, wie z.B. Benzylalkohol, wegen ihrer
geringen UV-Absorption, verglichen mit den Nucleosid-Derivaten, nicht in den
Chromatogrammen auftraten. Dies sollte sich mit der Verwendung der
Benzoyloxybenzyl-Modifikation drastisch andern. Die Chromatogramme zeigten eine
deutliche Zunahme des integralen Absorptionskoeffizienten, so dass 195e bei
Integration um 265 nm eine fast ebenblrtige Signalintensitat, wie die

entsprechenden Nucleoside, aufwies. Dies ist in der folgenden Abbildung gezeigt.
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Abb. 173: HPL-Chromatogramm von 195e bei 265 nm (C=2mM, 40 uL Injektionsvolumen);
extrahiertes UV-Spektrum (oben) und Vergleich mit dem UV-Spektrum von BBB-Prodrug 190 (unten)
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Dem Chromatogramm und den UV-Spektren war nun Folgendes zu entnehmen:
Spaltprodukte wie 195e (die Entstehung wird in Abb. 187 gezeigt)oder BBB-
Phosphat 211 mit zwei Chromophoren sollten in den HPL-Chromatogrammen
sichtbar sein. Weiterhin war ein Fluoreszenzquenching durch konkurrierende
Absorption unwahrscheinlich, da 195e bei der Anregungswellenlange von 305 nm
und der Emissionswellenlange um 355 nm keine Absorption zeigte. Die Identifikation
von 195e und 211 sollte durch Auswertung der UV-Spektren der einzelnen Peaks
moglich sein, eine unterscheidbare Retentionszeit vorausgesetzt. Mit diesen

Informationen wenden wir uns nun einigen erhaltenen Chromatogrammen zu.

190
Integration bei 233 nm Integration bei 310 nm
Oh
219 219

‘ 202a I\
S 7/“‘ \ o \A A\ _ 46h N J N \ B -
6 8 10 12 14 6 8 10 12 14

t [min] t [min]

Abb. 174: Vergleich der Chromatogramme der chemischen Hydrolyse (pH = 6.8) von 190 nach t=0 h

und t=46 h bei unterschiedlichen Integrationswellenlangen; Methode 4

In den linken Chromatogrammen erfolgte die Aufzeichnung bei 233 nm, der Bereich
also, in dem auch z.B. BBB-Phosphat 211 absorbiert (der exakte Nachweis von 211
erfolgt spater). Man erkennt, dass schon zu Beginn eine Verunreinigung mit 211
vorlag. Nach 46 h ist das Prodrug 190 vollstandig verbraucht. Es wurde zu einem
groRen Anteil in 211 und das Intermediat BB-carba-iso-ddADP 219 umgewandelt.
Uber die weiteren Produkte X soll hier nicht spekuliert werden. Fihrt man die
Integration hingegen bei 310 nm durch (rechte Chromatogramme), erhalt man
ausschlieRlich Signale der Verbindungen, welche die fluoreszierende Nucleobase
enthalten. Damit lie3 sich auch sehr exakt die Halbwertszeit, trotz der Uberlagerten
Signale, ermitteln. Man erkennt hier das Intermediat 219 und carba-iso-ddAMP 202a
(bestimmt durch Referenz-Injektion; hier nicht abgebildet). Beide Chromatogramme
stutzen den Verdacht, dass es zu einem Bruch der Anhydridbindung gekommen war,
dass aber auch anteilig Hydrolyse zu dem Intermediat stattfand. Dass aus dem

Intermediat kein carba-iso-ddADP 224 freigesetzt wurde, mag an der hohen
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Halbwertszeit von 219 liegen, oder es verweist auf die Nebenprodukte X, die aus
einer Zersetzung von BB-carba-iso-ddADP 219 nach einem ahnlichen Mechanismus,
wie fur 190 vorgeschlagen, resultieren konnten. Diese Ergebnisse zeigen auch,
warum die Reinigung von 190 sich als so aufdergewohnlich schwierig herausstellte.
Andererseits war die Synthese von dem BBB-Prodrug 190 nachtraglich ein Segen,
da durch das langwellige Absorptionsmaximum der modifizierten Nucleobase die
einzelnen Hydrolyseprodukte aufgelost werden konnten. Diese Ergebnisse lieRen
sich dann spater auf andere BBB-Prodrugs, bei denen die Nebenprodukte nicht
ausgeblendet werden konnten, Ubertragen. Zunachst aber wollen wir uns der
Hydrolyse von 190 in P3HR1-Zellextrakt zuwenden, da aus den Hydrolyselosungen

der massenspektrometrische Nachweis von BBB-Phosphat 211 gelang.

190

Integration bei 233 nm Integration bei 310 nm JtQO
0
min
40 ~
min
211
219 219

(LS —

. . i . _min ; ; ; i i

6 8 10 12 14 6 8 10 12 14

t [min] t [min]

Abb. 175: Vergleich der Chromatogramme der enzymatischen Hydrolyse (P3HR1) von BBB-carba-

iso-ddADP 190 nach t=0 min bis t=116 min bei unterschiedlichen Integrationswellenlangen; Methode 4

Erneut zeigt das linke Chromatogramm (Integration bei 233 nm) die Zersetzung des
Prodrugs 190, diesmal uber einen Zeitraum von 2 h. Die Hydrolysehalbwertszeit
wurde zu 23 min bestimmt. Es fallt allerdings auf, dass nur Spuren des BB-
Intermediats 219 entstehen, d.h. eine enzymatische Hydrolyse findet nicht statt. Das
einzige Produkt, das in diesem Chromatogramm nachgewiesen werden kann, ist
BBB-Phosphat 211, weswegen von einem quantitativen Bruch der Anhydridbindung
ausgegangen werden muss. Die Integration bei 310 nm ergab das rechte
Chromatogramm. Man erkennt den Abbau von 190 zu nicht definierten
Folgeprodukten, die mit einem Kasten markiert sind. Es soll nun endlich der
Nachweis der Entstehung von 211 erbracht werden; da offensichtlich bei allen

untersuchten Wellenlangen 211 das einzige definierte Produkt der Hydrolyse war,
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wurde eine Zellextrakt-Hydrolyselésung (2.5 h Inkubation von BBB-carba-iso-ddADP
190) entsprechend verdunnt und durch ESI-Massenspektrometrie analysiert. Die

nachfolgende Abbildung zeigt das erhaltene Massenspektrum.
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Abb. 176: Massenspektrometrische Analyse (ESI) des P3HR1-Hydrolysats von 190 nach 2.5 h

Trotz der komplexen Zusammensetzung von Zellextrakten konnte BBB-Phosphat
211 mit einer Molmasse von 517 als Basispeak im Spektrum nachgewiesen werden.
Das Verhalten von Prodrug 190 in Zellextrakt kann nun auf folgende Weise

interpretiert werden:
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Abb. 177: Hydrolyse von 190 in biologischem Medium
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Die Hydrolyse des Intermediats 225 kann im Gegensatz zu den Bedingungen der
chemischen Hydrolyse (bei welcher carba-iso-ddAMP 202a im Chromatogramm
nachgewiesen  wurde) durch Offnung mit von Hydroxid-lonen verschiedenen
Nucleophilen stattfinden, z.B. mit Aminosauren. Dies wirde die Entstehung
undefinierter Nebenprodukte, wie in Abb. 175 (rechts) gezeigt, erklaren. Andererseits
ware auch eine direkte Spaltung der Anhydridbindung durch Nucleophile des
Zellextrakts bei Aktivierung mit Magnesium-lonen denkbar. Dies wurde direkt zu
BBB-Phosphat 211 und den Folgeprodukten fuhren. Dies ware dann ein
Mechanismus, der auch bei allen anderen BAB-NDP-Prodrugs auftreten kénnte. Und
tatsachlich erinnern wir uns, wie z.B. in Abbildung 167 gezeigt worden war, dass eine
erhohte enzymatische Stabilitat zur Bildung nicht definierter Folgeprodukte fuhrte, die
in Konkurrenz zur Esterspaltung entstanden. Es scheint daher so, dass in Gegenwart
von Magnesium-lonen eine Labilisierung der Pyrophosphatbricke eintritt, welche ihre

Ursache in der Neutralisation der negativen Ladung hat, so dass ein nucleophiler

Angriff erleichtert wird.
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Abb. 178: Konkurrierende Anhydridspaltung von BAB-NDP-Pronucleotiden in Gegenwart von Mg2+

Diese Spaltung findet tatsachlich statt, was die nicht definierten Zersetzungsprodukte
der BAB-Pronucleotide in biologischen Medien erklart. Dabei entsteht eine Vielzahl
von Nebenprodukten 226. Bei Prodrug 190 scheint aber zusatzlich die in Abb. 177
gezeigte Spaltung einzutreten, da hier die Halbwertszeit zu etwa 20 min bestimmt
wurde, was der mit Abstand niedrigste Wert flr die BBB-Reihe war. Mit den bislang
diskutierten Ergebnissen konnten nun also die HPLC-Retentionszeit von BBB-

Phosphat 211 und dessen UV-Spektrum zur Zuordnung der Spaltprodukte anderer
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Prodrugs der BBB-Reihe verwendet werden. Es war ja in Diagramm 19 (s. S. 185)
aufgefallen, dass das carbocyclische Prodrug 190 eine um ca. eine GroéfRenordnung
niedrigere chemische Hydrolysehalbwertszeit, verglichen mit BBB-d4TDP 184e und
BBB-AZTDP 185e, zeigte. Auch gegenuber dem BBB-BVdU-Derivat 189 war eine
deutliche Verminderung von ty; zu erkennen, was mit dem in Abb. 172 gezeigten
Mechanismus erklart worden war. Warum allerdings ein so deutlicher Unterschied
der Stabilitat zwischen 184e, 185e und 189 zu verzeichnen war, blieb bislang unklar.
Diesem Phanomen soll sich im Folgenden zugewendet werden, da hieraus Schlusse
uber die Anwendbarkeit des BAB-Konzepts auf unterschiedliche Nucleoside
abgeleitet werden konnen.

Es konnte festgestellt werden, dass BBB-Phosphat 211 bei Verwendung
unterschiedlicher Gradienten an der HPLC stets die gleiche Retentionszeit, wie BBB-
d4TDP 184e aufwies. Dennoch lieRen sich aus den Chromatogrammen einige

Aussagen ableiten.

071 BB-d4TDP

211/184e
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Abb. 179: Chromatogramm der chemischen Hydrolyse von BBB-d4TDP 184e (pH=7.3; t=170 h;
Integration bei 250nm)

Alle angegebenen Produkte wurden durch Referenz-Injektion der entsprechenden
Verbindungen bestimmt. Benzoesaure entsteht durch die Hydrolyse des Esters, tritt
aufgrund der geringen Absorption aber nur als kleiner Peak auf. Weiterhin wird das
Intermediat BB-d4TDP 187 freigesetzt und hieraus wiederum d4TDP. Die Entstehung
von d4TMP weist auf einen Bruch der Anhydridbindung von 184e hin. Da aber das
andere Spaltprodukt 211 die gleiche Retentionszeit und einen hohen
Absorptionskoeffizienten aufweist, wird eine stark verlangsamte Abnahme des

Edukts 184e vorgetauscht. Weiterhin ist zur Interpretation der Signalintensitaten
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darauf hinzuweisen, dass die Integration bei 250 nm durchgefihrt wurde. Die
Verbindungen 211, 184e und 187 weisen aber einen wesentlich groReren
Absorptionskoeffizienten auf, als d4TMP und d4TDP, weswegen die Intensitaten in
dieser Form nicht aussagekraftig sind. Dennoch kann aus diesen Ergebnissen
abgeleitet werden, dass 184e eine deutlich hdhere Stabilitat aufweist, als das
carbocyclische Derivat 190 (Das Chromatogramm wurde nach 170 h
Inkubationsdauer aufgenommen), aber eine geringere Halbwertszeit, als die in
Diagramm 19 angegebenen 103 h besitzen sollte. Dies stutzt den fur 190 in Abb. 172
postulierten Hydrolysemechanismus. Bei BBB-AZTDP 185e konnte unter bestimmten
Bedingungen eine Abtrennung von BBB-Phosphat 211 in den Chromatogrammen
erreicht werden, am deutlichsten gelang die Trennung aber fur das sehr unpolare
BBB-BVdU-Derivat 189. Mit diesem Prodrug konnte nun eindeutig gezeigt werden,

dass die geringe Hydrolysehalbwertszeit von 190 einen Sonderfall darstellte.

189

BB-Intermediat
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Abb. 180: Chemische Hydrolyse des BBB-BVdU-Derivates 189 (pH=7.3; Methode 4)

Aus diesen Chromatogrammen wird eines sehr schon ersichtlich: Das BVdU-Derivat
189 wurde annahernd quantitativ in das BB-Derivat 218 umgewandelt. Ein Bruch der
Anhydridbindung unter Freisetzung von BBB-Phosphat 211 findet nur in einem
aulBerst untergeordneten Male statt. Eine Aufklarung, ob chemisch oder
enzymatisch die 3°-O-isoButyryl-Gruppe gespalten wirde, ist im Rahmen dieser
Arbeit nicht mehr durchgefiuihrt worden. Allerdings war das Verhalten der BBB-
Pronucleotide in Zellextrakt noch Gegenstand einiger Untersuchungen. Es galt
herauszufinden, ob die beschleunigte Hydrolyse der Anhydridbindung in

biologischem Medium auch hier stattfinden wirde.
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Dazu sollen zunachst die ermittelten Hydrolysehalbwertszeiten in biologischem
Medium angegeben werden (CEM/O flir die d4T- und AZT-Derivate 184e, 187 und
185e; P3HR1 fur die BVdU- und carba-iso-ddA-Derivate 189 und 190).

0 | I [ —

BBB-d4TDP BB-d4TDP BBB-AZTDP BBB-ibu- BBB-carba-
BVdUDP iso-ddADP

Diagramm 21: Hydrolysehalbwertszeiten in CEM/0 bzw. P3HR1

Bei allen Verbindungen tritt eine beschleunigte Zersetzung im Vergleich mit der
chemischen Hydrolyse auf. Keine der Verbindungen setzte effektiv das
entsprechende NDP frei, die Grunde hierfir sind bereits ausfuhrlich dargelegt
worden. Es sind dennoch einige Besonderheiten aus diesen Halbwertszeiten
herauszulesen. Obwohl BBB-d4TDP 184e und BBB-AZTDP 185e sich strukturell
recht ahnlich sind, erkennt man, dass 185e in Zellextrakt dramatisch schneller unter
Freisetzung nicht definierter Produkte gespalten wird. Gleichzeitig weist das BVdU-
Derivat 189 eine ahnliche Halbwertszeit wie BBB-d4TDP 184e auf. Bei dem AZT-
Derivat 185e muss folglich eine weitere Destabilisierung der Anhydridbindung in
zellularem Medium auftreten. Da die Nucleobase von d4T und AZT gleich ist, ist die
Ursache vermutlich in der Azidgruppe zu suchen. Es ware eine assistierende

Koordination von Mg** denkbar.
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Abb. 181: Mégliche Koordination bei der Hydrolyse von BAB-AZTDP-Prodrugs
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Weiterhin kdnnte es sein, dass konformative Eigenschaften der Verbindungen einen
Einfluss auf die Hydrolyse haben. Der deutliche Unterschied der Hydrolyse von BBB-
d4TDP 184e und BBB-AZTDP 185e soll mit den folgenden Chromatogrammen
belegt werden.

184e 185e
Oh 0 min
} 1h \ \ 15 min
187 211
75h Th
10 15 20 5 10 15
t [min] t [min]

Abb. 182: HPLC-Verfolgung der Hydrolyse von 184e und 185e (CEM/0, Methode 2 und Methode 4)

Nach 1 h Inkubationsdauer war 185e im Wesentlichen zu BBB-Phosphat 211 und
undefinierten Folgeprodukten abgebaut, was den in Abb. 178 formulierten
Mechanismus stiutzt. Bei 184e verlief die Spaltung hingegen wesentlich langsamer
und es konnte sogar die Entstehung von BB-d4TDP 187 nachgewiesen werden. Es
ist nun interessant, dass das Intermediat 187 im Vergleich mit BBB-d4TDP 184e in
Zellextrakt eine nochmals verkurzte Halbwertszeit aufwies (t12 = 2.5 h vs t12 =7 h).
Dies ist verwunderlich, da bislang stets eine verlangsamte Hydrolyse fur den zweiten
Schritt gefunden wurde. Wir sollten uns daher die Chromatogramme der

enzymatischen Hydrolyse von BB-d4TDP 187 genauer ansehen.

187

N

4h
d4TDP?
20h

t [min]

Abb. 183: Chromatogramme der Hydrolyse von 187 (CEM/0; Methode 2)
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Es wird ersichtlich, dass 187 erneut in nicht definierte Folgeprodukte zerfallt, d.h. in
zelluldarem Medium kann aus BBB-d4TDP 184e kein d4TDP effektiv freigesetzt
werden. Zudem scheint eine enzymatische Reaktion am Benzoylester nur
geringfugig stattzufinden. Der mit ,d4TDP?“ gekennzeichnete Bereich entspricht der
Retentionszeit von d4TDP. Dem UV-Spektrum konnte entnommen werden, dass es
sich um eine nucleosidische Verbindung handelt. Allerdings scheinen hier auch noch
andere Verbindungen zu eluieren. Die zusatzliche Destabilisierung des Intermediats
187 kobnnte mit einer besseren Koordination von Magnesium-lonen

zusammenhangen.
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Abb. 184: Mogliche Koordination bei der Hydrolyse des Intermediats 187

Durch die Koordination scheint es maoglich, dass ein nucleophiler Angriff Gber die
Wege a und b erfolgt. Bei Weg a wurde durch den Bruch der Anhydridbindung
d4TMP freigesetzt, was erklaren mag, warum 184e bei in vitro Tests eine TK'-
Aktivitat aufwies (s. nachster Abschnitt). Naturlich konnte diese Aktivitat auch aus
den geringen freigesetzten Mengen d4TDP oder durch Umwandlung der
Folgeprodukte resultieren. Der oben gezeigte Mechanismus verdeutlicht nun aber,
dass die Hydrolysegeschwindigkeit des zweiten Schrittes von entscheidender
Bedeutung bei der intrazellularen Freisetzung von NDP ist, da die AB-Intermediate
offensichtlich gegenuber den BAB-NDP noch einmal betrachtlich destabilisiert
werden. Zur Erinnerung sei noch einmal angemerkt, dass aus den isolierten
Intermediaten ausschlieRlich das NDP bei der chemischen Hydrolyse freigesetzt
wurde, d.h. sie sind chemisch gegenuber den BAB-NDP stabilisiert! Dies mag
erklaren, warum z.B. aus BPB-AZTDP 185c (t12= 1 h) kein NDP entstand, wohl aber
aus BOB-d4TDP 184d (t12 = 1 h), da hier die zweite Hydrolyse noch rasch genug
ablief.

Aus diesen Ergebnissen wird ersichtlich, dass die Verwendung der BBB-Maske zur

Freisetzung von NDP vdllig ungeeignet ist. Dennoch konnten mit ihrer Hilfe die
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mechanistischen Ablaufe der Hydrolyse detailliert untersucht werden. Aus diesen

Ergebnissen wiederum lassen sich Voraussetzungen flir das zukinftige Design von

BAB-NDP-Prodrugs ableiten.

Es ist bislang nur fur BBB-carba-iso-ddADP 190 eindeutig belegt worden, dass

tatsachlich  Magnesium-lonen  auslésend fur d

Hydrolysehalbwertszeit sind. Diese Lucke soll

ie  drastisch

verringerte

nun fur andere Verbindungen

geschlossen werden. Auflerdem ist die Untersuchung der Stabilitdt in weiteren

Medien Gegenstand der nachfolgenden Experimente. Um ein umfassendes Bild zu

erhalten, wurden einige der Verbindungen in Citrat-HCI-Puffer bei pH = 2.0

hydrolysiert, was in etwa dem pH-Wert der Magensaure entspricht. Weiterhin wurden

Untersuchungen in humanem Blutplasma (HS; mit und ohne Zusatz von MgCly) in

fotalem Kalberserum (FCS; mit und ohne Zusatz von MgCly), in RPMI-Kulturmedium
(mit und ohne Zusatz von HS, FCS und MgCl;) und in Leberzellextrakt durchgefihrt.

Die Untersuchungen in humanem Blutplasma sollten Erkenntnisse darlber liefern, ob

BAB-NDP-Produgs sich uber die Blutbahn im Korper verteilen konnten. Fotales

Kalberserum wird bei in vitro Tests zu 10% dem RPMI-Kulturmedium beigegeben,

diese Untersuchungen und die Experimente in RPMI sollen spater zur Interpretation

der antiviralen Daten herangezogen werden. Untersuchungen in Leberzellextrakten

konnten auf einen mehr oder minder stark ausgepragten first pass Metabolismus

hinweisen.
BAB-AZTDP 185a BIB-AZTDP 185b
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Diagramm 22: Profil von 185a

Diagramm 23: Profil von 185b

Die chemischen Stabilitaten sind in den Diagrammen 18 und 19 angegeben (s.S. 184-185)
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Diagramm 24: Profil von 185c Diagramm 25: Profil von 185e
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Diagramm 26: Profil von 184d Diagramm 27: Profil von 184e

In diesen Datenreihen (und in den dazugehdrigen Chromatogrammen) verstecken
sich nun einige interessante Informationen. Bevor mit der Interpretation begonnen
wird, sollen aber noch einige zusatzliche Informationen gegeben werden. Einige der
Werte (hauptsachlich RPMI/FCS, RPMI/HS und FCS) wurden aus
Zweipunktbestimmungen nach 0 h und 3 h abgeleitet, d. h. sie sind mit einem relativ
grolRen Fehler belastet, weswegen Unterschiede von einer Stunde nicht diskutiert
werden sollen. Diese Werte werden vielmehr verwendet, um Tendenzen abzuleiten.
Weiterhin sind die in Diagramm 27 gezeigten Werte mit einer gro3en Unsicherheit

behaftet, da hier das mdgliche Spaltprodukt BBB-Phosphat 211 die gleiche
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Retentionszeit aufweist, wie das Edukt BBB-d4TDP 184e. Eine genaue Messung der
Halbwertszeiten scheint daher nicht moglich, nur die Zersetzungsprodukte aus den
Chromatogrammen konnen hier untersucht werden. AuRerdem soll noch auf die
Inhaltsstoffe des RPMI-Kulturmediums hingewiesen werden. Dies sind im
Wesentlichen Glucose, verschiedene Aminosauren, Inositol, Phenolrot, Folsaure,
Nicotinamid, Riboflavin, Thiamin, Biotin, Glutathion, Vitamin B-12, L-Glutamin,
Calciumnitrat, Cholinchlorid, Natrium- und Kaliumphosphate, Natriumbicarbonat,
HEPES-Puffer, und Magnesiumsulfat. Der pH Wert betragt etwa 7.5. Aus dieser
Auflistung sollte nun ersichtlich sein, dass eine Menge unterschiedlicher Nucleophile
im RPMI-Kulturmedium enthalten sind und weiterhin auch Magnesium-lonen.

Wir kdnnen uns nun der Interpretation der Daten widmen. Zunachst fallt auf, dass die
Stabilitat aller Verbindungen in den untersuchten Medien deutlich geringer ist, als in
PBS-gepufferten Salzlésungen. Diese Reduktion lasst sich auf die verbleibende
Esterase-Aktivitat in z.B. HS und FCS zurtckfuhren, was zu einer anteiligen Spaltung
der Maskierungsfunktionen fihrt. Dennoch ist die Stabilitat der Verbindungen in
20%igem Plasma noch in einem fur Prodrugs vernunftigen Bereich von 5 h (185a)
Uber 10 h (185b) bis 24 h (185c). Diese Reihung zeigt zugleich wieder die
unterschiedliche Stabilitdt der verzweigten aliphatischen Reihe gegenlber
Esterasen. Man erkennt auch, dass FCS offensichtlich gegentiber HS eine hdhere
Esterase-Aktivitat aufweist, wie den Diagrammen 22, 24 und 26 entnommen werden
kann. Auch die Inkubation der Verbindungen in RPMI ohne weitere Zusatze
vermindert die Stabilitat (s. Diagramm 24 und 27), was ursachlich wohl nun an der
Spaltung der Pyrophosphatbriicke liegt, da RPMI Magnesium-lonen und Nucleophile
enthalt. Die Zugabe von FCS oder HS zum RPMI-Medium verscharft die Abnahme
der Halbwertszeiten gemeinhin noch einmal dramatisch, es ergeben sich aber fur die
unterschiedlichen Verbindungen verschiedene Bilder. Wir entnehmen aus Diagramm
25, dass eine Beschleunigung der Hydrolyse durch Mischung von RPMI mit FCS
oder HS stattfindet. Allerdings war die Verbindung BBB-AZTDP 185e ohnehin als
Sonderfall entlarvt worden. Dies &ufert sich in den ausgesprochen kurzen
Halbwertszeiten. Fur das BPB-Derivat 185c (Diagramm 24) muss ein eigenartiges
Verhalten festgestellt werden: Hier bewirkt nur die Kombination RPMI/FCS einen
dramatischen Verlust an Stabilitét. RPMI/HS zeigt gegeniber HS keine
Destabilisierung. Dies konnte auf die unterschiedliche enzymatische Aktivitat

verweisen. Warum allerdings durch die Kombination RPMI/HS eine Stabilisierung
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gegenuber RPMI eintritt, ist unklar. Aus Diagramm 26 konnen wir entnehmen, dass
hier sowohl durch Kombination von RPMI mit FCS, als auch RPMI/HS eine
entsprechende Destabilisierung eintritt, was ebenso fur BAB-AZTDP 185a gefunden
wird. Auffallig ist weiterhin, dass eine zusatzliche Zugabe von Magnesiumchlorid
stets mit einer weiteren Destabilisierung einhergeht, ein Ergebnis, dass die
postulierten Hydrolysemechanismen stitzt. Dies soll noch einmal beispielhaft an

HPL-Chromatogrammen gezeigt werden.

185e
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Abb. 185: Chromatogramm der Hydrolyse von BBB-AZTDP 185e in RPMI+Mg und RPMI nach 3 h;
Methode 4

Man erkennt wiederum die Freisetzung von BBB-Phosphat 211 aus 185e. Bei
Erhéhung der Mg®*-Konzentration féllt die Spaltung allerdings deutlich intensiver aus.
Bei allen durchgefuhrten Untersuchungen fuhrte die Kombination von RPMI mit 10%
FCS stets zu einem Verlust an Stabilitat um etwa eine GroRenordnung. Daher war
trotz aller gunstigen Eigenschaften der Verbindungen mit einer Verfalschung der in
vitro Testergebnisse zu rechnen. AbschlieRend sei angemerkt, dass sowohl BAB-
AZTDP 185a, als auch BOB-d4TDP 184d in Leberzellextrakt sehr rasch unter
Freisetzung nicht definierter Produkte gespalten wurden. Ob allerdings d4TDP oder
AZTDP in Leberzellextrakt ebenso zersetzt wirden, war nicht mehr Gegenstand
weiterer Untersuchungen. Die schnelle Spaltung ist wenig Uberraschend, da in
Leberzellen die Esterase-Konzentration noch einmal deutlich erhoht ist. Zudem

kdnnen weitere Enzyme an den Abbaumechanismen beteiligt sein.

Als letzter Punkt soll nun noch die Stabilitat einiger Verbindungen bei pH = 2.0
angesprochen werden. Generell nahm die Stabilitdt der untersuchten BAB-NDP-

Pronucleotide bei geringerem pH-Wert zu, da durch die geringere Konzentration an
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Hydroxid-lonen sowohl der Bruch der Anhydridbindung, als auch die Esterspaltung
langsamer verliefen. Da die Hydrolyse bei pH = 2.0 so ausgesprochen langsam wair,
konnte ein weiterer Hydrolysemechanismus, der von Ulrike Muus in ihrer
Dissertationsschrift fur BAB-NMP postuliert wurde, untersucht werden. Es ist gezeigt
worden, dass ein spontaner Bindungsbruch der Benzylphosphatester-Bindung durch
Umpolung des para-Substituenten stattfindet. Es gilt nun, die Annahme zu
untersuchen, ob auch ohne vorherige Umpolung eine Spaltung eintreten kann. Dies

ist in der folgenden Abbildung gezeigt.
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Abb. 186: Moglicher Zerfall von BAB-NDP-Prodrugs ohne Umpolungsreaktion

AcylO

Dieser Zerfall sollte in erster Naherung pH-unabhangig sein. Wir erinnern uns, dass
mit Verbindung 195e (s. Abb. 173, S. 187) ein Benzoyl-substituierter Benzylalkohol
zur Verfugung stand, welcher ein intensives HPLC-Signal hervorrief, und welcher
somit als Spaltprodukt nachweisbar sein sollte. Zunachst sollen die ermittelten
Halbwertszeiten bei pH = 2 angegeben werden, und danach sollen einige der

aufgezeichneten Chromatogramme analysiert werden.
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Diagramm 28: Stabilitat einiger Prodrugs in Citrat/HCI-Puffer pH = 2.0
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Aus den ermittelten Halbwertszeiten tritt die unglaubliche Stabilitat von BB-d4TDP
187 mit einer Halbwertszeit von etwa 3500 h deutlich hervor. Das Derivat BAB-
d4TDP 184a weist hingegen eine etwa so grol3e Halbwertszeit wie bei pH = 7.3 auf.
Dies konnte auf die Moglichkeit einer sauren Spaltung der Estergruppe hinweisen,
die bei den BBB-Derivaten 184e und 185e nicht mehr stattfindet. Insgesamt
verweisen diese Ergebnisse auf die bislang schon mehrfach gefundene hohe
chemische Stabilitdt von BAB-NDP-Prodrugs, zumindest in Abwesenheit von
Magnesium-lonen. Um den in Abb. 186 gezeigten Mechanismus zu untersuchen,
sollen die aufgezeichneten Chromatogramme nun nach der Entstehung von 4-
(Hydroxymethyl)phenylbenzoat 195e (tg= 11.8 min; Methode 4) durchsucht werden.
Tatsachlich findet man in einigen Fallen (und auch in Hydrolyselésungen bei pH =
7.3) einen Peak um diese Retentionszeit mit entsprechendem UV-Spektrum, wenn
die Halbwertszeit genugend grof ist. Dieses Nebenprodukt ist in den bislang
gezeigten Chromatogrammen nicht zugeordnet worden (s. z.B. Abb. 179, S. 192),

was nun nachgeholt werden soll.
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Abb. 187: Chemische Hydrolyse von BBB-d4TDP 184e bei pH = 2.0 nach 245 h Inkubationsdauer;
Methode 4; Integration bei 233 nm

Da kein d4TMP nachgewiesen werden konnte, ist davon auszugehen, dass die
Pyrophosphatbricke unter diesen Bedingungen stabil ist. Weiterhin konnte keine
Entstehung von Benzoesaure (tr = 7 min) nachgewiesen werden, d.h. eine Spaltung
der Ester fand ebenso wenig statt. Damit bleibt die einzige Moglichkeit der
Freisetzung von BB-d4TDP 187 der spontane Zerfall von 184e nach dem in
Abbildung 186 gezeigten Mechanismus. Diese Spaltung ist allerdings ausgesprochen

langsam und wird bei hoheren pH-Werten von der Spaltung der Estergruppierung
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unter anschlielendem Zerfall Uberlagert. Bei BB-d4TDP 187 konnte Uber den
beobachteten Zeitraum kein Zerfall dieser Art festgestellt werden.

Alle Experimente zusammengenommen, konnte ein detailliertes Bild der
Hydrolysemechanismen verschiedener BAB-NDP-Prodrugs gezeichnet werden. Dies
war im Hinblick auf das zuklnftige Design solcher Verbindungen unerlasslich. Die
Schlussfolgerungen sollen im Ausblick geschildert werden, zunachst sollen jedoch

die antiviralen Daten ausgewertet werden.

6.3.4 Antivirale Daten von BAB-NDP-Prodrugs

Erneut wurden die antiviralen Daten gegen HIV-1 und HIV-2 in Kooperation mit Prof.
Jan Balzarini, Universitat Leuven, Belgien ermittelt und erneut lagen leider die
antiviralen Daten gegen HSV, HBV und EBV, die von Frau Dr. Astrid Meerbach;
Universitatsklinikum Jena, ermittelt werden zum Zeitpunkt der Abgabe dieser Arbeit

noch nicht vor.

ECso? [uM] CCso’ [ pM]
CEM/0 CEM/TK- CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
BAB-d4TDP 184a 1.05+0.92 1.5+0.7 21.0+5.7 >125
BPB-d4TDP 184c 0.78 £ 0.80 0.90+0.16 14+5 66+1.4
BOB-d4TDP 184d 0.90+0.44 1.3+£0.39 26+19 81.1+14
BBB-d4TDP 184e 0.20+£0.0 0.30+0.14 0.85+0.07 365
BAB-AZTDP 185a 0.065 +£0.074 0.037 £0.037 25.0+£0.0 7314
BIB-AZTDP 185b 0.062 £ 0.077 0.039 £0.036 35.0+21.2 77 +£12
BPB-AZTDP 185c 0.028 £ 0.019 n.b. 360 71+8.5
BBB-AZTDP 185e 0.17+£0.14 0.05 +£0.025 >10 23
AZTL o 05440031 054£0031 s250 5250

d4T 3 0.68£0.48 1.0+ 0.68 22+10 141 £ 17

350% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation; ®50% cytotoxische Konzentration

Tab. 7: Antivirale Profile BAB-NDP-Prodrugs und der entsprechenden Referenzverbindungen
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Fir die Interpretation der Daten gelten prinzipiell die gleichen Uberlegungen, wie
bereits im Kapitel Uber den intrazellularen Einschluss von cycloSal-Pronucleotiden
angestellt. Es muss erneut darauf hingewiesen werden, dass das Auftreten von
Werten wie 0.062 + 0.077 (BIB-AZTDP 185b) etwas irritierend, scheinbar aber eine
Besonderheit biologischer Messungen ist. Daher soll der hauptsachlich diskutierte
Wert die TK™-Aktivitat sein, da hier direkt abgeleitet werden kann, ob das Prodrug
intakt in die Zelle gelangt und dort die Maskierungen abgespalten werden. Weiterhin
sei darauf verwiesen, dass AZT 1 bei anderen Messreihen eine Aktivitat im niedrigen
nanomolaren Bereich von z.B. BIB-AZTDP 185b aufwies, weshalb nicht gefolgert
werden kann, die BAB-NDP waren von ihren antiviralen Profilen besser. Die einzige
Verbindung, bei der eine vollstandige TK-Aktivitat festgestellt werden konnte, war
BBB-d4TDP 184e. Dies ist im Hinblick auf die Ergebnisse des vorangegangenen
Abschnittes etwas merkwuardig. Natlurlich mussen aber die in Zellextrakten
gemessenen Kinetiken nicht mit denen einer intakten Zelle Ubereinstimmen. Sehr
erfreulich ist aber, dass aus diesem Wert eine Diffusion Uber die Zellmembran
abgeleitet werden kann, d.h. trotz der negativen Ladung des Systems scheint ein
passiver Transport stattfinden zu kdnnen. Eine angedeutete TK'-Aktivitat besitzt
zudem BOB-d4TDP 184d mit 2.6 + 1.9 uM (also 0.7 bis 4.5), d.h. eventuell findet
auch hier eine Diffusion statt, wobei in diesem Fall eine Freisetzung von d4TDP aus
den gemessenen Kinetiken wahrscheinlicher anmutet. Auch dies ist ein erfreuliches
Ergebnis, da eine Optimierung der Eigenschaften von BAB-NDP-Prodrugs durch
Anfugen verschiedener Fettsaure-Ester nun moglich scheint. Warum die anderen
Prodrugs keine TK'-Aktivitat aufweisen, ist unklar. Einerseits kdnnte dies an einer zu
raschen Zersetzung der Verbindungen im RPMI/FCS-Medium liegen, andererseits
konnte ebenso die Polaritat der Verbindungen eine Rolle spielen. Es ist immerhin
auffallig, dass die unpolareren d4TDP-Prodrugs mit Benzoyl- und Octanoyl-
Modifikation die beste TK™-Aktivitat aufweisen. Auch dies sollte Ansporn sein, weitere
Fettsaure-Modifikationen zu testen, da hier die Polaritat weiter vermindert werden
kann, aber dennoch eine effektive erste und zweite enzymatische Hydrolyse das
NDP liefern wirden. Auch soll darauf hingewiesen werden, dass die TK™-Aktivitat nur
bei d4T-Prodrugs festgestellt werden konnte. Dies Ergebnis verweist eventuell auf
die nochmals beschleunigten Zersetzungsreaktionen, die bei z.B. BBB-AZTDP 185e
nachgewiesen werden konnten und die mit einer zusatzlichen Koordination von

Magnesium-lonen zusammenhangen konnten. Damit ware das eigentliche Ziel eines
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AZTDP-Prodrugs nicht erreicht, allerdings lassen sich aus den vorgeschlagenen
Mechanismen bestimmte Verbesserungsvorschlage des Systems ableiten, wie dies
im Ausblick geschehen wird. Zunachst soll noch eine weitere Verbindung, welche

den Tests unterzogen wurde, diskutiert werden.

ECso® [uM] CCs0” [ uM]
CEM/0 CEM/TK: CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
BBB-3"-O-iBu-BVdUDP 189 6.0+57 6.3+0.64 >10 17+ 2
BV 250 250 250 250

#50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation; °50% cytotoxische Konzentration
Tab. 8: Antivirale Profile BBB-3'-O-Bu-BVdUDP 189 und der entsprechenden Referenzverbindung

Es sei daran erinnert, dass BVdU 11 zu den selektiven antiviral aktiven
Verbindungen zahlt. Dies bedeutet, dass BVdU von viralen Kinasen zum Diphosphat
phosphoryliert wird und erst dann die zellulare NDP-Kinase das entsprechende
Triphosphat aufbaut. Weiterhin hei3t das, BVAUTP kann eigentlich nur in Zellen
entstehen, die HSV-infiziert sind (s. Kenntnisstand). Wenn nun aber das Diphosphat
direkt in einer Zelle freigesetzt wird, die z.B. HIV infiziert ist, so kann das Triphosphat
aufgebaut werden, was sich in einer antiviralen Aktivitat niederschlagen mag. Nun
sind die erhaltenen Werte fur das BVdU-Prodrug 189 zwar nicht herausragend und
ob ein TK-Wert >10 besser ist, als >250 sei dahingestellt; dennoch besteht die
Mdglichkeit, dass die Aktivitat (und der CEM/0O HIV-1-Wert unterliegt immerhin
erheblichen Schwankungen) aus einer Freisetzung von BVAUDP resultiert. Hier
muss noch einmal auf die erhohte Stabilitat von 189 in Zellextrakt hingewiesen
werden. Bei den Hydrolysen war immerhin nur sehr untergeordnet der Bruch der
Anhydridbindung festgestellt worden, der bei dem vergleichbaren AZT-Derivat 185e
sehr schnell stattfand. Zudem scheint die hohe Lipophilie von 189 sich beglinstigend
auf den Zelleintritt auszuwirken, was aus der relativ hohen Cytotoxizitat abgeleitet
werden kann. Es ware daher sehr interessant, ein BAB-BVdU-Prodrug mit z.B. der
Octanoyl-Modifikation darzustellen, da hier vermutlich deutlich mehr BVdUDP

freigesetzt wirde, was die Ergebnisse der antiviralen Tests gegen HIV eventuell
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eindeutiger machte. Dies ware ein ausgesprochen interessantes Beispiel fur die

Uberfiihrung einer antiviral inaktiven Verbindung in eine antiviral aktive Form.

6.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde zunachst die Darstellung von cycloSal-NDP-Prodrugs
diskutiert. Aus den Ergebnissen lielRen sich die optimalen Trocknungsbedingungen
der NMP fur die Synthese von Anhydridbindungen ableiten. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass NDP-Prodrugs nur mit einer negativen Ladung am a-Phosphoratom
stabil sein kénnen. Aus den ungunstigen Hydrolyse-Eigenschaften der cycloSal-
NDP-Prodrugs konnte zudem die alternative Struktur der BAB-NDP-Prodrugs als
Ausweg abgeleitet werden. Die Synthese und Reinigung dieser Verbindungen wurde
ausfuhrlich beschrieben und bis zu sehr guten Ausbeuten optimiert. Die Aufklarung
der Hydrolyse-Eigenschaften von BAB-NDP-Prodrugs konnte sehr detailliert gefuhrt
werden. Mit einigen der Verbindungen dieses Typs konnte tatsachlich eine fast
quantitative Freisetzung des entsprechenden NDP in zellularem Medium erreicht
werden. Damit konnte erstmals ein effektiv funktionierendes NDP-Prodrug-System
etabliert werden. Weitere Untersuchungen =zeigten eine Destabilisierung der
Verbindungen in Kulturmedium, wobei der Beweis eines Einflusses von Magnesium-
lonen auf diese Destabilisierung gefuhrt werden konnte. Aus den erhaltenen
Ergebnissen lieRen sich genaue Anforderungen an das Hydrolyseprofil von BAB-
NDP-Prodrugs ableiten, was im Ausblick zur Formulierung optimierter Strukturen
fuhren wird. Obwohl noch kein effizient funktionierendes Prodrug flir die Freisetzung
von AZTDP erhalten werden konnte, legen diese Untersuchungen doch den

Grundstein fur weiterfihrende Arbeiten.
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7 Zusammenfassung

Diese Arbeit befasste sich mit drei unterschiedlichen Themengebieten; dem
intrazellularen Einschluss von cycloSal-Pronucleotiden, der Analyse intrinsisch
fluoreszierender Nucleoside und Pronucleotide wund der Synthese von
Nucleosiddiphosphat-Prodrugs. Es konnte gezeigt werden, dass sich diese drei

Themenbereiche miteinander verknupfen lassen.

Zunachst wurden, auf bereits durchgefihrten Arbeiten aufbauend, POM-
funktionalisierte  cycloSal-Pronucleotide mit erhdohter Hydrolysehalbwertszeit
entwickelt und eine generalisierte Syntheseroute entworfen, um verschiedene
Nucleoside mit ,lock-in“-Maskierungen modifizieren zu kénnen (s. S. 30-35). Die auf
diese Weise erhaltenen Verbindungen wurden in Hydrolysestudien detailliert
untersucht, wodurch ein klares Bild des Hydrolysemechanismus in unterschiedlichen
Medien gezeichnet werden konnte (s. S. 35-46). Da die erhaltenen antiviralen Daten
gegen HIV nicht vielversprechend waren, wurde ein weiteres, neuartiges System
entwickelt. Um einen effizienten intrazellularen Einschluss von cycloSal-
Pronucleotiden zu erhalten, wurden verschiedene Aminosaure-Ester mit der
cycloSal-Maskierung verknlUpft. Es konnte auf diese Weise eine Kombination
gunstiger Eigenschaften erreicht werden. Einerseits wurde durch diese Modifikation
die chemische Stabilitat erhoht, andererseits konnte die enzymatische Stabilitat auch
im Vergleich mit der POM-Funktionalisierung noch einmal deutlich gesenkt werden,
was als Voraussetzung fur einen effektiven ,lock-in“-Mechanismus angesehen wurde
(s. S. 64-77). Es wurde das Verhalten der Pronucleotide unter Variation der
Aminosaure, der Konfiguration der Aminosaure und des Phosphoratoms, des Esters
und des Nucleosids untersucht, woraus sowohl der chemische als auch der
enzymatische Hydrolysemechanismus im Wesentlichen abgeleitet werden konnten
(s. S. 50). Damit steht erstmals eine strukturell dul3erst variable ,lock-in“-Modifikation
von cycloSal-Pronucleotiden mit einer optimierten Synthesestrategie zur Verfugung.
Aus den chemisch-analytischen Ergebnissen und den biologischen Testergebnissen
lieRen sich die Anforderungen an Aminosaure-Ester modifizierte cycloSal-
Pronucleotide ableiten (s. S. 77-81). Die Weiterentwicklung dieses Systems wird Teil

zukunftiger Arbeiten sein.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die analytischen Moglichkeiten von intrinsisch
fluoreszierenden Nucleosidanaloga ausgeleuchtet. Zunachst wurden verschiedene
Synthesen solcher Verbindungen untersucht. Dabei konnte ein intrinsisch
fluoreszierendes Nucleosidanalogon der d4-Reihe erstmals synthetisiert werden (s.
S. 94). Auch konnten carbocyclische Vertreter dieser analytischen Sonden in grof3en
Mengen verlasslich dargestellt werden (s. S. 96). Diese Nucleoside wurden dann zu
verschiedenen cycloSal-Triestern umgesetzt, unter anderem auch zu den eben
beschriebenen POM-, AM- und Aminosaure-Ester-modifizierten cycloSal-
Pronucleotiden (s. S. 101). Damit standen empfindliche analytische Sonden zur
Untersuchung des ,lock-in“-Effektes zur Verfliigung. In einem einfach strukturierten U-
Rohr-Experiment konnte eine annahernd vollstandige Anreicherung eines Triesters
aus einer Donorphase uber eine Dichlormethan-Barriere in eine Akzeptorphase
durch enzymatische Spaltung unter Fluoreszenzdetektion erreicht werden (s. S. 107-
111). Dieses Beispiel illustrierte auf eine deutliche Weise die prinzipielle Machbarkeit
eines intrazellularen Einschlusses von cycloSal-Pronucleotiden. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass selbst aus nanomolaren Losungen der Verbindungen ein
deutlicher Nachweis durch HPLC-Fluoreszenz-Analyse maoglich war. Damit konnten
die Verbindungen, verglichen mit UV-Analytik, auch noch in Uber 300000facher
Verdinnung identifiziert werden (s. S. 104). Somit konnte eventuell eine Alternative
zu umstandlichen und teuren radiolabelling Experimenten entwickelt werden. Ob dies
wirklich der Fall ist, kbnnen zukunftige Experimente zeigen. Einige der Verbindungen
wurden hinsichtlich verschiedener Fluoreszenzerscheinungen detailliert untersucht,
wobei gemeinhin fiir cycloSal-Pronucleotide der dm°K-Reihe starke Quenching-
Effekte gefunden wurden, die bei der Freisetzung des Nucleotids verschwanden. Fur
die Nucleoside der iso-A-Reihe konnte bei den untersuchten Verbindungen kein
Quenching festgestellt werden (s. S. 103). Ebenso war die detaillierte Aufklarung des
Hydrolyseverhaltens der Verbindungen in unterschiedlichen Medien Teil dieser Arbeit
und konnte erfolgreich durchgefuhrt werden (s. S. 105-106). Unter Anleitung von Dr.
Arwyn Tomos Jones, Cardiff, Wales, wurden die Verbindungen in in vitro Zelltests
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei musste leider festgestellt werden, dass
die UV-Absorptionsbande der Verbindungen kurz vor dem gefilterten
Anregungsbereich der verwendeten UV-Lampe endete. Daher konnte die

ursprunglich angestrebte direkte intrazellulare Analyse der Verbindungen nicht
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erfolgreich durchgeflhrt werden (s. S. 112-119). Hierfur wirde zur Anregung ein

durchstimmbarer UV-Laser bendtigt.

Der dritte Teil dieser Arbeit befasste sich mit der Darstellung von NDP-Produgs.
Zunachst wurde die Synthese von cycloSal-NDP-Prodrugs herausgearbeitet und
anschliellend chromatographische Vorschriften zur Reinigung entwickelt (s. S. 128-
138). Die sich der erfolgreichen Synthese anschlieRenden Hydrolyseuntersuchungen
zeigten fur das erste entwickelte NDP-Prodrug eine nicht zufriedenstellende
Freisetzung von 1% NDP (s. S. 135). Die Freisetzung des NDPs konnte durch
Optimierung des Systems auf etwa 25% erhoht werden. Aus den Schwachen der
cycloSal-NDP-Prodrugs konnte schlieBlich die optimierte Struktur der BAB-NDP-
Prodrugs abgeleitet werden. Die Synthese solcher Verbindungen wurde erstmals
beschrieben und konnte trotz der komplexen Strukturen bis zu einer
ausgezeichneten Ausbeute von Uber 70% vorangetrieben werden (s.S. 166-168).
Zudem konnte die Synthesedauer durch Anwendung verschiedener Handgriffe
betrachtlich verkurzt werden (s.S. 171). Mit Hilfe der verbesserten Synthese- und
Reinigungsablaufe konnte eine grolRe, strukturell verschiedene Vielfalt an BAB-NDP-
Prodrugs erzeugt werden, wobei sowohl die maskierten Nucleosiddiphosphate, als
auch die Estergruppierungen der Maske einer Variation unterworfen wurden (s. S.
160-167). Damit erfullte die entwickelte Syntheseroute die an sie gestellten
Anforderungen in hervorragender Weise. Es konnte gezeigt werden, dass die
prozentuale Freisetzung des NDPs an die Hydrolysehalbwertszeiten der Masken
gekoppelt ist (s. S. 183). Tatsachlich gelang mit der ersten untersuchten Maskierung
eine annahernd quantitative Freisetzung des NDPs in zellularem Medium innerhalb
weniger Minuten bei hoher extrazellularer Stabilitat im Bereich zwischen 15 und 20 h
(s. S. 172-177). Dies stellte ein ganz auliergewohnlich gutes Ergebnis dar, das in
dieser Deutlichkeit nicht erwartet worden war. Die Untersuchung des Einflusses der
Ester der BAB-Modifikation und der Nucleoside wurde umfangreich durchgefihrt.
Aus den Ergebnissen liellen sich detaillierte Spaltungsmechanismen fur die
einzelnen Prodrugs ableiten (s. S. 185-202). Auch die Spaltung der Anhydridbindung
der BAB-NDP-Prodrugs unter dem Einfluss von Magnesium-lonen konnte ausflhrlich
belegt werden (s. S. 197-200). Zudem konnte einigen der antiviralen Daten das
Eindringen des intakten Pronucleotids in die Zelle entnommen werden; dies trotz der

relativ hohen Molmasse der Verbindungen. Die teils unbefriedigenden antiviralen
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Daten konnten mit einem dramatischen Stabilitatsverlust der Verbindungen im
Inkubationsmedium RPMI/FCS, erneut unter dem Einfluss von Magnesium-lonen,
erklart werden (s. S. 197-199; 203-205). Aus all diesen Ergebnissen konnen die im
Ausblick gezeigten optimierten Strukturen abgeleitet werden, welche hoffentlich die
letzten verbliebenen Schwachen des BAB-NDP-Prodrug-Systems beseitigen werden.
Damit ware es erstmals maoglich, Nucleosiddiphosphate und eventuell sogar
Nucleosidtriphosphate durch die Zellmembran zu schleusen und intrazellular
freizusetzen. Dies konnte einen grof3en therapeutischen und analytischen Nutzen in

sich tragen.
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8 Summary

This thesis deals with three different topics: 1. the intracellular lock-in of modified
cycloSal-pronucleotides; 2. the synthesis and analytical evaluation of intrinsically
fluorescent pronucleotides; 3. the design of efficient NDP-prodrug-systems based on

the cycloSal- and BAB-concept.

In the first chapter, the design of novel lock-in modified cycloSal-pronucleotides
based on the POM-approach was presented. The examination of the impairments of
this system led to the design of amino acid ester modified cycloSal-pronucleotides,
an interesting class of new compounds with finely adjustable properties. The
investigation of different amino acids, different stereochemistry, both at the amino
acid and phosphorous, as well as commutation of the ester moieties, facilitated the
deduction of principally beneficial modifications. Both, the mechanism of pure
chemical hydrolysis and the mechanism of enzyme triggered hydrolysis, were finally
unravelled. For some of the compounds full TK-bypass activity was found,
underlining the highly efficient intracellular NMP delivery. Additionally, the concept
was expanded to different antivirally active nucleosides.

In the second chapter, the synthesis of intrinsically fluorescent nucleoside analogs
was described in detail. The following conversion of these nucleosides to a variety of
prodrugs was achieved. With a simple experimental setup, the lock-in concept was
exemplified, which conjoined the first and the second part of this thesis.
Unfortunately, the desired in-cell analysis of different pronucleotides employing
fluorescence microscopy failed due to a little gap between absorption and excitation
wavelengths. Anyhow, by taking advantage of the high sensitivity of fluorescence
analysis, the compounds might still be useful in cellular breakdown studies as an
alternative to the radio labelling of compounds.

In the third chapter, the design of NDP-prodrug systems was described. During the
course of synthesis and evaluation of the compounds, different requirements for the
efficient NDP-release were derived. This finally led to the design of BAB-NDP-
prodrugs with extraordinary properties. For the first time, lipophilic prodrugs of NDPs
were described, that were able to enter cells by passive diffusion and that released
large amounts of NDP. The breakdown mechanisms of these prodrugs were
painstakingly investigated, leading to different proposals of hydrolysis in a variety of

chemical and biological media. The synthesis of an intrinsically fluorescent,
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enzymatically activated BAB-Prodrug interconnected all three different parts of this
thesis. Taking all results into account, new classes of NDP-Prodrugs will be
described in the next chapter, which may combine all beneficial properties of BAB-

NDP-prodrugs and that may evade the last weaknesses left in the BAB-concept.
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9 Ausblick

Vorschlage zum ,lock-in“ Konzept

Die bisherigen Ergebnisse zum ,lock-in“-Konzept legen nahe, dass die Verwendung
der POM-Funktionalisierung eingestellt werden sollte, da mit der Modifikation durch
Aminosaureester eine sehr gute Alternative entwickelt wurde. Da es eine Vielzahl
verschiedener Aminosauren gibt, weiterhin die Ester beliebig verandert und zudem
unterschiedlichste Nucleoside maskiert werden konnen, resultiert eine grof3e Vielzahl
moglicher Zielverbindungen. Diese sind in der nachfolgenden Abbildung
zusammengefasst, wobei die variablen Positionen mit einem Pfeil gekennzeichnet

wurden.
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Abb. 188: Variable Positionen von Aminosaure-Ester modifizierten cycloSal-Pronucleotiden

Es muss dabei betont werden, dass diese Strukturen aufgrund ihrer Komplexitat wohl
eher von akademischem Interesse sind, aber dennoch eine betrachtliche Erweiterung
des cycloSal-Konzepts beinhalten. Es ware prinzipiell interessant zu untersuchen, ob
verschiedene Modifikationen zu einer intrazellularen Anreicherung flihren kénnen
und ob diese Anreicherung auf bestimmte Zellorganellen ausgedehnt werden kann.

Hierzu bietet sich die fluoreszenzmikroskopische Analyse an.
Vorschlage zu intrinsisch fluoreszierenden Pronucleotiden

Von dem synthetischen Standpunkt aus, ist dieses Gebiet relativ umfassend
bearbeitet worden. Aus analytischer Sicht sollten die dargestellten Verbindungen nun
Zellaufschluss-Untersuchungen unterworfen werden. Dies kdnnte zu einer Alternative

von teuren radio labelling Experimenten entwickelt werden. Um Pronucleotide
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fluoreszenzmikroskopisch untersuchen zu kénnen, scheint z.B. die Verwendung von
BCNAs als Nucleosidkomponente empfehlenswert. Die moglichen Strukturen solcher

Verbindungen sind in der nachsten Abbildung gezeigt.
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Abb. 189: Leitstruktur von cycloSal-Prodrugs fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Mit den erarbeiteten Syntheseprotokollen sollte die Darstellung dieser Verbindungen

eigentlich keine grof3eren Probleme mehr verursachen.

Vorschlage zu NDP-Prodrugs

Bei den untersuchten BAB-NDP-Prodrugs konnten einige Schwachstellen und einige
Mdglichkeiten zu weiterfihrenden Experimenten identifiziert werden. Zunachst soll
auf die letzteren eingegangen werden. Konzeptionell scheint sich der BAB-Ansatz
auch auf Triphosphat-Prodrugs ausdehnen zu lassen. Und tatsachlich konnte Tillman
Schulz bereits zeigen, dass sich NTP mit dem BAB-Konzept maskieren lassen und
dass pH-abhangig eine Freisetzung des entsprechenden NTPs erreicht werden kann.
Damit wurde der BAB-Ansatz noch einmal betrachtlich erweitert. Es wird in diesem
Zusammenhang zu klaren sein, wie sich die Stabilitdt solcher Verbindungen in
zelluldarem Medium darstellt. Weiterhin kdonnte Uber eine Maskierung des a-
Phosphats bei solchen Verbindungen nachgedacht werden. Damit wirde allerdings
ein grolRer Vorteil der bislang diskutierten BAB-Prodrugs eingebuf3t werden: Die
Abwesenheit asymmetrischer Atome in der Maskierungseinheit. Die nachfolgende
Abbildung zeigt die Grundstruktur von BAB-NTP-Prodrugs.
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Abb. 190: BAB-NTP-Prodrugs

Weiterhin scheint die Maskierung von BVdU zu einer antiviralen Aktivitat gegenuber
HIV gefuhrt zu haben. Da dies mit dem BBB-System erzielt wurde, welches
nachweislich nur geringe Mengen Diphosphat freizusetzen vermag, sollte unbedingt
ein BVdU-Derivat mit z.B. BIB-Maskierung dargestellt und in anti-HIV-Tests

untersucht werden.

I I N
O—I|3—O—F|’—O
o) o O
X
OWH\
o)

Abb. 191: BVdUDP-Derivat

Es musste in diesem Zusammenhang geklart werden, welche Schutzgruppe fur die

3’-OH-Gruppe bei Nucleosidanaloga am besten geeignet ist.
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Als grofte Schwachen des Systems sind die Labilisierung der Pyrophosphatbriicke
in Gegenwart von Magnesium-lonen zu nennen und weiterhin die Abhangigkeit der
Freisetzung von NDP von beiden Hydrolysehalbwertszeiten der
Maskierungseinheiten. Eventuell scheint auch die zu geringe Lipophilie einiger der
Verbindungen einen Einfluss auf die passive Diffusion Uber die Zellmembran zu
haben. Bei der Fortfihrung der Synthesen sollte daher darauf geachtet werden, dass
die Polaritat und beide Hydrolysehalbwertszeiten hinreichend gering sind. Der beste
Ansatz dies zu erreichen, scheint in der Veresterung mit unterschiedlichen
Fettsauren zu liegen (Ansatz 1). Weiterhin ware es mdglich, den Aromaten der
Maske mit Alkylketten zu modifizieren und fur die Estergruppe weiterhin Essigsaure
oder jso-Buttersaure zu verwenden. Um einen moglichst geringen Einfluss auf die
Stabilitat der Prodrugs zu nehmen, sollten diese Alkylgruppen in meta-Position zur
Benzylgruppe stehen (Ansatz 2). Eine andersartige Losung ware der Versuch der
Verwendung einer einzigen Maske, unter der Annahme, dass beide Benzylpositionen
durch eine Esterspaltung Ilabilisiert wirden (Ansatz 3). Dabei koénnte das
Maske:Wirkstoff-Verhaltnis deutlich verbessert werden und ein Hydrolyse-Intermediat
wurde eventuell gar nicht auftreten. Ob ein solcher Ansatz erfolgreich sein kann, ist
vollig offen. Zusatzlich sind noch weitere Positionen zur Einfihrung der Esterfunktion

mit Pfeilen markiert.
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Abb. 192: Optimierte Maskierungsfunktionen
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Es scheint allerdings bei all diesen Vorgehensweisen die Abhangigkeit der Hydrolyse
von Magnesium-lonen nicht ausgeschlossen werden zu konnen. Es konnte daher
durchaus sinnvoll sein, das Sauerstoffatom des a-Phosphors zu ersetzen. Dies ware
durch Verwendung der von Barbara R. Shaw et al. entwickelten a-Borano-Phosphate
denkbar, die als entsprechende Triphosphate starke Inhibitoren der viralen RT sein
konnen.['"®12% Die Einfilhrung eines o-Borano-Phosphates kdnnte eventuell die
Magnesium-Koordination unterbinden. Man erhalt andererseits erneut ein
asymmetrisches P-Atom. Dennoch konnte so auch das erste Hydrolyse-Intermediat

weitaus stabiler sein.
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Abb. 193: a-Boranophosphat zur Vermeidung der Koordination von Magnesium

All diese Modifikationen kdnnten zu einer hoheren Stabilitat, einer verbesserten
Zellaufnahme und einer vermehrten Freisetzung des entsprechenden NDP fuhren.
Welcher Ansatz dabei der beste sein kdnnte, ist unklar.

Im Ubrigen ist es weiterhin denkbar, die zahlreichen in der Natur vorkommenden
Pyrophosphate durch entsprechende Maskierung von auf3en in biologische Systeme
einbringen zu kdnnen, z.B. Thiaminpyrophosphat (Coenzym; prosthetische Gruppe)

oder Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP; bei der Terpenbiosynthese).
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10 Experimentalteil

10.1 Allgemeines

10.1.1 Edukte und Reagenzien

Acetanhydrid: unter Inertgas destilliert.

Acetylchlorid: unter Inertgas destilliert.

Benzoylchlorid: unter Inertgas destilliert.

Di-iso-propylamin: mehrere Tage unter Rickfluss tber Calciumhydrid getrocknet und
destilliert.

Di-iso-propylethylamin: mehrere Tage unter Rickfluss Uber Calciumhydrid getrocknet
und destilliert.

Iso-Butyrylchlorid: unter Inertgas destilliert.

N-Methylpyrrolidin: mehrere Tage unter Rickfluss tUber Calciumhydrid getrocknet

und destilliert.

N,N-Di-methylanilin: mehrere Tage unter Rlckfluss tUber Calciumhydrid getrocknet
und destilliert.

Phosphor(lll)-chlorid: unter Inertgas destilliert.

Phosphor(V)-chlorid: unter Inertgas destilliert.

Pivaloylchlorid: unter Inertgas destilliert.

Tetra-n-butylammoniumchlorid: Zwei Tage Uber P,Os im Vakuum im Exsikkator bei
120°C getrocknet.
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Triethylamin: mehrere Tage unter Ruckfluss Uber Calciumhydrid getrocknet und
destilliert.

10.1.2L6sungsmittel

Die folgenden Losungsmittel wurden in technischer Qualitat bezogen und vor ihrer

Verwendung gereinigt. Alle anderen Losungsmittel wurden ohne weitere Reinigung

eingesetzt.

Dichlormethan: Gber CaCl, getrocknet und destilliert.

Diethylether: Am Rotationsverdampfer destilliert.

Ethylacetat:. Uber CaCl, getrocknet und destilliert.

Methanol: destilliert.

Petrolether 50/70: destilliert.

10.1.3 Absolute Lésungsmittel

FUr Reaktionen unter Luft- und Feuchtigkeitsausschluss wurden die unten

aufgeflihrten absoluten Lésungsmittel verwendet.

Acetonitril. mehrere Tage unter Ruckfluss Uber Calciumhydrid getrocknet, destilliert

und Uber Molekularsieb (0.3 nm) aufbewahrt.

CDCl3: uber Molekularsieb (0.4 nm) getrocknet.

Dichlormethan: mehrere Tage unter Ruckfluss Uber P,Os getrocknet, destilliert und

Uber Molekularsieb (0.4 nm) aufbewahrt.

Diethylether: mehrere Tage unter Ruckfluss Uber Kalium/Benzophenon getrocknet,

destilliert und Uber Molekularsieb (0.4 nm) aufbewahrt.
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1,4-Dioxan: mehrere Tage unter Ruckfluss Uber Natrium/Benzophenon getrocknet,

destilliert und tGber Molekularsieb (0.4 nm) aufbewahrt.

N,N-Dimethylformamid(DMF): Fluka Nr. 40248, absolut Uber Molekularsieb.

Dimethylsulfoxid(DMSO): Fluka Nr. 40248, absolut Gber Molekularsieb.

DMSO-ds: Uber Molekularsieb (0.4 nm) getrocknet.

Pyridin: mehrere Tage unter Rickfluss Gber Calciumhydrid getrocknet, destilliert und

uber Molekularsieb (0.4 nm) aufbewahrt.

Tetrahydrofuran(THF): mehrere Tage unter Ruckfluss Uuber Kalium/Benzophenon

getrocknet, destilliert und Gber Molekularsieb (0.4 nm) aufbewahrt.

Toluol: mehrere Tage unter Ruckfluss uber Natrium/Benzophenon getrocknet,

destilliert und Uber Molekularsieb (0.4 nm) aufbewahrt.

Trimethylphosphat: destilliert und Gber Molekularsieb (0.3 nm) getrocknet.

10.1.4 Chromatographie

Diinnschichtchromatographie:

Es wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator
(Merck Nr.: 5554; Schichtdicke 0.2 mm) verwendet. Alle R~Werte wurden bei
Kammersattigung ermittelt. Die Detektion der UV-aktiven Verbindungen erfolgte mit
einer UV-Lampe bei einer Wellenlange von 254 nm und 366 nm. Als Farbereagenz
wurde ein Gemisch aus p-Methoxybenzaldehyd (0.5 mL), Ethanol (20 mL), konz.
H>SO4 (0.5 mL), Essigsaure (0.1 mL) und Wasser (20 mL) verwendet.
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Préparative Diinnschichtchromatographie:

Mittels eines Chromatotrons der Firma Harrison Research, Modell 7924 T, wurden
Substanzgemische mit Rohausbeuten von maximal 4 g getrennt. Als Trennmittel
diente gipshaltiges Kieselgel 60 PF254 (Merck Nr.: 7749) in Schichtdicken von 1, 2
und 4 mm auf Glasplatten (Durchmesser: 20 cm). Die Detektion der UV-aktiven
Verbindungen erfolgte mit einer UV-Lampe bei einer Wellenlange von 254 nm.

Séaulenchromatographie:

FUr  saulenchromatographische @ Trennungen  wurde VWR-Kieselgel 60
(0.040 - 0.063 mm, 230 - 400 mesh ASTM) verwendet.

Umkehrphasenchromatographie:

Far Dunnschichtchromatogramme wurde RP-18 Fjs4 s DC-Folie der Firma Merck
verwendet. Fur die Saulenchromatographie kam LiChroprep RP-18 (40-63 um) zum
Einsatz. LiChrosorb DIOL (10 um) lieR sich leider nicht fur die praparative

Saulenchromatographie einsetzen.

GréRBenausschlusschromatographie:

Es wurden G-10 und G-15 Sephadex-Phasen verwendet.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die analytische HPLC wurde an einer Merck-Hitachi-Anlage, Modell D-7000
durchgefuhrt.

Software: Chromatography Data Station Software
Interface: D-7000
Pumpe: L-7100

Autosampler: L-7200
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Detektion: Diode Array Detector (DAD) L-7455
FL-Detektor L-7480
Analytische Saule: LiChroCart 125-3 mit LiChrospher 100 RP 18

(5 um) Fullmaterial

Methoden:

Methode 1: Von 0 bis 25 min Wasser mit einem Acetonitril-Gradienten (5-100%),
dann 10 min isokratisch Wasser mit 5% Acetonitril; Flussrate 0.5 mL/min, UV-
Detektion bei 240-260 nm (sofern nicht anders angegeben). Die
Fluoreszenzdetektion wurde auf die Verbindungen abgestimmt (Aex/Aem: 304 / 355 ;
304 /374 ; 315/ 380).

Methode 2: s. Methode 1, nur Laufpuffer statt Wasser.

Methode 3: Von 0 bis 0.5 min isokratisch 8% Acetonitril und 92% Laufpuffer. Von 0.5
bis 22 min Acetonitrilgradient bis 100% Acetonitril. Dann 5 min isokratisch Acetonitril.
Von 27 bis 33 min isokratisch 8% Acetonitril und 92% Laufpuffer. Flussrate 0.6
mL/min. UV-Detektion bei 240-260 nm (sofern nicht anders angegeben). Die
Fluoreszenzdetektion wurde auf die Verbindungen abgestimmt (Aex/Aem: 304 / 355 ;
304 /374 ; 315/ 380).

Methode 4: Von 0 bis 0.5 min isokratisch 8% Acetonitril und 92% Laufpuffer. Von 0.5
bis 15 min Acetonitrilgradient bis 70% Acetonitril. Dann 3 min isokratisch Acetonitril.
Von 18 bis 22 min isokratisch 8% Acetonitril und 92% Laufpuffer. Flussrate 1.0
mL/min. UV-Detektion bei 240-260 nm (sofern nicht anders angegeben). Die
Fluoreszenzdetektion wurde auf die Verbindungen abgestimmt (Aex/Aem: 304 / 355 ;
304 /374 ; 315/ 380).

Methode 5: s. Methode 4, Flussrate 0.5 mL/min.

Methode 6: s. Methode 4, nur Wasser statt Laufpuffer.

Methode 7: Von 0 bis 5 min isokratisch 2% Methanol und 98% Wasser. Von 5 bis 20
min Methanolgradient bis 100% Methanol. Dann 5 min isokratisch Methanol. Von 25
bis 35 min isokratisch 2% Methanol und 98% Wasser. Flussrate 0.8 mL/min. UV-
Detektion bei 240-260 nm (sofern nicht anders angegeben). Die
Fluoreszenzdetektion wurde auf die Verbindungen abgestimmt (Aex/Aem: 304 / 355 ;
304 /374 ; 315/ 380).
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Methode 8: Von 0 bis 5 min isokratisch 1% Methanol und 99% Wasser. Von 5 bis 20
min Methanolgradient bis 100% Methanol. Dann 5 min isokratisch Methanol. Von 25
bis 35 min isokratisch 1% Methanol und 99% Wasser. Flussrate 0.5 mL/min. UV-
Detektion bei 240-260 nm (sofern nicht anders angegeben). Die
Fluoreszenzdetektion wurde auf die Verbindungen abgestimmt (Aex/Aem: 304 / 355 ;
304 /374 ; 315/ 380).

Losungsmittel:
Es wurden Acetonitril und Methanol des Reinheitsgrades ,HPLC grade“ (Firma J.T.

Baker) und Reinstwasser (Milli-Q) verwendet.

lonenpuffer:

Stammlésung (9.8 mM TBAH): Es wurden 1000 mL Wasser mit 6.6 mL einer Losung
von TBAH in Wasser (ca. 40 %, 1.5 M) versetzt und mit konzentrierter
Phosphorsaure auf pH= 3.8 eingestellt.

Verwendete Lésung (0.565 mM TBAH): Es wurden 60 mL der 9.8 mM Stammldsung
mit 1000 mL Wasser verdunnt.

Die praparative Hochleistungsfllissigkeitschromatographie wurde mit einer Merck-
Hitachi L-6250 Intelligent Pump mit 5 mL-Schleife durchgefuhrt. Als Detektor diente
ein Merck-Hitachi LaChrom UV-Detektor L-7400 mit einem Merck-Hitachi D-2500A
Chromato-Integrator. Die verwendete Saule war eine Merck Hibar Fertigsaule RT
250-25 mit LiChrospher 100 RP-18e (5 um) Fulllmaterial. Detektion und Flussrate

sind bei den jeweiligen Experimenten angegeben.
10.1.5 Spektroskopie

Kernresonanzspektroskopie (NMR):

Die NMR-Spektren wurden in der spektroskopischen Abteilung des Instituts flr
Organische Chemie sowie des Instituts fir Anorganische Chemie der Universitat
Hamburg auf Bruker-Geraten aufgenommen. Auf dem Modell AMX 400 wurden
400 MHz-"H-NMR, 101 MHz-"*C-NMR und 162 MHz->'P-NMR-Spektren gemessen.
Auf dem Modell DRX 500 wurden 500 MHz-'H-NMR-, 126 MHz-"*C-NMR und
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202 MHz-*'P-NMR-Spektren gemessen. Zusatzlich wurden auf diesem Modell H-H-
COSY, HMQC, HMBC und NOESY Kaorrelationsspektren aufgenommen.

Die chemische Verschiebung & [ppm] wurde auf die Lésungsmittelsignale kalibriert,
wobei DMSO-dg auf 2.50 ("H) bzw. 39.43 (**C) ppm, CDCl; auf 7.26 ("H) bzw. 77.00
(**C) ppm, MeOD auf 3.31 ("H) bzw. 49.05 (*C) ppm und D,0O auf 4.79 ('H) gesetzt
wurden. Bei der Verwendung von D,O wurden die '>C-NMR-Spektren entweder
unkalibriert belassen oder durch Zugabe geringer Mengen an DMSO-ds kalibriert. Die
Verschiebungen der *'P-NMR-Signale wurden gegen einen externen Standard von

85%-iger Phosphorsaure angegeben.
Massenspektrometrie (MS):

Die El-Massenspektren wurden an einem VG Analytical VG/70-250S-Spektrometer

(doppelt fokussierend) aufgenommen.

Die hr-ESI-Massenspektren wurden an einem ThermoQuest MAT 95XL
Massenspektrometer der Firma Finnigan aufgenommen (Negativ oder Positiv-
Modus).

Die hr-FAB-Massenspektren wurden an einem VG Analytical VG/70-250-S-
Spektrometer mit einer MCA Methode und einer meta-Nitrobenzylalkohol-Matrix

gemessen
Infrarotspektroskopie (IR):

Die IR-Spektren wurden an einem AVATAR 370 FT-IR von Thermo Nicolet

aufgenommen.
Ultraviolett-Spektroskopie (UV):
Die UV-Spektren wurden an einem UV-Spektralphotometer (CARY 1E) der Firma

Varian aufgenommen. Zudem wurden die UV-Spektren der HPLC-Analysen zur

Auswertung herangezogen.
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Lumineszenzspektrophotometrie:

Die Fluoreszenzspektren wurden am Fluorolog 3 der Firma Jobin Yvon

aufgenommen (Bandbreiteex= 5 nm; Bandbreites,= 2 nm; Schrittweite= 1 nm).

10.1.6 Fluoreszenzmikroskopie

Als Fluoreszenzmikroskop kam ein Leica DMIRB mit einer EBQ 100
Fluoreszenzlampe zum Einsatz. Die Bilder wurden mit einer Q-Imaging-Camera
(Retiga 1300) unter Verwendung von Openlab 5 Software aufgenommen. Zur
Benetzung der Ol-Linse (40x) wurde Immersionsdl (Olympus) verwendet. Zur
Analyse von Kristallen wurden Multispot Microscope Slides (PTFE coated, Hendley
Essex) und Cover Glasses (Menzel Glasses) mit Nagellack (Collection 2000,
Maxiflex) verklebt. Zellkulturen wurden in speziellen Tragerschalen analysiert. Alle
Experimente wurden einmal im Lichtfeld (bright field, bf) und unter UV-Bestrahlung
(Amax= 350 nm, Filter ab 340 nm) durchgefihrt. Belichtungsdauern lagen fir bf-

Aufnahmen bei 6 ms und fur Fluoreszenzaufnahmen zwischen 60 ms bis 3 s.

10.1.7 Zellkultur

HelLa Zellen wurden in complete media (cm++), bestehend aus Nahrmedium
(DMEM+Glutamax GIBCO 21885 der Firma Invitrogen, 1 g/L D-Glucose+Pyruvat),
Penicillin, Vancomycin und hitzedeaktiviertem fotalen Kalberserum (FCS), in einem
Zellinkubator (37 °C, 5% CO,) gezlchtet. Samtliche Arbeiten wurden, sofern nicht
anders angegeben, unter einem sterilen Abzug durchgefuhrt, welcher vor den
Arbeiten mit 70% Ethanol in Wasser desinfiziert worden war. Kontaminationen
wurden mit 5% Virkon beseitigt. Alle verwendeten Verbrauchsmaterialien (Pipetten,
Pipettenspitzen, PBS-Puffer 7.3) wurden autoklaviert. Zur Entnahme fir Experimente
mussten die HeLa-Zellen von dem Boden des Zuchtbehalters abgelost werden. Dazu
wurde zunachst das Nahrmedium entfernt und einmal mit 8 mL PBS 7.3 gespdult. Der
Puffer wurde mit einer Pipette abgenommen, 2 mL Trypsinlésung auf dem Boden des
Zuchtbehalters verteilt, 1 mL wieder entfernt und der Behalter daraufhin 10 min in
einen Inkubator gestellt. Nun wurde die Ablosung der Zellen unter einem Mikroskop

untersucht. Die Zellen wurden dann in 8 mL cm++ mehrmals resuspendiert und fur
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die Experimente zwischen 200 und 400 pL in Tragerschalen mit 2 mL cm++
Uberfuhrt. Zur WeiterfiUhrung der Zell-Linie wurden 3 mL der Zellsuspension in einem
neuen Zuchtbehalter mit 10 mL cm++ inkubiert. Die Konfluenz der Zellen lag bei den

Experimenten zwischen 50 bis 70%.

10.1.8 Gerate

Gefriertrocknung:

Wassrige Losungen wurden an einer Christ ALPHA 2-4 Gefriertrocknungsanlage

lyophillisiert.

Thermomixer:

Hydrolysekinetiken wurden in einem Eppendorf Thermomixer 5436 durchgefihrt.

10.2 Synthesen

10.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

AAV 1: Synthese von Salicylalkoholen durch Reduktion von

Carbonylverbindungen

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 2.0 Aq.
LiAlH4 in abs. THF suspendiert. Zu dieser Suspension wurde bei RT eine Losung von
1.0 Aq. der jeweiligen Salicylsdure in abs. THF (ber 30 min getropft und
anschliellend 2 h bei RT gerlhrt. AbschlieBend wurde noch 1 h unter Ruickfluss
erhitzt. Uberschussiges LiAlH; wurde bei 0 °C durch vorsichtige Zugabe von 2 M
Salzsaure zerstort, bis ein pH-Wert zwischen 4 und 5 erreicht war. Nach Zugabe von
Wasser wurden die Phasen getrennt und die wassrige Phase noch dreimal mit
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Die Produkte wurden im Olpumpenvakuum getrocknet. AbschlieRende

Reinigung erfolgte durch Kristallisation.
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AAV 2: Benzylidenacetalisierung von Salicylalkoholen

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. 1.0 Aq. des
jeweiligen Salicylalkohols wurden in abs. THF gelést. Dazu wurden 1.5 Aq.
Benzaldehyddimethylacetal und eine katalytische Menge p-Toluolsulfonsaure
gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 16 h gertuhrt und dann das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Die Ruckstande wurden entweder am Chromatotron gereinigt oder

als Rohgemische in der nachsten Reaktion eingesetzt.

AAV 3: Spaltung von Benzylidenacetalen

Die Benzylidenacetale wurden in Wasser/Acetonitril-Gemischen geldst, mit drei
Tropfen konz. HCI versetzt und mit einem Heilluftfon 30 sek. zum Sieden erhitzt.
AnschlieBend wurde Wasser hinzugefigt und dreimal mit DCM extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit Wasser gewaschen, Uuber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die

Rohprodukte wurden am Chromatotron gereinigt.

AAV 4: Synthese von Saligenylchlorphosphiten

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0 Aq.
des jeweiligen Salicylalkohols in abs. Diethylether gelést (wenn unléslich in Et,O
wurde THF verwendet) und auf -20 °C gekuhlt. Anschlielend wurden bei -20 °C 1.2
Aq. PCl; zugegeben und nach ca. 5 min 2.3 Aq. abs. Pyridin, gel6st in abs. Et,O
(bzw. abs. THF), Uber einen Zeitraum von 45 min bis 1h zugetropft. Nach beendeter
Zugabe wurde noch 1-2 h bei RT ruhren gelassen. Der Kolben wurde Uber Nacht bei
-26 °C aufbewahrt. Am nachsten Tag wurde Pyridiniumchlorid unter Inertgas durch
Filtration entfernt, der Rickstand mit Et,O mehrmals gewaschen und dann das
Losungsmittel im Vakuum evaporiert. Die erhaltenen Ole oder Feststoffe wurden

ohne weitere Reinigung fur die nachfolgenden Synthesen eingesetzt.
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AAV 5: Synthese von Saligenylphosphorchloridaten

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0 Aqg.
des jeweiligen Salicylalkohols und 2.1 Aq. Triethylamin in Et,O oder THF gelést und
Uber einen Zeitraum von 30 min durch einige Kdrner aktiviertes Molsieb (4A) in
einem Tropftrichter getrocknet. Danach wurde diese Mischung Uber einen Zeitraum
von 50 bis 60 min in eine auf -60 °C gekiihlte Lésung von 1.1 Aq. Phosphorylchlorid
in Et,O oder THF getropft. Das Molsieb wurde mit Et,O oder THF nachgespult und
dann weitere 100 min bei -40 °C geruhrt. Die Reaktionslésung wurde filtriert und das
Losungsmittel vom Filtrat abdestilliert. Die Reinigung der Rohprodukte wurde am

Chromatotron (Petrolether/Ethylacetat Gradienten) durchgefuhrt.

AAYV 6: Peptidkupplungen

Variante A: Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es
wurden zwei Lésungen in DMF angesetzt. Lésung 1 enthielt 2.0 Aq. Aminos&uresalz
und 2.0 Ag. DIPEA. Lésung 2 enthielt 1.0 Aq. Saurekomponente und 1.1 Aq. HOBt.
Bei 0 °C wurde Lésung 2 zu Lésung 1 Uber 5 min getropft. Dann wurden 1.3 Aq.
DCC zugefugt und die Losung 16 h gertihrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der Ruckstand in DCM aufgenommen. Bei groReren Ansatzen wurde
Dicyclohexylharnstoff durch Filtration abgetrennt. Die organische Phase wurde
zweimal mit Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am

Rotationsverdampfer eingeengt. Der Riickstand wurde am Chromatotron gereinigt.

Variante B: Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. 2.0 Aq.
Aminosauresalz wurden in wenig DMF geldst und 2.0 Aq. DIPEA zugegeben. Zu
dieser Losung wurden 1.0 Aq. Saurekomponente, 1.1 Aq. HOBt und 1.3 Ag. DCC als
Feststoffe bei RT gegeben. Die Losung wurde 16 h geruhrt, das Losungsmittel im
Vakuum entfernt, der Ruckstand in EE aufgenommen und zweimal mit Wasser
gewaschen. Nach Trocknung uUber Natriumsulfat und Filtration wurde das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die Rohprodukte wurden am Chromatotron

gereinigt.
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AAV 7: Selektive Acylierung von p-Hydroxybenzylalkohol

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 1.0 Aqg.
p-Hydroxybenzylalkohol und 1.0 Aq. abs. TEA in abs. THF geldst und auf 0 °C
gekihlt. Zu dieser Lésung wurden tiber 20 min die jeweiligen Saurechloride (1.1 Aq.),
gelést in abs. THF, getropft. Nach 1-2 h Reaktionsdauer bei 0 °C wurde
Triethylammoniumchlorid durch Filtration entfernt und das Losungsmittel im Vakuum
abkondensiert. Der Riuckstand wurde in DCM aufgenommen, zweimal mit gesattigter
Natriumcarbonatlésung und einmal mit H,O gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die Produkte wurden

entweder durch Kristallisation oder Chromatographie abschlieend gereinigt.

AAV 8: Synthese von Bis-(4-acyloxybenzyl)diisopropylaminophosphoramiditen

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Zu 1.0 Aq.
Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit, geldst in abs. THF und auf -78 °C
gekihlt, wurden 2.2 Aq. des jeweiligen Esters sowie 2.3 Aq. abs. TEA, geldst in
THF, Gber 1 h getropft. Nach beendeter Zugabe wurde noch 16-20 h bei RT geruhrt.
Triethylammoniumchlorid wurde unter Inertgas abfiltriert, mit THF gewaschen und
das Filtrat im Vakuum vom Lo6sungsmittel befreit. Es war u.U. notig, die Filtration zu
wiederholen. Die Rohprodukte wurden am Chromatotron mit PE und einem

Ethylacetat-Gradienten gereinigt.

AAV 9: Synthese von Nucleosidmonophosphaten (NMP)

Variante A: Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden
2.0 Ag. POCI; in Trimethylphosphat gelést und auf 0 °C geklhlt. Dazu wurden
1.0 Ag. Nucleosid gegeben und weitere 2 h bei 0 °C gerlihrt. Die Reaktionslésung
wurde dann mit gesattigter = Ammoniumhydrogencarbonatlosung auf pH = 8
eingestellt und weitere 10 min gertuhrt. Die Loésung wurde eingefroren und
gefriergetrocknet. Abschlieliend wurde Uber eine RP-18 Phase mit reinem Wasser

mehrfach chromatographiert.
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Variante B: Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgeflhrt. Es
wurden 4.4 Aq. POCIs in abs. Acetonitril gelost und auf 0 °C gekihlt. Dieser Lésung
wurden 4.4 Aq. abs. Pyridin und 2.2 Aq. destilliertes Wasser vorsichtig hinzugeflgt.
Nach 5-10 min wurden 1.0 Aq. des betreffenden Nucleosides als Feststoff
zugegeben. Nach 4 h bei RT wurde die Reaktion durch Zugabe von Eiswasser
beendet und eine weitere Stunde im Kuhilschrank gerihrt. Durch vorsichtige Zugabe
von festem Ammoniumhydrogencarbonat wurde ein pH-Wert von 8 eingestellt. Die
Ldsungsmittel wurden durch Gefriertrocknung entfernt. Der Rickstand wurde in
Wasser geldst und Uber eine RP-18 Phase mit Wasser und einem Acetonitril-
Gradienten gereinigt. Der Nachweis von Phosphat gelang durch Fallung mit 1 M

Bariumacetatldsung. Die Produkte wurden abschliel3end lyophillisiert.

AAV 10: lonenaustausch an Nucleosidmonophosphaten (NMP)

Variante A: Die NMP wurden Uber eine protonierte lonenaustauschersaule Dowex
50WX8 eluiert. Die protonierte Form des NMPs wurde mit der jeweiligen Kationen-
hydroxidlésung zum Neutralpunkt titriert oder durch direkte Zugabe von 2.0 Aq. der
jeweiligen Ldsungen neutralisiert und das Ldsungsmittel durch Gefriertrocknung

entfernt.

Variante B: Die Diammoniumsalze der NMPs wurden in Wasser gelost. Es wurden
2.0 Aqg. Tetra-n-butylammoniumhydroxidlésung (40% in H,O, m/m) zugegeben und

das Lésungsmittel durch Gefriertrocknung entfernt.

10.2.2 Synthese einiger Reagenzien

Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 194

4.40 mL destilliertes Phosphortrichlorid (50.0 mmol, 1.0 Ag.) wurden in 20 mL abs.
Diethylether geldst und auf =10 °C gekuhlt. Der Reaktionsansatz wurde tropfenweise
mit einer ebenfalls auf —-10 °C geklhlten Ldsung aus N,N-Diisopropylamin
(100 mmol, 14.2 mL, 2.0 Aqg.), geldst in 20 mL abs. Diethylether, versetzt. Der
Reaktionsansatz wurde 2.5 h bei —10 °C geruhrt. Der Niederschlag wurde mittels

einer Umkehrfritte abgetrennt und dreimal mit je 10 ml abs. Diethylether gewaschen.
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Das Filtrat wurde im Olpumpenvakuum vom Lésungsmittel befreit. Eine weitere

Aufarbeitung wurde nicht durchgefihrt.

Ausbeute:  9.40 g (46.5 mmol, 93%) einer gelblichen FlUssigkeit. Kristallisation bei
-26 °C.

>¥ 'H-NMR (500 MHz, CDCl3)s/ppm= 3.91-3.84 (m, 2 H, 2 x CH-iPr),
>P—N 121 (d, 12 H, J = 6.7 Hz, 4xCHs-iPr); C-NMR (101 MHz,
“ >7 CDCl3)8/ppm= 38.2 (CH-iPr), 22.0 (CHs-iPr); *'P-NMR (202 MHz,
CDCl3)8/ppm= 170.83; CsH14CI2NP; Mol. Wt.: 202.06

Cl

Essigsauretriphenylphosphoranyliden-methylester (Wittig Reagenz) 65

Es wurden 50.0 g Triphenylphosphin (0.19 mol, 1.1 Aq.) in 200 mL entgastem Benzol
gelost. Zu dieser Losung wurden 17 mL Bromessigsauremethylester (d= 1.65 g/mL,
27.7 g, 0.18 mol, 1.0 Aq.) getropft und tiber Nacht geriihrt. Der farblose Niederschlag
wurde abfiltriert, mit Petrolether und Benzol gewaschen und im Vakuum getrocknet.
Nachfolgend wurde der Feststoff in 1.5 L Wasser gelést und mit wenig
Phenolphthalein versetzt. Die Losung wird bis zum Indikatorumschlag mit 2 M NaOH
titriert. Das Prazipitat wurde filtriert, mit Wasser gewaschen und aus PE/EE

kristallisiert.
Ausbeute: 43 g (0.13 mol, 71%) eines farblosen Feststoffes.

5 'H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm = 7.80 (m, 15H, Hay), 3.52
2 (s, 3H, OMe), 2.91 (s, 1 H, CH=P); *C-NMR (101 MHz,
CDCl3)8/ppm = 133.4 (d, J= 9.7 Hz, C-2), 132.4 (C-4), 129.2

1
O o
@ i (d, J= 12.2 Hz, C-3), 50.2 (OMe); CpiH1s0:P; Mol. Wt.:

334.35
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lodmethylpivalat (POM-I)

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 6.00 g Nal
(0.04 mol, 1.0 Ag.) in 30 mL absolutem Acetonitril gelést und dazu 5.7 mL
Chlormethylpivalat (d= 1.05 g/mL, 5.96 g, 0.04 mol, 1.0 Aq.) pipettiert. Die Reaktion
wurde unter Lichtausschluss durchgefuhrt, um einen Zerfall der Verbindung zu
vermeiden. Nach 16 h wurde das Losungsmittel Uber eine Destillationskolonne bei
85 °C entfernt und das Produkt von den Salzen durch Vakuumrektifikation befreit
(Sdp.: 80 — 90 °C im Olpumpenvakuum). Das Produkt wurde unter Lichtausschluss
und Inertgas bei -26 °C verwahrt.

Ausbeute: 9.6 g (0.04 mol, 100%) einer farblosen Flussigkeit.
o 'H-NMR (500 MHz, CDCl3)8/ppm = 5.93 (s, 2H, CHy), 1.19 (s, 9H,
%O/\I tBu); *C-NMR (101 MHz, CDCl3)8/ppm = 176.3 (C=0), 44.7 (CHy),

38.9 (C-tBu), 26.5 (CHs-tBu); CeH11 102; Mol. Wt.: 242.05

Pyridinium-g-cyanoethylphosphat 165

X O ?I A~ _CN Es wurden 3.0 g Barium-(fcyanoethylphosphat)
le ) o040 10 1) mi | her D 50WX8
N/ (|) (10 mmol) mit saurem lonentauscher Dowex
H S) versetzt und in Wasser unter kraftigem Ruhren gelost.
X
| ® Das geloste Salz wurde uUber eine lonenaustauschsaule
—
” aus Dowex 50WX8 eluiert. Zu dem Eluat wurden 4 mL

Pyridin gegeben und die Lésung dann im Vakuum bis auf 4 mL eingeengt. Um eine
1 mM Stammlosung zu erhalten, wurde mit Pyridin auf 10 mL aufgefullt. Die
Stammldsung wurde nicht weiter charakterisiert, sondern direkt fur die Synthesen

eingesetzt.
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10.2.3 Synthesen von Salicylalkoholen
3-Methylsalicylalkohol 151

Die Reaktion wurde gemal® AAV1 durchgefuhrt. Es wurden 20.0 g 2-Hydroxy-3-
methylbenzoesaure (0.13 mol, 1.0 Ag.) mit 10.0 g LiAlH4 (0.26 mol, 2.0 Aqg.) in 200
mL THF umgesetzt. Kristallisation erfolgte durch Losen in wenig DCM und Eintropfen

dieser LOsung in kalten Petrolether (50-70).
Ausbeute:  16.0 g (0.12 mol, 88%) eines farblosen Feststoffes.

o4 'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg)3/ppm = 8.38 (s, 1H, Ph-OH), 7.04 (d,
J= 7.6 Hz, H-6), 6.95 (d, J= 7.6 Hz, H-4), 6.71 (dd, 1H, J= 7.6 Hz, J=
7.6 Hz, H-5), 5.27 (s, 1H, Bn-OH), 4.56 (s, 2H, H-7), 2.15 (s, 3H, Me);
BC-NMR (62 MHz, DMSO-dg)/ppm = 152.6 (C-2), 129.0 (C-5), 127.9 (C-4), 125.0
(C-6), 124.1 (C-1), 118.9 (C-3), 59.9 (C-7), 16.1 (Me); IR (KBr): v [cm™"] = 2920, 1469,
1486, 1213, 1085, 995, 853, 772, 679, 611; mp: 73 °C; R; (DCM/MeOH 9:1 viv)=
0.69; CsH1002; Mol. Wt.: 138.16

OH

5-Chlorsalicylalkohol 152

Die Reaktion wurde gemals AAV 1 durchgefuhrt. Es wurden 15.0 g 5-Chlor-2-
hydroxy-benzoesaure (87.2 mmol, 1.0 Ag.) mit 7.29 g LiAIH4 (191 mmol, 2.2 Aq.) in
140 mL THF umgesetzt.

Ausbeute: 12.9 g (82.5 mmol, 95%) eines hellgelben Feststoffes.

cl o 'H-NMR (400 MHz, DMSO-de)s/ppm= 9.66 (s, 1H, Ph-OH), 7.27
\Ej\A (d, 1H, J= 2.7 Hz, H-6), 7.06 (dd, 1H, J= 2.7 Hz, J= 8.5 Hz, H-4),
" 676 (d, 1H, J= 8.5 Hz, H-3), 5.12 (t, 1H, J= 5.7 Hz, Bn-OH), 4.45

(d, 2H, J= 5.7 Hz, CHz); *C-NMR (101 MHz, DMSO-d)3/ppm= 152.8 (C-2), 131.0

(C-1), 126.6, 126.4 (C-8, C-4), 122.3 (C-5), 115.9 (C-3), 57.6 (CH,); mp: 93 °C; R
(DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.52; C7H;CIO; Mol. Wt.: 158.58
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tert-Butyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat 99

Es wurden 3.81 g 3-(4-Hydroxyphenyl)propionsaure (22.9 mmol, 1.0 Aq.) und 22.0 g
tert-Butanol (0.30 mol, 10 Aqg.) in 50 mL Toluol geldst. Die Lésung wurde zum Sieden
erhitzt und dann Uber einen Zeitraum von einer halben Stunde 15.9 g N,N-DMF-
Dineopentylacetal (68.7 mmol, 3.0 Aq.) zugetropft. Nach 5 h Reaktionszeit lieR man
den Ansatz auf Raumtemperatur abkuhlen. Um den uberschussigen tert-Butylalkohol
und nicht umgesetztes Edukt zu entfernen, wurde die organische Phase zweimal mit
gesattigter Natriumcarbonatlésung und Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen
Uber Natriumsulfat konnte das Ldsungsmittel durch dreimaliges Coevaporieren mit
DCM im Vakuum entfernt werden. Es wurde ein hellbraunes Ol erhalten, welches

nicht weiter gereinigt wurde.

Ausbeute:  3.51 g (15.8 mmol, 69%) eines hellbraunen Oles.

(0]
>< '"H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 7.07 (d, 2H, J= 8.1 Hz, H-3, H-
8
9 % 5), 6.76 (m, 2H, H-2, H-6), 2.84 (t, 2H, J= 7.4 Hz, H-7), 2.50 (t, 2H,
7 6
2 J= 7.6 Hz, H-8), 142 (s, 9H, Bu); "C-NMR (101 MHz,

1
3 ; oH CDCI3)d/ppm= 172.8 (C-9), 154.3 (C-1), 133.2 (C-4), 129.9 (C-5, C-
3), 115.6 (C-2, C-6), 80.8 (C-tBu), 37.8 (C-8), 30.7 (C-7), 28.5 (CHs-
tBu); Rs (DCM/MeOH 9:1 v/v) = 0.70; C43H1503; Mol. Wt.: 222.28

tert-Butyl-3-(2-phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-6-yl)propionat

In einer Dean-Stark-Apparatur mit Wasserabscheider wurden 2.36 g tert-Butyl-3-(4-
hydroxyphenyl)propionat (11.1 mmol, 1.0 Aq.), 1.55 g Phenylboronsaure (12.7 mmol,
1.1 Aq.) und 0.39 mL Propionsaure (5.3 mmol) in Toluol geldst und unter Rickfluss
erhitzt. Zu dieser Losung wurden 0.64 g p-Formaldehyd (21.0 mmol) gegeben und
1.5 h erhitzt. Nachdem das p-Formaldehyd abreagiert bzw. aus dem
Reaktionsgemisch entwichen war, wurden weitere 2 Aquivalente zugegeben. Diese
Prozedur wurde insgesamt dreimal wiederholt, so dass insgesamt 6 Aquivalente p-
Formaldehyd uUber einen Zeitraum von 4.5 h zugegeben worden waren. Das
entstehende Reaktionswasser wurde dabei azeotrop abdestilliert. Nach dem

Abkihlen wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt in
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Dichlormethan aufgenommen. Nach zweimaligem Waschen mit Wasser wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Es erfolgte eine
Reinigung des Rohproduktes am Chromatotron mit DCM/MeOH (0-10%).

Ausbeute: 2.20 g (6.50 mmol, 61%) eines hellgelben Feststoffes.

"H-NMR (400 MHz, CDCls)8/ppm= 7.97 (dd, 2H, J= 7.9

0]
>< Hz, J= 1.3 Hz, H-0), 7.50 (m, 1H, H-p), 7.43 (m, 2H, H-
o109 m), 7.08 (dd, 1H, J= 8.4 Hz, J= 2.3 Hz, H-4), 7.01 (d, 1H,
NS 70 J= 8.4 Hz, H-3), 6.85 (d, 1H, J= 2.1 Hz, H-6), 5.21 (s, 2H,

I o

4 o m H-7), 2.87 (t, 2H, J= 7.6 Hz, H-8), 2.53 (t, 2H, J= 7.9 Hz,

° \©p H-9), 143 (s, 9H, tBu); "“C-NMR (101 MHz,

CDCl3)8/ppm= 172.2 (C-10), 149.3 (C-2), 136.1 (C-5), 134.7 (2xC-0), 132.9 (C-1),

131.8 (C-p), 129.1 (C-4), 129.0 (2xC-m), 125.0 (C-6), 118.3 (C-3), 80.9 (C-tBu), 63.3

(C-7), 37.6 (C-9), 30.9 (C-8), 28.5 (CHs-tBu); R (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.72;
C20H23BO4; Mol. Wt.: 338.21

tert-Butyl-3-(4-hydroxy-3-(hydroxymethyl)phenyl)propionat; 5-(tBuprop)salicyl-
alkohol 100

2.20 g tert-Butyl-3-(2-phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-6-yl)propionat (6.50 mmol)
wurden in 8 mL THF gel6ést und mit 6.5 mL Perhydrol bei 0 °C versetzt. Nach 40 min
Reaktionsdauer wurde das Gemisch zu 60 mL H,O gegossen. Es wurde viermal mit
je 25 mL Diethylether extrahiert und mit 50 mL Natriumhydrogensulfitlosung
vorsichtig gewaschen, um Uberschissiges Perhydrol zu zerstéren. Danach wurde mit
50 mL gesattigter NaCl-Lésung gewaschen und Utber Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Es wurde das mit Edukt und Phenol
verunreinigte Rohprodukt erhalten. Abschlieende Reinigung erfolgte durch

Kristallisation aus Petrolether (50-70).

Ausbeute: 1.37 g (5.42 mmol, 84%) eines farblosen Feststoffes.
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0 'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 9.11 (s, 1H, Ph-OH), 7.13

9r 10 o>< (d, 1H, J= 1.9 Hz, H-6), 6.88 (dd, 1H, J= 8.2 Hz, J= 2.2 Hz, H-4),
g5~ >on 867 (d, TH, J= 8.2 Hz, H-3), 4.91 (s, 1H, Bn-OH), 4.45 (s, 2H, H-
A on 7), 2.71 (t, 2H, J= 7.3 Hz, H-8), 2.44 (t, 2H, J= 7.6 Hz, H-9), 1.38

3 (s, 9H, tBu); "*C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 173.7 (C-10),

152.5 (C-2), 130.6 (C-5), 128.4 (C-1), 127.4 (C-4), 127.1 (C-6), 114.5 (C-3), 79.7 (C-
tBu), 58.4 (C-7), 37.1 (C-9), 30.2 (C-8), 27.9 (CHa-tBu); R (DCM/MeOH 9:1 v/v)=
0.52; MS (HR-FAB): calcd. 252.136 (M*); 253.144 (M+H"), found: 252.139; 253.145;
C14H2004; Mol. Wt.: 252.31

Methyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat 102

4.00 g 3-(4-Hydroxyphenyl)propionsaure (24.1 mmol) wurden in 50 mL Methanol
gelost, mit zehn Tropfen Oleum versetzt und eine Stunde unter Ruckfluss erhitzt.
Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer bis auf
wenige mL entfernt und die verbliebene Lésung mit 100 mL DCM verdinnt.
AbschlieBend wurde die organische Phase je einmal mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlosung und Wasser gewaschen. Nach Trocknung Uber
Natriumsulfat und Filtration wurde das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt und das Produkt bei —26 °C kristallisiert.

Ausbeute: 4.33 g (24.0 mmol, 100%) eines farblosen Feststoffes.

O "H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)8/ppm= 9.19 (s, 1H, OH), 7.00 (d, 2H,
8~ 9~0" J= 8.7 Hz, H-3, H-5), 6.67 (d, 2H, J= 8.7 Hz, H-2, H-6), 3.58 (s, 3H,
5 H-10), 2.74 (t, 2H, J= 7.5 Hz, H-7), 2.56 (t, 2H, J= 7.5 Hz, H-8);

3C-NMR (101 MHz, CDCl5)8/ppm= 173.6 (C-9), 154.0 (C-1), 132.6

3 (C-4), 129.4 (C-3, C-5), 115.3 (C-2, C-6), 51.6 (C-10), 36.0 (C-8),
30.1 (C-7); IR (KBr): v [cm™"] = 3426, 2952, 1720, 1517, 1434, 1220, 833; UV (MeOH)
Amax [NM] = 279, 227; mp = 38-39 °C; R (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.64; MS (HR-FAB):
calcd. 180.079 (M*); 181.086 (M+H"), found: 180.080; 181.085; C1oH1203; Mol. Wt.:
180.20
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Methyl-3-(2-phenyl-4H-benzo[d][1,3,2]dioxaborinin-6-yl)propionat

4.30 g Methyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat (23.9 mmol, 1.0 Ag.) wurden in 100 mL
Toluol geldést und zusammen mit 3.47 g Phenylboronsdure (28.6 mmol, 1.2 Aq.),
0.90 mL Propionsaure (12 mmol, 0.5 Aq.) und 1.40 g p-Formaldehyd (47.8 mmol, 2
Aqg.) 1.5 h refluxiert. Das entstehende Reaktionswasser wurde in einem
Wasserabscheider abgetrennt. Nun wurden erneut 2 Aquivalente p-Formaldehyd
zugegeben und wiederum unter Ruckfluss erhitzt. Diese Prozedur wurde wiederholt,
bis kein Edukt mehr vorhanden war. Insgesamt wurden in diesem Fall 8 Aquivalente
p-Formaldehyd zugegeben. Nach beendeter Reaktion wurde das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt, der Ruckstand in DCM aufgenommen und dreimal mit
Wasser gewaschen. Das Rohprodukt muss fur die nachfolgende Oxidation unbedingt
gereinigt werden. Zu diesem Zweck kann eine Saulenfiltration mit DCM / MeOH 30:1

v/v durchgefuhrt werden.

Ausbeute: 5.43 g (18.3 mmol, 76%) eines farblosen Feststoffes.

o "H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 7.97 (ddd, 2H, J= 8.0
o100 Hz, J= 3.0 Hz, J= 1.6 Hz, H-0), 7.53 — 7.48 (m, 1H, H-p),
gl 5~ o 7.45—7.40 (m, 2H, H-m), 7.08 (dd, 1H, J= 8.3 Hz, J= 2.2

A . o/é ° _ Hz,H-4),7.02 (d, 1H, J= 8.3 Hz, H-3), 6.86 (d, 1H, J= 2.2
3 \© Hz, H-6), 5.22 (s, 2H, H-7), 3.69 (s, 3H, H-11), 2.92 (t,
2H, J= 7.7 Hz, H-8), 2.63 (t, 2H, J= 7.7 Hz, H-9); "*C-
NMR (101 MHz, CDCl3)8/ppm= 173.2 (C-10), 147.6 (C-2), 135.3 (C-5), 134.3 (2xC-
0), 131.4 (C-p), 131.0 (C-1), 128.5 (C-4), 127.7 (2xC-m), 124.5 (C-6), 122.5 (C-i),
117.9 (C-3), 62.9 (C-7), 51.6 (C-11), 35.8 (C-9), 30.2 (C-8); IR (KBr): v [cm™"] = 3422,
2948, 1736, 1713, 1440, 1326, 1259, 700; UV (MeOH) Amax [nm] = 281, 228; mp =
90-93 °C; R (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.75; MS (FAB): calcd. 297.2 (M+H","'B), found:
297.2; C17H17BO4; Mol. Wt.: 296.13

Methyl-3-(4-hydroxy-3-(hydroxymethyl)phenyl)propionat 92

5.40 g Methyl-3-(2-phenyl-4H-benzo[d][1,3,2]dioxaborinin-6-yl)propionat (18.2 mmol,
1.0 Aq.) wurden in 35 mL Toluol gelést und auf 0 °C abgekiihlt. Zu dieser Lésung
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wurden 18.8 mL Perhydrol (182 mmol, 10 Ag., 30% H»O> in H,O) pipettiert. Nach
40 min wurde das Reaktionsgemisch zu 120 mL Wasser gegeben und viermal mit
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal
vorsichtig mit Natriumhydrogensulfitidsung und einmal mit gesattigter Kochsalzldsung
gewaschen. Nach Trocknung uUber Natriumsulfat und Filtration wurde das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die Abtrennung von Phenol erfolgte
durch kurzes Kochen der Verbindung in Petrolether (50-70) mit 1% Ethylacetat (v/v).
Der dabei entstandene kristalline Feststoff wurde Uber eine Saugfritte isoliert, mit PE

gewaschen und im Vakuum getrocknet.
Ausbeute:  3.44 g (16.3 mmol, 89%) eines farblosen Feststoffes.

Q "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 9.09 (s, 1H, Ph-OH), 7.10
(d, 1H, J= 2.4 Hz, H-6), 6.85 (dd, 1H, J= 8.1 Hz, J= 2.4 Hz, H-4),
6.64 (d, 1H, J= 8.2 Hz, H-3), 4.88 (t, 1H, J= 5.0 Hz, Bn-OH), 4.43
(d, 2H, J= 4.9 Hz, H-7), 3.56 (s, 3H, H-11), 2.73 (t, 2H, J= 7.7 Hz,
3 2OH H-8), 2.53 (t, 2H, J= 7.6 Hz, H-9); *C-NMR (101 MHz, DMSO-
de)8/ppm= 172.9 (C-10), 152.6 (C-2), 130.5 (C-5), 128.2 (C-1), 127.3 (C-4), 127.0 (C-
6), 114.6 (C-3), 58.4 (C-7), 51.4 (C-11), 35.6 (C-9), 29.9 (C-8); IR (KBr): v [cm™] =
3422, 3170, 2958, 1713, 1510, 1439, 1259, 989, 825; UV (MeOH) Amax [nM] = 281,
228; mp = 85 °C; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.48; MS (HR-FAB): calcd. 210.089 (M*);
211.097 (M+H"); found 210.092; 211.096; C11H1404; Mol. Wt.: 210.23

3-(4-Hydroxy-3-(hydroxymethyl)phenyl)propionséure 68a

700 mg Methyl-3-(4-hydroxy-3-[hydroxymethyllphenyl)propionat (3.32 mmol) wurden
in 35 mL THF geldst. Dazu wurden 35 mL 2 M NaOH in H,O gegeben und eine
Stunde gerlUhrt. Nach beendeter Reaktion wurde die Ldsung mit Salzsaure
neutralisiert und mit 2% Essigsaure in Wasser angesauert. Die wassrige Phase
wurde viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
Uber  Natriumsulfat  getrocknet, filtriert und das  LOsungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Zur vollstandigen Entfernung von Essigsaure musste

mit Toluol coevaporiert werden. Das Produkt konnte aus Toluol kristallisiert werden.
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Ausbeute: 522 mg (2.67 mmol, 80%) eines farblosen Feststoffes.

0 "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 12.06 (s, 1H, COOH), 9.11
9 1070H (s, 1H, Ph-OH), 7.13 (d, 1H, J= 1.9 Hz, H-6), 6.89 (dd, 1H, J= 8.2
83 ?OH Hz, J= 2.1 Hz, H-4), 6.67 (d, 1H, J= 8.2 Hz, H-3), 4.91 (s, 1H, Bn-

OH), 4.46 (s, 2H, H-7), 2.73 (t, 2H, J= 7.6 Hz, H-8), 2.47 (t, 2H,
J= 7.6 Hz, H-9); ®C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 174.1 (C-
10), 152.5 (C-2), 130.9 (C-5), 128.4 (C-1), 127.3 (C-6), 127.1 (C-4), 114.6 (C-3), 58.5
(C-7), 36.0 (C-9), 30.0 (C-8); IR (KBr): v[cm™] = 3448, 3160, 2954, 1701, 1449,
1269, 1208, 1001, 823; UV (MeOH) Amax [NM] = 282, 226; mp = 114-115 °C; Ry
(DCM/MeOH 9:1 viv)= 0.07; MS (HR-FAB): calcd. 196.074 (M*); found 196.077;
C1oH1204; Mol. Wt.: 196.20

2
3 OH

Methyl-3-(2-phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propionat 96

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. 450 mg Methyl-3-(4-
hydroxy-3-(hydroxymethyl)phenyl)propionat (2.14 mmol, 1.0 Ag.) wurden in 10 mL
abs. THF geldst. Es wurden 0.65 mL Benzaldehyddimethylacetal (4.3 mmol, 2.0 Aq.)
und eine katalytische Menge p-Toluolsulfonsaure zugegeben. Die Lésung wurde drei
Tage geruhrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt am

Chromatotron mit Petrolether und einem Ethylacetat-Gradienten (0-10%) gereinigt.
Ausbeute: 460 mg (1.54 mmol, 72%) eines farblosen Feststoffes.

"H-NMR (400 MHz, CDCls) 8/ppm = 7.63-7.58 (m, 2H, H-
d), 7.47-7.38 (m, 3H, H-c, H-d), 7.03 (dd, 1H, J= 2.0 Hz,
J= 8.4 Hz, H-4), 6.88 (d, 1H, J= 8.4 Hz, H-3), 6.86 (d, 1H,
J= 1.7 Hz, H-6), 5.97 (s, 1H, H-a), 5.18 (d, 1H, J= 14.6
Hz, H-7), 4.97 (d, 1H, J= 14.7 Hz, H-7), 3.68 (s, 3H, Me),
2.89 (t, 1H, J= 7.7 Hz, H-8), 2.61 (t, 1H, J= 7.7 Hz, H-9);
3C-NMR (101 MHz, CDCls) 8/ppm = 173.3 (C-10), 151.6 (C-2), 137.0 (C-b), 133.4
(C-5), 129.4 (C-e), 128.5 (C-d), 127.8 (C-4), 126.4 (C-c), 124.6 (C-6), 120.8 (C-1),
117.0 (C-3), 99.1 (C-a), 66.8 (C-7), 51.6 (Me), 35.9 (C-9), 30.2 (C-8); IR (KBr):
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v[cm™] = 3434, 1742, 1499, 1257, 1174, 972, 827, 695; mp= 72 °C; R; (DCM)= 0.53;
MS (HR-FAB): calcd. 298.121 (M"); found 298.120; C1gH1504; Mol. Wt.: 298.33

3-(2-Phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propionsaure 68b

Variante A: Die Reaktion wurde gemal AAV 2 durchgefuhrt. 100 mg 3-(4-Hydroxy-3-
(hydroxymethyl)phenyl)propionsdure (0.51 mmol, 1.0 Ag.) wurden in 10 mL
absolutem THF gelést. Dazu wurden 0.08 mL Benzaldehyddimethylacetal (0.53
mmol, 81.0 mg, 1.1 Ag.) sowie eine katalytische Menge p-Toluolsulfonsiure
gegeben. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron mit DCM und einem

Methanolgradienten von 0-10% gereinigt.
Ausbeute A: 72 mg (0.25 mmol, 50%) eines farblosen Feststoffes.

Variante B: Es wurden 0.11 g Methyl-3-(2-phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-
yh)propionat (0.37 mmol) in 5 mL 2 M NaOH in Ethanol gelést und 6 h gerthrt. Die
Losung wurde mit 20 mL Wasser verdunnt und mit halbkonzentrierter Salzsaure bei
0 °C bis pH 2 angesauert. Es wurde viermal mit Ethylacetat extrahiert, Gber

Natriumsulfat getrocknet, filtriert und die Lésungsmittel im Vakuum entfernt.
Ausbeute B: 0.10 g (0.36 mmol, 97%) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)8/ppm = 7.58-7.54 (m, 2H,
2xH-0), 7.48-7.44 (m, 3H, 2xH-m, H-p), 7.06 (dd, 1H, J=
8.4 Hz, J= 1.8 Hz, H-4), 6.99 (d, 1H, J= 1.5 Hz, H-6), 6.83
(d, 1H, J= 8.2 Hz, H-3), 6.10 (s, 1H, H-8), 5.17 (d, 1H, J=
15.0 Hz, H-7), 4.94 (d, 1H, J = 15.0 Hz, H-7), 2.77 (t, 2H,
J= 7.4 Hz, H-10), 2.48 (t, 2H, J= 7.4 Hz, H-9); *C-NMR
(101 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 174.5 (C-11), 151.1 (C-2), 134.8 (C-i), 134.1 (C-5),
129.5 (C-p), 128.5 (2xC-m), 128.0 (C-4), 126.6 (2xC-0), 125.1 (C-6), 121.1 (C-1),
116.4 (C-3), 98.6 (C-8), 66.4 (C-7), 36.2 (C-9), 30.1 (C-10); mp = 142 °C; Rs
(DCM/MeOH 9:1 v/v): 0.40; C17H1604; Mol. Wt.: 284.31
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Pivaloyloxymethyl-3-(2-phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propionat 68c

Die Reaktion wurde gemal AAV 2 durchgefuhrt. 1.80 g 3-(4-Hydroxy-3-
[hydroxymethyl]phenyl)propionsdure (9.17 mmol, 1.0 Ag.) wurden in 50 mL
absolutem THF gelést. Dazu wurden 2.06 mL Benzaldehyddimethylacetal
(13.7 mmol, 2.08 g, 1.5 Aqg.) sowie eine katalytische Menge p-Toluolsulfonséure
gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 16 h gerthrt und dann das Losungsmittel im
Olpumpenvakuum entfernt. Der Rickstand wurde in trockenen 10 mL abs. DMF
gelost. Dazu wurden 2.34 mL abs. DIPEA (13.7 mmol, 1.5 Ag.) und 3.30 g
Pivaloyloxymethyl-iodid (POM-I, 13.7 mmol, 1.5 Aqg.) gegeben. Die Reaktionslésung
wurde drei weitere Stunden geruhrt. Nach beendeter Reaktion wurde das
Losungsmittel am  Olpumpenrotationsverdampfer entfernt und das Produkt

saulenchromatographisch mit reinem DCM als Laufmittel gereinigt.
Ausbeute: 2.49 g (6.25 mmol, 68%) eines hellgelben Oles.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3)5/ppm= 7.59 (dd, 2H, J = 2.4
Hz, J = 7.9 Hz, H-0), 7.46-7.39 (m, 3H, H-p, H-m), 7.02
(dd, 1H, J= 2.2 Hz, J= 8.4 Hz, H-4), 6.89-6.85 (m, 2H,
H-3, H-6), 5.96 (s, 1H, H-8), 5.75 (s, 2H, H-12), 5.17 (d,
1H, J= 14.6 Hz, H-7), 4.97 (d, 1H, J= 14.7 Hz, H-7),
2.90 (t, 2H, J= 7.5 Hz, H-10), 2.66 (t, 2H, J= 7.7 Hz, H-
9), 1.20 (s, 9H, tBu); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)/ppm= 176.5 (C-13), 171.4 (C-
11), 151.3 (C-2), 137.3 (C-i), 133.1 (C-5), 129.5 (C-p), 128.5 (2xC-m), 128.0 (C-4),
126.6 (2xC-0), 125.2 (C-6), 121.1 (C-1), 116.4 (C-3), 98.7 (C-8), 79.5 (C-12), 66.4 (C-
7), 39.4 (C-tBu), 35.0 (C-9), 29.4 (C-10), 26.7 (CHa-tBu); IR (KBr): v [cm™'] = 2973,
2932, 2871, 1755, 1501, 1251, 1107, 987, 700; UV (MeOH) Amax [nM] = 279, 227; Ry
(DCM)= 0.38; MS (HR-FAB): calcd. 398.173 (M*); 399.181 (M+H*); found 398.170;
399.177; Ca3H2606; Mol. Wt.: 398.45
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Pivaloyloxymethyl-3-(4-hydroxy-3-(hydroxymethyl)phenyl) propionat; 5-(POM-
prop)salicylalkohol 68d

Die Reaktion wurde gemals AAV 3 durchgefuhrt. 620 mg Pivaloyloxymethyl-3-(2-
phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propionat (1.55 mmol) wurden in 15 mL einer
Mischung von Wasser und Acetonitril (30 : 70 v/v) gelést und mit zwei Tropfen
rauchender Salzsaure versetzt. Die Reaktionslosung wurde fur 30 sek zum Sieden
erhitzt. AnschlieRend wurden weitere 15 mL Wasser hinzugegeben und dreimal mit
DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit Wasser
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron mit DCM und einem

Methanolgradienten von 0 — 5% gereinigt.
Ausbeute: 380 mg (1.22 mmol, 79%) eines farblosen Feststoffes.

Q Q "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 9.14 (s, 1H, Ph-OH),
o012 7.13 (d, 1H, J= 1.9 Hz, H-6), 6.88 (dd, 1H, J= 8.2 Hz, J= 2.1
Hz, H-4), 6.66 (d, 1H, J= 8.2 Hz, H-3), 5.70 (s, 2H, H-11),
4.91 (t, 1H, J= 3.9 Hz, Bn-OH), 4.45 (d, 2H, J= 2.9 Hz, H-7),

3 2.76 (t, 2H, J= 7.4 Hz, H-9), 2.63 (t, 2H, J= 7.3 Hz, H-8), 1.14
(s, 9H, tBu); "*C-NMR (101 MHz, DMSO-de)5/ppm= 176.4 (C-12), 171.4 (C-10),
152.7 (C-2), 130.1 (C-5), 128.7 (C-1), 127.4 (C-6), 127.0 (C-4), 114.6 (C-3), 79.4 (C-
11), 58.4 (C-7), 38.4 (C-tBu), 35.4 (C-8), 29.6 (C-9), 26.7 (CHs-tBu); IR (KBr): v [cm™]
= 3510, 3228, 2983, 1752, 1264, 1160, 1113, 1027, 991; UV (MeOH) Amax [nm] =
281, 227; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.50; MS (HR-FAB): calcd. 310.142 (M");
311.1496 (M+H"); found 310.144; 311.1497; C16H2206; Mol. Wt.: 310.34

7 OH

Acetoxymethyl-3-(2-phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propionat 138

Die Reaktion wurde gemal® AAV 2 durchgefuhrt. 900 mg 3-(4-Hydroxy-3-
[hydroxymethyl]phenyl)propionsdure (4.59 mmol, 1.0 Aq.) wurden in 20 mL
absolutem THF gelést. Dazu wurden 1.03 mL Benzaldehyddimethylacetal
(6.89 mmol, 1.5 Aq.) sowie eine katalytische Menge p-Toluolsulfonsdure gegeben.

Das Reaktionsgemisch wurde 16 h geruhrt und dann das LdOsungsmittel im
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Olpumpenvakuum entfernt. Der Riickstand wurde in 15 mL trockenem abs. DMF
geldést. Dazu wurden 1.17 mL abs. DIPEA (6.89 mmol, 1.5 Aq.) und 1.11 g
Acetoxymethylbromid (95%, AM-Br, d= 1.56 g/mL, 6.88 mmol, 0.71 mL, 1.5 Aq.)
gegeben. Die Reaktionslosung wurde drei weitere Stunden gerthrt. Nach beendeter
Reaktion wurde das Ldsungsmittel am Olpumpenrotationsverdampfer entfernt und
das Produkt saulenchromatographisch mit reinem DCM als Laufmittel gereinigt. Eine

weitere Trennung am Chromatotron mit DCM war erforderlich.

Ausbeute: 920 mg (2.58 mmol, 56%) eines farblosen Oles.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) &/ppm = 7.57-7.51 (m, 2H,

H-ortho), 7.48-7.40 (m, 3H, H-para, H-meta), 7.05 (dd,

1H, J= 8.4 Hz, J= 2.0 Hz, H-4), 6.98 (d, 1H, J= 1.7 Hz, H-
0 6), 6.82 (d, 1H, J= 8.3 Hz, H-3), 6.09 (s, 1H, H-8), 5.66 (s,
2H, H-12), 5.16 (d, 1H, J= 14.8 Hz, H-7), 4.93 (d, 1H, J=
14.9 Hz, H-7), 2.80 (t, 2H, J= 7.4 Hz, H-10), 2.67 (t, 2H,
J= 7.2 Hz, H-9), 2.06 (s, 3H, CHs); "*C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) &/ppm = 171.1 (C-
11), 169.2 (C-13), 151.0 (C-2), 137.1 (C-ipso), 132.8 (C-5), 129.2 (C-para), 128.2
(2xC-meta), 127.7 (C-4), 126.3 (2xC-ortho), 124.9 (C-6), 120.9 (C-1), 116.2 (C-3),
98.4 (C-8), ~80 (C-12), 66.1 (C-7), 34.8 (C-9), 29.1 (C-10), 20.4 (CH3); R (DCM)=
0.27; CzoH2006; Mol. Wt.: 356.37

p

Acetoxymethyl-3-(4-hydroxy-3-(hydroxymethyl)phenyl)propionat; 5-(AM-prop)-
salicylalkohol 139

Die Reaktion wurde gemald AAV 3 durchgeflihrt. 620 mg Acetoxymethyl-3-(2-phenyl-
4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propionat (1.74 mmol) wurden in 15 mL einer Mischung
von Wasser und Acetonitril (30 : 70 v/v) gelést und mit zwei Tropfen rauchender
Salzsaure versetzt. Die Reaktionslésung wurde fur 30 sek zum Sieden erhitzt.
Anschlielend wurden weitere 15 mL Wasser hinzugegeben und dreimal mit DCM
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit Wasser
gewaschen, uUber Natriumsulfat getrocknet, filtriet und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron mit DCM und einem

Methanolgradienten von 0 — 5% gereinigt.
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Ausbeute: 381 mg (1.42 mmol, 82%) eines farblosen Oles.

O "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8/ppm = 9.11 (s, 1H, Ph-OH),
7.11 (d, 1H, J= 1.5 Hz, H-6), 6.87 (dd, 1H, J= 1.8 Hz, J= 8.1 Hz,
H-4), 6.65 (d, 1H, J= 8.1 Hz, H-3), 5.65 (s, 2H, H-12), 4.89 (t,
1H, J= 5.5 Hz, Bn-OH), 4.44 (d, 2H, J= 5.4 Hz, H-7), 2.74 (t,
2H, J= 7.5 Hz, H-9), 2.61 (t, 2H, J= 7.4 Hz, H-8), 2.05 (s, 3H,
CHs); *C-NMR (100 MHz, DMSO-dg) 8/ppm = 171.1 (C-10), 169.2 (C-12), 152.4 (C-
2), 129.8 (C-5), 128.2 (C-1), 127.0 (C-4), 126.8 (C-6), 114.3 (C-3), 78.8 (C-11), 58.1
(C-7), 35.1 (C-8), 29.3 (C-9), 20.3 (CH3); Rf (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.36; C13H160;
Mol. Wt.: 268.26

Methyl-2-(3-(2-phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propanamido)acetat 103a

Die Reaktion wurde gemald AAV 6 (Variante A) durchgefuhrt. Es wurden 50.0 mg 3-
(2-Phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propionsdure (0.176 mmol, 1.0 Ag.) und
24.3 mg HOBt*H,0O (0.180 mmol, 1.1 Aqg.) in 1.5 mL abs. DMF geldst. Diese Lésung
wurde bei 0 °C zu einer Lésung von 44.2 mg Glycinmethylesterhydrochlorid (0.352
mmol, 2.0 Ag.) und 60 uL DIPEA (0.35 mmol, 45.2 mg, 2.0 Aqg.) in 1.5 mL DMF
gegeben. Der Reaktionsldsung wurden nun 47 mg DCC (0.23 mmol, 1.3 Aq.)
beigefugt. Nach 16 h bei RT wurden die flichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt,
der Rickstand in EE aufgenommen, zweimal mit ges. NaHCOs3-Lésung und einmal
mit ges. NaCl-Lésung gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Reinigung am Chromatotron mit DCM und

einem Methanol-Gradienten von 0-2% wurde ein farbloser Feststoff erhalten.
Ausbeute: 53 mg (0.15 mmol, 85%) eines farblosen Feststoffes.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)/ppm= 8.29 (t, 1H, J= 5.9
Hz, NH), 7.57-7.52 (m, 1H), 7.48-7.42 (m, 3H, H-c, H-e),
7.03 (dd, 1H, J= 2.0 Hz, J= 8.3 Hz, H-4), 6.96 (d, 1H, J=
1.7 Hz, H-6), 6.81 (d, 1H, J= 8.3 Hz, H-3), 6.08 (s, 1H, H-
d  a),5.16 (d, 1H, J= 14.8 Hz, H-7), 4.93 (d, 1H, J= 14.9 Hz,
e H-7), 3.83 (d, 2H, J= 5.9 Hz, H-11), 3.63 (s, 3H, Me),
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2.76 (t, 2H, J= 7.7 Hz, H-8), 2.41 (t, 2H, J= 7.7 Hz, H-8); *C-NMR (101 MHz, DMSO-
de)S/ppm= 171.9 (C-10), 170.4 (C-12), 150.9 (C-2), 137.1 (C-b), 133.9 (C-5), 129.2
(C-4), 128.2 (2xC-d), 127.7 (C-e), 126.4 (2xC-c), 124.8 (C-6), 120.8 (C-1), 116.1 (C-
3), 98.4 (C-a), 66.1 (C-7), 51.6 (CHs), 40.5 (CH,), 36.7 (C-9), 30.1 (C-8); IR (KBr):
vem'] = 3323, 2928, 2851, 1740, 1638, 1542, 1246, 1212, 974; mp= 107 °C; Ry
(DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.46; MS (FAB): calcd. 356.1 (M+H"); found 356.2;
C20H2:NOs; Mol. Wt.: 355.38

Methyl-2-(3-(4-hydroxy-3-(hydroxymethyl)phenyl)propanamido)acetat;
5-(GlyOMe-prop)salicylalkohol 104a

Die Reaktion wurde gemal AAV 3 durchgefuhrt. Es wurden 380 mg Methyl-2-(3-(2-
phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propanamido)acetat (1.07 mmol) umgesetzt. Die
Reinigung des Produktes wurde am Chromatotron mit DCM und einem Methanol-

Gradienten von 0-5% erreicht.
Ausbeute: 164 mg (0.62 mmol, 58%) eines farblosen Feststoffes.

O 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) &/ppm = 9.08 (s, 1H, Ph-OH),
/ﬁ( N 8.29 (t, 1H, J= 5.8 Hz, NH), 7.11 (d, 1H, J= 1.9 Hz, H-6), 6.86
(dd, 1H, J= 2.2 Hz, J= 8.1 Hz, H-4), 6.65 (d, 1H, J= 8.1 Hz, H-3),
OH 489 (t, 1H, J= 5.6 Hz, Bn-OH), 4.44 (d, 2H, J= 5.6 Hz, H-7),
2 “OH 3.82 (d, 2H, J= 5.9 Hz, H-11), 3.62 (s, 3H, OMe), 2.75-2.65 (m
2H, H-8), 2.40-2.32 (m, 2H, H-9); *C-NMR (101 MHz, DMSO-
de) 8/ppm = 172.6 (C-10), 170.9 (C-12), 152.7 (C-2), 131.5 (C-5), 128.8 (C-6), 128.3
(C-4), 128.2 (C-1), 115.7 (C-3), 58.2 (C-7), 51.5 (OMe), 40.4 (C-11), 37.2 (C-9), 30.4
(C-8); IR (KBr): v [ecm™"] = 3448, 3312, 3168, 1745, 1652, 1546, 1210, 998; mp= 88
°C; Rt (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.23; MS (FAB): calcd. 250.1 (M*-OH); found 350.1;
C13H17NOs; Mol. Wt.: 267.28
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(S)-Benzyl-2-(3-(2-phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propanamido)propionat
103b

Die Reaktion wurde gemal® AAV 6 (Variante B) durchgefuhrt. Es wurden 340 mg 3-
(2-Phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propionsdure (1.20 mmol, 1.0 Aqg.), 202 mg
HOBt*H,0O (1.32 mmol, 1.1 Aq.), 0.41 mL DIPEA (2.4 mmol, 2.0 Aq.), 843 mg L-
Alaninbenzylester-para-toluolsulfonat (2.40 mmol, 2.0 Aq.) und 322 mg DCC
(1.56 mmol, 1.3 Ag.)) in 5 mL abs. DMF umgesetzt. Nach 24 h wurde
Dicyclohexylharnstoff durch Filtration abgetrennt, das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und der Rickstand in EE aufgenommen. Abschliefiende Reinigung erfolgte

am Chromatotron mit Petrolether und einem Ethylacetat-Gradienten von 10 bis 80%.
Ausbeute: 0.34 g (0.77 mmol, 64%) eines farblosen Feststoffes.

i "H-NMR (400 MHz, CDCls)8/ppm= 7.61-7.56 (m, 2H, H-
j, H-e), 7.47-7.30 (m, 8H, H-i, H-h, H-c, H-d), 7.02 (dd,
1H, J= 8.4 Hz, J= 2.1 Hz, H-4), 6.87 (d, 1H, J= 8.5 Hz,
H-3), 6.86 (m, 1H, H-8), 5.97 (s, 1H, NH), 5.96, 5.95
(2xs, 1H, H-a), 5.20-5.10 (m, 3H, H-f, H-7a), 4.97, 4.93
(2xd, 1H, J= 14.7 Hz, H-7b), 4.64 (m, 1H, H-12), 2.90 (t,

©  2H, J= 7.5 Hz, H-8), 2.54-2.41 (m, 2H, H-9), 1.37, 1.36

(2xd, 3H, J= 7.2 Hz, Me); "*C-NMR (101 MHz, CDCls)8/ppm= 172.9 (C-13), 171.4 (C-

10), 151.5 (C-2), 137.0 (C-g), 135.3 (C-b), 133.6 (C-5), 129.4 (C-4), 128.6 (C-e, C-j),

128.5 (5XCaryl), 128.1 (1XCaryl), 128.0 (1XCary), 126.4 (1XCary), 124.7 (C-6), 120.8 (C-

1), 117.0 (C-3), 99.1 (2xC-a), 67.2 (C-f), 66.8 (C-7), 48.1 (C-12), 38.3 (C-9), 30.7 (C-

8), 18.5 (Me); IR (KBr): v [cm™] = 3342, 1745, 1649, 1535, 1250, 1162, 698; mp= 132

°C; Rr (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.81; MS (FAB): calcd. 446.2 (M+H*): found 446.3;

Co7H27NOs; Mol. Wt.: 445.51

(S)-Benzyl-2-(3-(4-hydroxy-3-(hydroxymethyl)phenyl)propanamido)propionat
104b

Die Reaktion wurde gemald AAV 3 durchgefuhrt. Es wurden 0.33 g (S)-Benzyl-2-(3-
(2-phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propanamido)propanoat (0.74 mmol) umge-
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setzt. Abschlieliende Reinigung erfolgte am Chromatotron mit Petrolether und einem
DCM-Gradienten von 50 bis 100%. Zum Ende der Trennung wurden dem DCM noch
0.1% Methanol beigefugt.

Ausbeute: 0.21 g (0.57 mmol, 77%) eines farblosen Oles. Kristallisation bei
-26 °C.

Q 0\/© 'H-NMR (400 MHz, DMSO-de)3/ppm= 9.01 (s, 1H, Ph-
13

OH), 8.30 (d, 1H, J= 7.2 Hz, NH), 7.40-7.30 (m, 5H, Hary),
7.11 (d, 1H, J= 2.0 Hz, H-6), 6.85 (dd, 1H, J= 2.1 Hz, J=
8.1 Hz, H-4), 6.64 (d, 1H, J= 8.1 Hz, H-3), 5.11 (s, 2H, H-
5 2 oH 14), 4.90 (t, 1H, J= 5.6 Hz, Bn-OH), 4.44 (d, 2H, J= 5.5
Hz, H-7), 4.30 (dq, 1H, J= 7.3 Hz, J= 7.3 Hz, H-12), 2.70-2.65 (m, 2H, H-8), 2.36-2.30
(m, 2H, H-9), 1.27 (d, 3H, J= 7.3 Hz, Me); ®*C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)3/ppm=
172.6 (C-13), 171.5 (C-10), 152.2 (C-2), 136.2 (Cay), 131.0 (C-5), 128.3 (2xCary),
128.1 (C-1), 127.9 (Cary), 127.6 (2XCary), 127.0 (C-6), 126.7 (C-4), 114.3 (C-3), 65.7
(C-14), 58.2 (C-7), 47.6 (C-12), 37.2 (C-9), 30.5 (C-8), 16.8 (CHs); IR (KBr): v [cm™] =
3429, 3296, 1744, 1647, 1551, 1210, 1163, 695; R (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.21; MS
(HR-FAB): calcd. 340.155 (M*-OH); found 340.155; C0H23NOs; Mol. Wt.: 357.40

(S)-Benzyl-3-phenyl-2-(3-(2-phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propanamido)-
propionat 103c

Die Reaktion wurde gemall AAV 6 (Variante B) durchgefuhrt. 488 mg L-
Phenylalaninbenzylester-hydrochlorid (1.67 mmol, 2.0 Aq.) wurden in 5 mL abs. DMF
suspendiert und mit 0.30 mL Diisopropylethylamin (DIPEA, 1.7 mmol, 2.0 Aq.)
versetzt. Zu dieser Lésung wurden 238 mg 3-(2-Phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-
yl)propionsaure (0.837 mmol, 1.0 Ag.) und 141 mg HOBt*H,O gegeben (0.921 mmol,
1.1 Aq.). AnschlieBend folgte die Zugabe von 224 mg DCC (1.09 mmol, 1.3 Aq.). Die
Reaktionsmischung wurde Uber Nacht gerthrt und das Prazipitat abfiltriert. Die
flichtigen Komponenten wurden am Olpumpenrotationsverdampfer entfernt und das

erhaltene Rohprodukt am Chromatotron gereinigt (PE/EE-Gradient 0-10%, v/v).
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Ausbeute: 356 mg (0.683 mmol, 41%) eines farblosen Feststoffes

(Diastereomerengemisch 1:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 7.62-7.56 (m, 2H, Hary1),
pn 7-46-7.34 (m, 6H, Hay), 7.33-7.28 (m, 2H, Hay), 7.23-7.15
14 (m, 3H, Hary), 7.03-6.97 (m, 1H, Hs), 6.92-6.80 (m, 4H, H-3,

H-6, Hayi), 5.95, 5.91 (2xs, H-a), 5.85 (d, 1H, J= 7.7 Hz, H-

%\Ph 11), 5.18-5-09 (m, 3H, H-14, H7) 4.97-4.90 (m, 2H, H-12, H-

7), 3.08—3.05 (m, 2H, H-12a), 2.92-2.84 (m, 2H, H8), 2.53-

2.38 (M, 2H, H9); [0]%%40 = 5.3° (¢ = 0.01 in CHCl3); mp= 80 °C; R; (DCM/MeOH 20:1

viv)= 0.73; MS (HR-ESI®): calcd. 544.210 (M+Na®); found 544.212; C33H31NOs; Mol.
Wt.: 521.60

(S)-Benzyl-2-(3-(4-hydroxy-3-(hydroxymethyl)phenyl)propanamido)-3-phenyl-
propionat 104c

Die Reaktion wurde gemaly AAV 3 durchgefuhrt. Es wurden 340 mg (S)-Benzyl-3-
phenyl-2-(3-(2-phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propanamido)propionat (0.652
mmol) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron mit DCM und einem

Methanol-Gradienten von 0 bis 5% gereinigt.
Ausbeute: 185 mg (0.427 mmol, 66%) eines o6ligen Feststoffes.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 9.11 (s, 1H, Ph-
OH), 8.38 (d, 1H, J= 7.7 Hz, H-11), 7.39-7.15 (m, 10H,
Hary), 7.08 (d, 1H, J= 2.2 Hz, H-6), 6.79 (dd, 1H, J= 2.3
Hz, J= 8.1 Hz, H-4), 6.63 (d, 1H, J= 8.1 Hz, H-3), 5.12-
5.03 (m, 2H, H-14), 4.95-4.87 (m, 1H, Bn-OH), 4.50 (ddd,
1H, J= 6.1 Hz, J= 7.7 Hz, J= 9.0 Hz, H-12), 4.43 (d, 2H,
J= 3.9 Hz, H-7), 3.02 (dd, 1H, J= 6.0 Hz, J= 13.7 Hz, H-
12a), 2.90 (dd, 1H, J= 9.0 Hz, J= 13.7 Hz, H-12a), 2.63-2.57 (m, 2H, H-8), 2.33-2.27
(m, 2H, H-9); ®C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 171.7 (C-12), 171.5 (C-10),
152.2 (C-2), 137.1 (C-12i), 135.7 (C-14i), 130.9 (C-5), 129.0, 128.3, 128.2 (6XCary),
128.1 (C-1), 127.8 (3xCary), 127.0 (C-6), 126.7 (C-4), 126.5 (1xCary), 114.3 (C-3),
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67.0 (C-14), 68.2 (C-7), 54 (C-12), 37.2 (C-12a), 36.7 (C-9), 30.5 (C-8); IR (KBr):
viem™ = 3476, 3293, 2926, 1711, 1654, 1638, 1552, 1218, 1115, 698; R
(DCM/MeOH 20:1 viv)= 0.56; MS (HR-ESI*): calcd. 456.1787 (M+Na'); found
456.1792; C6H27NOs; Mol. Wt.: 433.50

4-(Benzyloxy)-3-methylbenzaldehyd 62

Es wurden 891 mg 4-Hydroxy-3-methyl-benzaldehyd (6.54 mmol, 1.0 Aq.) in 10 mL
abs. DMF gel6st und mit 1.18 mL dest. Benzylbromid (9.83 mmol, 1.5 Aq.) sowie
1.81 g Kaliumcarbonat (3 Tage bei 100 °C uber P,0s im Vakuum getrocknet, 13.1
mmol, 2.0 Aq) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 22 h bei RT geriihrt. Dann
wurde das Lésungsmittel am Olpumpenrotationsverdampfer entfernt, der Riickstand
in Ethylacetat aufgenommen und mit Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen.
Die wassrige Phase wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde am
Chromatotron gereinigt (Petrolether, EE-Gradient 0-100%).

Ausbeute:  1.46 g (6.45 mmol, 99%) eines hellbraunen Oles.
p
m 'H-NMR (400 MHz, CDCl3)s/ppm= 9.87 (s, 1H, CHO), 7.73-
0 7.67 (m, 2H, H-2, H-6), 7.47-7.32 (m, 5H, H-o,m,p), 6.99 (d,
1H, J= 8.3 Hz, H-5), 5.18 (s, 2H, H-Bn), 2.34 (s, 3H, CHs); "*C-
NMR (101 MHz, CDCI3)d/ppm= 191.5 (CHO), 162.4 (C-4),
136.8 (C-i), 133.1 (C-2), 132.0 (C-6), 130.1 (C-1), 129.4 (C-3), 128.7 (2xC-m), 127.4
(C-p), 127.3 (2xC-0), 111.4 (C-5), 70.5 (C-Bn), 16.8 (CHs); IR (KBr): v [cm™] = 1681,
1601, 1502, 1262, 1123, 992, 813, 736; R; (DCM/MeOH 100:1 v/v)= 0.66; MS (FAB):
caled. 227.1 (M+H"); found 227.2; C15H1402; Mol. Wt.: 226.27

(E)-Methyl-3-(4-(benzyloxy)-3-methylphenyl)acrylat 66
Es wurden 0.10 g 4-Benzyloxy-3-methyl-benzaldehyd (0.44 mmol, 1.0 Aqg.) in 6 mL

abs. THF geldst. AnschlieRend wurden 0.30 g Wittig Reagenz (0.89 mmol, 2.0 Aq.)
hinzugeflgt und das Reaktionsgemisch fur 22 h bei RT geruhrt. Nach einstindigem
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Erhitzen unter Ruckfluss wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt
und der Rickstand in Ethylacetat aufgenommen. Bei Hinzufligen von
Petrolether/Ethylacetat 5:1 v/v fiel das bei der Reaktion entstandene
Triphenylphosphinoxid aus und wurde abfiltriert. Dieser Vorgang wurde mehrmals
wiederholt. Das Ldsungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und das
Rohprodukt am Chromatotron gereinigt (PE, EE-Gradient 0-5%). Anmerkung: Bei
einem groBeren Ansatz von 3.0 g Edukt entstehen betrachtliche Mengen
Triphenylphosphinoxid. Bei wiederholter Fallung vermindert sich die Ausbeute auf ca.
65%.

Ausbeute:  0.12 g (0.41 mmol, 93%) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 7.62 (d, 1H, J= 16.0
Hz, H-3), 7.44-7.30 (m, 7 H, H-o,m,p, H-2", H-6"), 6.87 (d,
1H, J= 8.3 Hz, H-5"), 6.30 (d, 1H, J= 16.0 Hz, H-2), 5.12
i (s, 2H, H-Bn), 3.79 (s, 3H, OMe), 2.29 (s, 3H, H-7); "*C-

NMR (101 MHz, CDCls)8/ppm= 167.8 (C-1), 158.8 (C-4°),

144.8 (C-3), 136.9 (C-i), 130.2 (C-2°), 128.6 (2xC-m),
127.9 (C-p), 127.7 (C-3°), 127.7 (C-6°), 127.1 (2xC-0), 126.9 (C-1°), 115.1 (C-2),
111.4 (C-57), 69.9 (C-Bn), 51.5 (O-CHs3), 16.4 (C-7); IR (KBr): v [cm™"] = 2948, 1688,
1603, 1504, 1252, 1128, 1003, 811, 744; mp= 72 °C; R; (DCM/MeOH 20:1 v/v)=
0.78; MS (FAB): calcd. 282.1 (M*); found 282.2; C1gH1g03; Mol. Wt.: 282.33

Methyl-3-(4-hydroxy-3-methyl-phenyl)propionat 67

Es wurden 1.10 g (E)-Methyl-3-(4-(benzyloxy)-3-methylphenyl)acrylat (3.90 mmol) in
30 mL THF gelést und mit Pd (10% auf Kohle) versetzt. Das Reaktionsgemisch
wurde unter Wasserstoffatmosphare 16 h bei RT geruhrt. Die Loésung wurde uber
Celite filtriert, mit Ethylacetat gewaschen und das Filtrat am Rotationsverdampfer von
den Ldsungsmitteln befreit. Die Aufarbeitung erfolgte am Chromatotron (DCM,
MeOH-Gradient 0-1%). Das erhaltene farblose Ol wurde im Vakuum getrocknet und
bei -26 °C kristallisiert.

Ausbeute: 760 mg (3.91 mmol, 100%) eines farblosen Feststoffes.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls)5/ppm= 6.94 (d, 1H, J= 1.9 Hz, H-2"),
6.88 (dd, 1H, J= 2.0 Hz, J= 8.1 Hz, H-6"), 6.69 (d, 1H, J= 8.1 Hz, H-
5), 4.91 (s, 1H, OH), 3.68 (s, 3H, OMe), 2.85 (t, 2H, J= 8.1 Hz, H-
3), 2.60 (t, 1H, J= 8.1 Hz, H-2), 2.22 (s, 3H, H-7); *C-NMR (101
MHz, CDCl3)8/ppm= 173.8 (C-1), 152.4 (C-4°), 132.4 (C-17), 130.8
(C-27), 126.6 (C-6"), 123.9 (C-3°), 114.9 (C-5°), 51.6 (OMe), 36.1
(C-2), 30.1 (C-3), 15.7 (C-7); IR (KBr): v[cm™] = 3417, 2949, 2911, 1717, 1437,
1246, 1193, 1176, 820; mp= 53 °C; R; (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.66; MS (FAB) :
calcd. 194.1 (M*), 195.1 (M+H"); found 194.1, 195.1; C11H1403; Mol. Wt.: 194.23

3-(4-Hydroxy-3-(hydroxymethyl)-5-methylphenyl)propionsaure 60

0.10 g Methyl-3-(4-hydroxy-3-methyl-phenyl)propionat (0.52 mmol, 1.0 Ag.) und 5.5
mL einer 37%-igen Formaldehydlésung wurden auf 0 °C gekuhlt. Dann wurden
151 mg Kaliumhydroxid (2.69 mmol, 5.2 Aq.) zugegeben und die Kiihlung entfernt.
Nach 24 h Ruhren bei RT wurde das Reaktionsgemisch mit konz. HCI auf pH= 2
eingestellt und zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Der entstandene Feststoff p-
Formaldehyd wurde abfiltriert und das Filtrat dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden nach Trocknung Uber Natriumsulfat und
Filtration vom Losungsmittel am Rotationsverdampfer befreit. Die Aufarbeitung
erfolgte am Chromatotron (EE/MeOH 9:1 + 0.5% HOAc). Das noch verunreinigte
Produkt wurde zweimal mit Toluol und zweimal mit DCM coevaporiert. Das erhaltene
farblose Ol wurde im Olpumpenvakuum getrocknet und erneut am Chromatotron
aufgearbeitet (EE/MeOH 14:1 + 0.5% HOACc). Anschlielend wurde das Produkt in
Acetonitril/Wasser 1:2 v/v geldst und lyophillisiert. Anmerkung: Bei einem groferen
Ansatz mit 935 mg Edukt erschwert sich die Trennung durch p-Formaldehyd und

dessen Nebenprodukte erheblich. In diesem Fall lag die Ausbeute noch bei 90%.
Ausbeute:  0.11 g (0.52 mmol, 100%) eines farblosen Feststoffes.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 12.04 (s, 1H, COOH), 8.20
(s, 1H, Ph-OH), 6.90 (d, 1H, J= 1.8 Hz, H-6), 6.81 (d, 1H, J= 1.8
Hz, H-4), 5.24 (t, 1H, J= 5.4 Hz, Bn-OH), 4.52 (d, 2H, J= 5.1 Hz,
H-7), 2.68 (t, 2H, J= 7.5 Hz, H-8), 2.45 (t, 2H, J= 7.8 Hz, H-9),
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2.11 (s, 3H, CHs); ®C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 173.7 (C-10), 150.6 (C-2),
130.9 (C-5), 128.6 (C-4), 127.7 (C-1), 124.6 (C-6), 123.8 (C-3), 59.7 (C-7), 35.6 (C-
9), 29.6 (C-8), 16.0 (CHs); IR (KBr): v[cm™] = 3386, 2930, 1715, 1483, 1437, 1203;
mp= 109 °C; R¢ (EE/MeOH/HOAc 9:1:0.1 v/v)= 0.56; MS (HR-FAB): calcd. 210.089
(M*), 193.087 (M*-HO); found 210.089, 193.086; C+1H1404; Mol. Wt.: 210.23

3-(8-Methyl-2-phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propionsdure 69

Die Reaktion wurde gemaf AAV 2 durchgeflihrt. Es wurden 873 mg 3-(4-Hydroxy-3-
(hydroxymethyl)-5-methylphenyl)propionséure (4.15 mmol, 1.0 Ag.) in 30 mL abs.
THF gelost und mit einer katalytischen Menge p-Toluolsulfonsaure versetzt.
Abweichend von AAV 2 wurden 1.9 Aquivalente Benzaldehyddimethylacetal (1.20 g,
7.85 mmol) zugegeben. Die Reaktionslésung wurde 2 Tage geruhrt. Nach
Entfernung des Losungsmittels im Vakuum erfolgte die Reinigung am Chromatotron

mit DCM und einem Methanolgradienten von 0 bis 2%.
Ausbeute:  1.06 g (3.55 mmol, 86%) eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 12.07 (s, 1H,

COOH), 7.60-7.54 (m, 2H, H-0), 7.48-7.42 (m, 3H, H-p,

H-m), 6.93 (s, 1H, H-6), 6.79 (s, 1H, H-4), 6.09 (s, 1H, H-
i 9 a), 5.14 (d, 1H, J= 14.8 Hz, H-7), 4.89 (d, 2H, J= 14.8

Hz, H-7), 2.72 (t, 2H, J= 7.5 Hz, H-8), 2.48 (t, 2H, J= 7.9

Hz, H-9), 2.12 (s, 3H, CH3); "*C-NMR (101 MHz, DMSO-
de)8/ppm= 173.6 (C-10), 148.9 (C-2), 137.3 (C-i), 132.8 (C-5), 129.1 (C-4), 128.7 (C-
p), 128.2 (C-m), 126.2 (C-0), 124.7 (C-3), 122.1 (C-6), 120.2 (C-1), 98.1 (C-a), 66.0
(C-7), 35.4 (C-9), 29.6 (C-8), 14.9 (CHs); IR (KBr): v [cm™"] = 3005, 2924, 1697, 1485,
1395, 1219, 961; mp= 132 °C; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.50; MS (HR-FAB): calcd.
298.121 (M"), found 298.121; C1sH1sO4; Mol. Wt.: 298.33
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POM-3-(8-methyl-2-phenyl-4H-benzo[d]-[1,3]dioxin-6-yl)propionat 70

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Zu 1.03 g 3-(8-Methyl-
2-phenyl-4H-benzo[d][1,3]dioxin-6-yl)propionsaure (3.45 mmol, 1.0 Aq.), geldst in 20
mL abs. Acetonitril, wurden 1.20 mL abs. DIPEA (d= 0.742 g/mL, 890 mg, 6.90
mmol, 2.0 Ag.) und 1.67 g POM-I (6.90 mmol, 2.0 Aqg.) gegeben. Nach zwei Stunden
bei RT wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde in DCM
aufgenommen und zweimal mit Wasser gewaschen. Nach Trocknung uber
Natriumsulfat und Filtration wurde die Lésung eingeengt und am Chromatotron

gereinigt (Petrolether mit einem Ethylacetat-Gradienten 0-10%).
Ausbeute:  1.42 g (3.44 mmol, 100%) eines farblosen Oles.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 7.63-7.59 (m, 2H, H-
0), 7.47-7.38 (m, 3H, H-m, H-p), 6.89 (s, 1H, H-6), 6.69
(s, 1H, H-4), 5.97 (s, 1H, H-a), 5.75 (s, 2H, H-11), 5.15
(d, 1H, J= 14.6 Hz, H-7), 4.94 (d, 2H, J= 14.6 Hz, H-7),
2.86 (t, 2H, J= 7.6 Hz, H-8), 2.65 (t, 2H, J= 7.9 Hz, H-9),
2.22 (s, 3H, CHs), 1.20 (s, 9H, tBu); R; (DCM)= 0.64;
C24H2506; Mol. Wt.: 412.48

POM-3-(4-hydroxy-3-(hydroxymethyl)-5-methylphenyl)propionat 71

Die Reaktion wurde gemal AAV 3 durchgefuhrt. Es wurden 1.20 g von
Pivaloyloxymethyl-3-(8-methyl-2-phenyl-4H-benzo[d]-[1,3]dioxin-6-yl)propionat (2.91
mmol) umgesetzt. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron mit DCM und einem

Methanolgradienten von 0 bis 5% gereinigt.
Ausbeute: 736 mg (2.27 mmol, 78%) eines farblosen Oles.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)3/ppm= 8.23 (s, 1H, Ph-OH),
6.90 (s, 1H, H-6), 6.82 (s, 1H, H-4), 6.09 (s, 1H, H-a), 5.68 (s,
2H, H-11), 5.25 (t, 1H, J= 4.9 Hz, Bn-OH), 4.52 (d, 2H, J= 4.2
Hz, H-7), 2.72 (t, 2H, J= 7.5 Hz, H-8), 2.61 (t, 2H, J= 7.2 Hz,




Experimentalteil 254

H-9), 2.11 (s, 3H, CHa), 1.12 (s, 9H, tBu); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)/ppm=
176.1 (C-12), 171.1 (C-10), 150.8 (C-2), 130.2 (C-5), 128.6 (C-4), 127.7 (C-1), 124.6
(C-6), 123.9 (C-3), 79.1 (C-11), 59.8 (C-7), 38.1 (C-tBu), 35.0 (C-9), 29.2 (C-8), 26.3
(CHs-tBu), 16.0 (CH3); Rf (DCM)= 0.08; C17H2406; Mol. Wt.: 324.37

10.2.4 Synthesen von 4-Acyloxybenzylalkoholen
4-(Hydroxymethyl)phenylacetat 195a

Die Synthese wurde gemall AAV 7 durchgefuhrt. Es wurden 4.00 g 4-
Hydroxybenzylalkohol (32.2 mmol, 1.0 Aq.) sowie 4.52 mL abs. Triethylamin (d= 0.73
g/mL, 32.6 mmol, 1.0 Aqg.) in 50 mL abs. THF geldst. Die Acylierung erfolgte durch
Zugabe von 2.52 mL dest. Acetylchlorid (d= 1.10 g/mL, 2.77 g, 35.3 mmol, 1.1 Aq.)
bei 0 °C. Reinigung erfolgte am Chromatotron mit Petrolether und einem EE-
Gradienten von 2 bis 20%.

Ausbeute:  3.43 g (20.6 mmol, 64%) eines farblosen Oles. Kristallisation bei -26 °C.

OH 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 7.33 (d, 2H, J= 8.3 Hz, H-3), 7.06

4 (d, 2H, J= 8.4 Hz, H-2), 5.21 (t, 1H, J= 5.7 Hz, OH), 4.48 (d, 2H, J= 5.7
Hz, CHa), 2.25 (s, 3H, Me); *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds)3/ppm= 169.2
1 (C=0), 149.1 (C-1), 139.9 (C-4), 127.3 (C-3), 121.3 (C-2), 62.3 (CHy),

o
Y 20.7 (Me); IR (KBr): v[ecm™ = 3537, 2862, 1737, 1508, 1372, 1237,
© 1197, 1053, 1016; mp = 30 °C: Ry (PE/EE 3:2 viv)= 0.22; MS (FAB):
calcd. 166.1 (M*), 167.1 (M+H*); found 166.1, 167.1; CoH103; Mol. Wt.: 166.17

4-(Hydroxymethyl)phenyl-iso-butyrat 195b

Die Synthese wurde gemall AAV 7 durchgefihrt. Es wurden 2.50 g 4-
Hydroxybenzylalkohol (20.1 mmol, 1.0 Aq.) sowie 2.82 mL abs. Triethylamin (d= 0.73
g/mL, 20.3 mmol, 2.06 g, 1.0 Aqg.) in 30 mL abs. THF geldst. Die Acylierung erfolgte
durch Zugabe von 2.10 mL dest. iso-Butyrylchlorid (d= 1.017 g/mL, 2.14 g, 20.1

mmol, 1.0 Aq.) bei 0 °C. Reinigung erfolgte am Chromatotron mit Dichlormethan.



Experimentalteil 255

Ausbeute:  3.00 g (15.4 mmol, 77%) eines hellgelben Feststoffes.

OH  'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)5/ppm= 7.34 (d, 2H, J= 8.6Hz, H-3),
4 7.07-7.02 (m, 2H, H-2), 5.22 (t, 1H, J= 5.8 Hz, OH), 4.49 (d, 2H, J= 5.7
Hz, CH,), 2.80 (sept., 1H, J= 7.0 Hz, CH-Bu), 1.23 (d, 6H, J= 7.0 Hz,
1 CHs-iBu); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 175.1 (C=0), 149.2

\H)\ (C-1), 139.9 (C-4), 127.4 (C-3), 121.2 (C-2), 62.3 (CH,), 33.2 (CH-/Bu),
18.6 (CHs); Rf (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.46; C11H1,03; Mol. Wt.: 194.23

4-(Hydroxymethyl)phenylpivalat 195c

Die Synthese wurde gemall AAV 7 durchgefuhrt. Es wurden 3.00 g 4-
Hydroxybenzylalkohol (24.2 mmol, 1.0 Aq.) sowie 3.35 mL abs. Triethylamin (d= 0.73
g/mL, 24.2 mmol, 2.45 g, 1.0 Aqg.) in 30 mL abs. THF geldst. Die Acylierung erfolgte
durch Zugabe von 2.98 mL Pivaloylchlorid (d= 0.980 g/mL, 2.92 g, 24.2 mmol, 1.0
Aqg.) bei 0 °C. Reinigung erfolgte am Chromatotron mit Petrolether und einem EE-
Gradienten von 10 bis 60%.

Ausbeute:  3.52 g (16.9 mmol, 70%) eines farblosen Oles. Kristallisation bei -26 °C.

OH  "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 7.35 (d, 2H, J= 8.6 Hz, H-3), 7.03
4 (d, 2H, J= 8.5 Hz, H-2), 5.23 (s, 1H, OH), 4.50 (s, 2H, CH,), 1.99 (s, 9H,
t-Bu); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 176.4 (C=0), 149.4 (C-1),
1 139.9 (C-4), 127.3 (C-3), 121.2 (C-2), 62.3 (CH,), 38.4 (C-t-Bu), 26.7

j1>< (CHs-t-Bu); IR (KBr): v em™ = 3299, 2984, 1751, 1508, 1279, 1196,
1164, 1125, 897; mp= 39 °C; MS (FAB): calcd. 208.1 (M*), 209.1
(M+H*), 191.1 (M*-HO); found 208.1, 209.1, 191.1; C12H1603; Mol. Wt.: 208.25

4-(Hydroxymethyl)phenyloctanoat 195d

Die Synthese wurde gemall AAV 7 durchgefuhrt. Es wurden 3.31 g 4-
Hydroxybenzylalkohol (26.7 mmol, 1.0 Aq.) sowie 3.70 mL abs. Triethylamin (d= 0.73
g/mL, 26.7 mmol, 2.70 g, 1.0 Aq.) in 30 mL abs. THF gelést. Die Acylierung erfolgte
durch Zugabe von 4.57 mL Octanoylchlorid (d= 0.95 g/mL, 4.30 g, 26.7 mmol, 1.0
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Aq.) bei 0 °C. Reinigung erfolgte durch Saulenchromatographie, zunachst mit reinem
DCM, dann DCM/MeOH 100:1 v/v, dann 50:1 v/v.

Ausbeute:  3.81 g (15.2 mmol, 57%) eines farblosen Feststoffes.

OH 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)8/ppm= 7.35 (d, 2H, J= 8.6
4 Hz, H-3), 7.07-7.02 (m, 2H, H-2), 5.24 (t, 1H, J= 5.7 Hz,
OH), 4.50 (d, 2H, J= 5.7 Hz, Bn), 2.55 (t, 2H, J= 7.4 Hz,
b 4 ¢ p Hb), 164 (tt 2H, J= 7.3 Hz, J= 7.3 Hz, H-c), 1.40-1.20
(m, 8H, H-d, H-e, H-f, H-g), 0.88 (t, 3H, J= 6.9 Hz, H-h);
o BC-NMR (101 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 171.8 (C-a),
149.2 (C-1), 140.0 (C-4), 127.4 (2xC-3), 121.5 (2xC-2), 62.4 (CH,OH), 33.5 (C-b),
31.1, 28.5, 28.4, 24.3, 22.0 (C-c, C-d, C-e, C-f, C-g), 13.8 (C-h); IR (KBr): v[cm™] =
3406, 2955, 2926, 2856, 1755, 1508, 1201, 1151; mp= 35°C; R; (DCM/MeOH 100:1
viv)= 0.40; MS (FAB): calcd. 250.2 (M%), 251.2 (M+H"), 233.2 (M*-HO); found 250.2,
251.2, 233.2; C15H2203; Mol. Wt.: 250.33

4-(Hydroxymethyl)phenylbenzoat 195e

Die Synthese wurde gemall AAV 7 durchgefuhrt. Es wurden 3.31 g 4-
Hydroxybenzylalkohol (26.7 mmol, 1.0 Aq.) sowie 3.70 mL abs. Triethylamin (d= 0.73
g/mL, 26.7 mmol, 2.70 g, 1.0 Aq.) in 30 mL abs. THF gelést. Die Acylierung erfolgte
durch Zugabe von 3.10 mL dest. Benzoylchlorid (d= 1.21 g/mL, 3.75 g, 26.7 mmol,
1.0 Ag.) bei 0 °C. Reinigung erfolgte durch zweifache Kristallisation, zun&chst aus
Petrolether/DCM 1:1. Das Prazipitat wurde filtriert und mit PE gewaschen. Die

Mutterlauge wurde eingeengt und die Kristallisation aus PE/DCM 9:1 wiederholt.
Ausbeute: 4.30 g (18.8 mmol, 70%) eines farblosen Feststoffes.

OH 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 8.15-8.11 (m, 2H, H-meta),
4 7.75 (tt, 1H, J= 1.3 Hz, J= 6.9 Hz, H-para), 7.64-7.58 (m, 2H, H-
ortho), 7.40 (d, 2H, J= 8.6 Hz, H-3), 7.23 (d, 2H, J= 8.5 Hz, H-2),
5.26 (t, 1H, J= 5.8 Hz, OH), 4.53 (d, 2H, J= 5.7 Hz, Bn); *C-NMR
(101 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 164.6 (C=0), 149.2 (C-1), 140.3 (C-4),

—_
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134.0 (C-para), 129.8 (C-ipso), 129.7 (2xC-meta), 128.9 (2xC-ortho), 127.5 (2xC-3),
121.4 (2xC-2), 62.3 (CHy); IR (KBr): v [cm™] = 3326, 1731, 1509, 1291, 1217, 1066,
700; mp= 71 °C; Rf (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.57; MS (HR-FAB): calcd. 228.0786
(M™), 229.0865 (M+H"); found 228.0790, 229.0856; C14H1,03; Mol. Wt.: 228.24

10.2.5 Synthese reaktiver Phosphorverbindungen
10.2.5.1 Synthese von Saligenylchlorphosphiten
3-Methylsaligenylchlorphosphit 134

Die Reaktion wurde gemaf AAV 4 durchgefihrt. 2.50 g 3-Methylsalicylalkohol (18.4
mmol, 1.0 Ag.) wurden in 30 mL abs. Diethylether mit 1.92 mL dest. PCl; (22.0 mmol,
3.03 g, 1.2 Ag.) und 3.42 mL abs. Pyridin (42.3 mmol, 3.35 g, 2.3 Aq.), geldst in 15
mL abs. Diethylether, umgesetzt. Das als gelbes Ol anfallende Rohprodukt wurde

mittels einer Kugelrohrdestillation gereinigt (Sdp.: 150 °C im Olpumpen-Vakuum).

Ausbeute: 157 g (7.83 mmol, 43%) eines farblosen Oles als

Enantiomerengemisch.

"H-NMR (400 MHz, CDCls)8/ppm= 7.14 (dd, 1H, J= 7.6 Hz, J = 0.6

O/FI’\Cl Hz, H-6), 7.01 (dd, 1H, J= 7.6 Hz, J= 7.6 Hz, H-5), 6.82 (dd, 1H, J=

7.6 Hz, J= 0.6 Hz, H-4), 5.54 (dd, 1H, J= 14.1 Hz, J= 2.6 Hz, H-7),

5.02 (dd, 1H, J= 14.1 Hz, J= 9.4 Hz, H-7), 2.26 (s, 3H, Me); "*C-NMR (101 MHz,

CDCls)8/ppm= 130.5 (C-2), 123.4 (C-5), 123.2 (C-1), 123.2 (C-4), 121.0 (C-6), 119.1

(C-3), 61.3 (d, J=2.0 Hz, C-7), 15.5 (Me); *'P-NMR (162 MHz, CDCl3)8/ppm= 140.91;
CsHsCIOzP; Mol. Wt.: 202.57

5-(tBuprop)saligenylchlorphosphit 91

Die Reaktion wurde gemals AAV 4 durchgefuhrt. 1.29 g 5(tBu-prop)salicylalkohol
(5.11 mmol, 1.0 Aq.) wurden in 30 mL abs. Diethylether mit 0.54 mL dest. PCl; (6.2
mmol, 0.85 g, 1.2 Aq.) und 0.95 mL abs. Pyridin (12 mmol, 0.93 g, 2.3 Aq.), gel6st in
5 mL abs. Diethylether, umgesetzt.



Experimentalteil 258

Ausbeute:  1.49 g (4.70 mmol, 92%) eines noch verunreinigten gelblichen Oles als

Enantiomerengemisch.

o "H-NMR (400 MHz, CDCl3)5/ppm= 7.09 (dd, 1H, J= 8.4 Hz, J=
i O>< 1.6 Hz, H-4), 6.91-6.89 (m, 1H, H-3), 6.80 (s, 1H, H-6), 5.43-
P ~,  540(m. 1H, H-7), 5.01-4.96 (m, 1H, H-7), 286 (1, 2H, = 7.6

[ Hz H-8), 254-2.50 (m, 2H, H-9), 1.41 (s, 9H, tBu); °C-NMR

47572707 ¢ (101 MHz, CDCly)s/ppm= 172.0 (C=0), 144.4 (d, J= 5.1 Hz, C-

2), 136.6 (C-5), 129.1 (C-4), 125.5 (d, J= 2.0 Hz, C-6), 121.2 (d, J= 13.2 Hz, C-1),
119.4 (d, J= 2.0 Hz, C-3), 80.6 (C-tBu), 61.1 (d, J= 2.0 Hz, C-7), 36.1 (C-9), 30.3 (C-
8), 28.1 (CHa-tBu); *'P-NMR (202 MHz, CDCl3)s/ppm= 141.03; C14H1sCIO4P; Mol.
Wt.: 316.72

5-(POMprop)saligenylchlorphosphit

Die Reaktion wurde gemald AAV 4 durchgefuhrt. 608 mg 5-(POMprop)salicylalkohol
(1.95 mmol, 1.0 Aq.) wurden in 15 mL abs. Diethylether mit 0.21 mL dest. PCl; (2.34
mmol, 0.32 g, 1.2 Ag.) und 0.36 mL abs. Pyridin (4.49 mmol, 355 mg, 2.3 Aq.), geldst

in 4 mL abs. Diethylether, umgesetzt.

Ausbeute: 721 mg (1.92 mmol, 98%) eines noch verunreinigten gelblichen Oles als

Enantiomerengemisch.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 7.08 (dddd, 1H, J= 0.6 Hz,
J= 0.6 Hz, J= 2.2 Hz, J= 8.3 Hz, H-4), 6.89 (d, 1H, J= 8.4 Hz,
H-3), 6.81 (d, 1H, J= 1.9 Hz, H-6), 5.74 (s, 2H, H-11), 5.41
(ddd, 1H, J= 0.8 Hz, J= 2.5 Hz, J= 14.1 Hz, H-7), 4.99 (ddd,
1H, J= 0.5 Hz, J= 9.6 Hz, J= 14.2 Hz, H-7), 2.90 (t, 2H, J= 7.6
Hz, H-8), 2.65 (t, 2H, J= 7.5 Hz, H-9), 1.19 (s, 9H, tBu); *C-NMR (101 MHz,
CDCl3)8/ppm= 176.2 (C-12), 171.1 (C-10), 146.4 (C-2), 136.8 (C-5), 130.1 (C-4),
125.5 (C-6), 121.3 (C-1), 119.1 (d, J= 7.1 Hz, C-3), 80.1 (C-11), 61.0 (d, J= 2.5 Hz,
C-7), 35.3 (C-tBu), 29.7 (C-9), 29.6 (C-8), 26.8 (CHs-tBu); *'P-NMR (162 MHz,
CDCl3)8/ppm= 140.50; C16H20CIO6P; Mol. Wt.: 374.75
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5-(AMprop)saligenylchlorphosphit 140

Die Reaktion wurde gemald AAV 4 durchgefuhrt. 335 mg 5-(AMprop)salicylalkohol
(1.25 mmol, 1.0 Aq.) wurden in 10 mL abs. Diethylether mit 0.13 mL dest. PCl; (1.50
mmol, 1.2 Aq.) und 0.23 mL abs. Pyridin (2.88 mmol, 2.3 Aq.), gelést in 3 mL abs.
Diethylether, umgesetzt. Nach Schlenkfiltration wurde das Rohprodukt ohne weitere

Charakterisierung und Aufarbeitung fur die nachste Reaktion eingesetzt.

Ausbeute: 270 mg (0.81 mmol, 65%) eines gelblichen Oles als

Enantiomerengemisch.

O 0 C13H14CIO6P; Mol. Wt.: 332.67

3-Methyl-5-(POMprop)saligenylchlorphosphit 59

Die Reaktion wurde gemall AAV 4 durchgefuhrt. 0.19 g 3-Methyl-5-
(POMprop)salicylalkohol (0.59 mmol, 1.0 Ag.) wurden in 5 mL abs. Diethylether mit
0.06 mL dest. PCl; (0.69 mmol, 1.2 Aqg.) und 0.11 mL abs. Pyridin (1.4 mmol, 2.3
Aq.), geldst in 4 mL abs. Diethylether, umgesetzt.

Ausbeute: 193 mg (0.50 mmol, 85%) eines farblosen Oles als Enantiomeren-

gemisch.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3)5/ppm= 6.95 (d, 1H, J= 0.9 Hz, H-
6), 6.64 (d, 1H, J= 0.9 Hz, H-4), 5.73 (s, 2H, H-11), 5.39 (dd,
1H, J= 13.9 Hz, J= 9.6 Hz, H-7), 4.97 (dd, 1H, J= 13.9 Hz, J=
9.6 Hz, H-7), 2.86 (t, 2H, J= 7.6 Hz, H-8), 2.64 (t, 2H, J= 7.6
Hz, H-9), 2.20 (s, 3H, CHs), 1.18 (s, 9 H, tBu); *'P-NMR (162
MHz, "H-decoupled, CDCls)5/ppm= 140.80; C17H22CIOP; Mol. Wt.: 388.78
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5-(GlyOMe-prop)saligenylchlorphosphit 105

Die Reaktion wurde gemal® AAV 4 durchgefuhrt. 100 mg 5-(GlyOMe-
prop)salicylalkohol (0.37 mmol, 1.0 Aq.) wurden in 3 mL abs. THF mit 35 uL dest.
PCl3 (0.41 mmol, 1.1 Ag.) und 66 pL abs. Pyridin (0.85 mmol, 2.3 Aq.), geldst in 2 mL
abs. Diethylether, umgesetzt. Die Reaktion wurde wegen der schlechten Loslichkeit
des Eduktes bei -5 °C durchgefuhrt. Da dennoch keine vollstandige Auflésung
erreicht werden konnte, wurden nach der Filtration auch nur ca. 50 mg eines

farblosen Oles erhalten, welches im 3'"P-NMR nur Spuren des Produktes aufwies.

0 C13H15CINOsP; Mol. Wt.: 331.69

H/A\COOMe

5-(L-AlaOBn-prop)saligenylchlorphosphit 95

Die Reaktion wurde gemall AAV 4 durchgefuhrt. 0.19 g 5-(L-AlaOBn-
prop)salicylalkohol (0.54 mmol, 1.0 Aq.) wurden in 8 mL abs. THF mit 55 uL dest.
PCl; (0.60 mmol, 1.1 Ag.) und 92 pL abs. Pyridin (1.1 mmol, 2.1 Aq.), gelést in 4 mL
abs. THF, umgesetzt. Nach Schlenkfiltration wurde wegen der Loslichkeit von
Pyridiniumchlorid in THF ein stark verunreinigtes Ol erhalten. Da die maximale
Ausbeute an Produkt bei 235 mg (0.54 mmol, 100%) lag, wurde eine Stammldsung in
2 mL abs. Toluol hergestellt, deren Konzentration ca. 0.27 M betrug. Eine
Charakterisierung der Losung wurde nicht vorgenommen. Sie wurde direkt fur die

nachfolgenden Synthesen eingesetzt.

0 Con21C|NO5P; Mol. Wt.: 421.81
Jﬁ(o
0]

N
H
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5-(L-PheOBnN-prop)saligenylchlorphosphit 106

Die Reaktion wurde gemall AAV 4 durchgefuhrt. 0.17 g 5-(L-PheOBn-
prop)salicylalkohol (0.39 mmol, 1.0 Aq.) wurden in 2 mL abs. THF mit 42 uL dest.
PCl3 (0.48 mmol, 1.2 Aq.) und 75 uL abs. Pyridin (0.93 mmol, 2.3 Aq.), geldst in 0.5
mL abs. THF, umgesetzt. Nach Schlenkfiltration wurden wegen der Ldslichkeit von
Pyridiniumchlorid in THF 166 mg eines verunreinigten Oles erhalten, welches ohne

weitere Charakterisierung fur die nachsten Reaktionen eingesetzt wurde.

C26H25CINOsP; Mol. Wt.: 497.91

10.2.5.2 Synthese von Saligenylphosphorchloridaten
3-Methyl-saligenylphosphorchloridat 135

Die Reaktion wurde gemal AAV 5 durchgefihrt. Es wurden 480 mg 3-
Methylsalicylalkohol (3.47 mmol, 1.0 Aq.) zusammen mit 1.00 mL abs. Triethylamin
(d=0.73 g/mL, 7.29 mmol, 0.74 g, 2.1 Aq.) und 10 mL abs. THF zu 0.35 mL POCI;
(d=1.65 g/mL, 3.82 mmol, 585 mg, 1.1 Aq.), gelost in 10 mL abs. THF, getropft. Das

Produkt wurde am Chromatotron mit PE/EE 2:1 v/v gereinigt.

Ausbeute: 470 mg (2.15 mmol, 62%) eines farblosen Feststoffes als

Enantiomerengemisch.

£ 8 'H-NMR (400 MHz, CDCl)8/ppm= 7.25-7.20 (m, 1H, H-6), 7.11
7 O
[ (dd, 1H, J=7.6 Hz, J= 7.6 Hz, H-5), 6.97-6.93 (m, 1H, H-4), 5.52-
P TS
3 2 90 C 540 (m, 2H, H-7), 2.31 (s, 3H, Me); *C-NMR (101 MHz, CDCls)

8/ppm= 147.7 (C-2), 131.8 (C-6), 128.8 (C-1), 125.1 (C-5), 122.8

4
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(C-4), 119.3 (C-3), 70.4 (C-7), 15.5 (Me); *'P-NMR ('H-decoupled, 162 MHz, CDCl,)
8/ppm = -5.04; IR (KBr): v [cm™'] = 1473, 1268, 1179, 1026, 945, 835, 767, 649, 570,
471; mp= 59 °C; R; (PE/EE 2:1 v/v)= 0.33; MS (HR-FAB): calcd. 218.998 (M+H"),
220.995 (M+H"); found 219.002, 220.999; CgHgCIO3P; Mol. Wt.: 218.57

5-Chlor-saligenylphosphorchloridat 162

Die Reaktion wurde gemals AAV 5 durchgefihrt. Es wurden 502 mg 5-
Chlorsalicylalkohol (3.17 mmol, 1.0 Aq.) zusammen mit 0.93 mL abs. Triethylamin
(d=0.73 g/mL, 6.7 mmol, 2.1 Ag.) und 10 mL abs. Et,O zu 0.33 mL POCIz (d= 1.65
g/mL, 3.5 mmol, 1.1 Aq.), geldst in 10 mL abs. Et,0, getropft. Das Produkt wurde am
Chromatotron mit PE/EE 2:1 v/v gereinigt.

Ausbeute: 614 mg (2.57 mmol, 81%) eines farblosen Feststoffes als

Enantiomerengemisch.

cl o 'H-NMR (400 MHz, CDCls)s/ppm= 7.36-7.32 (m, 1H, H-4),
\OCE,\ 7.15-7.11 (m, 1H, H-6), 7.06 (d, 1H, J= 8.8 Hz, H-3), 6.51-6.39
o |l Cl

O (m, 2H, H-7); "*C-NMR (101 MHz, CDCl3)é/ppm= 147.3 (d, J=
8.1 Hz, C-2), 130.9 (C-5), 130.3 (C-4), 125.2 (C-6), 120.6 (d, J= 9.8 Hz, C-3), 120.5
(C-1), 69.5 (d, J= 8.2 Hz, C-7); *'P-NMR (162 MHz, "H-decoupled, CDCl3)8/ppm=
-6.62; IR (KBr): v[cm™] = 1481, 1313, 1184, 1034, 953, 877, 731, 564; mp= 90 °C;
Rr (PE/EE 2:1 v/v)= 0.30; MS (HR-FAB): calcd. 238.943 (M+H"), 240.940 (M+H");
found 238.946, 240.945; C;H5Cl,03P; Mol. Wt.: 238.99

5-Formyl-saligenylphosphorchloridat 174

Die Reaktion wurde gemall AAV 5 durchgefuhrt. Es wurden 254 mg 5-
Formylsalicylalkohol (1.67 mmol, 1.0 Aq.) zusammen mit 0.49 mL abs. Triethylamin
(d= 0.73 g/mL, 3.5 mmol, 2.1 Aq.) und 10 mL abs. THF zu 0.17 mL POCI; (d= 1.65
g/mL, 1.8 mmol, 1.1 Aq.), gel6st in 10 mL abs. THF, getropft. Das Produkt wurde am
Chromatotron mit PE/EE 1:1 v/v gereinigt.
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Ausbeute: 362 mg (1.56 mmol, 93%) eines gelben Feststoffes als

Enantiomerengemisch.

'H-NMR (400 MHz, CDCls)s/ppm= 9.98 (s, 1H, CHO), 7.92
(dddd, 1H, J= 0.6 Hz, J= 0.6 Hz, J= 2.4 Hz, J= 4.3 Hz, H-6),
P—Cl 7.73-7.71 (m, 1H, H-4), 7.29 (d, TH, J= 8.4 Hz, H-3), 5.65-5.50

© (m, 2H, CHy); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, CDCl3)8/ppm=
-6.77; Rs (PE/EE 1:1 v/v)= 0.30; CgHsCIO4P; Mol. Wt.: 232.56

avie

e

(@)

5-(Bis-isobutyryloxymethyl)saligenylphosphorchloridat 180

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeflhrt. Zu einer Lésung von
50 mg 5-Formyl-saligenylphosphorchloridat (0.22 mmol, 1.0 Aq.) in 0.5 mL abs.
Acetonitril wurden 0.90 mL dest. /sobuttersaureanhydrid gegeben (d= 0.952 g/mL,
5.4 mmol, 25 Aq.). Zur Katalyse wurden der Lésung 25 mg Zirkoniumtetrachlorid
(0.11 mmol, 0.5 Aq.) beigegeben. Nach 1 h wurde die Reaktionslésung ohne

vorherige Entfernung der Losungsmittel am Chromatotron mit PE/EE 1:1 gereinigt.

Ausbeute: 22 mg (0.06 mmol, 27%) eines gelben Feststoffes als

Enantiomerengemisch.

0 'H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 7.61 (s, 1H, OCHO),
%o 7.56-7.54 (m, 1H, H-6), 7.29-7.27 (m, 1H, H-4), 7.15 (d,
o o 1H, J= 8.6 Hz, H-3), 5.60-5.45 (m, 2H, CH,), 2.61 (sept,
/,%_Cl 2H, J= 7.0 Hz, CH-iBu), 1.21, 1.18 (2xd, 12H, J= 7.0 Hz,

w/&o o8 CHs-Bu); "C-NMR (101 MHz, CDCl3)s/ppm= 174.7

(2xC=0), 149.5 (d, J= 7.9 Hz, C-2), 133.5 (C-6), 128.8 (C-4), 128.5 (C-5), 123.9 (d,
J=31.0 Hz, C-1), 119.3 (d, J= 12.7 Hz, C-3), 88.5 (OCHO), 69.9 (d, J= 8.1 Hz, CH>),
33.8 (2xCH-iBu), 18.7, 18.5 (4xCHs-iBu); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled,
CDCl3)8/ppm= -6.38; R (PE/EE 1:1 v/v)= 0.66; C15H20ClO;P; Mol. Wt.: 390.75
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5-(POM-prop)saligenylphosphorchloridat 175

Die Reaktion wurde gemald AAV 5 durchgefuhrt. Es wurden 455 mg 5-(POM-
prop)salicylalkohol (1.46 mmol, 1.0 Aqg.) zusammen mit 0.43 mL abs. Triethylamin
(d= 0.73 g/mL, 3.1 mmol, 2.1 Aq.) und 10 mL abs. THF zu 0.14 mL POCI; (d= 1.65
g/mL, 231 mg, 1.51 mmol, 1.1 Aq.), geldst in 10 mL abs. THF, getropft. Das Produkt
wurde am Chromatotron mit PE/EE 2:1 v/v gereinigt.

Ausbeute: 0.37 g (0.94 mmol, 64%) eines farblosen Oles als Enantiomeren-

gemisch.

'H-NMR (400 MHz, CDCls)8/ppm= 7.00 (d, 2H, J= 8.6 Hz, H-
6, H-3), 6.64 (d, 1H, J= 8.6 Hz, H4), 5.70 (s, 2H, H-11), 5.45
(dd, 1H, J= 13.5 Hz, J= 9.1 Hz, H-7), 5.45 (dd, 1H, J= 13.8
Hz, J= 7.1 Hz, H-7), 2.91 (t, 2H, J= 7.6 Hz, H-8), 2.64 (t, 2H,
J= 7.6 Hz, H-9), 1.18 (s, 9 H, tBu); *'"P-NMR (162 MHz, 'H-
decoupled, CDCl3)8/ppm= -6.02; R; (PE/EE 1:1 v/v)= 0.20; C1sH20CIO7P; Mol. Wt.:
390.75

3-Methyl-5-(POM-prop)saligenylphosphorchloridat 177

Die Reaktion wurde gemaR AAV 5 durchgefuhrt. Es wurden 0.32 g 3-Methyl-5-(POM-
prop)salicylalkohol (0.98 mmol, 1.0 Ag.) zusammen mit 0.29 mL abs. Triethylamin
(d= 0.73 g/mL, 2.1 mmol, 2.1 Ag.) und 10 mL abs. THF zu 100 uL POCI; (d= 1.65
g/mL, 165 mg, 1.08 mmol, 1.1 Aq.), gelést in 10 mL abs. THF, getropft. Das

Dunnschichtchromatogramm zeigte keinerlei Produktbildung an.

0 C17H22CIO7P; Mol. Wt.: 404.78

O
O/\ O)5<
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3,5-Di-tert-butyl-6-fluor-saligenylphosphorchloridat 179

Die Reaktion wurde gemalR AAV 5 durchgefuhrt. Es wurden 547 mg 3,5-Di-tert-butyl-
6-fluorsalicylalkohol (3.47 mmol, 1.0 Ag.) zusammen mit 1.00 mL abs. Triethylamin
(d=0.73 g/mL, 7.29 mmol, 0.74 g, 2.1 Aq.) und 10 mL abs. Et,O zu 0.35 mL POClI;
(d=1.65 g/mL, 3.82 mmol, 585 mg, 1.1 Aq.), geldst in 10 mL abs. Et,O, getropft. Das
Dunnschichtchromatogramm zeigte keinerlei Produktbildung an.

F C15H21CIFO3P; Mol. Wt.: 334.75

10.2.5.3 Synthese von Phosphoramiditen
Bis-(4-acetoxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit 197a

Die Reaktion wurde gemal AAV 8 durchgefihrt. Es wurden 2.00 g 4-
(Hydroxymethyl)phenylacetat (12.0 mmol, 2.2 Aq.) und 1.82 mL abs. Triethylamin (d=
0.73 g/mL, 13.1 mmol, 1.33 g, 2.4 Aq.), geldst in 25 mL abs. THF mit 0.99 mL
Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit (d= 1.098 g/mL, 1.09 g, 5.38 mmol,
1.0 Aq.), geldst in 25 mL abs. THF, umgesetzt. Die Reinigung des Produktes erfolgte
am Chromatotron mit PE/EE 4:1 v/v als Laufmittel.

Ausbeute: 1.87 g (4.05 mmol, 75%) eines farblosen Oles. Kristallisation bei -26 °C.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 7.35 (d, 4H,
<o:< %p N J= 8.6 Hz, H-2), 7.07-7.01 (m, 4H, H-3), 4.79-
O_/ [ 4.63 (m, 4H, H-Bn), 3.77-3.63 (m, 2H, CH-ipr),

229 (s, 6H, Ac), 1.20 (d, 12H, J= 6.8 Hz, CHs-ipr); C-NMR (101 MHz,
CDCl3)8/ppm= 169.5 (2xC=0), 149.8 (2xC-4), 137.1 (d, J= 7.5 Hz , 2xC-1), 128.0

(4xC-2), 121.3 (4xC-3), 64.8 (d, J= 18.4 Hz, 2xC-Bn), 43.1 (d, J= 12.4 Hz, 2xCH-ipr),
24.6 (d, J= 7.1 Hz, 4xCHs-ipr), 21.1 (2xCHs); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled,
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CDCl3)8/ppm= 147.97; IR (KBr): v[cm™] = 3483, 2966, 2931, 1756, 1509, 1222,
1035, 910, 754; mp= 35 °C; R¢ (PE/EE 3:2 v/v)= 0.42; MS (HR-FAB): calcd. 462.205
(M+H"); found 462.206; C24H3,NOgP; Mol. Wt.: 461.49

Bis-(4-isobutyryloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit 197b

Die Reaktion wurde gemal AAV 8 durchgefuhrt. Es wurden 1.00 g 4-
(Hydroxymethyl)phenyl-iso-butyrat (5.15 mmol, 2.2 Aqg.) und 0.75 mL abs.
Triethylamin (d= 0.73 g/mL, 5.4 mmol, 2.3 Aqg.), gelost in 10 mL abs. THF mit 0.43
mL Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit (d= 1.098 g/mL, 0.47 g, 2.34
mmol, 1.0 Aq.) , geldst in 10 mL abs. THF, umgesetzt. Die Reinigung des Produktes

erfolgte am Chromatotron mit PE und einem Ethylacetat-Gradienten von 1-5%.
Ausbeute: 657 mg (1.27 mmol, 54%) eines farblosen Oles.

b 'H-NMR (400 MHz, CDCl3)5/ppm= 7.34 (d,

<O:2L O%P_N £ —d 4H, J= 8.6 Hz, H-2), 7.05-7.00 (m, 4H, H-3),

0@1—/ ) ——  4.80-4.63 (m, 4H, H-Bn), 3.75-3.61 (m, 2H, H-

3 2 c), 2.79 (sept., 2H, J= 7.0 Hz, H-a), 1.31 (d,

12H, J= 7.0 Hz, H-b), 1.20 (d, 12H, J= 6.8 Hz, H-d); *C-NMR (101 MHz,

CDCl3)8/ppm= 175.7 (2xC=0), 150.0 (2xC-4), 136.9 (d, J= 7.3 Hz, 2xC-1), 128.0

(4xC-2), 121.3 (4xC-3), 64.8 (d, J= 18.3 Hz, 2xC-Bn), 43.1 (d, J= 12.6 Hz, 2xC-c),

34.2 (2xC-a), 24.6 (d, J= 7.2 Hz, 4xC-d), 18.9 (4xC-b); *'P-NMR (162 MHz, 'H-

entkoppelt, CDCl3)d/ppm= 147.94; R¢ (PE/EE 5:1 v/v)= 0.35; CH4oNOsP; Mol. Wt.:
517.59

Bis-(4-pivaloyloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit 197¢c

Die Reaktion wurde gemal AAV 8 durchgefihrt. Es wurden 1.04 g 4-
(Hydroxymethyl)phenyl-pivalat (4.99 mmol, 2.2 Aqg.) und 0.73 mL abs. Triethylamin
(d= 0.73 g/mL, 5.3 mmol, 2.3 Aq.), gelést in 6 mL abs. THF, mit 0.42 mL Dichloro-
N,N-diisopropylaminophosphoramidit (d= 1.098 g/mL, 0.46 g, 2.3 mmol, 1.0 Aq.),
gelést in 6 mL abs. THF, umgesetzt. Die Reinigung des Produktes erfolgte am
Chromatotron mit PE und einem Ethylacetat-Gradienten von 0-5%.
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Ausbeute: 846 mg (1.55 mmol, 67%) eines farblosen Oles. Kristallisation bei -26
°C.

'"H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 7.38-7.31
<04)\O< o}up_N "~ (m, 4H, H-2), 7.05-6.99 (M, 4H, H-3), 4.80-4.64
4<:> 1 2 [ (m, 4H, H-Bn), 3.76-3.62 (m, 2H, NC-H), 1.36

(s, 18H, t-Bu), 1.20 (d, 12H, J= 6.8 Hz, Me);

BC-NMR (101 MHz, CDCls)8/ppm= 177.1 (2xC=0), 150.2 (2xC-4), 136.8 (d, J= 7.3
Hz, 2xC-1), 128.0 (4xC-2), 121.2 (4xC-3), 64.8 (d, J= 18.4 Hz, 2xC-Bn), 43.1 (d, J=
12.4 Hz, 2xC-N), 39.0 (2xC-tBu), 27.1 (6xCHs-t-Bu), 24.6 (d, J= 7.1 Hz, 4xCHs); 'P-
NMR (162 MHz, 'H-decoupled, CDCl3)s/ppm= 147.93; IR (KBr): v[cm™] = 2969,

2934, 2872, 1749, 1508, 1196, 1115, 974, 742; mp= 25-27 °C; R (PE/EE 5:1 v/v)=
063, C30H44N06P; Mol. Wt.: 545.65

Bis-(4-octanoyloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit 197d

Die Reaktion wurde gemal AAV 8 durchgefuhrt. Es wurden 1.25 g 4-
(Hydroxymethyl)phenyl-octanoat (4.99 mmol, 2.2 Aq.) und 0.73 mL abs. Triethylamin
(d= 0.73 g/mL, 5.3 mmol, 2.3 Aq.), geldst in 6 mL abs. THF, mit 0.42 mL Dichloro-
N,N-diisopropylaminophosphoramidit (d= 1.098 g/mL, 0.46 g, 2.3 mmol, 1.0 Aq.),
geldst in 6 mL abs. THF, umgesetzt. Die Reinigung des Produktes erfolgte am

Chromatotron mit PE und einem Ethylacetat-Gradienten von 0-5%.

Ausbeute: 760 mg (1.21 mmol, 52%) eines farblosen Oles.

h 'H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 7.38-7.31
Y (m, 4H, H-2), 7.06-7.00 (m, 4H, H-3), 4.80-4.64
© g (m, 4H, H-Bn), 3.78-3.62 (m, 2H, NC-H), 2.54
¢ (t, 4H, J= 7.5 Hz, H-b), 1.75 (tt, 4H, J= 7.5 Hz,

b
<O % O%P—N J= 7.5 Hz, H-c), 1.48-1.24 (m, 16H, H-d, H-e,
4<:> 1 2 [ H-f, H-g), 1.20 (d, 12H, J= 6.8 Hz, Me), 0.90 (t,
6H, J= 6.8 Hz, H-h); *C-NMR (101 MHz,

CDCl3)s/ppm= 172.4 (2xC-a), 149.9 (2xC-4), 136.9 (d, J= 7.6 Hz, 2xC-1), 128.0
(4xC-2), 121.2 (4xC-3), 64.8 (d, J= 18.4 Hz, 2xC-Bn), 43.1 (d, J= 12.4 Hz, 2xC-N),
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39.0 (2xC-tBu), 27.1 (6xCHs-t-Bu), 24.6 (d, J= 7.1 Hz, 4xCH3); *'P-NMR (162 MHz,
"H-decoupled, CDCls)5/ppm= 147.78; R (PE/EE 5:1 v/v)= 0.75; CssHssNOgP; Mol.
Wt.: 629.81

Bis-(4-benzoyloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit 197e

Die Reaktion wurde gemal AAV 8 durchgefuhrt. Es wurden 250 g 4-
(Hydroxymethyl)phenyl-benzoylat (11.0 mmol, 2.2 Aqg.) und 1.58 mL abs.
Triethylamin (d= 0.73 g/mL, 11.4 mmol, 2.3 Aq.), geldst in 12 mL abs. THF, mit 0.91
mL Dichloro-N,N-diisopropylaminophosphoramidit (d= 1.098 g/mL, 1.0 g, 5.0 mmol,
1.0 Aq.), geldst in 12 mL abs. THF, umgesetzt. Die Reinigung des Produktes erfolgte

am Chromatotron mit PE und einem Ethylacetat-Gradienten von 0-10%.
Ausbeute:  1.53 (2.61 mmol, 53%) eines farblosen Oles. Kristallisation bei -26 °C.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)5/ppm= 8.23-8.17

(m, 4H, H-ortho), 7.67-7.60 (m, 2H, H-para),

<0 5 < > ,O>~P—N 755746 (m, 4H, H-meta), 7.44-7.40 (m, 4H,

4 1 2 [ H-2), 7.21-7.15 (m, 4H, H-3), 4.85-4.70 (m, 4H,

52 H-Bn), 3.80-3.65 (m, 2H, NC-H), 1.23 (d, 12H,

J= 6.8 Hz, Me); "*C-NMR (101 MHz, CDCl3)s/ppm= 165.1 (2xC=0), 150.1 (2xC-4),

137.2 (d, J= 7.4 Hz, 2xC-1), 133.5 (2xC-para), 130.2 (4xC-ortho), 129.7 (2xC-ipso),

128.5 (4xC-2), 128.1 (4xC-meta), 121.5 (4xC-3), 64.3 (d, J= 18.0 Hz, 2xC-Bn), 43.2

(d, J= 12.4 Hz, 2xC-N), 24.7 (d, J= 7.2 Hz, 4xMe); *'P-NMR (162 MHz, 'H-

decoupled, CDCl3)é/ppm= 147.94; IR (KBr): v [cm™] = 2967, 2926, 2866, 1731, 1509,

1285, 1220, 1064, 968, 700; mp= 75 °C; R (PE/EE 5:1 v/v)= 0.42; MS (HR-FAB):

calcd. 584.220 (M*-H), 585.228 (M*), 586.236 (M+H*); found 584.219, 285.225,
586.231; C34H3sNOgP; Mol. Wt.: 585.63
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10.2.6 Synthese und Funktionalisierung von Nucleosiden

10.2.6.1 Synthese von iso-d4A und iso-ddA

2°, 3", 5°-Tri-O-acetyl-guanosin 120

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Zu einer Suspension
von 11.0 g Guanosin (38.8 mmol, 1.0 Aq.) in 450 mL abs. Acetonitril und 22 mL abs.
Triethylamin (d= 0.73 g/mL, 159 mmol, 4.1 Aq.), wurden 13.0 mL Acetanhydrid (d=
1.08 g/mL, 14.0 g, 138 mmol, 3.6 Aq.) gegeben. Der Ansatz wurde 1 h bei RT gerihrt
und die Reaktion durch Zugabe von 10 mL Methanol abgebrochen. Nach 5 min
wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand in iso-
Propanol aufgenommen. Durch Zugabe von Toluol konnte das Produkt ausgefallt
werden. Nach Kristallisation bei 4 °C fur 20 h wurde der Feststoff abfiltriert und mit

Ethanol/Diethylether 1:1 v/v gewaschen.

Ausbeute:  13.9 g (34.0 mmol, 88%) eines farblosen Feststoffes.

O 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 10.79 (s, 1H,
N NH NH), 7.93 (s, 1H, H-8), 6.56 (s, 2H, NH,), 5.98 (d,
0 <L
)k N N/ NH 1H, J= 6.2 Hz, H-1"), 5.79 (dd, 1H, J= 6.0 Hz, J=
2
(@)

6.0 Hz, H-2°), 5.49 (dd, 1H, J= 4.1 Hz, J= 5.9 Hz,

H-3°), 4.40-4.21 (m, 3H, H-5", H-4"), 2.11 (s, 3H,

WO Om/ CHa), 2.04, 2.03 (2xs, 6H, 2xCHs); *C-NMR (101

o) 0 MHz, DMSO-dg)5/ppm= 170.6 (C=0), 170.0 (C=0),

169.8 (C=0), 157.2 (C-6), 154.4 (C-2), 151.6 (C-4), 135.3 (C-8), 117.3 (C-5), 84.9 (C-

17), 80.0 (C-4°), 72.5 (C-2°), 70.9 (C-3°), 63.6 (C-57), 21.0 (CH3), 20.9 (CHs), 20.7
(CHs); R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.21; C1gH1gN5Og; Mol. Wt.: 409.35

2°, 3, 5°-Tri-O-acetyl-6-chlorguanosin 121
Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefthrt. 1.02 g 27, 3", 5°-Tri-O-

acetyl-guanosin (2.49 mmol, 1.0 Ag.) und 830 mg Tetraethylammoniumchlorid (2
Tage liber P,Os im Exsikkator bei 120 °C im Vakuum getrocknet, 5.01 mmol, 2.0 Aq.)
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wurden in 5 mL abs. Acetonitril gelést. Zu dieser Lésung wurden 0.32 mL abs. N,N-
Dimethylanilin (d= 0.95 g/mL, 304 mg, 2.51 mmol, 1.0 Aq.) und 1.4 mL dest.
Phosphorylchlorid (d= 1.65 g/mL, 2.31 g, 15.1 mmol, 6.1 Aq.) gegeben. Das
Reaktionsgefal wurde in ein auf 100 °C geheiztes Olbad gestellt und die Lésung 15
min refluxiert. Nach dem Abkuhlen wurden die fliichtigen Bestandteile im Vakuum
entfernt und der dlige Rickstand in Chloroform aufgenommen. Uberschiissiges
Phosphorylchlorid wurde durch Zugabe von Eiswasser 15 min hydrolysiert. Die
Phasen wurden getrennt und die wassrige Phase funfmal mit Chloroform extrahiert.
Die organischen Phasen wurden dreimal mit 10 mL kaltem Wasser und einmal mit
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknung uber
Natriumsulfat und Filtration wurde das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt und das Produkt saulenchromatographisch gereinigt (DCM/MeOH 20:1 v/v).

Ausbeute: 813 mg (1.90 mmol, 76%) eines hellgelben Feststoffes.

cl "H-NMR (400 MHz, DMSO-de)s/ppm= 8.36 (s, 1H,
NN H-8), 7.06 (s, 2H, NH,), 6.10 (d, 1H, J= 5.9 Hz, H-
0 </ |
)k N N/)\NH 17, 5.87 (dd, 1H, J= 5.9 Hz, J= 5.9 Hz, H-2"), 5.53
2
)

(dd, 1H, J= 4.2 Hz, J= 5.9 Hz, H-3"), 4.42-4.24 (m,

3H, H-5", H-4"), 2.12 (s, 3H, CHs), 2.03 (2xs, 6H,

\WO OY 2xCHs); "C-NMR (101 MHz, DMSO-de)8/ppm=

0 0 170.0 (C=0), 169.4 (C=0), 169.2 (C=0), 159.8 (C-

2), 153.6 (C-6), 149.8 (C-4), 141.2 (C-8), 84.8 (C-1°), 79.6 (C-4°), 71.8 (C-2°), 70.2

(C-3%), 62.9 (C-57), 20.5 (CHs), 20.2 (CHs), 20.1 (CHs); IR (KBr): v[cm™] = 3379,

3216, 1751, 1615, 1564, 1375, 1230, 1048, 910; mp= 83 °C; R; (DCM/MeOH 9:1

viv)= 0.67; MS (FAB): calcd. 428.1 (M+H"); found 428.2; C1sH1sCIN5O7; Mol. Wt.:
427.80

)

2°, 3, 5°-Tri-O-acetyl-iso-adenosin 122

Methode A: Es wurden 79 mg 2°, 3°, 5°-Tri-O-acetyl-6-chlorguanosin (0.18 mmol) in
24 mL abs. THF und 6 mL abs. Triethylamin geldst. Die Losung wurde mehrfach
entgast und in einen Quarzglaskolben Uberfuhrt. Das Reaktionsgefald wurde 21 h im

Photoreaktor mit Licht einer Wellenlange von 253 nm bestrahlt, daraufhin die
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Lésungsmittel im Vakuum entfernt und der Rlckstand am Chromatotron mit
Ethylacetat und einem Methanol-Gradienten von 0 bis 10% gereinigt. Das Produkt

konnte nicht isoliert werden.

Methode B: Es wurden 818 mg 27, 3, 5°-Tri-O-acetyl-6-chlorguanosin (1.91 mmol) in
20 mL THF und 1.5 mL Triethylamin gelést. Anschlielend wurden 200 mg Pd/C
zugegeben und die Reaktionslosung 24 h unter Wasserstoffatmosphare geruhrt. Die
Suspension wurde uUber Celite filtriert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt mittels Chromatotron (DCM/MeOH 9:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute: 691 mg (1.75 mmol, 92%) eines farblosen Feststoffes.

) (NfN "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)5/ppm= 8.63 (s, 1H,

)k \ N/)\NHZ H-6), 8.29 (s, 1H, H-8), 6.66 (s, 2H, NH,), 6.12 (d,

o 1H, J= 6.0 Hz, H-1"), 5.90 (dd, 1H, J= 6.0 Hz, J=

6.0 Hz, H-27), 5.56 (dd, 1H, J= 4.2 Hz, J= 5.9 Hz,

YO Om/ H-3°), 4.40 (dd, 1H, J= 3.9 Hz, J= 11.4 Hz, H-5"),

o o 4.37-4.32 (m, 1H, H-4"), 4.27 (dd, 1H, J= 5.6 Hz, J=

11.4 Hz, H-57), 2.12 (s, 3H, CHs), 2.04, 2.03 (2xs, 6H, CHs); *C-NMR (101 MHz,

DMSO-dg)8/ppm= 170.0 (C=0), 169.4 (C=0), 169.2 (C=0), 160.5 (C-2), 152.6 (C-4),

149.7 (C-6), 140.7 (C-8), 126.8 (C-5), 84.3 (C-1°), 79.5 (C-4"), 71.7 (C-2"), 70.2 (C-

3°), 62.9 (C-5°), 20.4, 20.3 (3xCH3); mp= 53 °C; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.33; MS
(FAB): calcd. 394.1 (M+H*); found 394.2; C1gH1sNsO7; Mol. Wt.: 393.35

)

iso-Adenosin 42

Es wurden 1.03 g 27, 3", 5’-Tri-O-acetyl-iso-adenosin (2.62 mmol) in 10 mL 25%ige
Ammoniakldésung gegeben. Nach 45 min wurden die fluchtigen Komponenten durch
Gefriertrocknung entfernt. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron mit EE/MeOH

4:1 v/v gereinigt.

Ausbeute: 676 mg (2.53 mmol, 99%) eines farblosen Feststoffes.
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(NfN 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 8.61 (s, 1H, H-
N N/)\NHZ 6), 8.32 (s, 1H, H-8), 6.56 (s, 2H, NHy), 5.85 (d, 1H, J=
HO o 6.1 Hz, H-1"), 5.46 (d, 1H, J= 6.1 Hz, 2"-OH), 5.18 (d,
1H, J= 4.5 Hz, 3"-OH), 5.08 (t, 1H, J= 5.6 Hz, 5"-OH),
OH OH 4.53 (ddd, 1H, J= 5.8 Hz, J= 6.1 Hz, J= 6.1 Hz, H-2"),
4.13 (m, 1H, H-3"), 3.95 (ddd, 1H, J= 3.8 Hz, J= 4.5 Hz, J= 8.0 Hz, H-4"), 3.68-3.53
(m, 2H, H-5); "®*C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)5/ppm= 161.0 (C-2), 153.6 (C-4), 149.9
(C-6), 141.3 (C-8), 127.6 (C-5), 86.7 (C-1°), 85.9 (C-4°), 73.9 (C-2°), 61.9 (C-5°); IR
(KBr): v [ecm™] = 3353, 2929, 1623, 1582, 1432, 1212, 1085, 1049, 794; mp= 75-80
°C; R; (EE/MeOH 4:1 viv)= 0.34; MS (FAB): calcd. 268.1 (M+H"); found 268.1;
C1oH13N504; Mol. Wt.: 267.24

5-O-tert-Butyldimethylsilyl-iso-adenosin 123

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiuhrt. 416 mg iso-Adenosin
(1.56 mmol, 1.0 Ag.) wurden mehrmals mit Pyridin coevaporiert und in 5 mL Pyridin
aufgenommen. Zu dieser Losung wurden 250 mg TBDMS-Chlorid (1.66 mmol, 1.1
Aq.) gegeben und 16 h bei RT geriihrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt
und zweimal mit Toluol coevaporiert. Der Ruckstand wurde in Ethylacetat
aufgenommen und einmal mit Wasser gewaschen. Nach Trocknung uber
Natriumsulfat und Filtration wurde das L&sungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Ruckstand wurde am Chromatotron mit Dichlormethan und einem Methanol-

Gradienten von 0 bis 20% gereinigt.

Ausbeute: 400 mg (1.05 mmol, 67%) eines farblosen Feststoffes.

(NrN 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)5/ppm= 8.59 (s,
| N N/)\NHZ 1H, H-6), 8.21 (s, 1H, H-8), 6.57 (s, 2H, NHy),
S|i—0 . 5.85 (d, 1H, J= 5.4 Hz, H-1), 5.52 (d, 1H, J=

5.8 Hz, 2"-OH), 5.19 (d, 1H, J= 5.1 Hz, 3"-OH),

OH OH 4.46 (ddd, 1H, J= 5.4 Hz, J= 5.4 Hz, J= 5.4 Hz,

H-27), 4.13 (ddd, 1H, J= 4.9 Hz, J= 4.9 Hz, J= 5.1 Hz, H-3"), 3.92 (ddd, 1H, J= 4.1
Hz, J= 4.1 Hz, J= 4.1 Hz, H-4"), 3.82 (dd, 1H, J= 4.0 Hz, J= 11.4 Hz, H-5°), 3.73 (dd,
1H, J= 4.3 Hz, J= 11.4 Hz, H-5"), 0.87 (s, 9H, tBu), 0.04 (s, 6H, CHs); ">*C-NMR (101
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MHz, DMSO-dg)s/ppm= 160.5 (C-2), 152.9 (C-4), 149.2 (C-6), 140.1 (C-8), 126.9 (C-
5), 86.1 (C-17), 84.3 (C-4°), 73.4 (C-2°), 69.9 (C-3"), 62.9 (C-5°), 25.8 (CHs-tBu), 18.0
(C-tBu), -5.5 (2xCHs); IR (KBr): v [cm™"] = 3357, 2929, 2857, 1617, 1580, 1430, 1117,
834; mp= 79 °C; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.41; MS (FAB): calcd. 268.1 (M+H");
found 268.1; MS (FAB): calcd. 382.2 (M+H*); found 382.3; C1sH27N504Si; Mol. Wt.:
381.50

5’-O-tert-Butyldimethylsilyl-2",3"-0,0-thionocarbonyl-iso-adenosin 124

Zu einer Losung aus 0.25 g 5°-O-tert-Butyldimethylsilyl-iso-adenosin (0.66 mmol, 1.0
Aq.) in 3.5 mL DMF wurden 0.13 g 1,1’-Thiocarbonyldiimidazol (0.74 mmol, 1.1 Aq.)
gegeben und eine Stunde bei 80 °C gerlthrt. Das Lésungsmittel wurde anschlieend
im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mit 2 mL Chloroform coevaporiert. Das
Rohprodukt wurde am Chromatotron mit DCM und einem Methanol-Gradienten von 0

bis 2% gereinigt.

Ausbeute:  0.16 g (0.39 mmol, 59%) eines farblosen Feststoffes.

(NrN "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 8.61 (s,
| N N/)\NH 1H, H-6), 8.17 (s, 1H, H-8), 6.69 (s, 2H, NH,),
2

S|i—0 o 6.49 (d, 1H, J= 0.9 Hz, H-1"), 6.30 (dd, 1H, J=
1.0 Hz, J= 7.2 Hz, H-2°), 6.00 (dd, 1H, J= 7.2

NS Hz, J= 2.8 Hz, H-3"), 4.50 (ddd, 1H, J= 2.8 Hz,

I( J= 5.9 Hz, J= 5.9 Hz, H-4"), 3.77-3.71 (m, 2H,

H-5), 0.75 (s, 9H, tBu), -0.14, -0.15 (2xs, 6H, Si-CH3); IR (KBr): v [cm™"] = 3387,
2954, 2929, 2857, 1811, 1615, 1578, 1450, 1282, 1007, 837; mp= 88 °C; Ry
(DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.78; MS (HR-FAB): calcd. 424.148 (M+H"); found 424.149;
C17H25N504SSi; Mol. Wt.: 423.56

5°-O-tert-Butyldimethylsilyl-2",3"-0-bis-(S-methylcarbonodithionyl)iso-adenosin
125

Zu einer Losung von 0.30 g 5°-O-tert-Butyldimethylsilyl-iso-adenosin (0.79 mmol, 1.0
Ag.) und 0.16 mL Kohlenstoffdisulfid (2.6 mmol, 3.3 Ag.) in 2 mL DMSO wurden 0.35
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mL einer 5 M NaOH-Losung getropft. Die Lésung wurde 20 min bei RT geruhrt. Es
folgte die tropfenweise Zugabe von 0.11 mL Methyliodid (1.7 mmol, 2.2 Aq.). Die
Suspension wurde eine weitere Stunde bei RT geruhrt. Die fluchtigen Komponenten
wurden im Vakuum entfernt und der Ruckstand in Ethylacetat aufgenommen. Die
organische Phase wurde finfmal mit Wasser gewaschen. Die wassrige Phase wurde
dann noch einmal mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch
gereinigt (DCM/MeOH 9:1 v/v).

Ausbeute:  0.38 g (0.68 mmol, 86%) eines hellgelben Feststoffes.

/NfN "H-NMR (400 MHz, CDCl3)3/ppm= 8.69 (s, 1H,
| <N | N/)\NH H-6), 8.12 (s, 1H, H-8), 6.54 (dd, 1H, J= 5.5 Hz,
2

*)‘S'i—o . J= 6.5 Hz, H-2"), 6.48-6.44 (m, 2H, H-3", H-1"),
5.10 (s, 2H, NHy), 4.51 (ddd, 1H, J= 2.3 Hz, J=

/S\”/O O\H/S\ 2.3 Hz, J= 2.3 Hz, H-4"), 4.02 (dd, 1H, J= 2.4

s s Hz, J= 11.4 Hz, H-5°), 3.93 (dd, 1H, J= 2.3 Hz,

J= 11.4 Hz, H-5"), 2.62 (s, 3H, S-CH3), 2.54 (s, 3H, S-CHs), 0.94 (s, 9H, CHs-tBu),
0.14, 0.13 (2xs, 6H, Si-CHs); *C-NMR (101 MHz, CDCl3)5/ppm= 214.8 (C=S), 214.4
(C=S), 159.9 (C-2), 153.2 (C-4), 150.1 (C-6), 140.2 (C-8), 128.3 (C-5), 84.3 (C-4),
84.2 (C-3°), 80.5 (C-2°), 78.8 (C-17), 63.1 (C-57), 26.0 (CHa-tBu), 19.5, 19.4 (2xS-
CHjs), 18.5 (C-tBu), -5.5(Si-CHa); IR (KBr): v[cm™] = 3401, 3304, 3179, 2925, 2852,
1635, 1580, 1432, 1222, 1189, 823; mp= 139 °C; [0 s40 = 20° (c= 0.01 in CHCl3); Ry
(DCM/MeOH 9:1 viv)= 0.73; MS (FAB): calcd. 562.2 (M+H"); found 562.3;
C20H31N504S4Si; Mol. Wt.: 561.84

5’-tert-Butyldimethylsilyl-iso-adenosin 126

Variante A: Es wurden 0.11 g 5°-O-tert-Butyldimethylsilyl-2°,3°-O, O-thionocarbonyl-
iso-adenosin (0.26 mmol) und 0.2 mL DIPEA in 2 mL Triethylphosphit geldst. Die
Reaktionslésung wurde 16 h bei 75 °C gerUhrt und anschlie3end 4 h refluxiert. Das
Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand am Chromatotron mit

Dichlormethan und einem Methanol-Gradienten von 0 bis 2% gereinigt.
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Ausbeute A: 50 mg (0.14 mmol, 55%) eines farblosen Feststoffes.

Variante B: Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. 0.25 g 5°-
O-tert-Butyldimethylsilyl-2°,3"-O-bis-(S-methylcarbonodithionyl)-iso-adenosin ~ (0.45
mmol, 1.0 Ag.) wurden zweimal mit je 1 mL Toluol coevaporiert. AnschlieRend wurde
der Feststoff in 3 mL abs. Toluol gelést, mehrfach entgast und zum Sieden erhitzt. Zu
dieser Losung wurde ein Ansatz aus 29 mg Azoisobutyronitril (0.18 mmol, 0.4 Aq.)
und 0.55 mL Tris(trimethylsilyl)silan (TTMSS, 1.9 mmol, 4.2 Aq.), gelost in 3 mL abs.
Toluol, Uber 1 h getropft. Die Reaktionsldsung wurde nach beendeter Zugabe flr
weitere 20 min unter RuUckfluss erhitzt. AbschlieRend wurden die fliichtigen
Komponenten im Vakuum am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt
saulenchromatographisch (DCM/MeOH 20:1 v/v) gereinigt.

Ausbeute B: 0.15 g (0.43 mmol, 95%) eines farblosen Feststoffes.
</NI%N 'H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 8.67 (s, 1H,
| N N/)\NH H-6), 8.03 (s, 1H, H-8), 7.00 (ddd, 1H, J= 1.6
2

S|i_0 . Hz, J= 1.6 Hz, J= 3.1 Hz, H-1°), 6.41 (ddd, 1H,

k—J J= 1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"), 6.03-
5.99 (m, 1H, H-2"), 5.16 (s, 2H, NH,), 5.00-4.94 (m, 1H, H-4"), 3.82 (dd, 1H, J= 3.7
Hz, J= 11.1 Hz, H-5°), 3.77 (dd, 1H, J= 4.3 Hz, J= 11.1 Hz, H-5), 0.87 (s, 9H, {Bu),
0.04, 0.03 (2xSi-CHs); "*C-NMR (101 MHz, CDCl3)s/ppm= 159.9 (C-2), 153.0 (C-4),
149.8 (C-6), 140.9 (C-8), 134.8 (C-3°), 128.4 (C-5), 125.2 (C-2°), 87.6 (C-4"), 87.4 (C-
17), 64.9 (C-5'), 25.9 (CHs-tBu), 18.5 (C-tBu), -5.4 (Si-CHs); mp= 138 °C; R;
(DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.23; mp= 138 °C; R; (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.19; MS (HR-
FAB): calcd. 348.186 (M+H"); found 348.187; C1gH25Ns02Si; Mol. Wt.: 347.49

iso-d4A 109c

Es wurden 0.13 g 5-TBDMS-iso-d4A (0.37 mmol, 1.0 Aq.) in 3 mL THF geldst und
0.56 mL TBAF in THF (1 M, 0.56 mmol, 1.5 Aq.) zugegeben. Nach 45 min wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt am Chromatotron mit
Ethylacetat und einem Methanolgradienten von 5 bis 30% gereinigt. Das Produkt

wurde lyophillisiert.
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Ausbeute: 84 mg (0.36 mmol, 99%) eines farblosen Feststoffes.

</N | NN 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 8.59 (s, 1H, H-
N N/)\NHZ 6), 8.08 (s, 1H, H-8), 6.85 (ddd, 1H, J= 1.7 Hz, J= 1.7
HO_ 5 Hz, J= 3.0 Hz, H-1"), 5.56 (s, 2H, NH,), 6.47 (ddd, 1H,

___ J= 1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"), 6.15-6.11 (m,
1H, H-27), 4.94 (t, 1H, J= 5.4 Hz, OH), 4.89-4.84 (m, 1H, H-4°), 3.56 (dd, 2H, J= 4.1
Hz, J= 5.2 Hz, H-5"); ®C-NMR (101 MHz, DMSO-ds)5/ppm= 160.4 (C-2), 152.5 (C-4),
149.1 (C-6), 140.4 (C-8), 134.4 (C-3"), 126.8 (C-5), 125.2 (C-2"), 87.8 (C-4°), 86.9 (C-
1), 62.6 (C-5"); IR (KBr): v [cm™"] = 3448, 3322, 3204, 1623, 1584, 1429, 1066; mp=

146 °C; []%40 = 2.0 ° (c = 0.01 in CHCIl3); Rf (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.29; MS (HR-
FAB): calcd. 234.099 (M+H*): found 234.099; C1oH11N5O,; Mol. Wt.: 233.23

iso-ddA 109b

20 mg iso-d4A (86 umol) wurden in 5 mL Methanol gelést und mit finf Tropfen
Triethylamin versetzt. Diese Loésung wurde mit Pd/C versetzt und unter
Wasserstoffatmosphare 16 h geruhrt. Anschlielend wurde die Mischung Uber Celite
filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung des Produktes
erfolgte am Chromatotron mit Ethylacetat und einem Methanolgradienten von 5 bis
15%. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 20 mg (85 umol, 99%) eines farblosen Feststoffes.

</N | NN 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 8.59 (s, 1H, H-
\ N/)\NHZ 6), 8.32 (s, 1H, H-8), 6.52 (s, 2H, NHy), 6.15 (dd, 1H,
HO_ 5 J= 6.6 Hz, J= 3.8 Hz, H-17), 4.95 (t, 1H, J= 5.5 Hz, 5'-

OH), 4.13-4.08 (m, 1H, H-4"), 3.62 (ddd, 1H, J= 9.4
Hz, J= 5.5 Hz, J= 2.1 Hz, H-5"), 3.52 (ddd, 1H, J= 9.4 Hz, J= 5.5 Hz, J= 2.1 Hz, H-
5%, 2.46-2.36 (m, 2H, H-2"), 2.11-2.01 (m, 2H, H-3"); *C-NMR (101 MHz, DMSO-
de)8/ppm= 160.6 (C2), 152.6 (C4), 149.3 (C6), 140.7 (C8), 127.3 (C5), 83.7 (C1"),
81.9 (C4), 62.9 (C5°), 31.7 (C2'), 25.8 (C3'); UV (MeOH) Amax [nm] = 305, 243, 219;
hemmax = 356 nm; mp= 159-160 °C; R (DCM/MeOH 9:1 viv)= 0.10; MS (HR-FAB):
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calcd. 235.107 (M"); 236.115 (M+H"); found 235.109, 236.116; C1oH13N502; Mol. Wt.:
235.24

10.2.6.2 Synthese eines  iso-A-Phosphoramidits  fir die  RNA-

Festphasensynthese
2,3’ ,5"-Tri-O-acetyl-di-N*-benzoyl-iso-adenosin 145b

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 610 mg
Acs-iso-A (1.55 mmol, 1.0 Aq.) einmal mit abs. Pyridin coevaporiert und in 10 mL
abs. Pyridin gelost. Zu der Losung wurden 1.10 mL dest. Benzoylchlorid (d= 1.21
g/mL, 1.33 g, 9.47 mmol, 6.1 Ag.) und 410 mg DMAP (3.36 mmol, 2.2 Aq.) bei RT
gegeben und dann 20 h geruhrt. Die flichtigen Bestandteile wurden im Vakuum
entfernt und der Rickstand in Ethylacetat aufgenommen. Es wurde je einmal mit
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung und Wasser gewaschen. Nach
Trocknung Uber Natriumsulfat und Filtration wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Ruckstand wurde am Chromatotron mit Petrolether und einem
Ethylacetat-Gradienten von 30 bis 100% und dann mit einem Methanolgradienten
von 0 bis 10% gereinigt. Dabei wurden die einfach und doppelt benzoylierten
Produkte 145a/b erhalten.

Ausbeute:  0.60 g (0.99 mmol, 64%) eines farblosen Feststoffes. Dibenzoyl 145b.

0.21 g (0.42 mmol, 27%) eines farblosen Oles. Monobenzoyl 145a.

p I\ "H-NMR (400 MHz, DMSO-d)5/ppm= 9.16

o < )\ (s, 1H, H-6), 8.81 (s, 1H, H-8), 7.80-7.75
l JKO (m, 4H, H-0), 7.60-7.53 (m, 2H, H-p), 7.48-
@ 7.41 (m, 4H, H-m), 6.20 (d, 1H, J= 5.0 Hz,

H-17), 5.74 (dd, 1H, J= 5.3 Hz, J= 5.3 Hz,

H-27), 5.50 (dd, 1H, J= 5.7 Hz, J= 5.7 Hz,

H-37), 4.37-4.32 (m, 1H, H-4"), 4.28 (dd,
1H, J= 4.0 Hz, J= 11.9 Hz, H-5"), 4.13 (dd, 1H, J=6.0 Hz, J= 11.9 Hz, H-5"), 2.10 (s,
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3H, CH3), 2.02 (s, 3H, CHs), 1.92 (s, 3H, CHs); "*C-NMR (101 MHz, CDCl3)5/ppm=
172.6 (2xNC=0), 170.2 (C=0), 169.4 (C=0), 169.2 (C=0), 155.0 (C-2), 152.1 (C-4),
150.1 (C-6), 144.3 (C-8), 134.6 (C-5), 134.4 (2xC-i), 132.7 (2xC-p), 129.3 (4xC-m),
128.6 (4xC-0), 86.3 (C-17), 80.4 (C-4°), 73.1 (C-2°), 70.5 (C-3°), 63.0 (C-57), 20.7
(CH3), 20.5 (CHs), 20.3 (CHs): IR (KBr): v[ecm™"] = 3369, 3068, 1688, 1603, 1529,
1397, 1303, 1076, 710; mp= 90 °C; R; (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.50; MS (FAB):
calcd. 602.2 (M+H*); found 602.2; C3oH27N5O0s; Mol. Wt.: 601.56

(NrN o 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)d/ppm=

0 N N/)\N 11.25 (s, 1H, NH), 9.26 (s, 1H, H-6), 8.83

)ko HJ\@ (s, 1H, H-8), 8.11 (d, 2H, J= 7.1 Hz, H-0),

0 7.73 (t, 1H, J= 7.4 Hz, H-p), 7.65 (dd, 2H,

) J= 7.1 Hz, J= 7.4 Hz, H-m), 6.44 (d, 1H, J=

\[( Y 5.1 Hz, H-1"), 6.13 (dd, 1H, J= 5.1 Hz, J=

© © 5.9 Hz, H-2"), 5.96 (dd, 1H, J= 5.9 Hz, J=

5.6 Hz, H-3°), 4.59-4.47 (m, 3H, H-4", H-57), 2.24, 2.18, 2.11 (3xs, 9H, Ac); *C-NMR

(101 MHz, DMSO-dg)5/ppm= 170.0, 169.4, 169.3 (3xC=0), 165.3 (NC=0), 153.2 (C-

2), 151.4 (C-4), 149.3 (C-6), 140.3 (C-8), 134.4 (C-i), 131.9 (C-p), 131.1 (C-5), 128.3

(2xC-m), 128.1 (2xC-0), 85.8 (C-1°), 79.9 (C-4°), 72.3 (C-3°), 70.4 (C-2°), 62.3 (C-5'),

20.4, 20.3, 20.2 (3xCH3); R; (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.25; Cz3H23sN50g; Mol. Wt.:
497.46

N>-Benzoyl-iso-adenosin 142

Variante A: Es wurden 0.60 g AcsisoAP?? 145b (0.99 mmol, 1.0 Aqg.) in 6 mL Methanol
gel6st und 64 mg Natriummethanolat (1.2 mmol, 1.2 Aq.) zugegeben. Nach 20 min
wurde das Prazipitat abfiltriert und mit wenig kaltem Methanol gewaschen. Die
Mutterlauge wurde mit Essigsaure neutralisiert und zur vollstandigen Fallung bei -26
°C Uber Nacht gelagert. Es wurde erneut filtriert, die Niederschlage vereinigt und im

Vakuum getrocknet.

Ausbeute A: 0.34 g (0.91 mmol , 92%) eines farblosen Feststoffes.
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Variante B: Es wurden 0.21 g AcsisoA®* 145a (0.42 mmol) in 2 mL Methanol geldst
und eine katalytische Menge Natriummethanolat zugegeben. Nach 40 min wurde das
Prazipitat abfiltriert, mit wenig kaltem Methanol gewaschen und im Vakuum

getrocknet.
Ausbeute B: 0.14 g (0.37 mmol, 89%) eines farblosen Feststoffes.

(NfN o 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)5/ppm= 11.08

N N/)\NJ\Q (s, 1H, NH), 9.10 (s, 1H, H-6), 8.74 (s, 1H, H-

HO . H 8), 8.02-7.96 (m, 2H, H-0), 7.64-7.57 (m, 1H,

H-p), 7.55-7.48 (m, 2H, H-m), 6.00 (d, 1H, J=

OH OH 6.0 Hz, H-1°), 5.54 (d, 1H, J= 4.7 Hz, 2"-OH),

5.23 (d, 1H, J= 3.8 Hz, 3"-OH), 4.98 (dd, 1H, J= 5.5 Hz, J= 5.5 Hz, 5"-OH), 4.72-4.64

(m, 1H, H-2"), 4.24-4.18 (m, 1H, H-3°), 3.96 (ddd, 1H, J= 4.2 Hz, J= 4.2 Hz, J= 4.2

Hz, H-4°), 3.71-3.52 (m, 2H, H-5°); "*C-NMR (101 MHz, DMSO-de)5/ppm= 165.5

(NC=0), 153.0 (C-2), 152.0 (C-4), 148.9 (C-6), 145.0 (C-8), 134.2 (C-5), 132.0 (C-p),

131.2 (C-i), 128.2 (2xC-m), 128.1 (2xC-0), 87.0 (C-1°), 85.8 (C-4"), 73.4 (C-2°), 70.5

(C-3°), 61.4 (C-57); IR (KBr): v[cm™ = 3380, 1687, 1602, 1528, 1490, 1397, 710;

mp= 111 °C; R (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.15; MS (FAB): calcd. 372.1 (M+H"); found
372.1; C47H17NsOs; Mol. Wt.: 371.35

N?-Benzoyl-5"-O-dimethoxytrityl-iso-adenosin 143

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 0.28 g N?-
Benzoyl-iso-adenosin (0.75 mmol, 1.0 Aq.) in 3 mL abs. DMF geldst. Zu dieser
Lésung wurden 0.13 g Silbernitrat (0.75 mmol, 1.0 Aq.), 0.15 mL dest. sym-Collidin
(d=0.92 g/mL, 0.14 g, 1.1 mmol, 1.5 Ag.) und 0.25 g DMTr-Chlorid (0.75 mmol, 1.0
Aqg.) gegeben und eine Stunde gerlhrt. Es wurde mittels DC Uberprift, ob die
Umsetzung vollstandig war. War dies nicht der Fall, wurden von allen Reagenzien
weitere 0.3 Ag. zugegeben und eine weitere Stunde geriihrt. AnschlieRend wurde die
Reaktionslésung mit viel DCM verdinnt und je zweimal mit Wasser und ges.
Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Nach Trocknung Uber Natriumsulfat
und Filtration wurde das Rohprodukt am Chromatotron gereinigt (DCM +0.5% TEA).
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Ausbeute:  0.33 g (0.49 mmol, 65 %) eines farblosen Feststoffes.

o~ 'H-NMR (400 MHz, DMSO-
ds)o/ppm= 10.99 (s, 1H, NH), 9.09

N
O (ﬂ Q (s, 1H, H-6), 8.64 (s, 1H, H-8),
& e *©
H ]
o p

5 7.95-7.90 (m, 2H, H-oBz), 7.65-
o 7.59 (m, 1H, H-pBz), 7.57-7.50 (m,
O w " M, H-mBz), 7.29-7.25 (m, 2H, H-
DMTr), 7.17-7.07 (m, 7H, H-
N DMTr), 6.71-6.61 (m, 4H, H-
DMTr), 6.04 (d, 1H, J= 4.4 Hz, H-1°), 5.61 (d, 1H, J= 4.3 Hz, 2"-OH), 5.17 (d, 1H, J=
5.2 Hz, 3°-OH), 4.80 (ddd, 1H, J= 4.4 Hz, J= 4.4 Hz, J= 4.4 Hz, H-2"), 4.41 (ddd, 1H,
J= 4.7 Hz, J= 4.7 Hz, J= 4.7 Hz, H-3"), 4.09-4.03 (m, 1H, H-4"), 3.68 (s, 6H, 2xCH3),
3.50-3.38 (m, 2H, H-5"); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 165.1 (C=0), 157.8
(2xC-DMTr), 153.0 (C-2), 151.5 (C-4), 148.8 (C-6), 145.3 (C-8), 144.9 (C-DMTT),
135.6 (2xC-DMTT), 134.3 (C-i), 131.9 (C-p), 131.2 (C-5), 129.6 (2xC-DMTr, 2xC-Bz),
128.2, 128.1 (4xC-DMTT), 127.7, 127.5 (2xC-DMTr, 2xC-Bz), 126.4 (C-DMTr), 112.8
(4xC-DMTr), 88.5 (C-1°), 85.3 (C-DMTT), 84.0 (C-4°), 72.9 (C-27), 70.6 (C-3°), 64.3
(C-57), 54.8 (CH3); IR (KBr): v[cm™"] = 3393, 2930, 1686, 1607, 1508, 1409, 1249,
1176, 1033, 703; mp= 81 °C; R; (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.47; MS (FAB): calcd.
674.3 (M+H*); found 674.2; CagHasNsO7; Mol. Wt.: 673.71

N?-Benzoyl-5"-O-dimethoxytrityl-2"-O-tert-butyldimethylsilyl-iso-adenosin 144

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 90.0 mg
DMTr-isoA®* 143 (0.134 mmol, 1.0 Aq.) in 1 mL abs. Pyridin geldst. Dann wurden
nacheinander 30 mg TBDMS-CI (0.20 mmol, 1.5 Aq.) und 30 mg Silbernitrat (0.18
mmol, 1.3 Aqg.) zugegeben und 4 h bei RT geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 0.5 mL Methanol beendet und die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Ruckstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und dreimal mit Wasser gewaschen.
Nach Trocknung uUber Natriumsulfat und Filtration wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde saulenchromatographisch mit PE/EE 2:3
gereinigt. Man erhalt doppelt geschitztes Produkt, je eine Produktfraktion mit der

Schutzgruppe an der 2°- und 3"-Position und Edukt.
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Ausbeute: 48 mg (61 umol, 45%) eines farblosen Feststoffes.

o 'H-NMR (400 MHz, DMSO-

ds)d/ppm= 10.88 (s, 1H, NH), 9.10

O (Nr)“\ O (s, 1H, H-6), 8.64 (s, 1H, H-8), 7.90-
Q 5 NgNS HJ\© 7.85 (m, 2H, H-0Bz), 7.64-7.59 (m,
0 1H, H-pBz), 7.56-7.49 (m, 2H, H-

O w mBz), 7.32-7.27 (m, 2H, H-DMTr),

Ng; 7.19-7.09 (m, 7H, H-DMTr), 6.71-
N 6.61 (m, 4H, H-DMTr), 6.04 (d, 1H,
J= 5.0 Hz, H-17), 5.07-5.01 (m, 2H, 3"-OH, H-2"), 4.30 (ddd, 1H, J= 5.0 Hz, J= 5.0 Hz,
J= 5.0 Hz, H-3"), 4.11-4.06 (m, 1H, H-4"), 3.68 (s, 6H, 2xCH3), 3.51 (dd, 1H, J= 6.7
Hz, J= 10.3 Hz, H-5"), 3.18 (dd, 1H, J= 3.1 Hz, J= 10.5 Hz, H-5"), 0.74 (s, 9H, Bu), -
0.03, -0.16 (2xs, 6H, Si-CH3); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 164.9 (C=0),
157.8 (2xC-DMTTr), 153.0 (C-2), 151.5 (C-4), 148.9 (C-6), 145.1 (C-8), 144.9 (C-
DMTr), 135.5 (2xC-DMTr), 134.3 (C-i), 131.9 (C-p), 131.2 (C-5), 129.6 (2xC-DMTT,
2xC-Bz), 128.2, 128.1 (4xC-DMTr), 127.7, 127.5 (2xC-DMTr, 2xC-Bz), 126.4 (C-
DMTr), 112.8 (4xC-DMTTr), 88.3 (C-1°), 85.3 (C-DMTTr), 84.3 (C-4°), 74.4 (C-2°), 70.5
(C-3°), 64.1 (C-5), 54.9 (CHs), 25.5 (CHa-tBu), 17.7 (C-tBu), -5.4 (Si-CHs); IR (KBr):
vem™] = 3400, 2953, 2929, 2857, 1701, 1607, 1509, 1409, 1251, 837, 780; Ry
(PE/EE 2:3 vIv)= 0.49; C44H49N507Si; Mol. Wt.: 787.97

NZ-BenzoyI-3’-((,B~cyanoethyI-diisopropylam ino)phosphoramidyl)-5"-O-
dimethoxytrityl-2"-O-tert-butyldimethylsilyl-iso-adenosin 114

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Zu 66 mg N*Benzoyl-
5°-O-dimethoxytrityl-2°-O-tert-butyldimethylsilyl-iso-adenosin (84 umol, 1.0 Aq.),
gelost in 2 mL abs. Acetonitril, wurden 10 mg DCI (85 umol, 1.0 Ag.) und 35 uL 3-
(Bis(diisopropylamino)-s-cyanoethyl)-phosphoramidit (d= 0.949 g/mL, 33 mg, 0.11
mmol, 1.3 Aqg.) gegeben. Nach 1 h Reaktionsdauer wurde das L&ésungsmittel im
Vakuum entfernt und der Rickstand am Chromatotron gereinigt (PE/EE 1:1 + 2%

TEA). Das Produkt wurde aus Benzol lyophillisiert.
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Ausbeute: 32 mg (32 umol, 38%) eines farblosen Feststoffes als Diastereomeren-

und Rotamerengemisch.

(NrN $IP-NMR (162 MHz, C¢Dg)d/ppm= 149.2, 151.6
N

NHBz
DMTO . Eine weitere Charakterisierung wurde nicht
vorgenommen.
9  OTBDMS
TN
N (@)
~"cN
10.2.6.3 Synthese carbocyclischer Nucleoside

carba-iso-d4A 128

Variante A: Eine Suspension von 1.00 g 6-Chlor-carba-d4G (3.76 mmol) und 12.3 g
Zinkstaub in 130 mL konzentrierter Ammoniaklésung wurde 6 h refluxiert. Nach jeder
vergangenen Stunde wurden 35 mL konz. Ammoniaklésung zugegeben, um den
verdampfenden Ammoniak zu kompensieren. Nach dem AbkuUhlen wurde das
Gemisch filtriert und das Filtrat gefriergetrocknet. Saulenchromatographische
Reinigung mit Chloroform/Methanol 9:1 v/v fuhrte zur Isolierung zweier Produkte.

Diese wurden lyophillisiert.

Ausbeute A: 307 mg (1.33 mmol, 35%) eines farblosen Feststoffes. carba-iso-d4A.

252 mg (1.02 mmol, 27%) eines farblosen Feststoffes. carba-d4-2,6-

Diaminonebularine 129
Variante B: Um die Entstehung des Nebenproduktes zu vermeiden, wurde statt konz.
Ammoniaklosung eine 25%ige Losung von Triethylamin in Wasser verwendet. Das

Edukt wurde unter diesen Bedingungen nicht umgesetzt.

Ausbeute B: Es konnte nur Edukt reisoliert werden.
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</NI\N 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 8.57 (s, 1H, H-

N N/)\NHZ 6), 7.98 (s, 1H, H-8), 6.50 (s, 2H, NH,), 6.14 (ddd, 1H,

HO J= 1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J= 5.1 Hz, H-3"), 5.90 (ddd, 1H,
@ J= 1.9 Hz, J= 1.9 Hz, J= 4.7 Hz, H-2"), 5.52-5.41 (m,
1H, H-1), 4.73 (t, 1H, J= 5.3 Hz, OH), 3.46 (dd, 2H, J= 5.4 Hz, J= 5.4 Hz, H-6"),
2.95-2.83 (m, 1H, H-4°), 2.63 (ddd, 1H, J= 8.7 Hz, J= 8.7 Hz, J= 13.8 Hz, H-5), 1.62
(ddd, 1H, J= 5.6 Hz, J= 5.6 Hz, J= 13.7 Hz, H-5"); ®*C-NMR (101 MHz, DMSO-
ds)8/ppm= 159.2 (C-2), 152.5 (C-4), 148.8 (C-6), 140.5 (C-8), 138.4 (C-3"), 129.4 (C-
2°), 127.0 (C-5), 63.8 (C-6"), 58.2 (C-1"), 47.6 (C-4°), 33.9 (C-5°); IR (KBr): v [cm™] =
3322, 3199, 2869, 1612, 1577, 1468, 1426, 1200, 1036; mp= 145-150 °C; R

(CHCI3/MeOH 9:1 viv)= 0.18; MS (HR-FAB): calcd. 232.120 (M+H*); found 232.121;
C11H13NsO; Mol. Wt.: 231.25

NH, "H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)3/ppm= 7.60 (s, 1H, H-

</N | NN 8), 6.64 (s, 2H, NH»-6), 6.10 (ddd, 1H, J= 2.0 Hz, J=

N N/)\NHZ 2.0 Hz, J= 4.2 Hz, H-3"), 5.90 (ddd, 1H, J= 2.0 Hz, J=

HO 2.0 Hz, J= 4.5 Hz, H-2), 5.74 (s, 2H, NH,-2), 5.41-5.34
@ (m, 1H, H-1"), 4.75 (t, 1H, J= 5.2 Hz, OH), 3.48-3.40

(m, 2H, H-6"), 2.91-2.80 (m, 1H, H-4"), 2.59 (ddd, 1H, J= 8.7 Hz, J= 8.7 Hz, J= 13.7
Hz, H-57), 1.58 (ddd, 1H, J= 5.8 Hz, J= 5.8 Hz, J= 13.6 Hz, H-5"); "*C-NMR (101
MHz, DMSO-ds)3/ppm= 160.1 (C-2), 156.0 (C-6), 151.3 (C-4), 138.0 (C-3°), 135.1 (C-
8), 130.0 (C-2°), 113.3 (C-5), 64.0 (C-6"), 58.1 (C-17), 47.6 (C-4"), 34.2 (C-5'); mp=
102-104 °C; R (CHCI3/MeOH 9:1 v/v)= 0.10; MS (HR-FAB): calcd. 247.131 (M+H"*);
found 247.129; C11H1NgO; Mol. Wt.: 246.27

carba-iso-ddA 130

Zu einer Suspension von 0.25 g 6-Chlor-carba-d4G (0.94 mmol) und 50 mg Pd/C
10% in 10 mL THF wurden 0.8 mL Triethylamin gegeben, um freiwerdenden
Chlorwasserstoff abzufangen. Die Suspension wurde 24 h unter
Wasserstoffatmosphare geruhrt. AnschlieRend wurde Uber Celite filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde am Chromatotron mit
Ethylacetat und einem Methanolgradienten von 5 bis 15 % gereinigt. Das Produkt

wurde lyophillisiert.
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Ausbeute:  0.18 g (0.78 mmol, 83%) eines farblosen Feststoffes.

</N | XN 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 8.56 (s, 1H, H-
N N/)\NHZ 6), 8.18 (s, 1H, H-8), 6.47 (s, 2H, NH,), 4.74 (t, 1H, J=
HO 5.2 Hz, 6°-OH), 4.74-4.63 (m, 1H, H-1"), 3.45-3.36 (m,

@ 2H, H-6°), 2.30-2.18 (m, 1H, H-5"), 2.20-2.10 (m, 1H,
H-4°), 2.14-2.02 (m, 1H, H-2°), 2.01-1.89 (m, 1H, H-2"), 1.80-1.55 (m, 3H, H-3", H-5");
BC-NMR (101 MHz, DMSO-dg)5/ppm= 160.3 (C-2), 152.9 (C-4), 149.0 (C-6), 141.0
(C-8), 127.2 (C-5), 64.7 (C-6°), 54.3 (C-1"), 39.8 (C-4"), 35.2 (C-5°), 30.9 (C-2°), 26.2
(C-3°); IR (KBr): v [cm™"] = 3422, 2939, 1618, 1578, 1466, 1428, 1053; mp= 50 °C; R

(EE/MeOH 4:1 viv)= 0.29; MS (HR-FAB): calcd. 234.136 (M+H*); found 234.135;
C11H1sNsO; Mol. Wt.: 233.27

10.2.6.4 Synthese von AZT
57-0-Dimethoxytrityl-2"-desoxythymidin

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 4.82 g dT
(20.0 mmol, 1.0 Aq.) zweimal mit 4 mL abs. Pyridin coevaporiert und anschlieRend in
140 mL abs. Pyridin gelost. Zu dieser Losung wurden 127 mg DMAP (1.04 mmol,
0.05 Aq.), 3.80 mL Triethylamin (28.0 mmol, 1.4 Aq.) und 8.26 g DMTr-Chlorid (24.4
mmol, 1.2 Aq.) gegeben und zunachst fir 18 h geriihrt. Zu der Lésung wurden 60 mL
Methanol gegeben und anschlieRend das Ldsungsmittel im Olpumpenvakuum
entfernt. Der Ruckstand wurde in 200 mL Chloroform (+1% Triethylamin)
aufgenommen, zweimal mit je 100 mL dest. Wasser gewaschen und uber
Natriumsulfat getrocknet. Anschlielend wurde filtriert, die Losungsmittel im Vakuum
entfernt und zweimal mit Toluol coevaporiert. Der Feststoff wurde aus 200 mL Toluol
und 20 mL Ethylacetat umkristallisiert. Es wurde filtriert, erneut mit Toluol gewaschen

und anschlieRend im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute:  10.6 g (19.5 mmol, 98%) eines farblosen Feststoffes.
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)5/ppm= 11.35 (s, 1H,

o~ 0
W NH) 7.51 (s, 1H, H6), 7.427.10 (m, 9H, Har)
O | N/l%o 6.93-6.85 (M, 4H, Hary), 6.21 (dd, 1H, J= 6.9 Hz, J=
Q o 6.9 Hz, H-17), 5.34 (d, 1H, J= 4.5 Hz, 3'-OH), 4.33
0 (m, 1H, H-37), 3.92-3.86 (m, 1H, H-4"), 3.73 (s, 6H,
O \OHQ 2xOCHs), 3.22 (dd, 1H, J= 10.3 Hz, J= 4.4 Hz, H-
SN

5°), 3.17 (dd, 1H, J= 10.3 Hz, J= 2.8 Hz, H-5"), 2.27-

2.21 (m, 1H, H-2"), 2.18-2.12 (m, 1H, H-2"), 1.39 (d,
3H, J= 1.0 Hz, Mene); °C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 163.7 (C-4), 150.4 (C-
2), 135.4 (C-6), 129.7 (Aryl-C), 128.9 (Aryl-C), 128.2 (Aryl-C), 127.9 (Aryl-C), 127.6
(Aryl-C), 126.8 (Aryl-C), 125.3 (Aryl-C), 113.2 (C-5), 85.5 (C-1’), 83.7 (C-4’), 70.5 (C-
5), 63.8 (C-3'), 55.0 (-OCHj3), 21.0 (C-2), 11.7 (Meney); IR (KBr): v[cm™] = 3449,
3171, 3033, 2925, 1699, 1606, 1509, 1296, 1177, 1055, 962; mp= 105 °C;
Cs1H32N207; Mol. Wi.: 544.59

3’-Mesyl-5"-0O-(dimethoxytrityl)-2"-desoxythymidin 154

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeftihrt. Es wurden 10.9 g 5'-
O-Dimethoxytrityl-2 -desoxythymidin (20.1 mmol, 1.0 Aq.) in 40 mL abs. Pyridin
gelost und unter Eiskiihlung 5.72 mL Methansulfonsdurechlorid (75.0 mmol, 3.7 Aq.)
zugetropft. Nach 3 h wurde die Reaktion durch Zugabe von 3 mL dest Wasser
beendet. Die Reaktionsmischung wurde weitere 16 h gerthrt, wobei sich ein
farbloser Niederschlag abschied. Die Fallung wurde durch Zutropfen der
Reaktionsmischung zu 870 mL Eiswasser vervollstandigt. Der Feststoff wurde kalt
filtriert, in ca. 30 mL Aceton geldst und anschliel3end aus 250 mL Eiswasser gefallt.
Das Produkt wurde wiederum filtriert, mit Wasser gewaschen und im

Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 11.0 g (17.6 mmol, 88%) eines hellgelben Feststoffes.
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o o "H-NMR (400 MHz, CDCl3)3/ppm= 8.64 (s, 1H, NH),

w748 (s, 1H, H-6), 7.22-7.10 (m, 9H, Hary), 6.79-6.75

/& (M, 4H, Hary), 6.37 (dd, 1H, J= 8.8 Hz, J= 5.5 Hz, H-
@]

()
Q o N 1%, 5.31 (m, 1H, H-3"), 4.25 (m, 1H, H-4"), 3.73 (s,
0 6H, 2xOCHa), 3.48 (dd, 1H, J= 10.8 Hz, J= 3.0 Hz,
O H H-57), 3.38 (dd, 1H, J= 10.8 Hz, J= 2.3 Hz, H-5"),
S/(? 2.96 (s, 3H, -SCH3) , 2.61-2.58 (m, 1H, H-2"), 2.44-
~ 2.37 (m, 1H, H-2"), 1.39 (s, 3H, Mene); *C-NMR
(101 MHz, CDCl3)5/ppm= 163.5 (C-4), 150.3 (C-2), 135.1 (C-6), 130.1 (Aryl-C), 130.1
(Aryl-C), 129.2 (Aryl-C), 128.1 (Aryl-C), 128.1 (Aryl-C), 127.9 (Aryl-C), 127.8 (Aryl-C),
127.4 (Aryl-C), 127.1 (Aryl-C), 113.2 (C-5), 84.3 (C-1’), 83.8 (C-4’), 80.0 (-SCHs),
76.7 (C-5'), 63.0 (C-3’), 55.3 (OCH3), 38.5 (C-2’), 11.8 (Menet); IR (KBr): v [cm™] =
3446, 3185, 3056, 2932, 1607, 1582, 1512, 1250, 1070, 829, 634; mp= 92 °C;
Ca2H34N206S; Mol. Wt.: 622.69

O\\ /O

)

2,3’ -Anhydro-5"-0-(dimethoxytrityl)-2"-desoxythymidin 155

Zu einer Lésung aus 16.2 g Phthalimid-Kaliumsalz (87.7 mmol, 5.0 Ag.) in 150 mL
Dimethylformamid und 44 mL dest. Wasser wurden 11.0 g 3'-Mesyl-5-O-
(dimethoxytrityl)-2"-desoxythymidin ~ (17.6 mmol, 1.0 Aq.) gegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 15 min auf 150 °C erhitzt. Die Reaktionsldsung wurde in
700 mL Eiswasser getropft, wobei sich ein farbloser, feinkristalliner Niederschlag
bildete, der durch Vakuumfiltration isoliert wurde. Das Produkt wurde mit kaltem

Wasser gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 2.99 g (5.68 mmol, 32%) eines farblosen Feststoffes

o o 'H-NMR (400 MHz, CDCls)8/ppm= 7.41 (d, 1H, J=
N)Jj/ 0.8 Hz, H-6), 7.27-7.15 (m, 9H, Hary), 6.91-6.78 (m,

O /i\ | 4H, Hay), 5.44 (d, 1H, J= 3.8 Hz, H-17), 5.14 (m, 1H,
Q o O N H-3°), 4.27-4.24 (m, 1H, H-4"), 3.79-3.77 (m, 6H,
0 2xOCHs), 3.35-3.30 (m, 2H, H-57), 2.41-2.36 (m, 1H,

O H-2"), 1.93 (d, 3H, J= 0.8 Hz, Mene); *C-NMR (101

MHz, CDCls)8/ppm= 159.0 (C-4), 152.5 (C-2) , 134.9



Experimentalteil 287

(C-6), 130.1 (Aryl-C), 130.0 (Aryl-C), 129.2 (Aryl-C), 128.0 (Aryl-C), 127.9 (Aryl-C),
127.9 (Aryl-C), 127.8 (Aryl-C), 127.1 (Aryl-C), 126.9 (Aryl-C), 113.2 (C-5), 87.4 (C-
1), 84.6 (C-4’), 76.7 (C-5), 62.5 (C-3"), 55.3 (OCHs), 34.5 (C-2'), 13.5 (Meney); IR
(KBr): v [em™"] = 3059, 3033, 3002, 2953, 2836, 1770, 1727, 1661, 1608, 1412, 1382,
1177, 1136, 934; mp= 68 °C; C31H3oN.Og; Mol. Wt.: 526.58

3’-Azido-2", 3'-didesoxy-5"-O-(dimethoxytrityl)thymidin 156

Es wurden 2.99 g 2,3"-Anhydro-5"-O-(dimethoxytrityl)-2"-desoxythymidin (5.68 mmol,
1.0 Aq.) in 30 mL Dimethylformamid geldst. Zu dieser Lésung wurden 6.4 mL
Lithiumazid (20%ige Lésung in Wasser m/m, 31 mmol, 5.3 Aq.) getropft und 16 h
geruhrt. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung 2 d unter Rickfluss erhitzt. Das
Reaktionsgemisch wurde zu 300 mL Ethylacetat gegeben und mit jeweils 60 mL 2%-
iger NaHCO3-Losung, dest Wasser und mit gesattigter NaCl-L6sung gewaschen. Die
organische Phase wurde abgetrennt, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und
anschlieRend das LoOsungsmittel im Vakuum entfernt. Das erhaltende

Produktgemisch wurde am Chromatotron (DCM/MeOH; 0-10%) gereinigt.

Ausbeute:  1.76 g (3.09 mmol, 31%) eines gelben Oles

O 'H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 9.37 (s, 1H, NH),

O \kaH 7.50 (d, 1H, J= 1.0 Hz, H-6), 7.40-7.09 (m, 13H,
N/J%O Hari), 6.20 (dd, 1H, J= 6.3 Hz, J= 6.3 Hz, H-1),

Q 0 4.30-4.26 (m, 1H, H-3"), 3.91-3.89 (m, 1H, H-4"),
© 3.71 (s, 6H, 2xOCHs), 3.27-3.23 (m, 2H, H-5°), 2.43-

O X, 2.31 (m, 2H, H-2"), 1.42 (d, 3H, J= 1.0 Hz, Mene);

o BC-NMR (101 MHz, CDCl3)s/ppm= 162.6 (C-4),

150.6 (C-2), 135.2 (C-6), 130.1 (Aryl-C), 130.0 (Aryl-
C), 129.2 (Aryl-C), 128.0 (Aryl-C), 127.9 (Aryl-C), 127.9 (Aryl-C), 127.8 (Aryl-C),
127.1 (Aryl-C), 126.9 (Aryl-C), 113.1 (C-5), 84.5 (C-1’), 83.5 (C-4’), 61.7 (C-5'), 60.6
(C-3'), 55.2 (OCHj), 36.5 (C-2'), 12.9 (Menet); CaiHa1N5Os; Mol. Wt.: 569.61
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AZT1

Es wurden 1.76 g 3'-Azido-2", 3'-didesoxy-5"-O-(dimethoxytrityl)thymidin (3.09 mmol,
1.0 Aqg.) in 30 mL Dichlormethan gelést, 0.70 mL TFA (9.1 mmol, 2.9 Aq.)
hinzugetropft und 15 min bei Raumtemperatur geruhrt. Zu der Reaktionslésung
wurden 5 mL Methanol gegeben. AnschlieRend wurde das gesamte Losungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde am
Chromatotron (DCM/MeOH; 0-5%) gereinigt, anschlieend in wenig Aceton gelost,
mit DCM verdinnt und durch Zugabe von PE langsam kristallisiert. Die Entfernung

von DCM am Rotationsverdampfer flihrte zur vollstandigen Kristallisation.

Ausbeute: 450 mg (1.63 mmol, 53%) eines farblosen Feststoffes

0 "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 11.31 (s, 1H, NH), 7.67

\kaH (d, 1H, J= 1.0 Hz, H-6), 6.09 (dd, 1H, J= 6.6 Hz, J= 6.6 Hz, H-

| N/&O 17), 5.21 (t, 1H, J= 5.3 Hz, 5-OH), 4.42-4.38 (m, 1H, H-3"),

HO 3.81 (dd, 1H, J= 8.6 Hz, J= 3.8 Hz, H-4"), 3.67-3.56 (m, 2H, H-
o 57, 2.41-2.23 (m, 2H, H-27), 1.77 (d, 3H, J= 1.0 Hz, Meney);

BC.NMR (101 MHz, CDCls)5/ppm= 164.1 (C-4), 150.8 (C-2),

136.4 (C-6), 109.9 (C-5), 84.3 (C-1'), 83.7 (C-4’), 61.2 (C-5),
60.5 (C-3'), 36.5 (C-2'), 12.6 (Mener); IR (KBr): v [cm™] = 3474, 3403, 3176, 3060,
2925, 2497, 1709, 1659, 1388, 1248, 1050, 959, 757; mp= 103 °C; C1oH:3NsO4; Mol.
Wt.: 267.24

N3

10.2.6.5 Versuch der Synthese von d4m’K

5°-O-tert-Butyldimethylsilyl-d4T

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. 1.00 g d4T (4.46
mmol, 1.0 Ag.) wurden zweimal mit je 5 mL abs. Pyridin coevaporiert. Der Riickstand
wurde in 15 mL abs. Pyridin gelést. Es wurden 940 mg TBDMS-CI (6.24 mmol, 1.4
Aq.) zugegeben und 16 h geriihrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und
zweimal mit Toluol coevaporiert. Das Rohprodukt wurde durch eine Saulenfiltration
mit DCM/MeOH 20:1 gereinigt.
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Ausbeute: 1.32 g (3.90 mmol, 87%) eines farblosen Feststoffes.

0 "H-NMR (400 MHz, CDCl3)3/ppm= 8.68 (s, 1H, NH),

\kaH 7.34 (g, 1H, J= 1.2 Hz, H-6), 6.98 (ddd, 1H, J= 1.8 Hz,

| | N/&O J=1.8Hz, J=3.6Hz, H-1"), 6.29 (ddd, 1H, J= 1.7 Hz,
$i—0 J= 1.7 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"), 5.84 (ddd, J= 1.4 Hz, J=
| o 2.0 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"), 4.89-4.84 (m, 1H, H-4"), 3.90-

3.80 (m, 2H, H-57), 1.99 (d, 3H, J= 1.2 Hz, Mene), 0.90
(s, 9H, t-Bu), 0.08 (s, 6H, 2xCHzs); ®*C-NMR (100 MHz, CDCl3)8/ppm= 163.7 (C-4),
150.7 (C-2), 135.9 (C-6), 134.5 (C-3°), 126.4 (C-2°), 110.8 (C-5), 89.8 (C-17), 87.0 (C-
4°), 4.7 (C-5°), 25.9 (CHs-t-Bu), 18.6 (C-t-Bu), 12.5 (CHs), -5.2 (Si-CH3), -5.3 (Si-
CHs); IR (KBr): v [cm™] = 3433, 3191, 3052, 2929, 2856, 1691, 1465, 1119, 835, 781;
mp= 173 °C; Ry (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.68; MS (FAB): calcd. 339.2 (M+H"); found
239.3; C16H26N204Si; Mol. Wt.: 338.47

5°-O-tert-Butyldimethylsilyl-4-(1,2,4-1H-triazol-1-yl)d4T 115

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeflhrt. Es wurden 3.86 g
1,2,4-1H-Triazol (55.8 mmol, 15 Aq.) in 40 mL abs. Acetonitril suspendiert und auf 0
°C gekuhlt. Zu der Suspension wurden langsam 1.2 mL dest. POCl3; (d= 1.67 g/mL,
2.0 g, 13 mmol, 3.5 Ag.) und dann 7.9 mL abs. TEA (55.8 mmol, 15 Aqg.) gegeben.
Nach einer halben Stunde wurden 1.26 g TBDMS-d4T (3.72 mmol, 1.0 Aq.), geldst in
20 mL abs. Acetonitril und 10 mL abs. THF, langsam zugetropft. Nach 16 h wurden
die festen Bestandteile abfiltriert und mit THF gespult. Die Losungsmittel wurden im
Vakuum entfernt, der Rickstand in Ethylacetat aufgenommen, zweimal mit ges.
Natriumcarbonatlésung und einmal mit ges. Natriumchloridldsung gewaschen. Nach
Trocknung Uber Natriumsulfat und Filtration wurde das Ldsungsmittel im Vakuum

entfernt. Eine weitere Reinigung war nicht notwendig.

Ausbeute:  1.33 g (3.41 mmol, 92%) eines grinen Oles.
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7\ "H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 9.29 (s, 1H, H-5),

N\N) 8.23 (d, 1H, J = 0.9 Hz, H-6), 8.10 (s, 1H, Hr:-3), 6.91

\ﬁkN (d, 1H, J= 3.1 Hz, H-1"), 6.18-6.15 (m, 2H, H-2", H-3"),

| /& 5.04 (ddd, 1H, J= 3.1 Hz, J= 5.4 Hz, J= 0.9 Hz, H-4"),

© 402 (dd, 1H, J= 11.8 Hz, J= 3.1 Hz, H-5"), 3.87 (dd,

| o 1H, J= 11.8 Hz, J= 3.1 Hz, H-5"), 2.44 (d, 3H, J= 0.9

Hz, CH3), 0.90 (s, 9H, t-Bu), 0.10 (s, 3H, Si-CHs), 0.05

(s, 3H, Si-CHs); "*C-NMR (100 MHz, CDCl3)8/ppm= 158.1, 157.8 (C-2, C-4), 153.5

(Cri-3), 147.2 (C-6), 145.1 (Crs-5), 132.8 (C-3°), 127.3 (C-2°), 105.4 (C-5), 92.9 (C-

1), 88.5 (C-4"), 64.2 (C-57), 25.9 (CHa-t-Bu), 19.5 (C-tBu), 17.3 (CH3), -5.2 (2xSi-
CH3); R (DCM/MeOH 30:1 v/v)= 0.40; C15H27N503Si; Mol. Wt.: 389.52

5 -tert-Butyldimethylsilyl-d4m°K 133

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. 1.03 g TBDMS-d4T™
(2.63 mmol, 1.0 Aqg.) wurden zweimal mit abs. Toluol coevaporiert. Der Riickstand
wurde in 35 mL abs. 1,4-Dioxan aufgenommen und mehrfach entgast. Die Losung
wurde auf 6 °C gekihlt und dann 5.3 mL Hydrazin (1M in THF, 5.3 mmol, 2.0 Aq.)
zugegeben. Nach einer halben Stunde wurden die Losungsmittel im Vakuum entfernt
und 30 mL frisches, entgastes 1,4-Dioxan zugegeben. In einem Tropftrichter wurden
0.92 g PTAD (5.3 mmol, 2.0 Aqg.) in 25 mL abs. 1,4-Dioxan gelést und bei 60 bis 70
°C zu der Losung getropft. Das PTAD wurde nur so lange zugetropft, bis keine
Entfarbung der roten Losung mehr zu erkennen war. Dann wurde noch eine halbe
Stunde geruhrt. Das Ldsungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt, der
Rickstand in DCM aufgenommen und zweimal mit Wasser gewaschen. Nach
Trocknung Uber Natriumsulfat und Filtration wurde das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron mit EE und einem

Methanolgradienten von 0-30% gereinigt. Das Produkt konnte nicht isoliert werden.

\E§N C16H26N203Si; Mol. Wt.: 322.47
Ao

| N
+Si—0
| 0



Experimentalteil 291

10.2.6.6 Versuch der Synthese von BVdm®°K

3’,5"-Di-tert-butyldimethylsilyl-BvVdU

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. Es wurden 0.2 g BVdU
(0.60 mmol, 1.0 Ag.) zweimal mit abs. Pyridin coevaporiert und in 15 mL abs. Pyridin
gel6st. Zu der Lésung wurden 271 mg TBDMS-CI (1.79 mmol, 3.0 Ag.) und 82 mg
Imidazol (1.2 mmol, 2.0 Aqg.) gegeben und 2 d bei RT gerlihrt. Das Lésungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand zweimal mit Toluol coevaporiert. Der
Rickstand wurde in EE aufgenommen und zweimal mit Wasser gewaschen. Nach
Trocknung Uber Natriumsulfat und Filtration wurde das Losungsmittel im Vakuum

entfernt und das Rohprodukt am Chromatotron mit DCM als Laufmittel gereinigt.

Ausbeute:  0.27 g (0.48 mmol, 80%) eines farblosen Feststoffes.

Q s 'H-NMR (400 MHz, CDCls)3/ppm= 8.23 (s, 1H,

HN)J)/:/ NH), 7.70 (s, 1H, H-6), 7.39 (d, 1H, J= 13.5 Hz,

| O)\N BVU-H-8), 6.65 (d, 1H, J= 13.5 Hz, BVU-H-7),
+Si_o 6.28 (dd, 1H, J= 5.9 Hz, J= 7.4 Hz, H-1"), 4.39
| o (ddd, 1H, J= 2.7 Hz, J=2.7 Hz, J= 5.6 Hz, H-3"),

5 3.97 (ddd, 1H, J= 2.5 Hz, J= 2.5 Hz, J= 2.5 Hz,

& H-47), 3.90 (dd, 1H, J= 2.6 Hz, J= 11.5 Hz, H-5"),

3.77 (dd, 1H, J= 2.5 Hz, J= 11.5 Hz, H-5"), 2.33

(ddd, 1H, J= 2.8 Hz, J= 5.8 Hz, J= 13.2 Hz, H-
2°), 2.01 (ddd, 1H, J= 6.0 Hz, J= 7.5 Hz, J= 13.3 Hz, H-2"), 0.94, 0.90 (2xs, 18H, t
Bu), 0.14, 0.12, 0.08, 0.07 (4xs, 12H, Si-CH3); *C-NMR (101 MHz, CDCl3)8/ppm=
160.9 (C-4), 148.8 (C-2), 137.7 (C-6), 128.4 (BVU-C-7), 111.2 (C-5), 110.0 (BVU-C-
8), 88.3 (C-4°), 85.6 (C-17), 72.2 (C-3"), 63.0 (C-57), 41.9 (C-2°), 26.0, 25.7 (6xCHa-t-
Bu), 18.5, 18.0 (2xC-t-Bu), -4.6, -4.9, -5.3, -5.4 (4xSi-CHs); IR (KBr): v [cm™'] = 2954,
2930, 2858, 1705, 1471, 1256, 1118, 837, 778; mp= 74 °C; R; (DCM/MeOH 30:1
VIV)= 0.80; C3Ha1BrN,0sSiz; Mol. Wt.: 561.66
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3’,5"-Di-tert-butyldimethylsilyl-4-(1,2,4-1H-triazol-1-yl)BVdU 131

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 490 mg
1,2,4-1H-Triazol (7.08 mmol, 15 Aq.) in 6 mL abs. Acetonitril suspendiert und auf 0
°C gekuhlt. Zu der Suspension wurden langsam 0.15 mL dest. POCI; (d= 1.67 g/mL,
1.63 mmol, 3.5 Aq.) und dann 0.98 mL abs. TEA (7.1 mmol, 15 Aq.) gegeben. Nach
einer halben Stunde wurden 0.25 g (TBDMS),-BVdU (0.45 mmol, 1.0 Aqg.), geldst in
2.8 mL abs. Acetonitril, langsam zugetropft. Nach 16 h wurden die festen
Bestandteile abfiltriert und mit THF gespdult. Die Losungsmittel wurden im Vakuum
entfernt und der Rickstand am Chromatotron mit DCM und einem

Methanolgradienten von 0 bis 2% gereinigt.

Ausbeute:  0.22 g (0.36 mmol, 80%) eines farblosen Oles.

N//—g '"H-NMR (400 MHz, CDCl3)s/ppm= 9.27 (s, 1H,

N L H15), 840 (d, TH, J= 0.6 Hz, H-6), 8.10 (s, 1H,

> Hr-3), 7.73 (dd, 1H, J= 0.7 Hz, J= 13.8 Hz,

)\)E/_/ BVU-H-8), 6.41 (d, 1H, J= 13.9 Hz, BVU-H-7),

_\‘Sh_o o 6.26 (dd, 1H, J= 6.4 Hz, J= 6.4 Hz, H-17), 4.39
| 0 (ddd, 1H, J= 2.9 Hz, J=2.9 Hz, J= 5.9 Hz, H-3"),

Y 4.11 (ddd, 1H, J= 2.6 Hz, J= 2.6 Hz, J= 2.6 Hz,

I H-4), 3.95 (dd, 1H, J= 2.5 Hz, J= 11.6 Hz, H-5"),

3.78 (dd, 1H, J= 2.7 Hz, J= 11.6 Hz, H-5), 2.69

(ddd, 1H, J= 3.1 Hz, J= 6.0 Hz, J= 13.5 Hz, H-
2°), 2.11-2.03 (m, 1H, H-2"), 0.90, 0.89 (2xs, 18H, t-Bu), 0.09, 0.08 (2xs, 12H, Si-
CHs); ™C-NMR (101 MHz, CDCl3)8/ppm= 155.3 (C-4), 153.9 (Cr-3), 153.3 (C-2),
145.0, 144.9 (C1,-5, C-6), 130.7 (BVU-C-7), 107.3 (BVU-C-8), 106.9 (C-5), 89.3 (C-
4%), 88.5 (C-17), 72.2 (C-3°), 62.8 (C-5°), 42.8 (C-2°), 25.9, 25.7 (6xCHs-t-Bu), 18.4,
18.0 (2xC-t-Bu), -4.6, -4.9, -5.4, -5.5 (4xSi-CH3); R (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.56;
C25H42BrN504Siz; Mol. Wt.: 612.71
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Di-tert-butyldimethylsilyl-BVdm®K 132

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. 0.21 g (TBDMS),-
BVdU™ (0.34 mmol, 1.0 Ag.) wurden zweimal mit abs. Toluol coevaporiert. Der
Ruckstand wurde in 6 mL abs. 1,4-Dioxan aufgenommen und mehrfach entgast. Die
Losung wurde auf 6 °C gekuhlt und dann 0.58 mL Hydrazin (1M in THF, 0.58 mmol,
1.7 Aq.) zugegeben. Nach einer halben Stunde wurden die Lésungsmittel im Vakuum
entfernt und 6 mL frisches, entgastes 1,4-Dioxan zugegeben. In einem Tropftrichter
wurden 0.12 g PTAD (0.69 mmol, 2.0 Aq.) in 4 mL abs. 1,4-Dioxan gel6st und bei 60
bis 70 °C zu der Losung getropft. Das PTAD wurde nur so lange zugetropft, bis keine
Entfarbung der roten Losung mehr zu erkennen war. Dann wurde noch eine halbe
Stunde geruhrt. Das Lésungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und der
Ruckstand am Chromatotron mit DCM und einem Methanolgradienten von 0-20%

gereinigt. Das Produkt konnte nicht isoliert werden.

N

Br C23H41BFN204Si2; Mol. Wt.: 545.66

TBDMSO.
)

OTBDMS

10.2.6.7 Synthese von 3"-0O-Acyl-BVdU-Derivaten

3’-Acetyl-5"-tert-butyldimethylsilyl-BvVdU 198

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 1.30 g
BVdU (3.90 mmol, 1.0 Aq.) zweimal mit abs. Pyridin coevaporiert und der Riickstand
in 25 mL abs. Pyridin aufgenommen. Der Losung wurden 693 mg TBDMS-CI (4.60
mmol, 1.2 Aq.) hinzugefiigt und 16 h bei RT gerlhrt. Danach wurden zu der Lésung
1.47 mL dest. Acetanhydrid (d= 1.08 g/mL, 1.60 g, 15.6 mmol, 4.0 Aq.) gegeben und
4 h geruhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 mL Methanol beendet, die
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand zweimal mit Toluol
coevaporiert. Der Ruckstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und dreimal mit

Wasser gewaschen. Nach Trocknung uber Natriumsulfat und Filtration wurde das
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Rohprodukt am Chromatotron mit Petrolether und einem DCM-Gradienten von 40 bis

100% gereinigt.

Ausbeute:  1.86 g (3.80 mmol, 97%) eines farblosen Feststoffes.

0 g 'HNMR (400 MHz, MeOD/DMSO-de)s/ppm=

HN)ﬁ/_/ 7.84 (s, 1H, H-6), 7.35 (d, 1H, J= 13.5 Hz, BVU-

O)\N H-8), 6.78 (d, 1H, J= 13.5 Hz, BVU-H-7), 6.22

+§i_o (dd, 1H, J= 5.7 Hz, J= 8.2 Hz, H-1’), 5.30-5.25
| O (m, 1H, H-3"), 4.19 (dt, 1H, J= 2.5 Hz, J= 4.8 Hz,

5 H-4°), 3.97 (dd, 1H, J= 2.7 Hz, J= 11.5 Hz, H-5),

/EO 3.93 (dd, 1H, J= 2.7 Hz, J= 11.5 Hz, H-5°), 2.55-

2.45 (m, 1H, H-2"), 2.32-2.22 (m, 1H, H-2"), 2.11 (s, 3H, Ac), 0.96 (s, 9H, t-Bu), 0.17,
0.16 (2xs, 6H, 2xSi-CH3); C-NMR (101 MHz, MeOD/DMSO-dg)5/ppm= 172.1
(C=0), 163.4 (C-4), 151.0 (C-2), 139.6 (C-6), 130.7 (BVU-C-7), 112.0 (C-5), 109.2
(BVU-C-8), 87.1 (C-1, C-4°), 76.3 (C-3"), 64.7 (C-5°), 39.3 (C-2), 26.6 (CHs-t-Bu),
21.1 (Ac), 19.3 (C-t-Bu), -5.0, -5.1 (Si-CHa); IR (KBr): v [cm™] = 2954, 2930, 2857,
1718, 1464, 1237, 1127, 833; mp= 62 °C; R; (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.66; MS (FAB):
calcd. 489.1, 491.1 (M+H"*); found 489.3, 491.3; C1eH20BrN206Si; Mol. Wt.: 489.43

3-0-Acetyl-BVdU 200

Es wurden 1.11 g 3"-OAc-5-OTBDMS-BVdU (2.27 mmol, 1.0 Aq.) in 14 mL THF
gel6st und 2.72 mL TBAF (1M Lésung in THF, 2.72 mmol, 1.2 Aq.) zugegeben. Nach
1 h wurde das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt

am Chromatotron mit DCM und einem Methanol-Gradienten von 0 bis 2% gereinigt.

Ausbeute: 749 mg (2.00 mmol, 88%) eines farblosen Feststoffes.
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"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)/ppm= 11.62 (s, 1H, NH),
— B 8.07 (s, 1H, H-6), 7.25 (d, 1H, J= 13.6 Hz, BVU-H-8),
j\)ﬁ/_/ 6.85 (d, 1H, J= 13.5 Hz, BVU-H-7), 6.15 (dd, 1H, J= 7.1
o~ N Hz, J= 7.1 Hz, H-1"), 5.25 (s, 1H, OH), 5.24-5.19 (m, 1H,
H-3°), 4.04-4.00 (m, 1H, H-4), 3.70-3.56 (m, 2H, H-5"),

2.40-2.25 (m, 2H, H-2"), 2.06 (s, 3H, Ac); "*C-NMR (101

/Eo MHz, DMSO-dg)/ppm= 169.9 (C=0), 161.5 (C-4), 149.2

(C-2), 139.0 (C-6), 129.6 (BVU-C-7), 109.9 (C-5), 106.7

(BVU-C-8), 84.9 (C-4°), 84.4 (C-1"), 74.3 (C-3°), 61.1 (C-57), 36.9 (C-2"), 20.7 (Ac); IR
(KBr): v [em™] = 3442, 3062, 2930, 1707, 1466, 1368, 1240, 1103, 1061; mp= 79 °C;
R (DCM/MeOH 20:1 v/v)= 0.39; MS (HR-FAB): calcd. 374.011, 376.009 (M*),

375.019, 377.017 (M+H+); found 374.009, 376.007, 375.005, 377.017;
C13H45BrN>Og; Mol. Wht.: 375.17

HO

3’-0-iso-Butyryl-BVdU 201

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 1.00 g
BVdU (3.00 mmol, 1.0 Aq.) zweimal mit abs. Pyridin coevaporiert und der Riickstand
in 10 mL abs. Pyridin aufgenommen. Der Losung wurden 497 mg TBDMS-CI (3.30
mmol, 1.1 Aq.) hinzugefiigt und 16 h bei RT gerlhrt. Danach wurden zu der Lésung
2.0 mL dest. iso-Buttersdureanhydrid (d= 0.95 g/mL, 1.9 g, 12 mmol, 4.0 Aq.)
gegeben und 3 h geruhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 mL Methanol
beendet, die Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand zweimal mit
Toluol coevaporiert. Der Ruckstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und dreimal
mit Wasser gewaschen. Nach Trocknung uber Natriumsulfat und Filtration wurde das
Rohprodukt am Chromatotron mit Petrolether und einem Ethylacetat-Gradienten von

2 bis 40% gereinigt.

Ausbeute: 1.62 g (3.13 mmol, 100%) eines farblosen Feststoffes.

Der Feststoff wurde nach der Isolierung sofort in 50 mL THF gel6st und mit 4.2 mL
TBAF (1M in THF, 4.2 mmol, 1.3 Aq.) 2 h gerihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 2 mL Methanol beendet und die Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Das Rohprodukt wurde zunachst am Chromatotron mit reinem DCM als Laufmittel
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und dann mit Petrolether und einem Ethylacetat-Gradienten von 20 bis 70%

abschlie3end gereinigt.

Ausbeute: 935 mg (2.32 mmol, 77% ausgehend von BVdU) eines farblosen

Feststoffes.
0 Br 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)8/ppm= 11.64 (s, 1H, NH),
HN 8.08 (s, 1H, H-6), 7.26 (d, 1H, J= 13.6 Hz, BVU-H-8),
o)\):lﬁ/_/ 6.85 (d, 1H, J= 13.6 Hz, BVU-H-7), 6.16 (dd, 1H, J= 6.1
HO. Hz, J= 8.1 Hz, H-17), 5.25 (s, 1H, OH), 5.25-5.18 (m, 1H,
o H-3), 4.01-3.97 (m, 1H, H-4"), 3.70-3.60 (m, 2H, H-5"),
o 2.58 (sept, 1H, J= 7.0 Hz, CH-i-Bu), 2.46-2.22 (m, 2H,
%:O H-2°), 1.10 (d, 6H, J= 7.0 Hz, CHa3); *C-NMR (101 MHz,

DMSO-dg)3/ppm= 175.6 (C=0), 161.5 (C-4), 149.2 (C-
2), 139.1 (C-6), 129.7 (BVU-C-7), 109.9 (C-5), 106.7 (BVU-C-8), 84.9 (C-1°), 84.4 (C-
4%, 74.3 (C-3°), 61.1 (C-57), 36.9 (C-27), 33.0 (CH-i-Bu), 18.5 (CH3); IR (KBr): v [cm™"]
= 3473, 3200, 3062, 2975, 1716, 1666, 1467, 1282, 1190, 1102; mp= 57 °C; R
(DCM/MeOH 20:1 viv)= 0.57; MS (HR-FAB): calcd. 402.043, 404.041 (M*), 403.050,
405.048 (M+H"); found 402.043, 404.043, 403.046, 405.048; C15H1sBrN20g: Mol. W.:
403.23

10.2.6.8 Synthese von N%-Dimethoxytrityl-ACV 73

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. 380 mg ACV (1.68
mmol, 1.0 Aqg.) wurden in 30 mL abs. Pyridin gelést und mit 1.53 g DMTr-Chlorid
(4.54 mmol, 2.5 Aq.) versetzt. Nach 16 h wurde die Reaktion durch Zugabe von 10
mL Methanol abgebrochen und die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Ruckstand wurde in DCM (+0.5% TEA) aufgenommen und zweimal mit Wasser
gewaschen. Nach Trocknung uber Natriumsulfat und Filtration wurde das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde am

Chromatotron mit DCM und einem Methanol-Gradienten von 0-10% gereinigt.

Ausbeute:  1.32 g (1.59 mmol, 94%)
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Das isolierte Produkt wurde ohne weitere Charakterisierung in der nachsten Reaktion
eingesetzt. 1.30 g DMTr-ACV°M™™ (1.57 mmol) wurden in 40 mL einer 6%igen Lésung
von TFA in DCM/MeOH 7:3 v/v aufgenommen und 5 min bei RT geruhrt. Die
Lésungsmittel wurden im Vakuum entfernt und der Ruckstand am Chromatotron mit

DCM und einem Methanol-Gradienten von 5 bis 20% gereinigt.

Ausbeute: 593 mg (1.12 mmol, 67% ausgehend von ACV) eines hellgelben

Feststoffes.

o "H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)5/ppm= 10.62

0 (s, 1H, NH), 7.69 (s, 1H, H-8), 7.62 (s, 1H,
(NﬁNH O NH), 7.31-7.18 (m, 9H, H-DMTr), 6.89-6.86
N N/)\N O (m, 4H, H-DMTr), 4.88 (s, 2H, H-17), 4.49 (1,
\} H

1H, J= 5.5 Hz, OH), 3.73 (s, 6H, OMe), 3.24-

HO.
LO

O 3.18 (m, 2H, H-3°), 2.95 (t, 2H, J= 4.5 Hz, H-
2°); ®C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)3/ppm=
RN 160.3 (C-6), 158.0 (C-DMTr), 151.4 (C-2),

150.5 (C-4), 138.2 (C-8), 137.3 (C-DMTr), 130.1 (C-DMTr), 128.7 (C-DMTr), 127.9
(C-DMTr), 126.8 (C-DMTr), 116.8 (C-5), 113.2 (C-DMTr), 71.8 (C-2°), 71.5 (C-1°),
69.6 (C-DMTT), 60.2 (C-3°), 55.3 (OMe); Rf (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.25; CpgH2oN5Os;
Mol. Wt.: 527.57

10.2.7 Synthese von Nucleotiden und Nucleotid-Derivaten

Anmerkung: Bei den Nucleotiden ist nicht genau bekannt, wie viele Gegenionen
tatsachlich vorliegen. Bei der Titration von H,d4TMP mit TEA ergeben sich aus den
NMR-Integralen ca. 1.6 Gegenionen pro d4TMP. Fur Ammoniumionen lasst sich eine
solche Aussage nicht treffen, weil im NMR-Spektrum keine Integrale auftreten. Da
die Nucleotide durch Gefriertrocknung erhalten werden, ist ein Ausgasen von
Ammoniak und damit einhergehend die Protonierung des Monophosphates
wahrscheinlich. Eine Verbrennungsanalyse ware wegen des Kristallwassers nicht
aussagekraftig. Bei Tetra-n-butylammonium als Kation lasst sich der Wert aus dem
NMR-Integral bestimmen. Generell soll davon ausgegangen werden, dass zwei

Gegenionen vorliegen.
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Di-ammonium-d4TMP 159a

Die Reaktion wurde gemaf® AAV 9 (Variante A) durchgefuhrt. Es wurden 224 mg d4T
(1.00 mmol, 1.0 Aq.) zu einer auf 0 °C gekiihlten Lésung von 0.18 mL dest. POCI;
(d=1.67 g/mL, 0.30 g, 2.0 mmol, 2.0 Aq.) in 10 mL dest. Trimethylphosphat gegeben.
Nach mehrfacher chromatographischer Aufarbeitung an einer RP-18 Phase mit
Wasser als Laufmittel wurde ein farbloser Feststoff erhalten, der groRe Mengen an

Phosphat als Verunreinigung aufwies.

Die Reaktion wurde gemaly AAV 9 (Variante B) durchgefuhrt. Es wurden 1.06 g d4T
(4.72 mmol, 1.0 Aqg.) in 9.5 mL abs. Acetonitril mit 1.90 mL dest. POCIl; (20.7 mmol,
4.4 Aq.), 1.7 mL abs. Pyridin (d= 0.982 g/mL, 1.67 g, 21.1 mmol, 4.4 Aq.) und 0.19
mL dest. Wasser (d= 1.00 g/mL, 0.19 g, 11 mmol, 2.2 Aq.) umgesetzt. Durch
dreimalige RP-18 Chromatographie mit Wasser wurde das Produkt abschlieRend

gereinigt.

Ausbeute: 1.58 g (4.68 mmol, 99%) eines farblosen Feststoffes.

0 'H-NMR (400 MHz, D-O)s/ppm= 7.61 (q, 1H, J=

HN)Jj/ 1.2 Hz, H-6), 6.96 (ddd, 1H, J= 1.7 Hz, J= 1.7 Hz,

O)\N | J= 3.3 Hz, H-17), 6.48 (ddd, 1H, J= 1.7 Hz, J= 1.7

O\H, © o_'Fll_o Hz, J= 6.2 Hz, H-3"), 5.94 (ddd, 1H, J= 1.5 Hz, J=
© O o 2.2 Hz, J= 6.2 Hz, H-2"), 5.11-5.06 (m, 1H, H-4"),

4.02 (dd, 2H, J= 3.4 Hz, J= 5.7 Hz, H-5"), 1.88 (d,
3H, J= 1.2 Hz, Me); "*C-NMR (101 MHz, D,0)&/ppm= 167.2 (C-4), 152.7 (C-2), 138.6
(C-6), 134.8 (C-3°), 125.4 (C-2°), 111.8 (C-5), 90.4 (C-1"), 86.6 (d, J= 8.5 Hz, C-4"),
65.8 (d, J= 4.8 Hz, C-5°), 11.8 (Me); *'P-NMR (162 MHz, "H-decoupled, D,0)8/ppm=
0.00; IR (KBr): v [cm™] = 3423, 2816, 1700, 1477, 1256, 1228, 1114, 1086, 1047,
910; mp= 128 °C; R (iso-Propanol/H,O/NH3; (25% in H»O) 14:7:1 v/v)= 0.38;
C1oH19N4O7P; Mol. Wt.: 338.25
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Bis-(tetra-n-butylammonium)d4TMP 159b

Der lonenaustausch wurde gemald AAV 10 (Variante A) durchgefuhrt. Es wurden
0.17 g Di-ammonium-d4TMP (0.50 mmol) zunachst protoniert und dann mit
N(Bu)sOH (40%ige Losung in Wasser m/m) zum Neutralpunkt titriert. Das Produkt

wurde durch Gefriertrocknung isoliert.
Ausbeute: 0.37 g (0.47 mmol, 95%) eines stark hygroskopischen Feststoffes.

o 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 7.25-

/\/\g b d HN)ﬁ/ 7.20 (m, 1H, H-6), 6.76 (ddd, 1H, J= 1.8 Hz,

J= 1.8 Hz, J= 3.3 Hz, H-17), 6.23 (ddd, 1H,

J=1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J= 5.8 Hz, H-3"), 5.68
lo (ddd, 1H, J=1.4 Hz, J= 2.2 Hz, J= 5.9 Hz, H-
b d 2°), 4.72-466 (m, 1H, H-4"), 3.77-3.70 (m,

1H, H-57), 3.67-3.60 (m, 1H, H-5"), 3.20-3.10
é °° (m, 16H, H-a), 1.73 (d, 3H, J= 1.1 Hz, Me),
1.65-1.54 (m, 16H, H-b), 1.33 (tq, 16H, J= 7.2 Hz, J= 7.2 Hz, H-c), 0.97 (t, 24H, J=
7.1 Hz, H-d); ®*C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 167.4 (C-4), 153.0 (C-2), 135.1-
134.9 (m, C-3°), 134.2 (C-6), 126.3 (C-2°), 109.5 (C-5), 88.7 (C-1°), 85.4 (d, J= 7.6
Hz, C-4°), 64.9 (d, J= 5.0 Hz, C-5°), 57.4 (C-a), 23.0 (C-b), 19.1 (C-c), 13.4 (C-d),
13.0 (Me); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-ds)s/ppm= 0.01; C4oHgzN4O7P;
Mol. Wt.: 787.10

Tetra-n-butylammonium-B-cyanoethyl-d4TMP 166b

Es wurden 448 mg d4T (2.00 mmol, 1.0 Ag.) und 4.0 mL Pyridinium-4
cyanoethylphosphat (1 mM Stammldsung, 4.0 mmol, 2.0 Aq.) zweimal mit je 10 mL
Pyridin coevaporiert und in 15 mL Pyridin geldst. Zu der Lésung wurden 2.48 g DCC
(12.0 mmol, 6.0 Ag.) gegeben und 3 d geriihrt. Dann wurden 6 mL dest. Wasser
zugegeben und 0.5 h geruhrt. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt und der
Rickstand in 20 mL dest Wasser aufgenommen. Dicyclohexylharnstoff wurde
abfiltriert, mit Wasser gewaschen und das Filtrat lyophillisiert. Das Rohprodukt wurde

Uber eine lonentauschersaule (Dowex 50WX8, NH,4") eluiert und das Lésungsmittel
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durch  Gefriertrocknung entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels RP-18
Chromatographie mit Wasser/Methanol 4:1 gereinigt und die vereinten Fraktionen

lyophillisiert.

Ausbeute: 0.33 g (0.88 mmol, 44%) eines farblosen Oles als Ammoniumsalz.

Von dem so erhaltenen Ammoniumsalz wurden 55 mg (0.15 mmol) gemaf® AAV 10
(Variante A) in das entsprechende Tetra-n-butylammonium-g-cyanoethyl-d4TMP

Uberfuhrt. Das Produkt wurde zur Isolierung lyophillisiert.

Ausbeute: 78 mg (0.13 mmol, 87% ausgehend von dem Intermediat) eines

farblosen, hygroskopischen Feststoffes.

0 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)3/ppm=

\kaH 11.20 (s, 1H, NH), 7.77 (q, 1H, J= 1.2

% o | NAO Hz, H-6), 6.83 (ddd, 1H, J= 1.7 Hz, J=
/\/\%N 900 . 1.7 Hz, J= 3.4 Hz, H-1"), 6.37 (ddd, 1H,
é LY 3 - J= 1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"),
32“ 5.90-5.85 (m, 1H, H-2"), 4.87-4.82 (m,

CN 1H, H-4"), 3.90-3.64 (m, 4H, H-5", H-a),

3.20-3.10 (m, 8H, H-a), 2.68 (t, 2H, J= 6.1 Hz, H-B), 1.62 (d, 3H, J= 1.2 Hz, CHs),
1.64-1.50 (m, 8H, H-b), 1.36-1.25 (m, 8H, H-c), 0.93 (t, 12H, J= 7.3 Hz, H-d); *C-
NMR (101 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 164.5 (C-4), 151.2 (C-2), 137.3 (C-6), 134.9 (C-
3’), 126.4 (C-2°), 119.8 (CN), 110.1 (C-5), 88.9 (C-1°), 86.3 (d, J= 7.3 Hz, C-4), 65.2
(d, J= 5.5 Hz, C-57), 59.4 (d, J= 5.4 Hz, C-a), 57.8 (C-a), 23.4 (C-b), 19.6 (C-B), 19.6
(C-c), 13.8 (C-d), 12.2 (CHs); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-dg)5/ppm=
-0.54; IR (KBr): v [cm™] = 3431, 2962, 1701, 1466, 1250, 1084, 1060; R (iso-
Propanol/H,O/NH; (25% in H,0) 14:7:1 v/v)= 0.63; MS (HR-ESI): calcd. 356.065
(M); found 356.065; Ca9Hs1N4O7P; Mol. Wt.: 598.71
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Bis(4-acetoxybenzyl)d4TMP; (BAB-d4TMP) 208

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 0.10 g d4T
(0.45 mmol, 1.0 Ag.) und 0.21 g Bis-(4-acetoxybenzyl)N,N-diisopropylamino-
phosphoramidit (0.45 mmol, 1.0 Aqg.) in 1 mL abs. THF gelést. Nun wurden 0.45 mL
4,5-Dicyanoimidazol (DCI, 0.25 M in Acetonitril, 0.56 mmol, 1.2 Aq.) zugetropft. Nach
40 min Rdhren bei RT wurde die Losung auf -40 °C gekuhlt. Es wurden 89 uL tert-
Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Decan, 0.49 mmol, 1.1 Aq.) zugetropft und 1 h bei RT
geruhrt. Die flichtigen Bestandteile wurden im Vakuum entfernt und das Rohprodukt

am Chromatotron mit DCM/MeOH 9:1 gereinigt. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute:  0.14 g (0.24 mmol, 53%) eines farblosen Feststoffes.

Q "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 11.33 (s, 1H,
O)k NH), 7.41-7.37 (m, 4H, H-2), 7.25 (g, 1H, J= 1.2 Hz,

; p 5 Hnet-6), 7.15-7.11 (m, 4H, H-3), 6.83 (ddd, 1H, J= 1.7
) Hz, J= 1.7 Hz, J= 3.6 Hz, H-1'), 6.38 (ddd, 1H, J=
1 \fiﬁ 1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"), 6.00 (ddd, 1H,

? NS0 J= 1.5 Hz, J= 2.3 Hz, J= 6.0 Hz, H-2"), 5.01 (d, 4H,

Hz, Mepne); >'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled,
DMSO-dg)d/ppm= -0.85; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)=

(@)
Y 032, C23H29N2011P; Mol. Wt.: 600.51
0]

O——0 . J= 8.3 Hz, H-Bn), 4.96-4.91 (m, 1H, H-4), 4.22-4.12
0]
<5 — (m, 2H, H-5"), 2.27 (s, 6H, Ac), 1.64 (d, 3H, J= 1.2

Tetra-n-butylammonium-4-acetoxybenzyl-d4TMP 209b

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Die Reaktion wurde
unter Lichtausschluss durchgefuhrt. Es wurden 0.14 g BAB-d4TMP (0.24 mmol, 1.0
Aq.) in 1 mL abs. Aceton (Uber Molekularsieb 0.3 nm getrocknet) geldst und 36 mg
Lithiumiodid (0.27 mmol, 1.1 Aq.) zugegeben. Die Lésung wurde 16 h gerlhrt und

anschliellend 2 mL eines gekuhlten Gemisches aus Aceton/Hexan 1:1 v/v zugesetzt.
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Das Prazipitat wurde filtriert, mit Aceton/Hexan 1:1 v/v gewaschen und die Kristalle

im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 60 mg (0.13 mmol, 55% als Lithiumsalz) eines farblosen Feststoffes.

Die 55 mg des Lithiumsalzes (0.13 mmol) wurden nach AAV 10 (Variante A) in das
Tetra-n-Butylammoniumsalz tubergefuhrt. Das Produkt wurde gefriergetrocknet.

Ausbeute: 84 mg (0.12 mmol, 93% ausgehend von dem Intermediat) eines

farblosen, hygroskopischen Feststoffes.

o "H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)5/ppm= 7.79

o)k (g, 1H, J= 1.2 Hz, Hhe-6), 7.35-7.30 (m, 2H,

, 4 . H-2), 7.06-7.02 (m, 2H, H-3), 6.83 (ddd, 1H,

) J= 1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J= 3.3 Hz, H-1"), 6.34

1 \fiﬁ (ddd, 1H, J= 1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J= 6.0 Hz,

o ? N0 H-37), 5.90-5.86 (m, 1H, H-2"), 4.87-4.81 (m,

g i ‘3_@—0 . 1H, H-4"), 4.64-4.60 (m, 2H, H-Bn), 3.90-
N A/ — 3.71 (m, 2H, H-57), 3.20-3.11 (m, 8H, H-a),
é a c 2.25 (s, 3H, Ac), 1.81 (d, 3H, J= 1.1 Hz,

Menet), 1.62-1.50 (m, 8H, H-b), 1.30 (tq, 8H,
J= 7.3 Hz, J= 7.3 Hz, H-c), 0.93 (t, 12H, J= 7.4 Hz, H-d); *C-NMR (101 MHz, DMSO-
de)8/ppm= 169.2 (C=0-Ac), 163.9 (Cher-4), 150.7 (C-4), 149.3 (Cher-2), 137.4 (d, J=
7.6 Hz, C-1), 137.0 (Cher-6), 134.6 (C-3"), 127.9 (2xC-2), 125.9 (C-2°), 121.3 (2xC-3),
109.6 (Cher-5), 88.5 (C-17), 85.9 (d, J= 8.6 Hz, C-4"), 65.0-64.7 (m, C-Bn, C-5°), 57.5
(C-a), 23.0 (C-b), 20.8 (CHs-Ac), 19.2 (C-c), 13.4 (C-d), 11.8 (Mene); *'P-NMR (162
MHz, "H-decoupled, DMSO-ds)3/ppm= -0.85; CasHssN3OgP; Mol. Wt.: 693.81

Di-ammonium-AZTMP 160a

Die Reaktion wurde gemaf AAV 9 (Variante B) durchgefuhrt. Es wurden 1.22 g AZT
(4.58 mmol, 1.0 Aq.) in 10 mL abs. Acetonitril mit 1.83 mL dest. POCI; (20.1 mmol,
4.4 Aq.), 1.65 mL abs. Pyridin (d= 0.982 g/mL, 1.62 g, 20.4 mmol, 4.4 Aq.) und 183
uL dest. Wasser (d= 1.00 g/mL, 183 mg, 10.2 mmol, 2.2 Aq.) umgesetzt. Durch
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zweimalige RP-18 Chromatographie mit Wasser wurde das Produkt abschliel3end

gereinigt.
Ausbeute:  1.58 g (4.14 mmol, 90%) eines farblosen Feststoffes.

0 'H-NMR (400 MHz, D,0O)8/ppm= 7.80 (q, 1H, J=

HNJE/ 1.2 Hz, H-6), 6.28 (dd, 1H, J= 6.7 Hz, J= 6.7 Hz,
)\ H-17), 4.51 (ddd, 1H, J= 4.3 Hz, J= 4.3 Hz, J=6.4

0 o” >N
©\H, @o_'ﬁl_o Hz, H-3°), 4.20 (dddd, 1H, J= 1.8 Hz, J= 3.5 Hz,
0 0 J= 3.5 Hz, J= 3.5 Hz, H-4"), 4.10-3.99 (m, 2H, H-

ONm, ©

5), 2.57-2.43 (m, 2H, H-2"), 1.93 (d, 3H, J= 1.0
Hz, Me); "*C-NMR (101 MHz, D,0)3/ppm= 166.9
(C-4), 152.1 (C-2), 137.8 (C-6), 112.1 (C-5), 85.2 (C-1°), 83.6 (d, J= 8.7 Hz, C-4"),
64.8 (d, J= 4.7 Hz, C-5°), 61.1 (C-3"), 36.7 (C-2), 12.0 (Me); *'P-NMR (162 MHz, 'H-
decoupled, D,0)d/ppm= 0.07; IR (KBr): v [cm™] = 3186, 3074, 2111, 1713, 1660,
1273, 1112, 1061; mp= 133 °C; R (iso-Propanol/H,0O/NH3 (25% in H,0) 12:6:0.5
v/v)= 0.55; MS (HR-ESI): calcd. 346.056 (M+H); found 346.056; C1oH20N7O;P; Mol.
Wt.: 381.28

Bis-(tetra-n-butylammonium)AZTMP 160b

Der lonenaustausch wurde gemall AAV 10 (Variante A) durchgefihrt. Es wurden 550
mg Di-Ammonium-AZTMP (1.44 mmol) zunachst protoniert und mit N(Bu);OH
(40%ige Losung in Wasser m/m) bis zum Neutralpunkt titriert. Das Produkt wurde zur

Isolierung lyophillisiert.
Ausbeute: 1.17 g (1.42 mmol, 99%) eines farblosen, hygroskopischen Feststoffes.

Der lonenaustausch wurde gemall AAV 10 (Variante B) durchgefuhrt. Es wurden zu
100 mg Di-Ammonium-AZTMP (0.262 mmol, 1.0 Aq.), geldst in 10 mL dest. Wasser,
340 mg N(Bu)sOH-L6sung (40%ig in Wasser m/m, entsprechend 136 mg N(Bu),OH,
0.524 mmol, 2.0 Aq.), gelést in 5 mL dest. Wasser, gegeben, kréftig durchmischt und

die Losung gefriergetrocknet.
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Ausbeute: 219 mg (0.264 mmol, 100%) eines gelben Oles.

% 0 'H-NMR (400 MHz, DMSO-de)3/ppm= 7.40-
/\/\@ b d HN 7.22 (m, 1H, H-6), 6.23 (dd, 1H, J= 5.7 Hz,
J= 8.6 Hz, H-1"), 4.48 (ddd, 1H, J= 2.4 Hz,

J= 2.4 Hz, J= 5.8 Hz, H-3’), 3.86-3.81 (m,
% 1H, H-4"), 3.77-3.62 (m, 2H, H-5"), 3.20-3.10
b d (m, 16H, H-a), 2.27-2.15 (m, 1H, H-2"), 2.03

(ddd, 1H, J= 2.5 Hz, J= 5.7 Hz, J= 13.5 Hz,

H-2), 1.67 (d, 3H, J= 0.7 Hz, Me), 1.62-1.51
(m, 16H, H-b), 1.30 (tg, 16H, J= 7.3 Hz, J= 7.3 Hz, H-c), 0.93 (t, 24H, J= 7.3 Hz, H-
d); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-dg)3/ppm= 0.01; CuoHgsN;O;P; Mol.
Wt.: 830.13

Tetra-n-butylammonium-B-cyanoethyl-AZTMP 167b

Es wurden 0.10 g AZT (0.37 mmol, 1.0 Aqg.) und 0.75 mL Pyridinium-3
cyanoethylphosphat (1mM Stammlésung, 0.75 mmol, 2.0 Aq.) zweimal mit je 5 mL
Pyridin coevaporiert und in 5 mL Pyridin gelést. Zu der Lésung wurden 460 g DCC
(2.22 mmol, 6.0 Aq.) gegeben und 3 d geriihrt. Dann wurden 1.5 mL dest. Wasser
zugegeben und 0.5 h geruhrt. Die Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt und der
Rickstand in 10 mL dest Wasser aufgenommen. Dicyclohexylharnstoff wurde
abfiltriert, mit Wasser gewaschen und das Filtrat lyophillisiert. Das Rohprodukt wurde
mittels RP-18 Chromatographie mit Wasser/Methanol 4:1 gereinigt und die vereinten

Fraktionen lyophillisiert.

Ausbeute: 0.12 g (0.26 mmol, 69%) eines farblosen Oles als Pyridiniumsalz.

Von dem so erhaltenen Pyridiniumsalz wurden 0.12 g (0.26 mmol) gemafl AAV 10
(Variante A) in das entsprechende Tetra-n-butylammonium-p-cyanoethyl-AZTMP

Ubergefuhrt. Das Produkt wurde zur Isolierung lyophillisiert.

Ausbeute: 0.14 g (0.22 mmol, 85% ausgehend von dem Intermediat) eines

farblosen, hygroskopischen Feststoffes.
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0 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)8/ppm=

\kaH 11.28 (s, 1H, NH), 7.88 (q, 1H, J= 1.2
/&O Hz, H-6), 6.13 (dd, 1H, J= 6.7 Hz, J=

N
/\/\N\/V o 'F', . 6.7 Hz, H-1"), 4.55-4.49 (m, 1H, H-3"),
4 3.96-3.91 (m, 1H, H-4"), 3.86-3.71 (m
. 2 “l 4H, H-5", H-q), 3.20-3.10 (m, 8H, H-a),
CN 272 (t, 2H, J= 6.1 Hz, H-B), 2.41-2.20

(m, 2H, H-2"), 1.62 (d, 3H, J= 1.2 Hz, CHs), 1.63-1.50 (m, 8H, H-b), 1.36-1.25 (m, 8H,
H-c), 0.93 (t, 12H, J= 7.3 Hz, H-d); '*C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)/ppm= 163.7 (C-
4), 150.4 (C-2), 136.1 (C-6), 119.4 (CN), 109.9 (C-5), 83.3 (C-17), 83.0 (d, J= 7.3 Hz,
C-4'), 64.0 (d, J= 5.5 Hz, C-57), 60.9 (C-3°), 59.2 (d, J= 5.4 Hz, C-a), 57.4 (C-a), 36.2
(C-2°), 23.0 (C-b), 19.3 (C-B), 19.1 (C-c), 13.4 (C-d), 12.0 (CHz); *'P-NMR (162 MHz,
"H-decoupled, DMSO-ds) 8/ppm = -1.20; IR (KBr): v [cm™"] = 3421, 2963, 2876, 2107,
1701, 1471, 1253, 1059; R (H2O/MeOH 4:1 v/v, RP-18)= 0.63; CasHs2N7O7P; Mol.
Wt.: 641.74

Bis-(tetra-n-butylammonium)PMEA 207b

Es wurden 0.17 g PMEA (0.62 mmol, 1.0 Aq.), gelost in 10 mL dest. Wasser, mit 807
mg N(Bu)sOH (40%ige Losung in Wasser m/m, entsprechend 323 mg, 1.24 mmol,
2.0 Aq.), geldst in 10 mL dest. Wasser, versetzt. Das Produkt wurde zur Isolierung

lyophillisiert.

Ausbeute: 0.46 g (0.61 mmol, 98%) eines farblosen, hygroskopischen Feststoffes.

NH, 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)8/ppm= 8.71
A/@ Ny (8 TH, H-8), 8.07 (s, TH, H-2), 439 (t, 2H,
A/ 4 - -

) J= 5.1 Hz, H-1"), 3.80 (t, 2H, J= 5.2 Hz, H-

O N
© ol 2°), 3.24 (d, 2H, J= 7.5 Hz, H-3"), 3.20-3.14
@c', (m, 16H, H-a), 1.60-1.50 (m, 16H, H-b),
/\/\@ b d 1.35-1.24 (m, 16H, H-c), 0.91 (t, 24H, J= 7.3

N
é\/\c/ Hz, H-d); "™C-NMR (101 MHz, DMSO-
a

de)8/ppm= 155.7 (C-6), 151.8 (C-2), 149.2

(C-4), 142.9 (C-8), 118.3 (C-5), 71.4 (d, J= 140.5 Hz, C-3°), 68.7 (d, J= 4.8 Hz, C-2"),
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57.4 (C-a), 42.9 (C-1°), 23.0 (C-b), 19.1 (C-c), 13.4 (C-d); *'P-NMR (162 MHz, 'H-
entkoppelt, DMSO-dg)d/ppm= 9.04; C4oHs2N704P; Mol. Wt.: 756.10

Di-ammonium-dm°KMP 205

Die Reaktion wurde gemaR AAV 9 (Variante B) durchgefiihrt. Es wurden 25 mg dm°K
(0.11 mmol, 1.0 Aq.) in 0.5 mL abs. Acetonitril mit 45 uL dest. POCIz (0.49 mmol, 4.5
Aq.), 40 uL abs. Pyridin (d= 0.982 g/mL, 0.49 mmol, 4.5 Aq.) und 4.4 uL dest.
Wasser (d=1.00 g/mL, 0.25 mmol, 2.3 Aqg.) umgesetzt. Durch RP-18
Chromatographie mit Wasser wurde das Produkt abschlieRend gereinigt und

anschlief3end lyophillisiert.

Ausbeute: 46 mg (0.13 mmol, 100%; geringe Verunreinigung durch Phosphat)

eines farblosen, hygroskopischen Feststoffes.

\fN "H-NMR (400 MHz, D,0) 8/ppm = 8.52 (d, 1H, J=
| /&o 3.0 Hz, H-4), 8.44 (dd, 1H, J= 0.7 Hz, J= 3.0 Hz,

o) N
1] - = = -1
®NH4 @O—P—O o H-6), 6.27 (dd, 1H, J= 6.2 Hz, J= 6.2 Hz, H-1"),
l@ 4.55 (ddd, 1H, J= 4.3 Hz, J= 4.3 Hz, J= 6.3 Hz,
®NH4 OH H-37), 4.30-4.25 (m, 1H, H-4"), 4.12-3.97 (m, 2H,

H-57), 2.62 (ddd, 1H, J= 4.5 Hz, J= 6.4 Hz, J= 14.1 Hz, H-2"), 2.37 (ddd, 1H, J= 6.2
Hz, J= 6.2 Hz, J= 14.0 Hz, H-2"), 2.22 (d, 3H, J= 0.7 Hz, Me); "*C-NMR (101 MHz,
D,0) &/ppm = 167.6 (C-4), 155.5 (C-2), 143.4 (C-6), 117.1 (C-5), 88.2 (C-17), 87.0 (d,
J= 8.6 Hz, C-4°), 70.6 (C-3°), 63.8 (d, J= 4.8 Hz, C-5), 40.3 (C-2), 13.9 (Me); *'P-
NMR (162 MHz, 1H-decoupled, D,0) d/ppm = 1.27; IR (KBr): v [cm'1] = 3415, 3215,
1655, 1449, 1400, 1059, 973, 535; C1oH21N4O7P; Mol. Wt.: 340.27

Di-ammonium-carba-iso-d4AMP 206a

Die Reaktion wurde gemafl® AAV 9 (Variante B) durchgefuhrt. Es wurden 50 mg
carba-iso-d4A (0.21 mmol, 1.0 Aq.) in 2 mL abs. Acetonitril mit 87 uL dest. POCI3
(0.94 mmol, 4.4 Aq.), 76 L abs. Pyridin (d= 0.982 g/mL, 0.94 mmol, 4.4 Aq.) und 8.5
uL dest. Wasser (d= 1.00 g/mL, 0.47 mmol, 2.2 Aq.) umgesetzt. Durch RP-18
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Chromatographie mit Wasser wurde das Produkt abschlieBend gereinigt und

anschlief3end lyophillisiert.

Ausbeute: 34 mg (0.10 mmol, 47%) eines farblosen Feststoffes.

(NI\N "H-NMR (400 MHz, D,0)8/ppm= 8.61 (s,
s o 0 " N/)\NHZ 1H, H-6), 8.20 (s, 1H, H-8), 6.34-.27 (m,
NH, ~O—P—0 1H, H-3°), 6.02-6.95 (m, 1H, H-2"), 5.65-
@N(;e \@ 5.58 (m, 1H, H-1"), 3.95-3.87 (m, 2H, H-

4 6'), 3.24-3.15 (m, 1H, H-4'), 2.84 (ddd,

1H, J= 8.7 Hz, J= 8.7 Hz, J= 14.1 Hz, H-5"), 1.74 (ddd, 1H, J= 5.9 Hz, J= 5.9 Hz, J=
12.8 Hz, H-5); *C-NMR (101 MHz, D,0)3/ppm= 161.0 (C-2), 154.1 (C-4), 150.5 (C-
6), 140.1 (C-8), 139.9 (C-3), 130.8 (C-2°), 128.7 (C-5), 68.9 (d, J= 5.2 Hz, C-6"),
60.9 (C-17), 47.3 (d, J= 8.0 Hz, C-4"), 35.3 (C-5"); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled,
D;0)8/ppm= 1.15; mp= 152 °C; C11Ha0N704P; Mol. Wt.: 345.29

Bis-(tetra-n-butylammonium)carba-iso-d4A 206b

Der lonenaustausch wurde gemafy AAV 10 (Variante A) durchgefiihrt. Es wurden 34
mg Di-Ammonium-carba-iso-d4AMP (0.10 mmol) zunachst protoniert und mit
N(Bu)sOH (40%ige Losung in Wasser m/m) bis zum Neutralpunkt titriert. Nach der

Gefriertrocknung konnten nur Zersetzungsprodukte gefunden werden.

C43H84N7O4P; Mol. Wt.: 794.15

S
2

N X
]
@o—ﬁ—o | N/)\NHZ
=
/N
NV

2
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Di-ammonium-carba-iso-ddAMP 202a

Die Reaktion wurde gemaly AAV 9 (Variante B) durchgefuhrt. Es wurden 750 mg
carba-iso-ddA (3.21 mmol, 1.0 Aq.) in 5.8 mL abs. Acetonitril mit 1.31 mL dest. POCI;
(14.2 mmol, 4.4 Aq.), 1.18 mL abs. Pyridin (d= 0.982 g/mL, 14.6 mmol, 4.5 Aq.) und
131 uL dest. Wasser (d= 1.00 g/mL, 7.28 mmol, 2.3 Aq.) umgesetzt. Durch zweifache
RP-18 Chromatographie mit Wasser wurde das Produkt abschliel3end gereinigt und

anschlief3end lyophillisiert.

Ausbeute:  1.02 g (2.94 mmol, 92%) eines farblosen Feststoffes.

N XN "H-NMR (400 MHz, DMSO-de)3/ppm= 8.48
]
s o % N N/)\NH (s, 1H, H-6), 8.16 (s, 1H, H-8), 4.65 (dddd,
2
NH, O—h—0 1H, J= 8.4 Hz, J= 8.4 Hz, J= 8.4 Hz, J= 8.4
%o Hz, H-17), 3.73-3.62 (m, 2H, H-6"), 2.35-
@NH4

2.20 (m, 2H, H-5", H-4"), 2.14-2.03 (m, 1H,
H-27), 1.92-1.54 (m, 4H, H-2", H-3", H-5"); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)3/ppm=
160.7 (C-2), 154.0 (C-4), 150.0 (C-6), 141.0 (C-8), 128.0 (C-5), 69.0 (d, J= 5.3 Hz, C-
6°), 56.1 (C-17), 39.1 (d, J= 7.6 Hz, C-4"), 36.0 (C-57), 32.2 (C-2°), 27.3 (C-3°); *'P-
NMR (162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-dg)3/ppm= 0.30; IR (KBr): v [cm™] = 3444,
3325, 3170, 2949, 1651, 1619, 1579, 1430, 1131, 964; mp= 225-230 °C; MS (HR-
FAB): calcd. 314.102 (M+3H"); found 314.102; C11H22N;04P; Mol. Wt.: 347.31

Bis-(tetra-n-butylammonium)carba-iso-ddA 202b

Die Reaktion wurde nach AAV 10 (Variante A) durchgefuhrt. 0.1 g Di-ammonium-
carba-iso-ddAMP (0.29 mmol, 1.0 Aqg.) wurden zunachst protoniert und dann mit
N(Bu)sOH (40%ige Ldésung in Wasser m/m) bis zum Neutralpunkt titriert. Nach

Gefriertrocknung konnten nur Zersetzungsprodukte gefunden werden.

Die Reaktion wurde nach AAV 10 (Variante B) durchgefuhrt. Es wurden 70 mg Di-
ammonium-carba-iso-ddAMP (0.20 mmol, 1.0 Aq.) in einem Schlenk-Kolben in 5 mL

dest. Wasser gelést und 218 mg N(Bu)sOH (40%ige Ldésung in Wasser m/m,
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entsprechend 87 mg, 0.34 mmol, 1.7 Aq.), gelost in 5 mL dest. Wasser, versetzt. Das

Produkt wurde zur Isolierung lyophillisiert.

Anmerkung: Der Einfachheit halber ist in der Uberschrift vom doppelten Gegenion die
Rede. Tatsachlich wurden nur 1.6 Gegenionen ausgetauscht. Bei den verbliebenen
0.4 Gegenionen musste es sich um ein Ammoniumion oder ein Proton handeln. Die

Molmasse wurde aus den anteilig gewichteten Massen errechnet.

Ausbeute: 140 mg (gewichtete Molmasse 724.6 g/mol; 0.193 mmol, 96%) eines

gelben Feststoffes.

% </N | \)N\ '"H-NMR (400 MHz, DMSO-
/\/\6,9\] o d@o_ﬁ_o N N/ NH, ds)o/ppm= 8.53 (s, 1H, H-6), 8.25
NVAVA | (s, 1H, H-8), 6.51 (s, 2H, NH,),

é ac %0 @ 4.74-462 (m, 1H, H-1"), 3.65-
/\/\%; 3.58 (m, 2H, H-67), 3.20-3.10 (m,
vV 12H, H-a), 2.30-2.16 (m, 2H, H-

é 5, H-4"), 2.08-1.92 (m, 2H, H-2",

H-57), 1.88-1.60 (m, 3H, H-2", H-3"), 1.62-1.48 (m, 12H, H-b), 1.36-1.22 (m, 12H, H-
c), 0.92 (t, 19H, J= 7.4 Hz, H-d); C43HgsN7O4P; Mol. Wt.: 796.16

Di-ammonium-3"-0-acetyl-BVdUMP 203a

Die Reaktion wurde gemal AAV 9 (Variante B) durchgefihrt. Es wurden 375 mg 3'-
0-Acetyl-BVdU (1.00 mmol, 1.0 Aq.) in 2.0 mL abs. Acetonitril mit 0.40 mL dest.
POCI3 (4.4 mmol, 4.4 Ag.), 0.36 mL abs. Pyridin (d= 0.982 g/mL, 4.4 mmol, 4.4 Aq.)
und 40 pL dest. Wasser (d= 1.00 g/mL, 2.22 mmol, 2.2 Aq.) umgesetzt. Durch RP-18
Chromatographie mit Wasser wurde das Produkt zunachst gereinigt. Nachdem der
Kolben mit Produkt auf dem Boden zerschlagen und die Reste aufgefegt waren,
wurde eine erneute RP-18 Chromatographie mit Wasser (+2% Acetonitril)
durchgefuhrt. Die Chromatographie war recht umstandlich, da wahrend der Reaktion
die Acetylgruppe anteilig abgespalten worden war. Es konnte daher nur wenig reines

Produkt wegen zahlreicher Mischfraktionen isoliert werden.
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Ausbeute: 40.0 mg (0.082 mmol, 8%) eines farblosen Feststoffes.
0 s, 'H-NMR (400 MHz, D,O)s/ppm= 7.98 (s,
HNJj/:/ 1H, H-6), 7.29 (d, 1H, J= 13.8 Hz, BVU-H-
O)\N | 8), 6.95 (d, 1H, J= 13.8 Hz, BVU-H-7), 6.37
ONH. @o_ﬁl_o (dd, 1H, J= 5.9 Hz, J= 8.6 Hz, H-1'), 5.43-
o % o 5.38 (m, 1H, H-3"), 4.45-4.37 (m, 1H, H-4"),
NH, o 4.17-4.12 (m, 2H, H-5°), 2.60-2.38 (m, 2H,
)ZO H-2°), 2.16 (s, 3H, Ac); ">C-NMR (101 MHz,

D,0)8/ppm= 173.6 (C=0), 163.7 (C-4), 150.7 (C-2), 138.7 (C-6), 128.2 (BVU-C-7),
112.0 (C-5), 109.2 (BVU-C-8), 85.6 (C-1°), 83.7 (d, J= 8.7 Hz, C-4°), 75.5 (C-3"), 65.0
(d, J= 4.8 Hz, C-5°), 36.9 (C-2°), 20.5 (Ac); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled,
D,0)5/ppm= 0.03; IR (KBr): v [cm™"] = 3431, 3230, 1708, 1605, 1243, 1064; mp = 190
°C (decomposition); R¢ (H.O, RP-18)= 0.33; MS (ESI): calcd. 453, 455 (M’); found
453, 455; C13H2BrN4OgP; Mol. Wt.: 489.21

Bis-(tetra-n-butylammonium)3’-0-acetyl-BVdUMP 203b

Die Reaktion wurde nach AAV 10 (Variante A) durchgefiihrt. 10 mg Di-Ammonium-
3’-O-acetyl-BVAUMP (20 pmol, 1.0 Aqg.) wurden zunéchst protoniert und dann mit
N(Bu)sOH (40%ige Ldésung in Wasser m/m) bis zum Neutralpunkt titriert. Nach
Gefriertrocknung wurde im NMR-Spektrum ein Gemisch aus Bis-(tetra-n-
butylammonium)3’-O-acetyl-BVAUMP und dem deacetylierten Produkt Bis-(tetra-n-
butylammonium)BVdUMP gefunden. Nach einem Tag wurde erneut ein NMR-
Spektrum aufgenommen, in welchem eine fast vollstindige Deacetylierung
festgestellt werden konnte. Nach Gefriertrocknung und erneuter Aufnahme eines
NMR-Spektrums war das Signal der Acetylgruppe im "H-NMR verschwunden. Fiir die
nachfolgende Synthese wurde daher das frisch hergestellte Bis-(tetra-n-

butylammonium)3’-O-acetyl-BVAUMP ohne Charakterisierung sofort eingesetzt.

Ausbeute: n.b.
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C45ngBrN409P; Mol. Wt.: 938.06
0]

____ _Br

Vi
$

=0

%W

Di-ammonium-3"-0-iso-butyryl-BVdUMP 204a

Die Reaktion wurde gemals AAV 9 (Variante B) durchgefuhrt. Es wurden 455 mg 3'-
O-iso-butyryl-BVdU (1.13 mmol, 1.0 Ag.) in 2.0 mL abs. Acetonitril mit 0.45 mL dest.
POCI; (5.0 mmol, 4.4 Aq.), 0.41 mL abs. Pyridin (d= 0.982 g/mL, 5.0 mmol, 4.4 Aq.)
und 45 plL dest. Wasser (d= 1.00 g/mL, 2.5 mmol, 2.2 Aqg.) umgesetzt. Zur
Neutralisation wurden in diesem Fall genau 2.73 g Ammoniumhydrogencarbonat (ca.
35 mmol) zugegeben und nicht durch einen Uberschuss neutralisiert. Durch RP-18
Chromatographie mit Wasser wurden zunachst die Phosphatsalze abgetrennt. Dann
wurde das Produkt mit Wasser/Acetonitril 9:1 v/v eluiert. Da beim Auftragen auf die
Saule relativ viel Acetonitril zum Lésen zugegeben werden musste, eluierte ein Telil
des Produktes mit den Phosphatsalzen. Diese Fraktion wurde lyophillisiert und auf
die gleiche Weise erneut chromatographiert. Das Produkt wurde vereint und
lyophillisiert. Es wurden zudem einige Mischfraktionen erhalten, die das vermutlich

anteilig deacylierte Produkt enthielten.

Ausbeute:  0.25 g (0.49 mmol, 43%) eines farblosen Feststoffes.

Q@ B "M-NMR (400 MHz, DMSO-ds)8/ppm= 8.36

ﬁ\)j/_/ (s, 1H, H-6), 7.41 (d, 1H, J= 13.6 Hz, BVU-

F N H-8), 7.13 (d, 1H, J= 13.6 Hz, BVU-H-7),

ONH, eo—lFll’—o 6.24 (dd, 1H, J= 5.6 Hz, J= 9.1 Hz, H-1°),
o ° 5.31-5.25 (m, 1H, H-3"), 4.10-4.05 (m, 1H,

N O H-4), 3.93-3.84 (m, 2H, H-5°), 2.57 (sept,

xo 1H, J= 7.0 Hz, CH-i-Bu), 2.42-2.15 (m, 2H,
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H-2°), 1.10 (d, 6H, J= 7.0 Hz, CHs); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)5/ppm= 175.6
(C=0), 161.7 (C-4), 149.4 (C-2), 139.3 (C-6), 129.9 (BVU-C-7), 110.6 (C-5), 107.2
(BVU-C-8), 84.1 (C-1°), 83.7 (d, J= 7.5 Hz, C-4"), 75.4 (C-3°), 64.1 (d, J= 4.5 Hz, C-
5%, 36.8 (C-2°), 33.0 (CH-i-Bu), 18.6 (CHs); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled,
DMSO-dg)d/ppm= -0.64; IR (KBr): v [cm™] = 3421, 3205, 3069, 2976, 2360, 1720,
1469, 1191, 1115, 953; mp=191 °C; R; (H.O/MeCN 9:1 v/v, RP-18)= 0.50; MS (HR-
FAB): calcd. 483.017, 485.015 (M+3H"); found 483.018, 485.017; C15H2sBrN4OgP;
Mol. Wt.: 517.27

Bis-(tetra-n-butylammonium)3’-0-iso-butyryl-BVdUMP 204b

Die Reaktion wurde nach AAV 10 (Variante A) durchgefuhrt. 0.10 g Di-ammonium-3°-
O-iso-butyryl-BVAUMP (0.19 mmol, 1.0 Aq.) wurden zunachst protoniert und dann
mit 213 mg N(Bu)sOH (40%ige Losung in Wasser m/m, entsprechend 85 mg, 0.33
mmol, 1.7 Aq.), geldst in 5 mL dest. Wasser, versetzt. Wegen der Erfahrungen bei
dem 3’-O-Acetyl-BVdUMP-Derivat wurde das Produkt sofort fur die weitere

Umsetzung verwendet.

Ausbeute: 0.15 g (gewichtete Molmasse 925.1 g/mol, 0.16 mmol, 85%) eines

farblosen, hygroskopischen Feststoffes.

/\/\%; 0 B C47HgoBrN4OgP; Mol. Wt.: 966.12
W HN
o o Anmerkung: Der Einfachheit halber ist in
@O ,'-l,l. o der Uberschrift vom doppelten Gegenion
% o ; :. die Rede. Tatsachlich wurden nur 1.66
/\/\ﬁ\/\/ Gegenionen ausgetauscht. Bei den
%: verbliebenen 0.34 Gegenionen musste es

sich um ein Proton handeln.
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10.2.8 Synthese der Zielverbindungen

10.2.8.1 Synthese von cycloSal-Triestern

3-Methyl-cycloSal-dTMP (fur Modellreaktionen) 98a

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 25 mg dT
(103 umol, 1.0 Ag.) zweimal mit abs. Toluol coevaporiert, in 1 mL abs. DMF
aufgenommen und mit 36 pL abs. DIPEA (206 pumol, 2.0 Aq.) versetzt. Die Ldsung
wurde auf -20 °C geklhlt und dann 25 mg 3-Methylsaligenylchlorphosphit (124 umol,
1.2 Aq.), geldst in 0.5 mL abs. Toluol, tUber 30 min zugetropft. Nach beendeter
Zugabe wurde eine Stunde bei RT geruhrt. Die Losung wurde erneut auf -20 °C
geklhlt und mit 22 uL -BuOOH (5.5 M in n-Decan, 121 pmol, 1.2 Aq.) versetzt. Es
wurde auf RT erwarmt und die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde am Chromatotron mit DCM und einem Methanolgradienten von 0 bis 15%

gereinigt. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 29 mg (68 umol, 66%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch (1.0:0.9).

0 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)5/ppm= 11.31,

HN)ﬁ/ 11.30 (2xs, 1H, NH), 7.43, 7.41 (2xq, 1H, J= 1.2

5 P o O)\N | Hz, Hhet-6), 7.29-7.21 (m, 1H, H-6), 7.15-7.05 (m,
SN O/,lil_o 2H, H-4, H-5), 6.17 (2xdd, 1H, J= 6.8 Hz, J= 6.8
0 o Hz, H-17), 5.55-5.35 (m, 3H, H-7, OH), 4.39-4.17

(m, 3H, H-5", H-3°), 3.95-3.86 (m, 1H, H-4"),

2.21, 2.20 (2xs, 3H, CH3), 2.19-2.00 (m, 2H, H-
2°), 1.73, 1.70 (2xd, 3H, J= 1.0 Hz, Mene); >C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)s/ppm=
163.5 (Chet-4), 150.2 (Cher-2), 149 (C-2), 135.7, 135.6 (2xChe-6), 130.8 (C-4), 127.8
(C-3), 123.8 (2xC-6), 123.5 (C-5), 120.9 (2xC-1), 109.6, 109.5 (2xChet-5), 84.0 (2xd,
J= 6.7 Hz, C-4°), 83.9, 83.8 (2xC-1"), 69.8, 69.7 (2xC-3"), 68.3, 68.2 (2xd, J= 7.1 Hz,
C-7), 67.7-67.5 (m, C-5°), 38.5, 38.3 (2xC-2°), 14.7 (2xCHs), 11.9, 11.8 (2xMene);
YIP-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-dg)d/ppm= -8.97 (D1), -8.99 (D2);
C1gH21N2OgP; Mol. Wt.: 424.34

OH
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5-(tert-Butyl-propionyl)cycloSal-d4TMP 101

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 224 mg
d4T (1.00 mmol, 1.0 Aq.) in 15 mL abs. Acetonitril gelést, 0.27 mL abs. DIPEA (1.6
mmol, 1.6 Aqg.) zugegeben und auf -20 °C gekihlt. Zu der Lésung wurden innerhalb
von 20 min 367 mg 5-(tBu-prop)saligenylchlorphosphit (1.16 mmol, 1.2 Aq.), gelést in
2 mL abs. THF, getropft. Nach beendeter Zugabe wurde noch eine Stunde bei RT
geruhrt, erneut auf -20 °C gekuhlt und 0.20 mL #BuOOH (5.5 M in n-Decan, 1.1
mmol, 1.1 Aqg.) zugegeben. Nach 30 min bei RT wurden die Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde in DCM geldst und dreimal mit Wasser
gewaschen. Nach Trocknung Uber Natriumsulfat und Filtration wurde das Rohprodukt
am Chromatotron mit DCM und einem Methanolgradienten von 0 bis 5% gereinigt.

Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 041 g (0.78 mmol, 78%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 11.35
(s, 1H, NH), 7.25-7.14 (m, 3H, H-4, H-6, Hher-
6), 7.06, 7.03 (2xd, 1H, J= 8.5 Hz, H-3), 6.82,
6.80 (2xddd, 1H, J= 1.9 Hz, J= 1.9 Hz, J= 3.8
Hz, H-1°), 6.43, 6.36 (2xddd, 1H, J= 1.9 Hz,
J=1.9 Hz, J= 5.7 Hz, H-3"), 6.04-6.01 (m, 1H,
H-2°), 5.49-5.34 (m, 2H, H-7), 4.97-4.95 (m, 1H, H-4"), 4.35-4.25 (m, 2H, H-5"), 2.79
(t, 2H, J= 7.6 Hz, H-8), 2.54-2.50 (m, 2H, H-9), 1.69, 1.63 (2xs, 3H, Mene), 1.37, 1.36
(2xs, 9H, t-Bu); "*C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 171.5 (C-10), 163.9 (2XChet-
4), 150.9 (2xChe-2), 147.9 (d, J= 6.1 Hz, C-2), 137.1 (C-5), 135.9, 135.8 (2XChet-6),
133.0 (C-3°), 129.9, 129.8 (2xC-4), 129.1 (d, J= 4.1 Hz, C-1), 127.6, 127.5 (2xC-2°),
126.0 (2xC-6), 118.1 (d, J= 7.1 Hz, C-3), 109.9 (Cher-5), 89.4 (C-1°), 84.4, 84.3 (2xd,
J= 3.1 Hz, 2xC-4°), 80.0 (C-tBu), 68.5-68.4 (m, C-5°, C-7), 36.3 (C-9), 29.8 (C-8),
27.9 (CHs-tBu), 12.1, 12.0 (2xMene); >'P-NMR (202 MHz, 'H-decoupled, DMSO-
de)d/ppm= -8.02; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.37; Co4H29N200P; Mol. Wt.: 520.47
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5-(2-Carboxyethyl)cycloSal-d4TMP 49

Es wurden 0.40 g 5-(fert-Butyl-propionyl)cycloSal-d4TMP (0.77 mmol) in 120 mL
Dichlormethan gelést und 19 mL TFA Zzugegeben. Nach 45 min wurden die
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt am
Chromatotron mit DCM/MeOH(+0.5 % HOAc) 9:1 gereinigt. Das Produkt wurde
gefriergetrocknet.

Ausbeute: 0.34 g (0.73 mmol, 95 %) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1:0.9

Q 0 "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 12.18

9 10 0H HN (s, 1H, COOH), 11.34 (2xs, 1H, NH), 7.31-
8 8 1t . O)\N 7.25 (m, 1H, H-4), 7.22-7.18 (m, 1H, Hyer-6),
i o 7.17-7.08 (m, 2H, H-3, H-6), 6.80 (ddd, 1H,

3 294 o J= 1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J= 3.5 Hz, H-1"), 6.41,

6.36 (2xddd, 1H, J= 1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J= 6.0
Hz, H-3°), 6.05-5.98 (m, 1H, H-2"), 5.54-5.30 (m, 2H, H-7), 5.00-4.92 (m, 1H, H-4"),
4.38-4.25 (m, 2H, H-5"), 2.90-2.74 (m, 2H, H-8), 2.55-2.46 (m, 2H, H-9), 1.66, 1.59
(2xd, 3H, J= 1.0 Hz, Mene); *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds)8/ppm= 173.4 (C-10),
163.6 (2XxChet-4), 150.6 (2xChet-2), 147.7 (d, J= 5.4 Hz, C-2), 135.6, 135.5 (2XChet-6),
132.8, 312.7 (C-3°), 130.0 (2xC-4), 129.7, 129.6 (2xC-5), 127.3 (2xC-2°), 124.1 (2xC-
6, 2xC-3), 121.4 (d, J= 8.9 Hz, C-1), 109.6 (Chet-5), 89.1, 89.0 (2xC-1"), 84.1, 84.0
(2xC-4°), 68.6-68.1 (m, C-5", C-7), 33.3, 33.2 (C-9), 24.0 (C-8), 11.8, 11.7 (2xMeney);
¥IP.NMR (202 MHz, 'H-decoupled, DMSO-dg)3/ppm= -8.73, -8.79; R; (DCM/MeOH
9:1 v/v)= 0.10; C2oH21N20gP; Mol. Wt.: 464.36

5-(GlyOMe-prop)cycloSal-d4TMP 87a

Die Reaktion wurde gemald AAV 6 (Variante A) durchgefuhrt. Es wurden 30 mg 5-(2-
Carboxyethyl)cycloSal-d4TMP (65 pmol, 1.0 Aq.), 22 uL DIPEA (0.13 mmol, 2.0 Aq.),
16 mg Glycinmethylester-hydrochlorid (0.13 mmol, 2.0 Ag.), 11 mg HOBt (72 pmol,
1.1 Ag.) und 18 mg DCC (85 umol, 1.3 Aq.) in insgesamt 1 mL abs. DMF umgesetzt.
Das Produkt wurde lyophillisiert.
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Ausbeute: 29 mg (54 umol, 83%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.8

'H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢)d/ppm= 11.34
(2xs, 1H, NHper), 8.33 (t, 1H, J= 5.8 Hz, NH-
11), 7.30-7.24 (m, 1H, H-4), 7.20, 7.19 (2xq,
1H, J= 1.2 Hz, H-6het), 7.15-7.08 (m, 2H, H-6,
H-3), 6.82-6.76 (m, 1H, H-1'), 6.42, 6.36
(2xddd, J= 1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"),
6.05-5.98 (m, 1H, H-2"), 5.53-5.30 (m, 2H, H-7), 5.00-4.90 (m, 1H, H-4"), 4.40-4.21
(m, 3H, H-12, H-5°), 3.82 (2xd, 2H, J= 5.8 Hz, H-12), 3.61 (s, 3H, OMe), 2.90-2.77
(m, 2H, H-8), 2.47-2.36 (m, 2H, H-9), 1.66, 1.59 (2xd, 3H, J= 0.9 Hz, Mep); >C-NMR
(101 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 171.5 (2xC-10), 170.4 (C-13), 163.6 (Che-4), 150.6
(2xChet-2), 147.6 (M, C-2), 135.7, 135.5 (2xChet-6), 132.8, 132.7 (2xC-3"), 130.1 (m,
C-5), 130.0 (2xC-4), 127.3 (2xC-2°), 124.1, 123.9 (C-6, C-3), 121.3 (d, J= 9.1 Hz, C-
1), 109.6 (2XChet-5), 89.1 (2xC-1), 84.1 (d, J= 7.5 Hz, C-4"), 68.6-68.4 (m, C-5),
68.3-68.1 (m, C-7), 51.6 (OMe), 40.5 (C-12), 34.5, 34.4 (2xC-9), 24.3 (C-8), 11.8,
11.7 (2xMenet); >'"P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-dg)8/ppm= -8.71 (D1), -
8.77 (D2); IR (KBr): v [cm™] = 3338, 3072, 2953, 1748, 1690, 1466, 1288, 1247,
1187, 1026, 944; UV (HPLC): Amax= 265 nm; HPLC, Methode 1: tg [min]= 10.56,
10.80; mp= 68-69 °C; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.31; MS (HR-FAB): calcd. 536.143
(M+H"); found 536.143; C23H26N3010P; Mol. Wt.: 535.44

5-(L-AlaOMe-prop)cycloSal-d4TMP 88a

Die Reaktion wurde gemald AAV 6 (Variante A) durchgefuhrt. Es wurden 50 mg 5-(2-
Carboxyethyl)cycloSal-d4TMP (108 umol, 1.0 Aq.), 38 uL DIPEA (0.22 mmol, 2.0
Aqg.), 30 mg L-Alaninmethylester-hydrochlorid (0.22 mmol, 2.0 Aq.), 18 mg HOBt
(0.12 mmol, 1.1 Aq.) und 30 mg DCC (0.14 mmol, 1.3 Aq.) in insgesamt 1 mL abs.
DMF umgesetzt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit DCM/MeOH
9:1 v/v gereinigt. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 56 mg (102 umol, 94%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.9
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o 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)d/ppm= 11.34,
11.33 (2xs, 1H, NHhet), 8.31, 8.30 (2xd, 1H, J=

ﬁ\)j/ 6.9 Hz, NH-11), 7.28-7.22 (m, 1H, H-4), 7.20,
o~ N 7.19 (2xq, 1H, J= 1.2 Hz, H-61¢1), 7.15-7.08 (m,
2H, H-6, H-3), 6.82-6.76 (m, 1H, H-1"), 6.42,
— 6.35 (2xddd, J= 1.8 Hz, J= 1.8 Hz, J= 6.0 Hz,

H-3), 6.05-5.99 (m, 1H, H-2"), 5.52-5.30 (m, 2H, H-7), 5.00-4.90 (m, 1H, H-4"), 4.40-
4.20 (m, 3H, H-12, H-5"), 3.61, 3.60 (2xs, 3H, OMe), 2.87-2.75 (m, 2H, H-8), 2.47-
2.35 (m, 2H, H-9), 1.66, 1.59 (2xd, 3H, J= 1.1 Hz, Meqe), 1.25, 1.23 (2xd, 3H, J= 7.3
Hz, Me); "*C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 173.1 (C-13), 170.9, 170.8 (2xC-10),
163.6 (2XChet-4), 150.6 (2xChet-2), 147.6 (2xd, J= 7.1 Hz, C-2), 135.6, 135.5 (2XChret-
6), 132.8, 132.7 (2xC-37), 130.1 (2xd, J= 5.6 Hz, C-5), 130.0 (C-4), 127.3, 127.2
(2xC-27), 124.1-123.9 (m, C-6, C-3), 121.3 (d, J= 8.8 Hz, C-1), 109.6 (Cret-5), 89.1,
89.0 (2xC-17), 84.0 (d, J= 7.4 Hz, C-4"), 68.5-68.0 (m, C-7, C-5"), 51.7 (OMe), 47.4
(2xC-12), 34.4, 34.2 (C-9), 24.2 (2xC-8), 16.9 (Me), 11.8, 11.6 (2xMener); *'P-NMR
(162 MHz, "H-decoupled, DMSO-dg)5/ppm= -8.71 (D1), -8.74 (D2); IR (KBr): v [cm™]
= 3354, 3186, 2952, 1743, 1712, 1669, 1467, 1299, 1248, 996, 943; UV (HPLC):
Amax= 265 nm; HPLC, Methode 1: tg [min]= 11.17, 11.47; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)=

0.42; MS (HR-FAB): calcd. 550.159 (M+H"); found 550.161; Cz4H2sN30+10P; Mol. Wt.:
549.47

5-(D-AlaOMe-prop)cycloSal-d4TMP 88b

Die Reaktion wurde gemald AAV 6 (Variante B) durchgefuhrt. Es wurden 40 mg 5-(2-
Carboxyethyl)cycloSal-d4TMP (86 pmol, 1.0 Aqg.), 30 uL DIPEA (0.17 mmol, 2.0 Aq.),
25 mg D-Alaninmethylester-hydrochlorid (0.18 mmol, 2.0 Aqg.), 15 mg HOBt (112
umol, 1.3 Ag.) und 24 mg DCC (112 pumol, 1.3 Aq.) in 1 mL abs. DMF umgesetzt.
Das Produkt wurde am Chromatotron mit Ethylacetat und einem Methanolgradienten
von 0 bis 2% gereinigt Da das Produkt immer noch DCC enthielt, wurde es in
Acetonitril aufgenommen und filtriert. Das Filtrat wurde erneut, diesmal mit DCM, am

Chromatotron gereinigt. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 17 mg (31 umol, 36%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.9



Experimentalteil 318

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)5/ppm= 11.35,

11.34 (2xs, 1H, NHhet), 8.27 (d, 1H, J= 6.5 Hz,
| NH-11), 7.23-7.15 (m, 2H, Hne-6, H-4), 7.11-

7.09 (m, 1H, H-6), 7.03, 7.00 (2xd, 1H, J= 8.4

Hz, H-3), 6.82-6.75 (m, 1H, H-1"), 6.42, 6.35

(2xddd, J= 1.6 Hz, J= 1.6 Hz, J= 6.1 Hz, H-3"),
6.04-5.98 (m, 1H, H-2"), 5.50-5.30 (m, 2H, H-7), 5.00-4.90 (m, 1H, H-4"), 4.35-4.20
(m, 3H, H-12, H-5"), 3.60 (s, 3H, OMe), 2.78 (t, 2H, J= 7.2 Hz, H-8), 2.39 (t, 2H, J=
7.5 Hz, H-9), 1.68, 1.62 (2xd, 3H, J= 0.9 Hz, Menet), 1.23, 1.22 (2xd, 3H, J= 7.3 Hz,
Me); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 173.1 (C-13), 171.1 (C-10), 163.7 (Cher-
4), 150.6 (2XCher-2), 147.7, 147.6 (2xd, J= 7.0 Hz, C-2), 137.5 (C-5), 135.6 (2XChet-6),
132.8 (2xC-3°), 129.5 (2xC-4), 127.2 (2xC-2°), 125.7 (C-6), 120.8 (d, J= 8.7 Hz, C-1),
117.8, 117.7 (2xd, J= 8.5 Hz, C-3), 109.6 (Chet-5), 89.1 (C-1°), 84.0 (d, J= 7.6 Hz, C-
4°), 68.5-68.1 (m, C-7, C-5"), 51.7 (OMe), 47.4 (C-12), 36.2 (C-9), 29.9 (C-8), 16.9
(Me), 11.9, 11.8 (2xMenet); >'"P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-dg)5/ppm= -
9.25 (D1), -9.28 (D2); IR (KBr): v [cm™"] = 3434, 3066, 2936, 1741, 1691, 1670, 1458,
1288, 1251, 1206, 1029, 996; UV (HPLC): Amax= 266 nm; HPLC, Methode 1: tg [min]=
13.63; Ri (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.45; MS (HR-ESI*): calcd. 572.141 (M+Na*); found
572.142; C24H28N3010P; Mol. Wt.: 549.47

5-(L-ProOMe-prop)cycloSal-d4TMP 90a

Die Reaktion wurde gemal AAV 6 (Variante A) durchgefuhrt. Es wurden 50 mg 5-(2-
Carboxyethyl)cycloSal-d4TMP (108 umol, 1.0 Ag.), 38 uL DIPEA (0.22 mmol, 2.0
Aq.), 37 mg L-Prolinmethylester-hydrochlorid (0.22 mmol, 2.0 Aq.), 18 mg HOBt (0.12
mmol, 1.1 Ag.) und 30 mg DCC (0.14 mmol, 1.3 Aq.) in insgesamt 1 mL abs. DMF
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde zunachst saulenchromatographisch mit
DCM/MeOH 9:1 v/v gereinigt. Es wurde eine weitere Chromatographie am
Chromatotron mit DCM und einem Methanol-Gradienten von 0 bis 5% durchgefuhrt.

Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 51 mg (89 umol, 82%) eines farblosen Feststoffes als Diastereomeren-

und Rotamerengemisch.
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"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 11.34 (s,
1H, NHpet), 7.35-7.25 (m, 1H, H-4), 7.22, 7.19
(2xq, 1H, J= 1.2 Hz, H-6het), 7.16-7.07 (m, 2H,
H-6, H-3), 6.82-6.78 (m, 1H, H-1"), 6.42, 6.35
(2xddd, J= 1.6 Hz, J= 1.6 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"),
6.06-5.98 (m, 1H, H-2°), 5.54-5.30 (m, 2H, H-
7), 5.00-4.90 (m, 1H, H-4"), 4.60-4.20 (m, 3H,
H-12, H-57), 3.67, 3.54, 3.61, 3.60 (4xs, 3H, OMe), 3.55-3.37 (m, 2H, H-11a), 2.81,
2.80 (2xt, 2H, J= 7.5 Hz, H-8), 2.55 (t, 2H, J= 7.6 Hz, H-9), 2.34-2.08 (m, 1H, H-11c¢),
2.06-1.70 (m, 3H, H-11b, H-11c¢), 1.65, 1.62, 1.60, 1.59 (4xd, 3H, J= 0.8 Hz, Mene);
BC-NMR (101 MHz, DMSO-dg)d/ppm= 172.4 (2xC-13), 169.6, 169.5 (C-10), 163.6
(Chet-4), 150.6 (2xChet-2), 147.7, 147.6 (2xd, J= 7.4 Hz, C-2), 136.7 (C-5), 135.6,
135.5 (2xChe-6), 132.7, 132.6 (2xC-3"), 130.3, 130.2 (2xC-4), 127.3, 127.2 (2xC-2°),
124.0 (C-6, C-3), 121.4, 121.3 (2xd, J= 8.6 Hz, C-1), 109.6 (2xChet-5), 89.1, 89.0 (C-
1°), 84.0 (d, C-4°, J= 7.6 Hz), 68.5-68.1 (m, C-7, C-5°), 58.1 (2xC-12), 51.6 (OMe),
46.3 (2xC-11a), 33.4, 33.2 (2xC-9), 28.7 (C-11c), 24.2 (C-11b), 23.7 (C-8), 11.7, 11.6
(2xMener); 2'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-dg)d/ppm= -8.47 (D1), -8.75
(D2); IR (KBr): v [cm™] = 3448, 3189, 2954, 1742, 1691, 1643, 1464, 1289, 1190,
1025, 941; UV (HPLC): Amax= 264 nm; HPLC, Methode 1: tg [min]= 11.92, 12.16; mp=
68-71 °C; R (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.34; MS (HR-FAB): calcd. 576.175 (M+H");
found 576.178; C2sH30N30+10P; Mol. Wt.: 575.50

5-(GlyOBn-prop)cycloSal-d4TMP 87b

Die Reaktion wurde gemald AAV 6 (Variante A) durchgefuhrt. Es wurden 50 mg 5-(2-
Carboxyethyl)cycloSal-d4TMP (108 umol, 1.0 Aq.), 38 uL DIPEA (0.22 mmol, 2.0
Aq.), 73 mg Glycinbenzylester-para-toluolsulfonat (0.22 mmol, 2.0 Aq.), 18 mg HOBt
(0.12 mmol, 1.1 Aq.) und 30 mg DCC (0.14 mmol, 1.3 Aqg.) in insgesamt 1 mL abs.
DMF umgesetzt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch mit DCM/MeOH
15:1 v/v gereinigt. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 51 mg (84 umol, 78%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.9
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)d/ppm= 11.34,
11.33 (2xs, 1H, NHher), 8.38 (2xt, 1H, J= 5.8
Hz, NH-11), 7.40-7.30 (m, 5H, Hay), 7.28-7.23
(m, 1H, H-4), 7.20, 7.19 (2xq, 1H, J= 1.2 Hz,
Hhet-6), 7.14-7.06 (m, 2H, H-6, H-3), 6.81-6.78
(m, 1H, H-1), 6.41, 6.35 (2xddd, 1H, J= 1.7
Hz, J= 1.7 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"), 6.05-5.97 (m, 1H, H-2"), 5.51-5.30 (m, 2H, H-7), 5.12
(s, 2H, H-14), 4.98-4.92 (m, 1H, H-4°), 4.38-4.22 (m, 2H, H-5), 3.89, 3.88 (2xd, 2H,
J= 5.9 Hz, H-12), 2.89-2.75 (m, 2H, H-8), 2.47-2.40 (m, 2H, H-9), 1.66, 1.58 (2xd, 3H,
J= 1.1 Hz, Mene); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 171.6 (2xC-10), 169.8 (C-
13), 163.7 (2XChet-4), 150.7 (2xChe-2), 147.7-147.6 (m, C-2), 135.9 (C-5), 135.7,
135.6 (2xChet-6), 132.8, 132.7 (2xC-3"), 130.1 (Cary), 130.0 (2xC-4),128.4 (2xCary),
128.0 (Cary), 127.9 (2XCary), 127.3 (2xC-2°), 124.1 (2xC-6), 121.3 (d, J= 9.3 Hz, C-1),
117.5 (m, C-3), 109.7 (2XChet-5), 89.1 (2xC-17), 84.1 (d, J= 7.3 Hz, C-4°), 68.5-68.1
(m, C-7, C-5°), 65.8 (C-14), 40.7 (C-12), 34.6, 34.5 (2xC-9), 24.3 (C-8), 11.8, 11.7
(2xMener); 2'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-dg)d/ppm= -8.70 (D1), -8.77
(D2); IR (KBr): v [cm™] = 3337, 3068, 2945, 1747, 1690, 1466, 1286, 1248, 1189,
1016, 994; UV (HPLC): Amax= 265 nm; HPLC, Methode 1: tz [min]= 14.16, 14.37; mp=
79-81 °C; Ri (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.41; MS (HR-FAB): calcd. 612.175 (M+H");
found 612.178; C2oH30N301oP; Mol. Wt.: 611.54

5-(L-AlaOBn-prop)cycloSal-d4TMP 88c

Die Reaktion wurde gemald AAV 6 (Variante A) durchgefuhrt. Es wurden 30 mg 5-(2-
Carboxyethyl)cycloSal-d4TMP (65 pmol, 1.0 Aqg.), 22.3 uL DIPEA (0.13 mmol, 2.0
Aq.), 46 mg L-Alaninbenzylester-para-toluolsulfonat (0.13 mmol, 2.0 Ag.), 11 mg
HOBt (72 pmol, 1.1 Ag.) und 18 mg DCC (85 umol, 1.3 Aq.) in insgesamt 1 mL abs.
DMF umgesetzt. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron mit Ethylacetat und einem

Methanolgradienten von 0 bis 5% gereinigt. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 36 mg (58 umol, 88%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.9
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Anmerkung: Die einzelnen Diastereomere konnten an der praparativen HPLC bis zu
einem Verhaltnis von je 9:1 angereichert werden. Die Konfiguration am
Phosphoratom konnte jedoch weder durch NOESY-Spektroskopie noch durch CD-
Spektroskopie zugeordnet werden. Die Daten sind als zwei Satze angegeben
(fast/slow). Diese Bezeichnung bezieht sich auf die HPLC-Retentionszeit. Das IR

bezieht sich auf das nicht angereicherte Diastereomerengemisch.

o fast: "H-NMR (400 MHz, MeOD)&/ppm= 7.40-
1{\}/1%3(0\/© 0 7.27 (M, 6H, Hher-6, Hay), 7.20 (d, 1H, J= 8.4
'2; 5 M ﬁ\)j/ Hz, H-4), 7.06 (s, 1H, H-6), 6.98 (d, 1H, J= 8.4

779 0 N Hz, H-3), 6.90 (ddd, 1H, J= 1.6 Hz, J= 1.6 Hz,

h—0 J= 3.5 Hz, H-1), 6.41 (ddd, 1H, J= 1.4 Hz, J=

3 © ~O 1.4 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"), 6.01-5.96 (m, 1H, H-
2°), 5.37 (dd, 2H, J= 9.4 Hz, J= 14.0 Hz, H-7), 5.15 (s, 2H, H-14), 5.02-4.96 (m, 1H,

H-4°), 4.45-4.37 (q, 1H, J= 7.3 Hz, H-12), 4.40-4.30 (m, 2H, H-5°), 2.95-2.80 (m, 2H,

H-8), 2.50 (t, 2H, J= 7.4 Hz, H-9), 1.77 (s, 3H, Mene), 1.33 (d, 3H, J= 7.3 Hz, Me);

3C-NMR (101 MHz, MeOD)&/ppm= 174.8 (C-13), 174.1 (C-10), 166.4 (Cpe-4), 152.8

(Chet-2), 149.6 (d, J= 6.9 Hz, C-2),139.2 (Cary), 137.8 (Chet-6), 137.4 (C-5), 134.2 (C-

3°), 131.2 (d, J=1.0 Hz, C-4), 129.6 (2xCay), 129.3 (C-6), 129.1 (C-2’), 128.6

(2XxCary), 126.9 (Cary), 122.4 (d, J= 9.4 Hz, C-1), 119.3 (d, J= 8.7 Hz, C-3), 111.8

(Chet-5), 91.3 (C-1"), 86.0 (d, J= 7.8 Hz, C-4°), 70.1 (d, J= 6.7 Hz, C-7), 68.9 (d, J=

5.9 Hz, C-5°), 67.9 (C-14), 48.4 (C-12), 38.1 (C-9), 31.7 (C-8), 17.3 (Me), 12.5

(Menet); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, MeOD)s/ppm= -8.23; slow: "H-NMR (400

MHz, MeOD)&/ppm= 7.36-7.29 (m, 6H, Hner-6, Hary), 7.18 (d, 1H, J= 8.4 Hz, H-4),

7.05 (d, 1H, J= 1.7 Hz , H-6), 6.94 (d, 1H, J= 8.4 Hz, H-3), 6.87 (ddd, 1H, J= 1.7 Hz,

J= 1.7 Hz, J= 3.4 Hz, H-1"), 6.35 (ddd, 1H, J= 1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"),

6.00-5.96 (m, 1H, H-2°), 5.40-5.34 (m, 2H, H-7), 5.15 (s, 2H, H-14), 5.02-4.96 (m, 1H,

H-4°), 4.45-4.30 (m, 3H, H-12, H-5"), 2.95-2.80 (m, 2H, H-8), 2.50 (t, 2H, J= 7.5 Hz,

H-9), 1.77 (d, 3H, J= 1.1 Hz, Menet), 1.34 (d, 3H, J= 7.3 Hz, Me); "*C-NMR (101 MHz,

MeOD)d/ppm= 174.8 (C-13), 174.1 (C-10), 166.3 (Chet-4), 152.7 (Chet-2), 149.7 (C-2),

139.2 (Caryl), 137.7 (Chet-6, C-5), 134.0 (C-3°), 131.1 (C-4), 129.6 (2xCary), 129.3 (C-

6), 129.1 (C-2"), 128.6 (2xCary), 126.9 (Cary), 120.0 (C-1), 119.3 (d, J= 9.0 Hz, C-3),

111.8 (Chet-5), 91.4 (C-1), 86.0 (d, J= 7.6 Hz, C-4°), 70.2 (d, J= 6.6 Hz, C-7), 69.8 (d,

J= 5.9 Hz, C-57), 67.9 (C-14), 48.4 (C-12), 38.0 (C-9), 31.7 (C-8), 17.3 (Me), 12.4
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(Menet); 2'"P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, MeOD)&/ppm= -8.55; (fast/slow): IR
(KBr): v [em™] = 3327, 3066, 2931, 1742, 1691, 1670, 1458, 1286, 1085, 954; UV
(HPLC): Amax= 265 nm; HPLC, Methode 1: tz [min]= 15.16, 14.93; R; (DCM/MeOH 9:1
VIv)= 0.44; MS (HR-FAB): calcd. 626.190 (M+H"); found 626.194; CaoH3N3O10P;
Mol. Wt.: 625.56

5-(L-ProOBn-prop)cycloSal-d4TMP 90b

Die Reaktion wurde gemald AAV 6 (Variante B) durchgefuhrt. Es wurden 40 mg 5-(2-
Carboxyethyl)cycloSal-d4TMP (86 umol, 1.0 Ag.), 30 uL DIPEA (0.17 mmol, 2.0 Aq.),
42 mg L-Prolinbenzylester-hydrochlorid (0.17 mmol, 2.0 Aqg.), 15 mg HOBt (112
umol, 1.3 Ag.) und 24 mg DCC (112 pumol, 1.3 Aq.) in 2 mL abs. DMF umgesetzt.
Das Produkt wurde am Chromatotron mit Ethylacetat und einem Methanolgradienten

von 0 bis 2% gereinigt und anschliel3end lyophillisiert.

Ausbeute: 46 mg (71 umol, 83%) eines farblosen Feststoffes als Diastereomeren-

und Rotamerengemisch.

IRC 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)5/ppm= 11.35,
0 e J@ o 11.34 (2xs, 1H, NHper), 7.40-7.30 (m, 5H, Hary),
10 f%%o - HN)Jj/ 7.27-7.19 (m, 1H, H-4), 7.19, 7.16 (2xq, 1H, J=
6, O Py | 1.2 Hz, H-6her), 7.15-7.10 (m, 1H, H-6), 7.05-
7°¢ o~ N 6.95 (m, 1H, H-3), 6.82-6.76 (m, 1H, H-1"),
207 o 6.41, 6.35 (2xddd, J= 1.8 Hz, J= 1.8 Hz, J= 6.0
— Hz, H-3°), 6.05-5.98 (m, 1H, H-2"), 5.50-5.27

(m, 2H, H-7), 5.11 (s, 2H, H-14), 4.99-4.91 (m, 1H, H-4"), 4.40-4.20 (m, 3H, H-12, H-
5%), 3.55-3.37 (m, 2H, H-11a), 2.78 (t, 2H, J= 7.5 Hz, H-8), 2.57 (t, 2H, J= 7.6 Hz, H-
9), 2.25-2.10 (m, 1H, H-11cy), 1.94-1.78 (m, 3H, H-11b, H-11c,), 1.68, 1.61 (2xd, 3H,
J= 1.1 Hz, Meney); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 171.8 (C-13), 169.9 (C-10),
163.6 (Chet-4), 150.6 (2xCher-2), 147.7-147.5 (m, C-2), 137.6, 137.5 (2xCary), 136.0
(C-5), 135.8, 135.5 (2xCner-6), 132.8, 132.7 (2xC-3°), 129.7, 129.6 (2xC-4), 128.3
(2XCary)), 127.9 (Cary)), 127.5 (2xCary), 127.2 (2xC-27), 125.8, 125.7 (2xC-6), 120.7,
120.6 (2xd, J= 9.2 Hz, C-1), 117.8, 117.7 (2xC-3), 109.6 (2xChet-5), 89.1 (C-1°), 84.0
(d, J= 7.5 Hz, C-4°), 68.5-68.0 (m, C-7, C-5°), 65.6 (C-14), 58.5, 58.2 (2xC-12), 46.4,
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45.9 (2xC-11a), 35.0, 34.8 (2xC-9), 29.2 (C-8), 28.7 (C-11c), 24.3 (C-11b), 11.8, 11.7
(2xMener); 2'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-dg)d/ppm= -9.23 (D1), -9.29
(D2); IR (KBr): v [cm™] = 3435, 3067, 2953, 1742, 1691, 1647, 1452, 1299, 1249,
1029, 996; UV (HPLC): Amax= 265 nm; HPLC, Methode 2: tgr [min]= 15.55; mp= 83 °C;
Rr (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.58; MS (HR-ESI*): calcd. 674.188 (M+Na®); found
674.191; CsoH34N3010P; Mol. Wt.: 651.60

5-(L-Asp-di-OBn-prop)cycloSal-d4TMP 89a

Die Reaktion wurde gemald AAV 6 (Variante B) durchgefuhrt. Es wurden 18 mg 5-(2-
Carboxyethyl)cycloSal-d4TMP (39 umol, 1.0 Aq.), 14 uL DIPEA (78 umol, 2.0 Aq.),
38 mg L-Asparaginsauredibenzylester-para-toluolsulfonat (78 pmol, 2.0 Aq.), 6 mg
HOBt (61 pmol, 1.5 Ag.) und 11 mg DCC (51 pymol, 1.3 Aqg.) in 1 mL abs. DMF
umgesetzt. Das Produkt wurde am Chromatotron mit Ethylacetat und einem

Methanolgradienten von 0 bis 2% gereinigt und anschliel3end lyophillisiert.

Ausbeute: 25 mg (33 pmol, 85%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:1.0
'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)s/ppm=
@mo 12 11.36, 11.35 (2xs, 1H, NHn), 8.46 (2xd,
O Gog 0 Q 5 1H, J= 7.9 Hz, NH-11), 7.40-7.27 (m, 10H,
910H >80 - N Har), 7.22-7.12 (M, 2H, H-4, Hye-6), 7.10-
6, O )\)j/ 7.05 (m, 1H, H-6), 7.00, 6.97 (2xd, 1H, J=
5 o~ N 8.4 Hz, H-3), 6.82-6.76 (m, 1H, H-1"),
6.41, 6.35 (2xddd, 1H, J= 1.7 Hz, J= 1.7
— Hz, J= 6.0 Hz, H-3"), 6.04-5.97 (m, 1H, H-
2°), 5.48-5.28 (m, 2H, H-7), 5.11-5.03 (m, 4H, H-14, H-12c), 4.97-4.97 (m, 1H, H-4"),
4.77-4.68 (m, 1H, H-12), 4.38-4.20 (m, 2H, H-57), 2.93-2.70 (m, 4H, H-12a, H-8), 2.38
(t, 2H, J= 7.7 Hz, H-9), 1.68, 1.62 (2xd, 3H, J= 0.8 Hz, Mene); "*C-NMR (101 MHz,
DMSO-dg)8/ppm= 171.3 (2xC-10), 170.5 (C-12b), 169.7 (C-13), 163.7 (2XChe-4),
150.6 (2XxChet-2), 147.7, 147.6 (2xd, J= 4.3 Hz, C-2), 137.3 (Cs), 135.8, 135.7

(2xCary), 135.6 (2xCpet-6), 132.8, 132.7 (2xC-37), 129.5, 129.4 (2xC-4), 128.3
(4xCary1), 128.0 (2xCaryi), 127.9 (2XCary), 127.7 (2XCary), 127.3, 127.2 (2xC-27), 125.6
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(2xC-6), 120.7 (2xd, J= 9.4 Hz, C-1), 117.8 (2xd, J= 8,9 Hz, C-3), 109.6 (2xChet-5),
89.1 (C-1°), 84.0 (d, J= 7.6 Hz, C-4"), 68.4-68.0 (m, C-7, C-5°), 66.2 (C-12c), 65.8 (C-
14), 48.6 (C-12), 36.3 (C-12a), 35.7 (C-9), 29.9 (C-8), 11.9, 11.8 (2xMene); >'P-NMR
(162 MHz, "H-decoupled, DMSO-dg)s/ppm= -9.25 (D1), -9.31 (D2); IR (KBr): v [cm™"]
= 3431, 3065, 2930, 1736, 1690, 1498, 1456, 1287, 1206, 1029, 995; mp= 77 °C; R
(DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.59; MS (HR-ESI*): calcd. 782.209 (M+Na*); found 782.207;
CasH3sN3012P; Mol. Wt.: 759.69

5-(L-AlaOtBu-prop)cycloSal-d4TMP 88d

Die Reaktion wurde gemal} AAV 6 (Variante B) durchgefuhrt. Es wurden 60 mg 5-(2-
Carboxyethyl)cycloSal-d4TMP (129 umol, 1.0 Aq.), 45 uL DIPEA (0.26 mmol, 2.0
Aq.), 47 mg L-Alanin-tert-butylester-hydrochlorid (0.26 mmol, 2.0 Aq.), 22 mg HOBt
(142 pmol, 1.1 Ag.) und 36 mg DCC (0.17 mmol, 1.3 Ag.) in 1 mL abs. DMF
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron mit Dichlormethan und einem

Methanolgradienten von 0 bis 2% gereinigt. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 53 mg (90 umol, 70%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.9

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 11.35,
11.34 (s, 1H, NHhe), 8.14 (d, 1H, J= 7.0 Hz,
NH-11), 7.24-7.15 (m, 2H, Hper-6, H-4), 7.12-
7.07 (m, 1H, H-6), 7.02, 7.00 (2xd, 1H, J= 8.3
Hz, H-3), 6.82-6.75 (m, 1H, H-1"), 6.41, 6.34
(2xddd, J= 1.6 Hz, J= 1.6 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"),
6.03-5.98 (m, 1H, H-2"), 5.48-5.30 (m, 2H, H-7), 4.99-4.90 (m, 1H, H-4"), 4.36-4.20
(m, 2H, H-12, H-57), 4.09 (m, 1H, H-12), 2.82-2.70 (m, 2H, H-8), 2.38 (t, 2H, J= 7.5
Hz, H-9), 1.68, 1.62 (2xs, 3H, Mene), 1.38 (s, 9H, t-Bu), 1.23, 1.22 (2xd, 3H, J= 7.1
Hz, Me); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 171.9 (C-13), 170.9 (C-10), 163.6
(Chet-4), 150.6 (2XCher-2), 147.6 (m, C-2), 137.5 (C-5), 135.6 (2xCher-6), 132.8, 132.7
(2xC-3°), 129.5 (2xC-4), 127.2 (2xC-2°), 125.7, 125.6 (2xC-6), 120.7 (d, J= 9.4 Hz, C-
1), 117.8, 117.7 (2xd, J= 9.0 Hz, C-3), 109.6 (Cpet-5), 89.1 (C-17), 84.0 (d, J= 7.5 Hz,
C-4°), 80.1 (C-t-Bu), 68.3-68.1 (m, C-7, C-5°), 48.1 (C-12), 36.3 (C-9), 30.0 (C-8),
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27.5 (CHs-t-Bu), 16.9 (Me), 11.8, 11.7 (2xMenet); 'P-NMR (162 MHz, "H-decoupled,
DMSO0-dg)d/ppm= -9.15 (D1), -9.52 (D2); UV (HPLC): Amax= 265 nm; HPLC, Methode
1: tr [min]= 14.40, 14.77; R¢ (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.59; MS (HR-ESI*): calcd.
614.188 (M+Na"); found 614.190; C7H34N30+10P; Mol. Wt.: 591.55

5-(L-Ala-prop)cycloSal-d4TMP 88e

Es wurden 28 mg 5-(L-AlaOtBu-prop)cycloSal-d4TMP (47 pumol) in 10 mL DCM
gelost und 2 mL TFA zugegeben. Nach 2.5 h wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und das Rohprodukt mit Dichlormethan (+0.5% HOAc) und einem

Methanolgradienten von 1 bis 10% gereinigt. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 21 mg (39 umol, 83%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.9

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 12.39 (s,
1H, COOH), 11.35, 11.34 (2xs, 1H, NHpe), 8.14
(d, 1H, J= 7.2 Hz, NH-11), 7.24-7.15 (m, 2H,
Hhet-6, H-4), 7.12-7.07 (m, 1H, H-6), 7.02, 7.00
(2xd, 1H, J= 8.4 Hz, H-3), 6.81-6.77 (m, 1H, H-
1%, 6.41, 6.35 (2xddd, J= 1.6 Hz, J= 1.6 Hz, J=
6.0 Hz, H-3°), 6.03-5.98 (m, 1H, H-2"), 5.48-5.30 (m, 2H, H-7), 4.99-4.90 (m, 1H, H-
4°), 4.36-4.14 (m, 3H, H-12, H-5), 2.82-2.70 (m, 2H, H-8), 2.38 (t, 2H, J= 7.6 Hz, H-
9), 1.68, 1.62 (2xd, 3H, J= 1.0 Hz, Mene), 1.23, 1.22 (2xd, 3H, J= 7.3 Hz, Me); "°C-
NMR (101 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 174.2 (C-13), 170.9 (C-10), 163.7 (Chet-4), 150.6
(2xChe-2), 147.6 (M, C-2), 137.6 (C-5), 135.6 (2XChet-6), 132.8, 132.7 (2xC-3°), 129.5
(2xC-4), 127.3, 127.2 (2xC-2°), 125.7, 125.6 (2xC-6), 120.8 (d, J= 9.4 Hz, C-1),
117.8, 117.7 (2xd, J= 9.0 Hz, C-3), 109.6 (Cpe-5), 89.1 (C-17), 84.0 (d, J= 7.7 Hz, C-
4°), 68.4-68.1 (m, C-7, C-57), 47.3 (C-12), 36.3 (C-9), 30.0 (C-8), 17.1 (Me), 11.9,
11.8 (2xMener); >'"P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-dg)s/ppm= -9.27 (D1), -
9.30 (D2); IR (KBr): v [em™] = 3432, 3071, 2935, 1691, 1498, 1458, 1289, 1252,
1205, 1027, 996; UV (HPLC): Amax= 265 nm; HPLC, Methode 1: tg [min]= 8.45; mp=
82 °C; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.30; MS (HR-ESI*): calcd. 558.125 (M+Na*); found
558.122; C23H26N3010P; Mol. Wt.: 535.44
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5-(L-AlaOBn-prop)cycloSal-ACV°M"MP 107

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 95 mg N°-
Dimethoxytrityl-ACV (0.18 mmol, 1.0 Ag.) zweimal mit abs. Toluol coevaporiert und in
1 mL abs. DMF aufgenommen. Zu der Losung wurden 46 ulL abs. DIPEA (0.27
mmol, 1.5 Aq.) gegeben und auf -25 °C gekuhlt. Uber einen Zeitraum von 30 min
wurde nun 1 mL 5-(L-AlaOBn-prop)saligenylchlorphosphit (0.27 M in Toluol, 0.27
mmol, 1.5 Aq.) zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde noch 1 h bei RT gertihrt.
Die Losung wurde erneut auf -25 °C gekuhlt. Die Oxidation erfolgte durch Zugabe
von 49 uL t-BuOOH (5.5 M in n-Decan, 0.27 mmol, 1.5 Aq.). Es wurde noch 10 min
bei RT geruhrt und dann die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand
wurde in Ethylacetat aufgenommen, zweimal mit Wasser gewaschen, uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt.
AbschlieRende Reinigung erfolgte am Chromatotron mit DCM und einem Methanol-

Gradienten von 0 bis 3%.

Ausbeute: 40 mg (43 umol, 24%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch

'H-NMR (400 MHz, DMSO-
de)o/ppm= 10.66 (s, 1H,
NHnet-1), 8.35 (d, 1H, J= 6.8
Hz, NH-11), 7.67 (2xs, 2H,
Hhet-8, NHper-2), 7.39-7.31
(m, 5H, Hay), 7.31-7.15 (m,
10H, H-DMT, H-4), 7.08
~ (m, 1H, H-6), 6.99 (d, 1H,
J= 8.4 Hz, H-3), 6.84 (d, 4H, J= 8.7 Hz, H-DMT),5.38 (dd, 1H, J= 8.4 Hz, J= 14.3 Hz,
H-7a), 5.24 (dd, 1H, J= 8.4 Hz, J= 14.3 Hz , H-7b), 5.11 (s, 2H, H-14), 4.86 (s, 2H, H-
1%), 4.35-4.29 (m, 1H, H-12), 3.90-3.80 (m, 2H, H-3"), 3.70 (s, 6H, OMe), 3.09-3.03
(m, 2H, H-2), 2.80 (t, 2H, J= 7.3 Hz, H-8), 2.42 (t, 2H, J= 7.5 Hz, H-9), 1.26 (d, 1H,
J= 7.2 Hz, Me); *C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 172.5 (C-13), 171.2 (C-10),
157.6 (2xC-O-DMT), 156.4 (C het -6), 151.0 (Chet-2), 150.0 (Cher-4), 147.6 (d, J= 6.9
Hz, C-2), 144.9 (C-DMT), 137.7 (Chet-8), 137.4 (2xC-DMT), 136.8 (C-5), 136.0 (Cary),
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129.6 (4xC-DMT), 129.3 (C-4), 128.3 (2xC-DMT), 128.2 (2xCaryi), 127.9 (C-6), 127.6-
127.5 (2xC-DMT, 2xCaqry), 126.3 (C-DMT), 125.5 (Caryi), 120.4 (d, J= 9.6 Hz, C-1),
117.8 (d, J= 8.9 Hz, C-3), 116.4 (Chet-5), 112.8 (4xC-DMT), 71.2 (C-17), 69.1 (C-
DMT), 68.2 (d, J= 7.0 Hz, C-7), 67.7 (d, J= 6.2 Hz, C-2"), 66.6 (d, J= 5.5 Hz, C-3"),
65.7 (C-14), 54.9 (OMe), 47.6 (C-12), 36.3 (C-9), 30.0 (C-8), 16.8 (Me); *'P-NMR
(162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-dg)d/ppm= -9.93; IR (KBr): v [cm™ = 3367, 3061,
2935, 1742, 1686, 1607, 1571, 1509, 1460, 1252, 1033; mp= 119-122 °C; R¢
(DCM/MeOH 9:1 v/iv)= 0.60; MS (HR-ESI"): calcd. 927.312 (M-H"); found 927.318;
Ca9H49N6O11P; Mol. Wt.: 928.92

5-(L-AlaOBn-prop)cycloSal-ACVMP 94a

Es wurden 36 mg 5-(L-AlaOBn-prop)cycloSal-ACV°PM"MP (39 pumol) in 2 mL DCM
geldost und 0.3 mL TFA zugegeben. Nach 20 min Reaktionszeit wurde der Losung 1
mL Methanol hinzugefugt und die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt wurde am Chromatotron mit DCM und einem Methanolgradienten von 0

bis 10% gereinigt. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 25 mg (40 umol, 100%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)/ppm=
10.89 (s, 1H, NHhe-1), 8.38 (d, 1H, J=
6.4 Hz, NH-11), 7.77 (s, 1H, Hner-8),
7.42-7.39 (m, 5H, Hay), 7.17 (dd, 1H,
J= 8.4 Hz, J= 1.6 Hz, H-4), 7.05 (d,
1H, J= 1.6 Hz, H-6), 6.98 (d, 1H, J=
8.4 Hz, H-3), 6.72 (s, 2H, NHy), 5.41-5.28 (m, 2H, H-7), 5.33 (s, 2H, H-1"), 5.10 (s,
2H, H-14), 4.32-4.25 (dq, J= 7.4 Hz, J=6.4 Hz, 1H, H-12), 4.24-4.12 (m, 2H, H-3"),
3.65 (t, 2H, J= 4.1 Hz, H-2"), 2.77 (t, 2H, J= 7.4 Hz, H-8), 2.39 (t, 2H, J= 7.4 Hz, H-9),
1.26 (d, 1H, J= 7.3 Hz, Me); *C-NMR (101 MHz, DMSO-ds)5/ppm= 172.6 (C-13),
171.3 (C-10), 156.8 (Chet-6), 154.1 (Crer-2), 151.4 (Cher-4), 147.7 (d, J= 7.2 Hz, C-2),
137.5 (Cher-8), 137.4 (Cary), 136.0 (C-5), 129.4 (C-4), 128.4 (2XxCary), 128.0 (C-6),
127.6 (2XCaryl), 125.5 (Cary), 120.5 (C-1), 118.6 (Cher-5), 117.9 (d, J= 8.8 Hz, C-3),
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71.7 (C-17), 68.3 (d, J= 7.2 Hz, C-7), 67.3 (d, J= 6.2 Hz, C-2"), 66.8 (d, J= 5.4 Hz, C-
3°), 65.8 (C-14), 47.7 (C-12), 36.3 (C-9), 30.0 (C-8), 16.8 (Me); *'P-NMR (162 MHz,
"H-decoupled, DMSO-dg)3/ppm= -9.78; IR (KBr): v [cm™"] = 3422, 1716, 1689, 1449,
1208, 1185, 1136, 1028, 977, 832, 721; UV (HPLC): Amax= 251 nm, 273 nm; HPLC,
Methode 1: tr [min]= 13.67, 14.05; mp= 198 °C; R (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.17; MS
(HR-ESI*): calcd. 649.179 (M+Na*); found 649.178; CasHa1NsOoP; Mol. Wt.: 626.55

5-(L-AlaOBn-prop)cycloSal-BVdUMP 93a

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 60 mg
BVdU (0.18 mmol, 1.0 Ag.) zweimal mit abs. Toluol coevaporiert und in 1 mL abs.
DMF aufgenommen. Zu der Lésung wurden 46 uL abs. DIPEA (0.27 mmol, 1.5 Aq.)
gegeben und auf -25 °C gekuihlt. Uber einen Zeitraum von 30 min wurde nun 1 mL 5-
(L-AlaOBn-prop)saligenylchlorphosphit (0.27 M in Toluol, 0.27 mmol, 1.5 Aq.)
zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde noch 1 h bei RT gerlhrt. Die Losung
wurde erneut auf -25 °C gekuhlt. Die Oxidation erfolgte durch Zugabe von 49 uL t-
BUuOOH (5.5 M in n-Decan, 0.27 mmol, 1.5 Aq.). Es wurde noch 10 min bei RT
geruhrt und dann die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in
Ethylacetat aufgenommen, zweimal mit Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung erfolgte
am Chromatotron mit DCM und einem Methanol-Gradienten von 0 bis 3%. Da das
Produkt immer noch verunreinigt war, wurde erneut am Chromatotron getrennt,
diesmal mit Ethylacetat und einem Methanol-Gradienten von 0- bis 1%. Das Produkt

wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 33 mg (45 umol, 25%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.9
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)3/ppm=
11.61 (s, 1H, NHhet), 8.31 (d, 1H, J=
7.0 Hz, NH-11), 7.80, 7.77 (2xs, 1H,
Hhet-6), 7.39-7.28 (m, 6H, Hay, BVU-
H-8), 7.20-7.16 (m, 1H, H-4), 7.10-
7.05 (m, 1H, H-6), 7.01, 6.99 (2xd,
1H, J= 8.5 Hz, H-3), 7.90, 6.86 (2xd,
1H, J= 13.6 Hz, BVU-H-7), 6.16, 6.15
(2xdd, 1H, J= 6.6 Hz, J= 6.6 Hz, H-1°), 5.52-5.37 (m, 3H, H-7, OH), 5.11 (s, 2H, H-
14), 4.40-4.20 (m, 4H, H-5", H-12, H-3"), 3.95-3.92 (m, 1H, H-4"), 2.77 (t, 2H, J= 7.4
Hz, H-8), 2.39 (t, 2H, J= 7.6 Hz, H-9), 2.22-2.12 (m, 2H, H-2"), 1.26 (d, 1H, J= 7.3 Hz,
NH-11); ®C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)8/ppm= 172.5 (C-13), 171.1 (C-10), 161.5
(Chet-4), 149.1 (Cher-2), 147.6, 147.5 (2xd, J= 7.4 Hz, C-2), 139.3, 139.2 (Chet-6),
137.4 (Cam), 136.0 (C-5), 129.7 (BVU-C-7), 129.4 (C-4), 128.3 (2xCary), 127.9 (C-6),
127.6 (2XCary), 125.5 (Cay), 120.5 (d, J= 8.9 Hz, C-1), 117.8 (d, J= 8.7 Hz, C-3),
110.1 (Chet-5), 106.9 (BVU-C-8), 84.6 (C-4°), 84.4, 84.3 (2xC-1"), 69.6, 69.5 (2xC-3°),
68.4, 68.3 (2xd, J= 7.0 Hz, 2xC-7), 67.6 (m, C-5°), 65.7 (C-14), 47.6 (C-12), 38.6 (C-
2°), 36.2 (C-9), 30.0 (C-8), 16.8 (Me); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, DMSO-
de)d/ppm= -9.46 (D1), -9.54 (D2); UV (HPLC): Amax= 292 nm, 250 nm; HPLC,
Methode 4: tr [min]= 11.73, 11.84; mp= 103 °C; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.33; MS
(HR-ESI"): calcd. 756.093 (M+Na®); found 756.091; Csz1H33BrN3O4/P; Mol. Wt.:
734.48

OH

5-(L-PheOBn-prop)cycloSal-dm°KMP 112g

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiithrt. 35 mg dm°K (0.15
mmol, 1.0 Aq) wurden in 0.5 mL abs. THF und 0.5 mL abs. DMF geldst und auf -20
°C gekihlt. Zu dieser Mischung wurden 40 uL abs. DIPEA (0.23 mmol, 1.5 Aq)
gegeben und innerhalb von 30 min 80 mg 5-(L-PheOBn-prop)saligenylchlorphosphit
(geldst in 1 mL abs. Toluol, 0.17 mmol, 1.1 Aq) zugetropft. Nach beendeter Zugabe
wurde die Reaktionslésung auf RT erwarmt und noch eine weitere Stunde bei dieser
Temperatur geruhrt. AnschlieRend wurde die Losung erneut auf - 20 °C abgekuhlt
und 40 pL tert-BuOOH (5.5 M Lésung in n-Decan, 0.22 mmol, 1.5 Aq) zugetropft.

Nach Erwarmen auf Raumtemperatur wurde die Mischung nochmals eine Stunde
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geruhrt. Danach wurde das Ldsungsmittel entfernt, der Rickstand in DCM
aufgenommen und dreimal mit Wasser gewaschen. Das erhaltene Rohprodukt wurde
zweimal am Chromatotron gereinigt (DCM/MeOH-Gradient 0 bis 3%) und

anschlie3end gefriergetrocknet.

Ausbeute: 15 mg (21 umol, 14%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.9

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 8.45,
8.42 (2xd, 1H, J= 3.3 Hz, Hner4), 8.38 (2xd,
1H, J= 7.4 Hz, NH), 7.95, 7.93 (2xdd, 1H, J=
3.3 Hz, J= 0.8 Hz, Hher-6), 7.38-7.14 (m, 10H,
H-aryl), 7.13-7.08 (m, 1H, H-4), 7.04-7.00 (m,
1H, H-6), 6.96 (2xd, 1H, J= 8.3 Hz, H-3), 6.08
(2xdd, 1H, J= 6.5 Hz, J= 6.5 Hz, H-1), 5.48
(2xd, 1H, J= 4.0 Hz, OH), 5.46-5.30 (m, 2H, H-
7), 5.09, 5.04 (2xd, 2H, J= 12.6 Hz, H-13),
4.55-4.46 (m, 1H, H-11), 4.45-4.25 (m, 2H, H-5°), 4.23-4.16 (m, 1H, H-3"), 4.08-4.02
(m, 1H, H-4"), 3.02 (dd, 1H, J= 5.8 Hz, J= 13.8 Hz, H-11a), 2.88 (dd, 1H, J= 9.0 Hz,
J= 13.5 Hz, H-11a), 2.69 (t, 2H, J= 7.4 Hz, H-8), 2.35 (t, 2H, J= 7.9 Hz, H-9), 2.38-
2.29 (m, 1H, H-2°), 2.06-1.92 (m, 1H, H-2"), 1.99, 1.95 (2xd, 3H, J= 0.5 Hz, CHs);
BC-NMR (101 MHz, DMSO-dg)3/ppm= 171.6 (C-10), 171.4 (C-12), 167.8 (2XCher-4),
154.2 (Chet-2), 147.7-147.6 (m, C-2), 141.2, 141.1 (2xChe-6), 137.5 (C-5), 137.1 (C-
11b), 135.8 (C-13a), 129.5 (2xC-4), 129.1, 128.4, 128.2, 128.0, 127.8, 126.5
(10XCary), 125.6 (2xC-6), 120.5 (2xd, J= 9.2 Hz, C-1), 117.9 (2xd, J= 8.4 Hz, C-3),
112.4 (2xChet-5), 86.9 (2xC-17), 85.2 (2xd, J= 7.6 Hz, C-4°), 69.8, 69.7 (2xC-3"), 68.5,
68.4 (2xd, J= 6.9 Hz, C-7), 67.6-67.5 (m, C-5), 66.0 (C-13), 53.7 (C-11), 40.3 (C-2°),
36.7 (C-11a), 36.3 (C-9), 30.0 (C-8), 13.6 (2xMenes); >'P-NMR (162 MHz, 'H-
entkoppelt, DMSO-dg)5/ppm= -9.38 (D1), -9.46 (D2); IR (KBr): v [cm™"] = 3421, 2929,
1741, 1659, 1619, 1530, 1498, 1291, 1206, 1029; mp= 117 °C; R; (DCM/MeOH 9:1
viv)= 0.38; MS (HR-ESI*): calcd. 726.219 (M+Na*); found 726.219; CssHzsN3010P;
Mol. Wt.: 703.67

OH
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5-(L-PheOBnN-prop)cycloSal-iso-d4AMP 111e

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. 40 mg iso-d4A (0.17
mmol, 1.0 Aq) wurden in 0.5 mL abs. THF und 0.5 mL abs. DMF geldst und auf -20
°C gekihlt. Zu dieser Mischung wurden 40 pL abs. DIPEA (0.23 mmol, 1.3 Aq)
gegeben und innerhalb von 30 min 86 mg 5-(L-PheOBn-prop)saligenylchlorphosphit
(gelbst in 1 mL abs. Toluol, 0.18 mmol, 1.1 Aq) zugetropft. Nach beendeter Zugabe
wurde die Reaktionslosung auf RT erwarmt und noch eine weitere Stunde bei dieser
Temperatur geruhrt. AnschlieBend wurde die Lésung erneut auf - 20 °C abgekuhlt
und 40 pL tert-BuOOH (5.5 M Lésung in n-Decan, 0.22 mmol, 1.3 Aq) zugetropft.
Nach Erwarmen auf Raumtemperatur wurde die Mischung nochmals eine Stunde
geruhrt. Danach wurde das Ldsungsmittel entfernt, der Ruickstand in DCM
aufgenommen und dreimal mit Wasser gewaschen. Das erhaltene Rohprodukt wurde
am Chromatotron gereinigt (DCM/MeOH-Gradient 0 bis 2%) und anschlieRend

gefriergetrocknet.

Ausbeute: 25 mg (35 upmol, 21%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.9

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)d/ppm=
8.60, 8.58 (2xs, 1H, Hner-6), 8.38 (2xd,
1H, J= 7.8 Hz, NH), 7.85, 7.80 (2xs,
1H, H-8), 7.40-7.13 (m, 10H, H-aryl),
7.12-7.01 (m, 1H, H-4), 7.00-6.80 (m,
3H, H-6, H-3, H-1"), 6.58, 6.57 (2xs,
2H, NH,), 6.46, 6.42 (2xddd, 1H, J= 1.5
Hz, J= 1.5 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"), 6.24-
6.17 (m, 1H, H-2"), 5.40-5.20 (m, 2H, H-7), 5.09, 5.05 (2xd, 2H, J= 12.6 Hz, H-13),
5.07-5.01 (m, 1H, H-4°), 4.55-4.47 (m, 1H, H-11), 4.37-4.20 (m, 2H, H-5"), 3.02 (dd,
1H, J= 6.0 Hz, J= 13.8 Hz, H-11a), 2.88 (dd, 1H, J= 9.3 Hz, J= 13.8 Hz, H-11a), 2.68
(t, 2H, J= 7.1 Hz, H-8), 2.35 (t, 2H, J= 7.8 Hz, H-9); ®*C-NMR (101 MHz, DMSO-
ds)d/ppm= 171.9 (C-10), 171.8 (C-12), 161.0 (Cher-2), 153.0 (2XCret-4), 149.8, 149.7
(2XChe-6), 147.9 (2xd, J= 7.6 Hz, C-2), 140.3 (2XChe-8), 137.8, 137.7 (2xC-5), 137.4
(C-11b), 136.1 (C-13a), 132.8, 132.7 (2xC-3"), 129.8, 129.7 (2xC-4), 129.4, 128.7,
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128.6, 128.4, 128.2 (10xCary), 127.3 (2xCher-5), 126.9 (2xC-2°), 125.8 (C-6), 120.9,
120.7 (2xd, J= 9.9 Hz, C-1), 118.3 (2xd, J= 8.4 Hz, C-3), 87.6 (2xC-1°), 85.2 (2xd, J=
6.9 Hz, H-4"), 69.0-68.5 (m, C-7, C-57), 66.3 (C-13), 54.0 (C-11), 37.0 (C-11a), 36.7
(C-9), 30.4 (C-8); *'P-NMR (162 MHz, "H-decoupled, DMSO-dg)5/ppm= -9.57 (D1), -
9.80 (D2); IR (KBr): v [cm™] = 3334, 3063, 2932, 1740, 1656, 1614, 1577, 1498,
1426, 1205, 1030; UV (HPLC): Amax= 305 nm, 245 nm; HPLC, Methode 1: tr [min]=
16.75; mp= 117 °C; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.38; MS (HR-ESI"): calcd. 733.215
(M+Na*); found 733.215; C3sH3sNsOgP; Mol. Wt.: 710.67

5-(AM-prop)cycloSal-dm°KMP 112f

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. 50 mg dm°K (0.22
mmol, 1.0 Aq) wurden zweimal mit abs. Toluol coevaporiert, in 2 mL abs. Acetonitril
und 1.5 mL abs. DMF geldst und auf -20 °C gekuhlt. Zu dieser Mischung wurden 61
uL abs. DIPEA (0.35 mmol, 1.6 Aq) gegeben und innerhalb von 30 min 0.10 g 5-(AM-
prop)saligenylchlorphosphit (geldst in 0.4 mL abs. Acetonitril, 0.31 mmol, 1.4 Aq)
zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde die Reaktionslésung auf RT erwarmt und
noch eine weitere Stunde bei dieser Temperatur geruhrt. Anschlielend wurde die
Lésung erneut auf - 20 °C abgekuhlt und 80 uL tert-BuOOH (5.5 M Lésung in n-
Decan, 0.44 mmol, 2.0 Aq) zugetropft. Nach Erwarmen auf Raumtemperatur wurde
die Mischung drei Stunden gerthrt. Nun wurde die gesamte Reaktionslosung auf 50
mL DCM (+0.2 mL HOAc) gegeben und zweimal mit Wasser extrahiert. Die wassrige
Phase wurde dann noch einmal mit DCM extrahiert und die vereinten organischen
Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und die Losungsmittel am
Rotationsverdampfer bis auf ca. 2 mL entfernt. Diese wurden direkt auf das
Chromatotron aufgetragen und mit DCM und einem Methanol-Gradienten von 0 bis

10% chromatographiert. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 28 mg (52 umol, 24%) eines farblosen, hygroskopischen Feststoffes als

Diastereomerengemisch.
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)8/ppm = 8.47,
8.44 (2xd, 1H, J= 3.2 Hz, Hhe-4), 7.96, 7.94
(2xdd, 1H, J= 0.7 Hz, J= 3.2 Hz, Hyet-6), 7.26-
7.20 (m, 1H, H-4), 7.15-7.12 (m, 1H, H-6),
7.03 (2xd, 1H, J= 8.3 Hz, H-3), 6.09, 6.08
(2xdd, 1H, J= 6.3 Hz, J= 6.3 Hz, H-1"), 5.65
(2xs, 2H, H-11), 5.51-5.35 (m, 3H, OH, H-7), 4.45-4.27 (m, 2H, H-5"), 4.24-4.16 (m,
1H, H-3°), 4.08-4.02 (m, 1H, H-4"), 2.82 (t, 2H, J= 7.2 Hz, H-8), 2.68 (t, 2H, J= 7.2
Hz, H-9), 2.38-2.29 (m, 1H, H-2"), 2.08-1.99 (m, 1H, H-2"), 2.05 (2xs, 3H, Ac), 2.00,
1.96 (2xm, 3H, Mener); *C-NMR (100 MHz, DMSO-dg)8/ppm = 172 (C-10), 170 (C-
12), 167.7 (2XChet-4), 153.7 (Cpet-2), 149 (C-2), 141.1, 140.0 (2xCre-6), 136.4 (C-5),
129.6 (C-4), 125.7, 125.6 (2xC-6), 122 (C-1), 118.0, 117.9 (2xC-3), 112.3, 112.2
(2xChe-5), 86.8, 86.7 (2xC-17), 85.0 (2xC-4"), 79 (C-11), 69.7, 69.6 (C-3°), 68.3-68.2
(m, C-7), 67.5-67.2 (m, C-5), 40.2 (C-2), 34.3 (C-9), 28.9 (C-8), 20.4 (CHa3), 13.5,
13.4 (2xMehet); *'P-NMR (162 MHz, "H-decoupled, DMSO-dg) 8/ppm = -9.31 (D1), -
9.38 (D2); UV (HPLC): Amax= 316 nm, 276 nm; HPLC, Methode 1: tg [min]= 12.78; R
(DCM/MeOH 4:1 viv)= 0.58; C23H27N2014P; Mol. Wt.: 538.44

3-Methyl-5-(POM-prop)cycloSal-d4TMP 56

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 52 mg d4T
(0.23 mmol, 1.5 Aq.) zweimal mit je 2 mL abs. Toluol coevaporiert. Der Riickstand
wurde in 1 mL abs. DMF aufgenommen, auf -40 °C gekuhlt und mit 40 pL abs.
DIPEA (023 mmol, 15 Aq.) versetzt. 60 mg 3-Methyl-5-(POM-
prop)saligenylchlorphosphit (0.15 mmol, 1.0 Aq.), geldst in 0.5 mL abs. Acetonitril,
wurden uber einen Zeitraum von 10 min hinzugetropft. Danach wurde die Kihlung
entfernt und 1 h bei RT geruhrt. Nun wurden bei -20 °C 70 yL -BuOOH (5.5 M in n-
Decan, 0.39 mmol, 2.6 Aq.) zu dem Reaktionsgemisch gegeben. Nachfolgend wurde
1.5 h bei RT gerlhrt. Die gesamte Reaktionslésung wurde auf 50 mL DCM (+0.2 mL
HOAc) gegeben und zweimal mit Wasser extrahiert. Die organische Phase wurde
Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt, bis ca.
2 mL FlUssigkeit verblieben. Diese wurden direkt auf das Chromatotron aufgetragen
und mit DCM und einem Methanol-Gradienten von 0 bis 5% chromatographiert. Das

Produkt wurde lyophillisiert.
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Ausbeute: 55 mg (93 umol, 61%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.9

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 8.00 (s, 1H,
NH), 7.22 (2xd, 1H, J= 1.3 Hz, Hpe-6), 7.02-
7.01 (m, 1H, H-4), 7.00-6.98 (m, 1H, H-1"),
6.77-6.75 (m, 1H, H-6), 6.39, 6.35 (2xdd, 1H,
J= 6.1 Hz, J= 3.5 Hz, H-3"), 5.94-5.92 (m, 1H,
H-2°), 5.74 (2xs, 2H, H-12), 5.35-5.18 (m, 2H,
H-7), 5.03-4.99 (m, 1H, H-4"), 4.46-4.27 (m, 2H, H-5), 2.88 (2xt, 2H, J= 7.5 Hz, H-9),
2.64 (2xt, 2H, J= 7.4 Hz, H-10), 2.25, 2.21 (2xs, 3H, H-8), 1.79, 1.68 (2xd, 3H, J= 1.2
Hz, Menet), 1.19 (s, 9 H, t-Bu); "*C-NMR (101 MHz, CDCls)5/ppm= 180.0 (C-13),
176.0 (C-11), 165 (Cpe-4), 151 (Chet-2), 147 (C-2), 135.9, 135.6 (2x Cher-6), 133.1 (C-
3’), 132.9 (C-5), 131.6 (C-4), 127.9 (C-2°), 128.0 (C-3), 123.0 (C-6), 121 (C-1), 112
(Chet-5), 89.9 (C-17), 84.7 (d, J= 7.0 Hz, C-4"), 80 (C-12), 70 (C-7), 69 (C-5"), 40 (C-
tBu), 37 (C-10), 29.9, 29.8 (2xC-9), 27.0 (CHs-tBu), 17.4 (C-8), 13.9 (2xMene); >'P-
NMR (162 MHz, 'H-entkoppelt, CDCl3)8/ppm= -7.52 (D1), -7.84 (D2); IR (KBr): v
[cm™] = 3433, 2927, 1751, 1701, 1284, 1112, 1030, 992; UV (HPLC): Amax= 265 nm;
HPLC, Methode 3: tg [min]= 14.51; mp= 62 °C; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.28; MS
(HR-FAB): calcd. 593.190 (M+H*); found 593.191; C27H33N2041P; Mol. Wt.: 592.53

3-Methyl-5-(POM-prop)cycloSal-BVAdUMP 57

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 77 mg
BVdU (0.23 mmol, 1.5 Aq.) zweimal mit je 1 mL abs. Toluol coevaporiert. Der
Rickstand wurde in 1 mL abs. DMF aufgenommen, auf -40 °C gekuihlt und mit 40 pL
abs. DIPEA (0.23 mmol, 15 Aqg.) versetzt. 60 mg 3-Methyl-5-(POM-
prop)saligenylchlorphosphit (0.15 mmol, 1.0 Aq.), geldst in 0.5 mL abs. Acetonitril,
wurden uber einen Zeitraum von 15 min hinzugetropft. Danach wurde die Kihlung
entfernt und 1 h bei RT gerthrt. Nun wurden bei -20 °C 70 yL -BuOOH (5.5 M in n-
Decan, 0.39 mmol, 2.6 Aq.) zu dem Reaktionsgemisch gegeben. Nachfolgend wurde
1.5 h bei RT geruhrt. Die gesamte Reaktionslésung wurde auf 50 mL DCM (+0.2 mL
HOACc) gegeben und dreimal mit Wasser extrahiert. Die organische Phase wurde

Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt, bis ca.
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2 mL FlUssigkeit verblieben. Diese wurden direkt auf das Chromatotron aufgetragen
und mit DCM und einem Methanol-Gradienten von 0 bis 5% chromatographiert. Das

Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 37 mg (53 umol, 35%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.9

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)d/ppm=
11.59 (s, 1H, NH), 7.77, 7.76 (2xs, 1H,
Hhet-6), 7.28 (2xd, 1H, J= 13.5 Hz, H-
BVU-7), 7.11, 7.10 (2xs, 1H, H-6), 6.93
(2xs, 1H, H-4), 6.87, 6.86 (2xd, 1H, J=
13.5 Hz, H-BVU-8), 6.15 (2xdd, 1H, J=
6.6 Hz, H-1°), 5.68 (s, 2H, H-12), 5.47-5.32 (m, 3H, H-7, OH), 4.39-4.21 (m, 3H, H-5",
H-3°), 3.94-3.91 (m, 1H, H-4"), 2.77 (t, 2H, J= 7.1 Hz, H-9), 2.68 (t, 2H, J= 7.1 Hz, H-
10), 2.19-2.15 (m, 5H, H-2", H-8), 1.09 (s, 9H, tBu); *C-NMR (101 MHz, DMSO-
de)d/ppm= 178.6 (C-13), 173.5 (C-11), 162 (Chet-4), 150 (Cher-2), 147.2 (C-2), 139.2
(Chet-6), 132 (C-5), 130.7 (C-6), 130 (C-1), 129.7 (C-BVU-8), 128 (C-3), 123.1 (C-4),
110.1 (Cpet-5), 106.9 (C-BVU-7), 84.6, 84.4 (C-1",C-4°), 80 (C-12), 70.1 (C-3°), 69.7
(C-7), 69.6 (C-57), 40 (C-tBu), 38.3 (C-2), 34.3 (C-10), 28.9 (C-9), 26.4 (CH;-tBu),
14.8 (C-8); *'P-NMR (162 MHz, "H-decoupled, DMSO-dg)5/ppm= -8.83 (D1), -8.93
(D2); UV (HPLC): Amax= 265 nm; HPLC, Methode 3: tr [min]= 15.87; R; (DCM/MeOH
20:1 vi)= 0.10; MS (HR-ESI*): calcd. 723.093 (M+Na*); found 723.091;
CasH34BrN2O12P; Mol. Wt.: 701.45

3-Methyl-5-(POM-prop)cycloSal-ACV"M"MP 74

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 0.12 g
ACVMT™ (0.23 mmol, 1.5 Aq.) einmal mit 1 mL abs. Toluol coevaporiert. Der
Rickstand wurde in 1 mL abs. DMF aufgenommen, auf -20 °C gekuhlt und mit 52 pL
abs. DIPEA (0.31 mmol, 2.0 Aqg.) versetzt. 60 mg 3-Methyl-5-(POM-
prop)saligenylchlorphosphit (0.15 mmol, 1.0 Aq.), gelést in 0.6 mL abs. THF, wurden
Uber einen Zeitraum von 10 min hinzugetropft. Danach wurde die Kihlung entfernt
und 1.5 h bei RT gerthrt. Nun wurden bei -20 °C 70 uL -BuOOH (5.5 M in n-Decan,
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0.39 mmol, 2.6 Aq.) zu dem Reaktionsgemisch gegeben. Nachfolgend wurde 2 h bei
RT gerthrt. Die gesamte Reaktionslésung wurde auf 50 mL DCM (+0.2 mL HOACc)
gegeben, einmal mit ges. Natriumchloridlosung und zweimal mit Wasser extrahiert.
Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und am
Rotationsverdampfer eingeengt, bis ca. 1 mL Flussigkeit verblieb. Diese wurde direkt
auf das Chromatotron aufgetragen und mit DCM und einem Methanol-Gradienten

von 1 bis 5% chromatographiert. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 48 mg (54 umol, 36%) eines farblosen Feststoffes als Enantiomeren-

gemisch.

o 'H-NMR (400 MHz, CDCls)
d/ppm = 11.27 (s, 1H, NH),
7.71 (s, 1H, NH), 7.33-7.30
(m, 2H, Hpwmr), 7.26-7.22
(m, 4H, Hpwmr), 7.20-7.08
(m, 4H, Hher-8, Howmr), 6.99
(s, 1H, H-4), 6.75-6.66 (m,
~ 5H, Hpur, H-6), 5.71 (s, 2H,
H-11), 5.22 (dd, 2H, J= 13.2Hz, J= 16.3Hz, H-7), 4.86 (s, 2H, H-1"), 4.10-3.90 (m,
2H, H-3"), 3.70 (s, 6H, OMe), 3.20-3.10 (m, 2H, H-2"), 2.86 (t, 2H, J= 6.9Hz, H-8),
2.63 (t, 2H, J= 6.9Hz, H-9), 2.23 (s, 3H, Me), 1.18 (s, 9H, t-Bu); ">*C-NMR (101 MHz,
CDCl3) 8/ppm = 177.1 (C-12), 171.2 (C-10), 158.7 (Chet-6), 158.2 (2xC-O-DMT),
151.6 (Chet-2), 150.9 (Chet-4), 147.2 (d, J= 7.1 Hz, C-2), 144.9 (C-DMT), 136.9 (2xC-
DMT ), 135.7 (C-5), 131.0 (C-4), 130.1 (4xC-DMT), 128.7 (2xC-DMT), 127.9 (d, J=
8.2 Hz, C-3), 127.7 (2xC-DMT), 126.6 (C-DMT), 122.6 (C-6), 120.5 (d, J= 9.4 Hz, C-
1), 116.7 (Chet-5), 113.0 (4xC-DMT), 79.6 (C-11), 71.9 (C-17), 70.1 (C-DMT), 68.5 (d,
J= 6.8 Hz, C-7), 68.2 (d, J= 6.6 Hz, C-2"), 67.0 (d, J= 5.6 Hz, C-3°), 55.1 (2xOMe),
38.7 (C-tBu), 35.3 (C-9), 29.6 (C-8), 26.8 (CHs-tBu), 15.3 (Me); *'P-NMR (162 MHz,
'H-decoupled, CDCl3) 8/ppm = -8.56; R; (DCM/MeOH 9:1 v/v)= 0.46; MS (HR-ESI):
calcd. 918.309 (M+Na®); found 918.310; C4eH50N5012P; Mol. Wt.: 895.89
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3-Methyl-5-(POM-prop)cycloSal-ACVMP 58

Es wurden 44 mg 3-Methyl-5-(POM-prop)cycloSal-ACV°M"MP (49 umol) in 5 mL
Ethanol gelost und mit 0.5 mL TFA versetzt. Nach 30 min wurde das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron mit DCM und einem
Methanol-Gradienten von 0 bis 15% gereinigt. Da das Produkt noch
Verunreinigungen aufwies, wurde es erneut am Chromatotron, dieses mal mit
Ethylacetat und einem Methanol-Gradienten von 0 bis 10% abschlieRend gereinigt.

Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 29 mg (49 umol, 100%) eines farblosen Feststoffes als

Enantiomerengemisch.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)5/ppm=
10.62 (s, 1H, NH), 7.76 (s, 1H, H-
8het), 7.11 (d, 1H, J= 1.4Hz, H-4),
6.92 (d, 1H, J= 1.4Hz, H-6), 6.50 (s,
2H, NHy), 5.68 (s, 2H, H-11), 5.33 (s,
2H, H-17), 5.40-5.24 (m, 2H, H-7),
4.24-4.10 (m, 2H, H-3"), 3.65 (t, 2H, J= 4.3Hz, H-2"), 2.78 (t, 2H, J= 7.1Hz, H-8), 2.69
(t, 2H, J= 7.1Hz, H-9), 2.15 (s, 3H, Me), 1.09 (s, 9H, t-Bu); "*C-NMR (101 MHz,
CDCl3)8/ppm = 177.1 (C-12), 171.2 (C-10), 157.1 (Chet-6), 153.4 (Chet-2), 151.5 (Cher
4), 1471 (d, J= 6.9 Hz, C-2), 137.9 (Cpe-8), 135.9 (C-5), 131.0 (C-4), 127.8 (d, J= 8.5
Hz, C-3), 122.7 (C-6), 120.7-120.5 (m, C-1), 116.8 (Chet-5), 79.6 (C-11), 72.8 (C-1°),
68.9-68.0 (m, C-2, C-3", C-7), 38.7 (C-tBu), 35.2 (C-9), 29.6 (C-8), 26.8 (CHa-tBu),
15.3 (Me); *'"P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, CDCl3)8/ppm= -8.51; IR (KBr): v [cm™"]
= 3448, 3193, 2975, 2728, 1755, 1730, 1630, 1485, 1109, 1032, 988; UV (HPLC):
Amax= 251 nm, 271 nm; HPLC, Methode 1: tg [min]= 15.23; mp= 105-109 °C; R¢
(EE/MeOH 4:1 v/v)= 0.29; MS (HR-FAB): calcd. 594.197 (M+H"); found 594.203;
Ca5H3N5010P; Mol. Wt.: 593.52
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3-Methyl-cycloSal-iso-d4AMP 111c

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 70 mg iso-
d4A (0.30 mmol, 1.0 Ag.) zweimal mit abs. Toluol coevaporiert und der Riickstand in
3 mL abs. Acetonitril sowie 3 mL abs. DMF aufgenommen. Zu der Lésung wurden 73
uL abs. DIPEA (d= 0.742 g/mL, 54 mg, 0.42 mmol, 1.4 Aq.) gegeben und auf -40 °C
gekihlt. Nun wurden 73 mg 3-Methylsaligenylchlorphosphit (0.36 mmol, 1.2 Aq.),
geldst in 0.11 mL abs. Acetonitril, langsam zugetropft. Nach 1.5 h bei -20 °C wurden
der L6sung einige Korner aktivierten Molsiebs 0.3 nm beigegeben und bei -40 °C mit
71 pL t-BuOOH (5.5 M in n-Decan, 0.39 mmol, 1.3 Aq.) oxidiert. Nach einer Stunde
bei RT wurden die Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Gemisch zunachst am
Chromatotron mit Ethylacetat und einem Methanol-Gradienten von 10 bis 20%
gereinigt. Die Produktfraktionen wurden vereint, im Vakuum getrocknet und erneut
chromatographiert. Diesmal wurde DCM mit einem Methanol-Gradienten von 5 bis

10% verwendet. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 37 mg (89 umol, 30%) eines farblosen Feststoffes als Diastereomeren-
gemisch im Verhaltnis 1.0:1.0

Es konnten 30 mg Edukt reisoliert werden.

</ I\ 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)s/ppm=
)\ 8.59, 8.57 (2xs, 1H, Hne-6), 7.82, 7.81
0 (2xs, 1H, Hnet-8), 7.25-7.17 (m, 1H, H-6),
7.09-6.98 (m, 2H, H-5, H-4), 6.86-6.82

(m, 1H, H-1") 658 6.57 (2xs, 2H, NH,), 6.48, 6.43 (2xddd, 1H, J= 1.8 Hz, J= 1.8 Hz,
J= 6.0 Hz, H-2), 6.25-6.20 (m, 1H, H-3"), 5.50-5.21 (m, 2H, H-7), 5.10-5.03 (m, 1H,
H-4°), 4.37-4.21 (m, 2H, H-5°), 2.20, 2.13 (2xs, 3H, Me); "*C-NMR (101 MHz, DMSO-
de)5/ppm= 160.6 (Chet-2), 152.6 (Cher-4), 149.3 (2XChet-6), 147.7 (Cher-2), 139.8, 139.7
(2xChe-8), 132.4, 132.3 (2xC-2°), 130.8 (C-4), 126.9 (Cher-5), 126.8 (2xd, J= 2.5 Hz,
2xC-3), 126.5 (2xC-3"), 123.9 (C-6), 123.5, 123.4 (C-5), 120.8, 120.6 (2xd, J= 9.5 Hz,
2xC-1), 87.1 (C-1°), 84.9, 84.8 (2xd, J= 8.1 Hz, 2xC-4"), 68.4-68.0 (m, C-5", C-7),
14.9, 14.7 (2xCHs); *'P-NMR (162 MHz, "H-decoupled, DMSO-dg)8/ppm= -9.00 (D1),
-9.31 (D2); IR (KBr): v [cm™] = 3338, 3206, 2925, 1614, 1578, 1472, 1427, 1292,
1191, 1025, 944; UV (HPLC): Amax= 243 nm, 305 nm; HPLC, Methode 1: tg [min]=

2 071

O_



Experimentalteil 339

11.41; mp= 95-97 °C; R¢ (EE/MeOH 4:1 v/v)= 0.36; MS (HR-ESI"): calcd. 438.094
(M+Na"); found 438.094; C4gH1gNsOsP; Mol. Wt.: 415.34

3-Methyl-cycloSal-carba-iso-d4AMP 137

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeflihrt. Es wurden 49 mg
carba-iso-d4A (0.21 mmol, 1.0 Ag.) in 0.5 mL abs. Pyridin geldst. Zu der Lésung
wurden drei Kugelchen Molsieb 0.4 nm gegeben und auf -40 °C gekuhlt. Es wurde
eine weitere Losung, bestehend aus 83 mg 3-Methylsaligenylphosphorchloridat (0.38
mmol, 1.8 Ag.) in 0.5 mL abs. THF, zu dem Nucleosid Uber einen Zeitraum von einer
Stunde getropft. Die Reaktion wurde 4.5 h bei -40 °C geruhrt und anschlie3end die
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung des Produktes erfolgte am
Chromatotron mit DCM und einem Methanolgradienten von 2 bis 20%. Das Produkt

wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 71 mg (0.17 mmol, 82%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:0.9

6 . </N | XN 'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)5/ppm=
5 0 N N/)\NH 8.57 (s, 1H, Hnet-6), 7.85, 7.84 (2xs, 1H,
2
4 Y2 o ° Hhet-8), 7.24-7.16 (m, 1H, H-4), 7.10-6.99
O
(m, 2H, H-6, H-5), 6.47 (s, 2H, NH,),

6.09-6.02 (m, 1H, H-3"), 5.99-5.93 (m, 1H, H-2"), 5.52-5.30 (m, 1H, H-1", H-7), 4.31-
4.11 (m, 2H, H-6), 3.18-3.06 (m, 1H, H-4), 2.72-2.60 (m, 1H, H-5°), 2.20, 2.16 (2xs,
3H, CHs), 1.65-1.53 (m, 1H, H-5"); ®*C-NMR (101 MHz, CDCl3)8/ppm= 159.7 (2XChet-
2), 152.7 (Cher-4), 149.4, 149.3 (2XCher-6), 148.4 (2xC-2), 141.7, 141.5 (2XCher-8),
136.8, 136.7 (2xC-3°), 131.3, 131.1 (2xC-4), 130.4 (2xC-2°), 127.8 (2xd, J= 6.2 Hz,
C-3), 127.3 (Chet-5), 124.1-123.8 (m, C-6), 123.1-122.7 (m, C-5), 120.5 (d, J= 9.9 Hz,
C-1), 69.8, 69.6 (2xd, J= 5.9 Hz, C-6"), 68.8 (2xd, J= 6.6 Hz, C-7), 59.8 (C-1°), 45.7
(d, J= 7.0 Hz, C-4°), 33.3, 33.1 (2xC-5°), 15.3 (CHs); *'P-NMR (162 MHz, 'H-
decoupled, DMSO-ds)s/ppm= -9.19 (D1), -9.25 (D2); IR (KBr): v [cm™'] = 3334, 3210,
2952, 1613, 1578, 1472, 1428, 1293, 1191, 1019, 939; UV (HPLC): Amax= 243 nm,
305 nm; HPLC, Methode 1: tz [min]= 13.11, 13.46; mp= 135-140 °C; MS (HR-FAB):
calcd. 414.133 (M+H"); found 414.132; C1gH20N504P; Mol. Wt.: 413.37
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3-Methyl-cycloSal-carba-iso-ddAMP 136

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 50 mg
carba-iso-ddA (0.21 mmol, 1.0 Aq.) in 0.5 mL abs. Pyridin und 0.2 mL abs. THF
geldst. Zu der Lésung wurden drei Klgelchen Molsieb 0.4 nm gegeben und auf -40
°C gekuhlt. Es wurde eine weitere Lésung, bestehend aus 73 mg 3-
Methylsaligenylphosphorchloridat (0.34 mmol, 1.6 Aq.) in 0.5 mL abs. THF, zu dem
Nucleosid Uber einen Zeitraum von einer Stunde getropft. Die Reaktion wurde 4.5 h
bei -40 °C gerthrt und anschlieBend die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Die
Reinigung des Produktes erfolgte am Chromatotron mit DCM und einem

Methanolgradienten von 2 bis 20%. Das Produkt wurde lyophillisiert.

Ausbeute: 62 mg (0.15 mmol, 71%) eines farblosen Feststoffes als

Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1.0:1.0

s 7 N X "H-NMR (400 MHz, CDCl3)8/ppm= 8.73
¢ ]
5 0 N N/)\NH (s, TH, Hne-6), 7.83, 7.82 (2xs, 1H, Hher
2
N2 o ° 8), 7.20-7.13 (m, 1H, H-4), 7.05-6.98 (m,
o
1H, H-6), 6.95-6.88 (m, 1H, H-5), 5.41-

5.24 (m, 4H, NH,, H-7), 4.80-4.70 (m, 1H, H-1"), 4.40-4.25 (m, 2H, H-6"), 2.58-2.47
(m, 1H, H-4"), 2.45-2.35 (m, 1H, H-5°),2.28, 2.24 (2xs, 3H, CH3), 2.27-2.09 (m, 2H,
H-2°), 2.03-1.77 (m, 3H, H-3", H-5"); "®*C-NMR (101 MHz, CDCl3)8/ppm= 159.5 (Chet-
2), 153.0 (Cpe-4), 149.6 (2XxChe-6), 148.7 (2xC-2), 140.9 (Cper-8), 131.3, 131.1 (2xC-
4), 127.9, 127.8 (Chet-5, C-3), 124.0-123.7 (m, C-6), 123.0-122.5 (m, C-5), 120.6-
120.5 (m, C-1), 71.5, 71.3 (2xd, J= 6.0 Hz, C-6"), 68.6 (2xd, J= 6.3 Hz, C-7), 55.9
(2xC-1), 38.1, 38.0 (2xd, J= 6.9 Hz, C-4°), 34.2, 34.1 (2xC-5), 31.1 (C-2"), 26.6 (C-
3°), 15.4, 15.3 (CHs); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, CDCl3)8/ppm= -8.22 (D1), -
8.27 (D2); UV (HPLC): Amax= 243 nm, 305 nm; HPLC, Methode 1: tz [min]= 14.13,
13.46; mp= 118 °C; MS (HR-FAB): calcd. 416.149 (M+H"); found 416.149;
C19H22N504P; Mol. Wt.: 415.38
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10.2.8.2 Synthese von cycloSal-Diphosphat-Prodrugs

Vorbemerkung: Bei den im Folgenden beschriebenen Synthesen musste zunachst
ein gewisser Lernprozess durchschritten werden. Es ist nicht auszuschlielen, dass
die einzelnen Synthesen besser funktioniert hatten, waren die kleinen Feinheiten, die
zu beachten sind, von Anfang an bekannt gewesen. Da keine der Verbindungen rein
erhalten wurde, sind nur die 31P—NMR-Spektren beschrieben. Hier konnte die
Entstehung der Verbindungen gezeigt und mit Massenspektren untermauert werden.

Alle Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt.
Ammonium-3-methyl-cycloSal-AZTDP 148a

Variante 1. Es wurden 0.30 g Bis-(tetra-n-butylammonium)AZTMP (0.36 mmol, 1.0
Aqg.) je dreimal mit abs. Pyridin und abs. Toluol coevaporiert und in 4 mL abs.
Acetonitril aufgenommen. Es wurden nun 0.10 g dest. 3-Methylsaligenylchlorphosphit
(0.50 mmol, 1.4 Aq.), gelost in 0.5 mL abs. Acetonitril, zugetropft. Nach beendeter
Zugabe wurden noch 8 mg DMAP (70 umol, 0.2 Aq.) zugegeben. Die Lésung wurde
drei Tage geruhrt. Oxidation erfolgte durch Zugabe von 80 puL -BuOOH (5.5 M in n-
Decan, 0.43 mmol, 1.2 Ag.). Nach 24 h wurden die Lésungsmittel im Vakuum
entfernt, der Ruckstand in 1 mL DMF aufgenommen und Uber eine RP-18 Saule mit
reinem Wasser und einem Acetonitril-Gradienten von 0 bis 100% gereinigt. Es
konnten 25 mg aus einer Fraktion isoliert werden, die geringe Mengen an Produkt

enthielt.

Variante 2: s. Variante 1; es wurden 3 mL DMF als Lésungsmittel verwendet. Auch

hier konnten nicht nennenswerte Mengen verunreinigten Produktes isoliert werden.

Variante 3: s. Variante 2; Das Nucleosid wurde vor dem Coevaporieren in 2 mL abs.
Acetonitril geldst und 2 h Gber Molsieb 0.3 nm getrocknet. Zur Oxidation wurden 1.7
Aq. t-BuOOH verwendet. Die Menge an Produkt wurde durch dieses Vorgehen leicht
verbessert. Von dem P(lll)-Intermediat wurden *'P-NMR-Spektren aufgenommen, die
zeigten, dass die Kupplung vermutlich mit relativ guten Ausbeuten verlief, wenn das
Nucleosid vorher Uber Molsieb getrocknet wurde. Bei der Oxidation traten dann

allerdings erhebliche Nebenreaktionen auf.
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Variante 4. Die Oxidation wurde mit Uber P,0s getrocknetem Sauerstoff

durchgefuihrt. Es konnte kein Produkt isoliert werden.

Variante 5. Es wurden 0.26 g Bis-(tetra-n-butylammonium)AZTMP (0.31 mmol, 1.0
Aq.) viermal mit abs. Pyridin coevaporiert. Der Riickstand wurde in 2.7 mL abs. DMF
und 0.3 mL abs. Pyridin aufgenommen und einige Kigelchen Molsieb 0.4 nm
zugegeben. Die Losung wurde auf -50 bis -60 °C gekuhlt. Zu der Losung wurden
Uber einen Zeitraum von 3.5 h 0.42 mL 3-Methyl-saligenylphosphorchloridat (1.2 M
Stammlésung in abs. Toluol, 0.50 mmol, 1.6 Aq.) zugetropft und dann 2 weitere
Stunden bei -35 °C geruhrt. Die Lésungsmittel wurden im Vakuum entfernt und
anschliellend zweimal mit abs. Toluol coevaporiert. Der Rickstand wurde in abs.
Acetonitril aufgenommen und von dem Molsieb abpipettiert. Zu der Losung wurde
dest. Wasser gegeben und das Rohprodukt gefriergetrocknet. Es wurde versucht,
das Gemisch an der praparativen HPLC (Laufmittel: Wasser/Acetonitril 50:50 (+0.1
% HOAC), Flussrate 10 mL/min, Detektion bei 265 nm) zu trennen. Das Produkt

konnte nicht isoliert werden.

Variante 6: Es wurden 0.29 g Bis-(tetra-n-butylammonium)AZTMP (0.34 mmol, 1.0
Aq.) in abs. Acetonitril gelést und 1 h (iber Molekularsieb 0.3 nm getrocknet. Das
Molsieb wurde entfernt, das Edukt dreimal mit abs. Pyridin coevaporiert und in 2 mL
abs. DMF aufgenommen. Der Losung wurden einige Kugelchen Molsieb 0.4 nm
zugeflgt. Nach einer halben Stunde wurde zu der Losung 0.1 mL abs. Pyridin
gegeben. 78 mg 3-Methylsaligenylphosphorchloridat (0.36 mmol, 1.1 Ag.) wurden in
0.5 mL abs. DMF gelost und uber 1 h zu der auf -60 °C gekuhlten Losung getropft.
Es wurde noch 2 h bei -60 °C geruhrt, dann auf 0 °C erwarmt, zweimal mit abs.
Toluol coevaporiert und der Rickstand mit Wasser/Acetonitril 1:1 gefriergetrocknet.
Ein Teil des Feststoffes wurde fur Trennungen am Chromatotron verwendet, die aber
alle misslangen. Auch die praparative Dunnschichtchromatographie lieferte keine
guten Ergebnisse, ebenso Trennungen Uber Sephadex G15 und G10. Ein weiterer

Teil wurde fir eine *'"P-NMR-Hydrolysestudie verwendet.

Ausbeute: n.b.; farbloser Feststoff als Gemisch von zwei Diastereomeren.
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0 *’P-NMR (162 MHz, "H-decoupled, DMSO-
\kaH de)3/ppm= -11.88 (d, 0.5 P, J= 24.7 Hz, P-
%5 9 | N/&O a), -11.93 (d, 0.5 P, J= 24.7 Hz, P-a), -
O/E_O_Z_O o 21.25 (d, 0.5 P, J= 25.2 Hz, P-), -21.30 (d,
o © 0.5 P, J= 24.6 Hz, P-B); CssHssNsO10P2;

NBus N, Mol. Wt.: 770.79

Ammonium-5-chlor-cycloSal-AZTDP 148b

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. Es wurden 0.17 g Bis-
(tetra-n-butylammonium)AZTMP (0.20 mmol, 1.0 Aq.) in abs. Acetonitril gelést und 2
h Uber Molekularsieb 0.3 nm getrocknet. Das Molsieb wurde entfernt, das Edukt
dreimal mit abs. Pyridin coevaporiert und in 2 mL abs. DMF Uber Molekularsieb 0.4
nm aufgenommen. Der Loésung wurden 60 pL abs. Pyridin zugefugt und auf -60 °C
gekihlt. 71 mg 3-Methylsaligenylphosphorchloridat (0.33 mmol, 1.6 Aq.) wurden in
0.5 mL abs. DMF gel6st und tber 1 h zu der auf -60 °C gekuhlten Losung getropft.
Es wurde noch 2 h bei -60 °C geruhrt, dann auf 0 °C erwarmt, zweimal mit abs.
Toluol coevaporiert und der Rickstand mit Wasser/Acetonitril 1:1 gefriergetrocknet.
Das Rohprodukt wurde zweimal uber eine lonenaustauschsaule (Dowex50WX8,
NH,") eluiert und danach gefriergetrocknet. Es wurde eine RP-18 Chromatographie
durchgefuhrt, zunachst mit reinem Wasser, dann Wasser/Acetonitrii 1:1. Die
Fraktionen wurden in eisgeklihlten Reagenzglasern aufgefangen. In diesem ersten
Schritt konnten groRe Teile AZTMP und 5-Chlorsaligenylphosphat abgetrennt
werden. Das Rohprodukt wurde lyophillisiert und erneut RP-18 chromatographiert,
diesmal mit H,O/MeOH 1:1 v/v. Die isolierten Produktfraktionen wurden noch
zweimal mit dem gleichen Losungsmittelgemisch RP-18 chromatographiert und

lyophillisiert.

Ausbeute: n.b.; farbloser Feststoff als Gemisch von zwei Diastereomeren.
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0 IP-NMR (162 MHz, 'H-decoupled,

\kaH DMSO-dg)8/ppm= -12.30 (d, 0.5 P, J=

Cl

\©\Ao 0 /& 25.1 Hz, P-a), -12.35 (d, 0.5 P, J= 24.9
O/

§p_ lla N o
o0 Hz, P-a), -22.76 (d, 0.5 P, J= 24.9 Hz,
0] O
o © P-B), -22.85 (d, 0.5 P, J= 25.1 Hz, P-p);
NH, N, IR (KBr): v [cm™] = 3420, 3150, 3049,

2111, 1701, 1481, 1406, 1252, 1106, 960; R; (EE/MeOH 3:2 v/v)= 0.55; Rs
(H,O/MeOH 1:1 viv, RP-18)= 0.32; MS (ESI): calcd. 548.0, 550.0 (M); found 548.0,
550.0; C17H21C|N6010P2; Mol. Wt.: 566.78

Anmerkung: Das Produkt zersetzt sich Uber Nacht in DMSO-ds.
P-a-(f-Cyanoethyl)-5-chlor-cycloSal-d4TDP 168

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeflihrt. Es wurden 70 mg
Tetra-n-butylammonium-B-cyanoethyl-d4TMP (0.12 mmol, 1.0 Aq.) zweimal mit je 2
mL abs. Toluol coevaporiert, in 2 mL abs. THF und 1 mL abs. DMF aufgenommen,
mit einigen Kugelchen Molsieb 0.4 nm versetzt und auf -70 °C gekuhlt. Zu der
Lésung wurden 11 pl abs. Pyridin (d= 0.981, 0.14 mmol, 1.2 Aq.) gegeben und 1 h
bei -70 °C gerthrt. Nun wurden 42 mg 5-Chlorsaligenylphosphorchloridat (0.18
mmol, 1.5 Aqg.), geldst in 0.7 mL abs. Toluol, Gber einen Zeitraum von 1.5 h
zugetropft. Es wurde 2 h bei -50 °C geruhrt. Die Losungsmittel wurden im Vakuum
entfernt und von dem Riickstand ein *'P-NMR-Spektrum aufgenommen. Das Produkt

konnte nicht identifiziert werden.

C20H20C|N3010P2; Mol. Wt.: 559.79

I
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P-a-(f-Cyanoethyl)-5-chlor-cycloSal-AZTDP 169

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 70 mg
Tetra-n-butylammonium-B-cyanoethyl-AZTMP (0.11 mmol) zweimal mit je 2 mL abs.
Acetonitril und dreimal mit je 2 mL abs. Toluol coevaporiert, in 2 mL abs. DMF
aufgenommen, mit einigen Kugelchen Molsieb 0.4 nm versetzt und auf -70 °C
gekihlt. Zu der Lésung wurden 10 puL abs. Pyridin (d= 0.981, 0.11 mmol, 1.0 Aq.)
gegeben und 1 h bei -70 °C gerthrtt Nun wurden 39 mg 5-
Chlorsaligenylphosphorchloridat (0.17 mmol, 1.5 Aq.), geldst in 1 mL abs. Toluol,
Uber einen Zeitraum von 1.5 h zugetropft. Von der Losung wurde ein ¥P-NMR-
Spektrum in abs. CDCI; unter Schutzgasbedingungen aufgenommen. Das Produkt
konnte identifiziert werden. Es wurde 2 h bei -50 °C geruhrt. Die Lésungsmittel
wurden im Vakuum entfernt und von dem Riickstand ein 3'P-NMR-Spektrum

aufgenommen. Das Produkt konnte nicht mehr identifiziert werden.
Ausbeute: n.b. (Produkt nicht luftstabil), Gemisch von zwei Diastereomerenpaaren.

YIPANMR (162 MHz, 'H-decoupled,

\fk CDCl3, N2)8/ppm= -12.02 (d, 0.25 P, J=

16.1 Hz, P-a), -12.06 (d, 0.25 P, J=

—0 16.4 Hz, P-a), -12.16 (d, 0.25 P, J=
w 17.1 Hz, P-a), -12.20 (d, 0.25 P, J=
16.4 Hz, P-o), -22.17 (d, 0.25 P, J=

16.5 Hz, P-B), -22.18 (d, 0.25 P, J= 15.9 Hz, P-B), -22.21 (d, 0.25 P, J= 16.7 Hz, P-B),
-22.22 (d, 0.25 P, J= 16.1 Hz, P-B); C2oH21CINgO10P2; Mol. Wt.: 602.82

CI

O:'UNO
=0

O\/\ON'U
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10.2.8.3 Synthese von Bis(4-acyloxybenzyl)-diphosphat-Prodrugs
Ammonium-B-bis-(4-acetoxybenzyl)d4TDP; (BAB-d4TDP) 184a

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. Es wurden 0.16 g Bis-
(tetra-n-butylammonium)d4TMP  (0.20 mmol, 1.0 Ag.) und 94 mg Bis-(4-
acetoxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit (0.20 mmol, 1.0 Aq.) in 3 mL
abs. Acetonitril gelést. Zu der Lésung wurden 36 mg DCI (0.30 mmol, 1.5 Aq.)
gegeben und 0.5 h bei RT geruhrt. Die Lésung wurde auf -25 °C geklhlt und mit 51
uL t-BuOOH (5.5 M in n-Decan, 0.28 mmol, 1.4 Aq.) oxidiert. Nach 15 min bei -25 °C
wurde auf RT erwarmt und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde Uber eine RP-18 Saule gereinigt, erst mit Wasser/Methanol 2:1, dann 1:1. Das
Produkt wurde lyophillisiert. Die Gegenionen wurden ausgetauscht (Dowex 50WX8,
NH,;"). Das Eluat wurde lyophillisiert. Das Produkt wurde erneut RP-18
chromatographiert, zunachst mit Wasser/Methanol 2:1, dann 1:1. Das Produkt wurde

erneut gefriergetrocknet.
Ausbeute: 14 mg (20 umol, 10%) eines farblosen, hygroskopischen Feststoffes.

Anmerkung: Es wurde versucht, das Produkt durch Extraktion zu reinigen. Wegen
der Oberflachenaktivitat der Verbindung sollte dieser Schritt unbedingt ausgelassen

werden.

)k "H-NMR (400 MHz, MeOD)s/ppm= 7.63 (q,
1H, J= 0.5 Hz, Hhe-6), 7.40-7.34 (m, 4H, H-

2), 7.08-7.02 (m, 4H, H-3), 6.94 (ddd, 1H, J=

\fk 1.5 Hz, J= 1.5 Hz, J= 3.3 Hz, H-1"), 6.38-6.34

ay (m, 1H, H-3"), 5.83 (ddd, 1H, J=2.0 Hz, J=
1 3.5 Hz, J= 6.0 Hz, H-2"), 5.09 (dd, 4H, J= 6.2
Hz, J= 8.3 Hz, H-Bn), 4.96-4.92 (m, 1H, H-

4°), 4.23-4.11 (m, 2H, H-5"), 2.27 (s, 6H, Ac),

1.89 (d, 3H, J= 1.0 Hz, Meney); ">C-NMR (101

OY MHz, MeOD)s/ppm= 171.1 (2xC=0-Ac),
o 166.6 (Chet-4), 152.9 (Cher-2), 152.4 (2xC-4),

|u>
@ o—n:o
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138.7 (Chet-6), 135.3 (C-3°), 134.9 (dd, J= 1.4 Hz, J= 7.1 Hz, 2xC-1), 130.4 (d, J= 2.9
Hz, 4xC-2), 127.6 (C-2°), 123.0 (4xC-3), 112.1 (Chet-5), 90.9 (C-17), 86.9 (d, J= 9.2
Hz, C-4°), 70.3 (dd, J= 1.7 Hz, J= 5.9 Hz, 2xC-Bn), 68.1 (dd, J= 6.8 Hz, J= 6.8 Hz, C-
5%, 21.0 (2xCHs3), 12.5 (Mener); >'"P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, MeOD)s/ppm= -
12.20 (d, 1P, J= 19.6 Hz, P-a), -12.96 (d, 1P, J= 19.6 Hz, P-B); IR (KBr): v [cm™] =
3435, 2930, 1762, 1701, 1266, 1220, 1190, 1044, 1009, 912; UV (HPLC): Amax= 265
nm; HPLC, Methode 1: tz [min]= 9.41; R; (EE/MeOH 3:2 v/v)= 0.59; MS (HR-ESI):
calcd. 679.13 (M'); found 679.11; CagH33N3014P2; Mol. Wt.: 697.52

Es konnte ein Nebenprodukt 210 isoliert werden. Dies entsteht vermutlich schon

wahrend der Kupplung bei unvollstandiger Trocknung des Nucleosides.

o 'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds)/ppm= 7.39-7.34 (m, 4H, H-2),
)k 7.10-7.06 (m, 4H, H-3), 4.82 (d, 4H, J= 7.3 Hz, H-Bn), 2.26 (s,

0]
3 4 6H, Ac); "C-NMR (101 MHz, DMSO-ds)s/ppm= 169.2
2

1

(2xC=0), 149.9 (2xC-4), 135.6 (2xC-1), 128.5 (4xC-2), 121.6

o (4xC-3), 66.1 (d, J= 5.3 Hz, 2xC-Bn), 20.9 (2xCHs); *'P-NMR
_ ®
O—R—0" Kat™ (162 MHz, "H-decoupled, DMSO-dg)s/ppm= -1.42: 3'P-NMR
0]
(162 MHZ, DMSO-de)S/ppm= -1.20- (-160) (m); C18H1808P_;
Mol. Wt.: 393.31
OY
O

Ammonium-B-bis-(4-acetoxybenzyl)AZTDP; (BAB-AZTDP) 185a

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurden 213 mg
Bis-(tetra-n-butylammonium)AZTMP (0.26 mmol, 1.0 Aq.) in 3 mL abs. Acetonitril
gelost: Nun wurden 0.16 g Bis-(4-acetoxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphor-
amidit (0.35 mmol, 1.4 Aqg.) und 44 mg DCI (0.38 mmol, 1.5 Aq.) zugegeben und 1.5
h bei RT gerlhrt. AnschlieRend wurde auf -25 °C geklhlt und durch Zugabe von 46
uL t-BuOOH (5.5 M in n-Decan, 0.25 mmol, 1.0 Aq.) oxidiert. Nach 15 min bei -25 °C

wurde auf RT erwarmt und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Die Reinigung
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des Rohproduktes erfolgte Uber eine RP-18 Umkehrphase (Wasser/Methanol,
zunachst 2:1, dann 1:1, dann reiner Methanol). Die Produktfraktionen wurden
lyophillisiert. An dem Rohprodukt wurde ein lonenaustausch vollzogen (Dowex
50WX8, NH;"). Das Eluat wurde lyophillisiert. Es wurde eine abschlieRende
Reinigung an einer RP-18 Umkehrphase vollzogen (Wasser/Methanol 1:2). Das

Produkt wurde gefriergetrocknet.

Ausbeute: 56 mg (76 umol, 29%) eines farblosen, hygroskopischen Feststoffes.

0 'H-NMR (400 MHz, MeOD)s/ppm= 7.71 (q,
o)k o 1H, J= 1.2 Hz, Hnet-B), 7.45-7.37 (m, 4H, H-

; 4 2), 7.10-7.05 (m, 4H, H-3), 6.20 (dd, 1H, J=
) | /'t 6.3 Hz, J= 6.0 Hz, H-17), 5.18-5.08 (m, 4H,
1 0 0 N” SO H-Bn), 4.40 (ddd, 1H, J= 3.5 Hz, J= 3.5 Hz,
0—R-0—F=0 o J= 7.1 Hz, H-3"), 4.20 (ddd, 1H, J= 3.0 Hz,

°© 8 J= 4.9 Hz, J= 11.5 Hz, H-57), 4.12 (ddd, 1H,
ST J= 2.7 Hz, J= 5.5 Hz, J= 11.6 Hz, H-5"), 4.03

(ddd, 1H, J= 2.8 Hz, J= 2.8 Hz, J= 6.0 Hz,

i H-4), 2.40-2.23 (m, 2H, H-2"), 2.27 (s, 6H,

Y CHs), 1.89 (d, 3H, J= 1.1 Hz, Mepne); "°C-

NMR (101 MHz, MeOD)s/ppm= 171.0

(2xC=0), 166.4 (Cher-4), 152.6 (2xC-4), 152.5 (Che-2), 137.8 (Cher-6), 134.9 (dd, J=

1.9 Hz, J= 7.5 Hz, 2xC-1), 130.5 (d, J= 2.0 Hz, 4xC-2), 123.0 (4xC-3), 112.2 (Cpet-5),

85.8 (C-1"), 84.4 (d, J= 9.0 Hz, C-4"), 70.4 (d, J= 5.6 Hz, 2xC-Bn), 67.3 (d, J= 6.0 Hz,

C-57), 62.5 (C-37), 38.1 (C-2°), 20.1 (2xCH3), 12.7 (Menet); >'P-NMR (162 MHz, 'H-

decoupled, MeOD)s/ppm=-12.17 (d, 1P, J= 21.1 Hz, P-a), -12.80 (d, 1P, J= 20.6 Hz,

P-B); IR (KBr): v [cm™] = 3431, 3196, 3071, 1760, 1699, 1509, 1469, 1274, 1220,

1010, 967; UV (HPLC): Amax= 265 nm; HPLC, Methode 1: tg [min]= 10.32; mp= 90-92

°C; Rs (H20/MeOH 1:2 viv, RP-18)= 0.63; MS (HR-ESI): calcd. 722.126 (M’); found
722.126; C2gH34NsO14P2; Mol. Wt.: 740.55
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Ammonium-B-bis-(4-isobutyryloxybenzyl)AZTDP; (BIB-AZTDP) 185b

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. 115 mg Bis-(tetra-n-
butylammonium)AZTMP (139 umol, 1.0 Aq.) wurden zunichst 2 h (ber
Molekularsieb 0.3 nm in 3 mL abs. Acetonitril getrocknet. Die getrocknete Losung
wurde in einen Reaktionskolben Uberfuhrt und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Molsieb wurde noch zweimal mit abs. Acetonitril gewaschen und die
Waschlosung ebenfalls in den Reaktionskolben uberfuhrt. Das Edukt wurde noch
dreimal mit wenigen mL abs. Acetonitril coevaporiert, so dass ein farbloser Schaum
entstand. Dieser wurde in 1.5 mL abs. Acetonitril aufgenommen. Zu dieser Losung
wurden 109 mg Bis-(4-isobutyryloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit (211
umol, 1.5 Aqg.) gegeben und die Reaktion durch Zufiigen von 26 mg DCI (0.22 mmol,
1.6 Aq.) gestartet. Nach 1.5 h bei RT wurde die Reaktionsldsung auf -25 °C gekihlt
und durch Zugabe von 38 pL t-BuOOH (5.5 M in n-Decan, 0.21 mmol, 1.5 Aq.)
oxidiert. Nach 15 min bei -25 °C wurde auf RT erwarmt und das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Es wurden zunachst durch RP-18 Chromatographie mit
Wasser/Methanol 1:1 restliches Edukt und DCI aus dem Rohprodukt entfernt und
dann das Produkt mit reinem Methanol von der RP-18 Phase gewaschen. Teile des
Methanols wurden am Rotationsverdampfer bei niedriger Temperatur entfernt, dann
wurde mit dest. Wasser aufgefullt und gefriergetrocknet. Die auf diese Weise
erhaltenen 144 mg Rohprodukt wurden uber einen lonentauscher gegeben (Dowex
50WX8, NH4*, dem Wasser wurden 10% Acetonitril zugesetzt, um das Rohprodukt
zu lésen). Das Eluat wurde lyophillisiert. Mit den erhaltenen 102 mg Rohprodukt
wurde erneut eine RP-18 Chromatographie durchgefuhrt, diesmal mit
Methanol/Wasser 3:1. Das Produkt wurde abschlie3end lyophillisiert.

Ausbeute: 53 mg (67 umol, 48%) eines farblosen Feststoffes.
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o 'H-NMR (400 MHz, MeOD)s/ppm= 7.72 (q,
O)H/ o 1H, J= 1.2 Hz, H-6), 7.46-7.34 (m, 4H, H-2),

; 4 7.10-7.00 (m, 4H, H-3), 6.21 (dd, 1H, J= 6.2
) \kaH Hz, J= 6.0 Hz, H-1"), 5.18-5.10 (m, 4H, H-
1 ﬁB a N™ =0 Bn), 4.40 (ddd, 1H, J= 3.2 Hz, J= 3.5 Hz, J=
O—f—0—H—0 o) 6.4 Hz, H-3"), 4.26-4.08 (m, 2H, H-57), 4.04

° % (ddd, 1H, J= 2.8 Hz, J= 2.8 Hz, J= 5.8 Hz,

OnH, N H-4"), 2.82 (sept., 2H, J= 7.0 Hz, CH-i-bu),

2.38-2.20 (m, 2H, H-2") 1.91 (d, 3H, J= 1.1
OjH\ Hz, Mene), 1.30 (d, 12H, J= 7.0 Hz, CHa-i-

bu); *C-NMR (101 MHz, MeOD)s/ppm=

° 177.1 (2xC=0), 165.0 (Cper-4), 152.6 (2xC-

4), 152.4 (Cher-2), 137.8 (Chet-6), 134.9 (m, 2xC-1), 130.5 (4xC-2), 122.9 (4xC-3),
112.2 (Chet-5), 85.8 (C-17), 84.4 (d, J= 9.2 Hz, C-4"), 70.4 (d, J= 5.6 Hz, 2xC-Bn),
67.3 (d, J= 5.9 Hz, C-57), 62.5 (C-3), 38.1 (C-2’), 35.3 (2xCH-i-bu), 19.3 (4xCH3-i-
bu), 12.7 (Mene); >'"P-NMR (162 MHz, "H-entkoppelt, MeOD)s/ppm= -12.16 (d, 1P, J=
21.1 Hz, P-a), -12.77 (d, 1P, J= 20.9 Hz, P-/); IR (KBr): v [cm™] = 3431, 3194, 3069,
2976, 2109, 1757, 1700, 1470, 1273, 1112, 1011; UV (HPLC): Amax= 265 nm; HPLC,
Methode 2: tg [min]= 17.65; mp= 79 °C; R; (EE/MeOH 7:3 v/v)= 0.47; R¢ (H,O/MeOH

1:3 vlv, RP-18)= 0.64; MS (HR-ESI): calcd. 778.189 (M’); found 778.195;
C32H42N6014P2; Mol. Wt.: 796.66

Ammonium-B-bis-(4-pivaloyloxybenzyl)AZTDP; (BPB-AZTDP) 185c

Anmerkung: In der Uberschrift ist von Ammonium als Gegenion die Rede. Das trifft
nur teilweise zu, da das Produkt am Ende mit gemischten Gegenionen in etwa der
Zusammensetzung NBu4/NH4 1:3 erhalten wurde. In dieser Form sind dann auch die
NMR-Daten angegeben. Auf einen erneuten lonenaustausch wurde verzichtet, da bei
einmaligem lonenaustausch ca. 7% Zersetzungsprodukt in dem vormals reinen

Produkt auftraten.

Variante A: Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. 146 mg
Bis-(tetra-n-butylammonium)AZTMP (176 umol, 1.0 Aq.) wurden zunachst 2 h (iber

Molekularsieb 0.3 nm in 3 mL abs. Acetonitril getrocknet. Die getrocknete Losung



Experimentalteil 351

wurde in einen Reaktionskolben Uberfihrt und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Molsieb wurde noch zweimal mit abs. Acetonitril gewaschen und die
Waschlosung ebenfalls in den Reaktionskolben uberfuhrt. Das Edukt wurde noch
dreimal mit wenigen mL abs. Acetonitril coevaporiert, so dass ein farbloser Schaum
entstand. Dieser wurde in 2 mL abs. Acetonitrii aufgenommen. Zu der Ldsung
wurden 0.15 g Bis-(4-isobutyryloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit (0.28
mmol, 1.6 Aq.) gegeben und die Reaktion durch Zufiigen von 36 mg DCI (0.30 mmol,
1.7 Aq.) gestartet. Nach 1.75 h bei RT wurden der Reaktionsldsung weitere 50 mg
Bis-(4-isobutyryloxybenzyl)N, N-diisopropylaminophosphoramidit (88 umol, 0.5 Aq.)
und 10 mg DCI (88 umol, 0.5 Aqg.) zugefigt und 2 h bei RT geriihrt. Die
Reaktionslosung auf -25 °C gekuhlt und durch Zugabe von 64 uL -BuOOH (5.5 M in
n-Decan, 0.35 mmol, 2.0 Aq.) oxidiert. Nach 15 min bei -25 °C wurde auf RT erwarmt
und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde Uber eine RP-18
Phase angereichert. Hierzu wurden zunachst Edukt und DCI mit Wasser/Methanol
1:1 eluiert, dann wurde isokratisch nacheinander zunachst mit Wasser/Methanol 2:1,
3:1 und 5:1 eluiert. Ein Grolteil des Produktes wurde mit dem letzten
Laufmittelgemisch von der Saule eluiert (F2, 105 mg). Anteilig wurde das Produkt
jedoch auch schon in den Fraktionen erhalten, die mit Wasser/Methanol 2:1 eluiert
worden waren. Interessanterweise waren dies die reineren Fraktionen (F1, 67 mg).
F1 und F2 wurden getrennt Uber einen lonentauscher in das Ammoniumsalz
uberfuhrt. F1 wurde erneut an einer RP-18 Phase getrennt, diesmal mit
Methanol/Wasser 2:1, dann 3:1. Es konnten 29 mg des reinen Produktes isoliert
werden sowie 20 mg einer Mischfraktion. F2 wurde Uber eine Sephadex G10 Phase
eluiert, konnte auf diese Weise aber nicht sauber erhalten werden. Auch eine
Trennung Uber die praparative HPLC (Acetonitril/Wasser 1.5:1, RP-18, 10 mL/min)
misslang. Erneute Chromatographie uber RP-18 Kieselgel mit Wasser/Methanol
1.00:2.25, dann 1:2.5, dann 1:3 lieferte nicht das reine Produkt.

Die erhaltenen Fraktionen wurden stets an der Lyophille gefriergetrocknet. Das
erhaltene reine Produkt wurde nochmals an einem lonentauscher umgesalzen
(Dowex 50WX8, NH4") und lyophillisiert. Dabei trat eine anteilige Zersetzung (ca. 7%)

des Produktes auf.

Ausbeute: 29 mg (35 umol, 20%) eines farblosen Feststoffes, sowie erhebliche

Mengen Produkt in Mischfraktionen.
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Variante B: Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden
26 mg Di-ammonium-AZTMP (68 pmol, 1.0 Ag.) zweimal mit abs. Acetonitril
coevaporiert, der Rickstand in 3 mL abs. DMF aufgenommen und einige Klgelchen
Molsieb 0.4 nm zugegeben. Zu der Lésung wurden 52 mg Bis-(4-
isobutyryloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit (95 umol, 1.4 Aq.) und 13
mg DCI (0.11 mmol, 1.6 Aq.) gegeben und 1 h bei RT gerlhrt. Es wurden weitere 15
mg Bis-(4-isobutyryloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit (27 umol, 0.4
Aqg.) und 5 mg DCI (42 umol, 0.6 Aq.) zugegeben und 3 h bei RT geriihrt. Die
Oxidation erfolgte durch Zugabe von 22 uL t-BuOOH (5.5 M in n-Decan, 0.12 mmol,
1.8 Aq.) bei -30 °C. Die Lésungsmittel wurden im Vakuum entfernt, der Riickstand in
Wasser/Acetonitril aufgenommen und lyophillisiert. Von dem Rohprodukt wurde ein
¥IP.NMR-Spektrum aufgenommen. Obwohl das Produkt entstanden war, zeigte sich,
dass Variante A deutlich bessere Ausbeuten bei weniger Nebenprodukten lieferte.

Auf eine Trennung des Rohgemisches wurde daher verzichtet.

0 "H-NMR (400 MHz, MeOD)8/ppm=  7.72 (q,

O)H< o 1H, J= 1.2 Hz, H-6), 7.45-7.36 (m, 4H, H-2),

o 7.06-7.00 (m, 4H, H-3), 6.21 (dd, 1H, J= 6.8

NH

) | | Hz. J= 68 Hz, H1), 520508 (m, 4H, H-

11 o o N™ ~O Bn), 4.42-4.36 (m, 1H, H-3"), 4.20 (ddd, 1H,
g N

O—H~0—P=0 0 J=11.5 Hz, J= 3.0 Hz, J= 4.8 Hz, H-5"), 4.12

°© 8 (ddd, 1H, J= 11.5 Hz, J= 2.7 Hz, J= 5.3 Hz,

ONH, N H-57), 4.04 (ddd, 1H, J= 2.7 Hz, J= 2.7 Hz,

J= 5.6 Hz, H-4"), 3.26-3.18 (m, 3.2H, NBu,),
O\H< 2.39-2.23 (m, 2H, H-2°), 1.91 (d, 3H, J= 1.1

Hz, Menet), 1.70-1.60 (m, 3.2H, NBu,), 1.46-

1.36 (m, 3.2H, NBu4), 1.35 (s, 18H, t-Bu),

1.02 (t, 4.9H, J= 7.3 Hz, NBu4); "*C-NMR (101 MHz, MeOD)&/ppm= 178.5 (2xC=0),
166.4 (Chei-4), 152.8 (2XC-4), 152.4 (Cher-2), 137.8 (Chet-6), 135.0-134.8 (m, 2xC-1),
130.5 (d, J= 2.1 Hz, 4xC-2), 122.9 (4xC-3), 112.2 (Chet-5), 85.8 (C-17), 84.4 (d, J= 9.1
Hz, C-4°), 70.4 (d, J= 5.7 Hz, 2xC-Bn), 67.3 (d, J= 5.8 Hz, C-5°), 62.5 (C-3°), 59.6-
59.5 (m, NBus), 40.1 (2xC-tBu), 38.0 (C-2°), 27.5 (6xCHa-t-Bu), 24.8, 20.8, 13.9
(NBuy), 12.7 (Mener); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, MeOD)d/ppm= -12.18 (d,
1P, J= 20.3 Hz, P-a), -12.76 (d, 1P, J= 20.2 Hz, P-B); IR (KBr): v [cm™"] = 3423, 31886,
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2975, 2108, 1751, 1701, 1479, 1277, 1119, 1012, 968; UV (HPLC): Amax= 265 nm;
HPLC, Methode 2: tg [min]= 18.08; mp= 98-101 °C; R¢ (EE/MeOH 7:3 v/v)= 0.70; MS
(HR-ESI"): calcd. 806.221 (M’); found 806.222; C34H46NsO14P2; Mol. Wt.: 824.71

Ammonium-B-bis-(4-octanoyloxybenzyl)d4TDP; (BOB-d4TDP) 184d

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. 160 mg Bis-(tetra-n-
butylammonium)d4TMP (203 pmol, 1.0 Aq.) wurden zunéchst 2 h tiber Molekularsieb
0.3 nm in 3 mL abs. Acetonitril getrocknet. Die getrocknete Losung wurde in einen
Reaktionskolben uberfihrt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Molsieb
wurde noch zweimal mit abs. Acetonitril gewaschen und die Waschlosung ebenfalls
in den Reaktionskolben Uberfuhrt. Das Edukt wurde noch dreimal mit wenigen mL
abs. Acetonitril coevaporiert, so dass ein farbloser Schaum entstand. Dieser wurde in
2 mL abs. Acetonitrii aufgenommen. Zu der LOsung wurden 0.22 g Bis-(4-
octanoyloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit  (0.35 mmol, 1.7 Aq.)
gegeben und die Reaktion durch Zufiigen von 43 mg DCI (0.37 mmol, 1.8 Aq.)
gestartet. Nach 3 h bei RT wurde durch Zugabe von 63 puL -BuOOH (5.5 M in n-
Decan, 0.35 mmol, 1.7 Aq.) bei -25 °C oxidiert. Nach 15 min wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Rickstand in Wasser/Acetonitril
aufgenommen und gefriergetrocknet. Das Rohprodukt wurde in wenig Methanol
geldst und Uber eine RP-18 Phase chromatographiert, jeweils isokratisch mit
Methanol/Wasser 1:1, 2:1, 5:1 und schlie8lich 6:1. Bei dem 1:1 Gemisch konnten
verbliebenes Edukt und DCI abgetrennt werden. Die Produktfraktionen wurden
vereint und der Methanol am Rotationsverdampfer bei niedriger Temperatur bis auf
einige mL entfernt. Es wurde mit Wasser aufgeflllt und die Losung lyophillisiert. Die
erhaltenen 150 mg wurden (ber einen lonentauscher (Dowex 50WX8, NH;", 30%
Acetonitril in Wasser) gegeben und das Eluat lyophillisiert. Eine weitere RP-18
Chromatographie mit Methanol/Wasser 5:1 lieferte das reine Produkt. Dieses wurde

erneut gefriergetrocknet.

Ausbeute: 114 mg (132 umol, 65%) eines farblosen Feststoffes.
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Q g "H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)s/ppm= 11.21
(s, 1H, NH), 7.65 (g, 1H, J= 1.2 Hz, Hper-6 ),
7.44-7.35 (m, 4H, H-2), 7.10-7.03 (m, 4H, H-
3), 6.82 (ddd, 1H, J= 1.7 Hz, J= 1.7 Hz, J=
3.4 Hz, H-1"), 6.34 (ddd, 1H, J= 1.6 Hz, J=

—| 1.6 Hz, J= 6.0 Hz, H-3"), 5.86 (ddd, 1H,

J=2.0 Hz, J= 3.1 Hz, J= 6.0 Hz, H-2"), 5.02
(dd, 4H, J= 3.8 Hz, J= 6.5 Hz, H-Bn), 4.88-

|'a
Isz

4.84 (m, 1H, H-4"), 4.10-3.88 (m, 2H, H-5"),

2.56 (t, 4H, J= 7.4 Hz, H-b), 1.78 (d, 3H, J=

1.0 Hz, Mene), 1.65 (tt, 4H, J= 7.3 Hz, J= 7.3

Hz, H-c), 1.40-1.20 (m, 16H, H-d, H-e, H-f,
H-g), 0.87 (t, 6H, J= 6.8 Hz, H-h); *C-NMR (101 MHz, MeOD)&/ppm= 173.8 (2xC-a),
166.6 (Chet-4), 152.9 (Chet-2), 152.4 (2xC-4), 138.7 (Chet-6), 135.3 (C-3°), 134.9 (d, J=
7.0 Hz, 2xC-1), 130.4 (d, J=2.7 Hz, 4xC-2), 127.6 (C-2°), 122.9 (4xC-3), 112.1 (Cher
5), 90.9 (C-17), 87.0 (d, J= 9.3 Hz, C-4°), 70.3 (dd, J= 1.8 Hz, J= 5.6 Hz, 2xC-Bn),
68.2 (dd, J= 6.2 Hz, J= 6.2 Hz, C-5°), 35.1 (2xC-b), 32.9, 30.2, 30.1, 23.7 (2xC-d,
2xC-e, 2xC-f, 2xC-g), 26.0 (2xC-c), 14.4 (2xC-h), 12.5 (Menet); >'P-NMR (162 MHz,
'H-decoupled, MeOD)d/ppm= -12.11 (d, 1P, J= 20.6 Hz, P-a), -12.92 (d, 1P, J= 20.3
Hz, P-B); IR (KBr): v [cm™'] = 3188, 3071, 2956, 2927, 2856, 1756, 1701, 1467, 1263,
1112, 1010; UV (HPLC): Amax= 264 nm; HPLC, Methode 2: tg [min]= 21.52; mp= 73-
75 °C; R; (EE/MeOH 7:3 v/v)= 0.40; R; (H,O/MeOH 1:5 viv, RP-18)= 0.40; MS (HR-
ESI): calcd. 847.297 (M"); found 847.296; C4oHs7N3014P2; Mol. Wt.: 865.84

O

Ammonium-B-bis-(4-benzoyloxybenzyl)d4TDP; (BBB-d4TDP) 184e

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. 178 mg Bis-(tetra-n-
butylammonium)d4TMP (226 pmol, 1.0 Aq.) wurden zunachst 2 h Gber Molekularsieb
0.3 nm in 3 mL abs. Acetonitril getrocknet. Die getrocknete Losung wurde in einen
Reaktionskolben Uberfihrt und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das Molsieb
wurde noch zweimal mit abs. Acetonitril gewaschen und die Waschlésung ebenfalls
in den Reaktionskolben Uberfuhrt. Das Edukt wurde noch dreimal mit wenigen mL
abs. Acetonitril coevaporiert, so dass ein farbloser Schaum entstand. Dieser wurde in

2.0 mL abs. Acetonitril aufgenommen. Zu dieser Losung wurden 216 mg Bis-(4-
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benzoyloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit (369 pmol, 1.6 Aq.) gegeben
und die Reaktion durch Zufiigen von 46 mg DCI (0.39 mmol, 1.7 Aq.) gestartet. Nach
1.5 h bei RT wurde die Reaktionslésung auf -25 °C gekuhlt und durch Zugabe von 64
uL t-BuOOH (5.5 M in n-Decan, 0.35 mmol, 1.5 Aq.) oxidiert. Nach 15 min bei -25 °C
wurde auf RT erwarmt und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt
wurde in wenig Methanol geldst und an einer RP-18 Phase getrennt, zunachst
isokratisch mit Wasser/Methanol 1:1, um nicht umgesetztes Edukt und DCI zu
entfernen, dann isokratisch mit Wasser/Methanol 5:1. Die Produktfraktionen wurden
lyophillisiert und das Rohprodukt Gber einen lonentauscher gegeben (Dowex 50WX8,
NH4*, 30% Acetonitril in Wasser). Das Eluat wurde erneut lyophillisiert und der
Ruckstand mit Wasser/Methanol 1:4 erneut an einer RP-18 Phase getrennt. Das

Produkt wurde abschliel3end lyophillisiert.

Ausbeute: 62 mg (75 umol, 33%) eines farblosen Feststoffes.

o 'H-NMR (400 MHz, MeOD)s/ppm= 8.19-

o N X m 5 8.13 (m, 4H, H-ortho), 7.70-7.64 (m, 3H, H-

; 4 p \kaH 6, H-para), 7.56-7.50 (m, 4H, H-meta), 7.50-
) | /& 7.42 (m, 4H, H-2), 7.25-7.19 (m, 4H, H-3),
1 N" 0 6.97 (ddd, 1H, J= 1.8 Hz, J= 1.8 Hz, J= 3.6

O_E_BO_lﬁlng :o: Hz, H-1), 6.42 (ddd, 1H, J= 1.7 Hz, J= 1.7
°© % = Hz, J= 6.0 Hz, H-3"), 5.86 (ddd, 1H, J=2.2
ONH, Hz, J= 3.6 Hz, J= 6.0 Hz, H-2), 5.16 (dd,
4H, J= 5.6 Hz, J= 8.5 Hz, H-Bn), 5.01-4.95

(m, 1H, H-4"), 4.28-4.17 (m, 2H, H-57), 1.92

(d, 3H, J= 1.2 Hz, Me); *C-NMR (101 MHz,

MeOD)d/ppm= 166.6 (Chet-4), 166.5 (2x

C=0), 152.9 (Chet-2), 152.6 (2xC-4), 138.8 (Chet-6), 135.4 (C-3°), 135.2 (d, J= 7.0 Hz,
2xC-1), 134.9 (2xC-para), 131.1 (4xC-ortho), 130.8 (2xC-ipso), 130.6 (4xC-2), 130.5
(4xC-meta), 127.7 (C-2°), 123.1 (4xC-3), 112.1 (Cher-5), 90.9 (C-17), 87.0 (d, J= 9.2
Hz, C-4°), 70.3 (dd, J= 2.3 Hz, J= 5.6 Hz, 2xC-Bn), 68.2 (d, J= 6.2 Hz, C-5°), 12.5
(Me); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, MeOD)&/ppm= -12.07 (d, 1P, J= 20.5 Hz,
P-a), -12.86 (d, 1P, J= 20.5 Hz, P-B); IR (KBr): v [cm™"] = 3435, 3199, 1734, 1692,
1452, 1268, 1202, 1063, 1025, 704; UV (HPLC): Amax= 263 nm, 231 nm; HPLC,
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Methode 2: tr [min]= 17.71; mp= 92 °C; R (EE/MeOH 7:3 v/v)= 0.38; MS (HR-ESI):
calcd. 803.141 (M’); found 803.139; CzgH37N3014P2; Mol. Wt.: 821.66

Ammonium-B-bis-(4-benzoyloxybenzyl)AZTDP; (BBB-AZTDP) 185e

Die Reaktion wurde wie fir BBB-d4TDP beschrieben durchgefihrt. Es wurden
folgende Mengen eingesetzt: 96.0 mg Bis-(tetra-n-butylammonium)AZTMP (116
umol, 1.0 Aq.), 108 mg Bis-(4-benzoyloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphor-
amidit (184 pmol, 1.6 Ag.) und 25 mg DCI (0.21 mmol, 1.8 Aq.). Oxidiert wurde durch
Zugabe von 36 pL t-BuOOH (5.5 M in n-Decan, 0.20 mmol, 1.7 Aq.).

Die Aufarbeitung wurde folgendermaf’en durchgeflhrt: Nach beendeter Reaktion
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Ruckstand in wenig Acetonitril
geldst. Diese Losung wurde an einer RP-18 Phase isokratisch mit Wasser/Methanol
1:1 chromatographiert, bis Edukt und DCI entfernt waren. Nun wurde isokratisch mit
Wasser/Methanol 3:1 und dann 4:1 eluiert. Bei beiden Mischungen konnte das
Produkt nachgewiesen werden. Die sauberen Fraktionen (F1) wurden vereint und am
Rotationsverdampfer bei niedriger Temperatur vom Methanol befreit, mit Wasser
aufgeflllt und gefriergetrocknet. Es wurden 58 mg aus den sauberen Fraktionen (F1)
als Tetra-n-butylammoniumsalz erhalten. Die verunreinigten Fraktionen (F2) wurden
zweimal Uber einen lonentauscher gegeben (Dowex 50WX8, NH,*, 30% Acetonitril in
Wasser), lyophillisiert und erneut RP-18 chromatographiert (Acetonitril/\Wasser 2:1).
Das erhaltene Rohprodukt (F2) wurde an der praparativen HPLC chromatographiert
(Wasser/Acetonitril 1:1, 10 mL/min, RP-18). Bei einer aufgetragenen Menge von 5
mg konnte das Produkt rein erhalten werden. Bei einer grofderen Menge versagte die

Trennung jedoch.

Ausbeute: 58 mg (53 umol, 46%) eines farblosen Feststoffes als Tetra-n-
butylammoniumsalz; 3 mg (3 umol, 3%) eines farblosen Feststoffes als
Ammoniumsalz. Die NMR-Daten sind fiur das Ammoniumsalz

angegeben.
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O 'H-NMR (400 MHz, MeOD)&/ppm= 8.18-

m o 8.13 (m, 4H, H-ortho), 7.74 (q, 1H, J= 0.5

Hz, H-6), 7.67 (tt, 2H, J= 7.3 Hz, J= 2.5 Hz,

\fi’ﬁ H-para), 7.57-7.45 (m, 8H, H-2, H-meta),

1 ﬁB o N~ "0 7.25.7.19 (m, 4H, H-3), 6.23 (dd, 1H, J= 6.8

O—h—0—P=0 0 Hz, J= 6.8 Hz, H-1"), 5.25-5.10 (m, 4H, H-

w Bn), 4.46-4.40 (m, 1H, H-3"), 4.30-4.11 (m,

Na 2H, H-5°), 4.10-4.02 (m, 1H, H-4"), 2.44-2.26

(m, 2H, H-2"), 1.91 (d, 3H, J= 0.9 Hz, Meney);

®C-NMR (101 MHz, MeOD)&/ppm= 166.5

(Chet-4), 166.4 (2xC=0), 152.6 (Chet-2, 2XC-

4), 137.8 (Chet-6), 135.1 (d, J= 5.6 Hz, 2xC-

1), 134.9 (2xC-para), 131.1 (4xC-ortho), 130.8 (2xC-ipso), 130.6 (d, J= 1.6 Hz, 4xC-

2), 129.9 (4xC-meta), 123.1 (4xC-3), 112.2 (Cher-5), 85.9 (C-17), 84.4 (d, J= 9.1 Hz,

C-4°), 70.4 (d, J= 5.4 Hz, 2xC-Bn), 67.3 (d, J= 5.8 Hz, C-5°), 62.5 (C-3°), 38.1 (C-2"),

12.7 (Mener); *'P-NMR (162 MHz, 'H-decoupled, MeOD)s/ppm= -12.18 (d, 1P, J=

19.4 Hz, P-a), -12.59 (d, 1P, J= 19.5 Hz, P-); IR (KBr): v [cm™"] = 3432, 3191, 3065,

2108, 1736, 1700, 1452, 1268, 1202, 1062, 1011, 707; UV (HPLC): Amax= 261 nm,

231 nm; HPLC, Methode 2: tg [min]= 17.79; mp= 98 °C; R; (EE/MeOH 7:3 v/v)= 0.61;
MS (HR-ESI): calcd. 846.158 (M); found 846.157; CagH3gNsO14P2; Mol. Wt.: 864.69

NH,

@)

Ammonium-B8-bis-(4-benzoyloxybenzyl)3"-O-acetyl-BVdUDP 188

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeflhrt. Die Trocknung des
Nucleotides und die Reaktionsdurchfiihrung erfolgten wie in den vorangehenden
Versuchen beschrieben. Es wurden 50 mg Bis-(tetra-n-butylammonium)3’-O-acetyl-
BVAUMP (53 pmol, 1.0 Aq., in time fur die Reaktion) mit 48 mg Bis-(4-
benzoyloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit (85 pmol, 1.6 Ag.) und 12
mg DCI (102 umol, 1.9 Aq.) umgesetzt. Spater wurden noch einmal 10 mg Amidit
(0.4 Ag.) und 4 mg DCI (0.5 Aq.) zugegeben. Die Oxidation erfolgte durch Zugabe
von 16 pL t-BuOOH (5.5 M in n-Decan, 0.90 umol, 1.7 Aq.) bei -25 °C. Das DC zeigte
eindeutig Produktbildung an. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt.

Die Reinigung des Rohgemisches wurde an einer RP-18 Phase durchgefluhrt:

zunachst isokratisch mit Wasser/Methanol 1:1, dann 1:3. Die Produktfraktionen
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wurden vereint und lyophillisiert. Im 31P-NMR-Spektrum konnte das Produkt
identifiziert werden. Es war jedoch immer noch verunreinigt. Nach einer weiteren

Umkehrphasenchromatographie konnte das Produkt nicht mehr identifiziert werden.

OBz i
4 Q  Br CaiH3BrN2016P2; Mol. Wt.: 954.58
HN)j/_/
2
1 0 0 OZ\N
O—Ilzl’EO—lggO
| | o
o) 0O
E S
O\fo
OBz

Tetra-n-butylammonium-B8-bis-(4-benzoyloxybenzyl)3 -0O-iso-butyryl-BVdUDP;
(lbu-BBB-BVdUDP) 189

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeflhrt. Die Trocknung des
Nucleotides und die Reaktionsdurchflihrung erfolgten wie in den vorangehenden
Versuchen beschrieben. Es wurden 134 mg [NBua]1s[H]o.3-BVAUMP (gewichtete
Molmasse ca. 926 g/mol, 145 umol, 1.0 Aq.) in 2 mL abs. Acetonitril mit 136 mg Bis-
(4-benzoyloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit (232 pmol, 1.6 Aq.) und
30.0 mg DCI (247 pumol, 1.7 Aq.) bei 0° C zusammengegeben und dann auf RT
erwarmt. Nach 40 min wurden weitere 6.0 mg DCI (51 umol, 0.4 Ag.) und 26 mg
Amidit (44 pumol, 0.3 Aq.) zugegeben und 1 h geriihrt. Die Oxidation erfolgte durch
Zugabe von 50.0 pL t-BuOOH (5.5 M in n-Decan, 276 umol, 1.9 Aq.) bei -25 °C.
Nach 15 min wurde das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riuckstand wurde in
wenig Acetonitril gelost und an einer RP-18 Phase chromatographiert, zunachst mit
Methanol/Wasser 1:1, dann 6:1. Methanol wurde am Rotationsverdampfer entfernt,
mit Wasser aufgeflllt und lyophillisiert. Das Rohprodukt wurde erneut Uber eine RP-
18 Phase mit Methanol/Wasser 5:1 getrennt. Das Produkt wurde abschlieend
lyophillisiert. Eine sehr gute Reinigung wurde durch zusatzliche Chromatographie

unter Verwendung von 0.25 M Ammoniumformiat-Puffer anstelle von Wasser erzielt.
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Ausbeute: 128 mg (104 umol, 72%) eines farblosen Feststoffes.

o 'H-NMR (400 MHz, MeOD)3/ppm=
o N m o 8.17-8.12 (m, 4H, H-ortho), 8.02 (s,
X 4 p — B qH, H-6), 7.67 (tt, 2H, J= 7.0 Hz, J=
HN
5 2\ | 1.3 Hz, H-para), 7.56-7.41 (m, 9H,
1 05 9, o~ N H-2, H-meta, BVU-H-8), 7.25-7.17
O—P—0—h—0 0 (m, 4H, H-3), 7.05 (d, 1H, J= 13.5
° 8 Hz, BVU-H-7), 6.33 (dd, 1H, J= 5.7
SN Hz, J= 9.0 Hz, H-1"), 5.40-5.36 (m,
AND b d 1H, H-3°), 5.25-5.15 (m, 4H, H-Bn),
@)

NN 4.32:422 (m, 2H, H-5'), 4.22-4.17
é (m, 1H, H-4"), 3.25-3.16 (m, 7H, H-
a), 2.59 (sept, 1H, J= 7.0 Hz, CH-
ibu), 2.41-2.25 (m, 2H, H-2°), 1.70-1.58 (m, 7H, H-b), 1.40 (tq, 7H, J=7.5Hz, J=7.5
Hz, H-c), 1.16 (d, 6H, J= 7.1 Hz, CHs-ibu), 1.00 (t, 11H, J= 7.4 Hz, H-d); "*C-NMR
(101 MHz, MeOD)&/ppm= 177.8 (C=0-ibu), 166.4 (2xC=0-Bz), 163.6 (Cher-4), 152.5
(2xC-4), 151.4 (Cpet-2), 140.0 (Chet-6), 135.1 (dd, J= 3.2 Hz, J= 7.1 Hz, 2xC-1), 134.9
(2xC-para), 131.1 (4xC-ortho), 130.8 (BVU-C-7), 130.7 (2xC-ipso), 130.6 (d, J= 2.1
Hz, 4xC-2), 129.8 (4xC-meta), 123.0 (4xC-3), 112.8 (Cpet-5), 109.4 (BVU-C-8), 86.3
(C-17), 85.2 (d, J= 9.0 Hz, C-4"), 76.8 (C-3°), 70.4 (dd , J= 2.7 Hz, J= 5.7 Hz, 2xC-
Bn), 67.6 (d, J= 6.1 Hz, C-5"), 59.6-59.5 (m, 4xC-a), 38.5 (C-2°), 35.0 (CH-ibu), 24.8
(C-b), 20.8-20.7 (m, 4xC-c), 19.2 (2xCHs-ibu), 14.0 (C-d); >'P-NMR (162 MHz, 'H-
decoupled, MeOD)s/ppm= -12.02 (d, 1P, J= 20.2 Hz, P-a), -12.64 (d, 1P, J= 20.4 Hz,
P-B); IR (KBr): v [cm™] = 3434, 3063, 2964, 1876, 1736, 1712, 1682, 1465, 1267,
1200, 968; UV (HPLC): Amax= 284 nm, 234 nm; HPLC, Methode 1: tr [min]= 15.01; R;
(EE/MeOH 4:1 viv)= 0.70; R; (H20/MeOH 1:6 v/v, RP-18)= 0.45; MS (HR-ESI):
calcd. 981.104 (M’); found 981.105; CsgH76BrN3O+6P2; Mol. Wt.: 1225.10

O

Ammonium-B-bis-(4-benzoyloxybenzyl)carba-iso-ddADP;
(BBB-carba-iso-ddADP) 190

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Die Trocknung des

Nucleotides und die Reaktionsdurchfihrung erfolgten wie in den vorangehenden
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Versuchen beschrieben. Es wurden 85.0 mg [NBuy]s5[H]os5-BVAUMP (gewichtete
Molmasse ca. 736 g/mol, 115 umol, 1.0 Aq.) in 2 mL abs. Acetonitril und 2 mL abs.
DMF mit 109 mg Bis-(4-benzoyloxybenzyl)N,N-diisopropylaminophosphoramidit (186
umol, 1.6 Ag.) und 24.0 mg DCI (203 umol, 1.8 Aq.) bei 0°C zusammengegeben und
dann auf RT erwarmt. Nach 40 min wurden weitere 6.0 mg DCI (51 umol, 0.4 Aq.)
und 28 mg Amidit (48 pmol, 0.4 Aq.) zugegeben und 1 h geriihrt. Die Oxidation
erfolgte durch Zugabe von 42.0 uL t-BuOOH (5.5 M in n-Decan, 232 umol, 2.0 Aq.)
bei -25 °C. Nach 15 min wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Rickstand wurde in wenig Acetonitrii gelést und an einer RP-18 Phase
chromatographiert, zunachst mit Methanol/Wasser 1:1, dann 4:1. Methanol wurde am
Rotationsverdampfer entfernt, mit Wasser aufgefullt und Iyophillisiert. Das
Rohprodukt wurde erneut Uber eine RP-18 Phase mit Methanol/Wasser 2.5:1.0
getrennt. Das Produkt wurde Iyophillisiert und an der praparativen HPLC
chromatographiert (40 mM Ammoniumformiat in H,O/Acetonitril 1:1, Flussrate 10
mL/min, RP-18).

Anmerkung: Unter den Bedingungen an der praparativen HPLC wurde das Gegenion
ausgetauscht. Man erspart sich so einen lonenaustausch uber Dowex. Das Produkt
konnte dennoch niemals vollstandig rein isoliert werden. Wegen der geringen
Mengen, die an der HPLC isoliert wurden, ist das C-NMR fiir das Tetra-n-

butylammoniumsalz angegeben. Die anderen Daten gelten fir das Ammoniumsalz.

Ausbeute: 36 mg (29 umol, 25%, NBus-Salz) eines farblosen Feststoffes.

O
o 'H-NMR (400 MHz, MeOD)&/ppm=
|
40 m 8.48 (s, 1H, Hnet-6), 8.21 (s, 1H, Hher-
3 p 8), 8.17-8.09 (m, 4H, H-ortho), 7.70-
N
2 </ | SN 7.63 (m, 2H, H-para), 7.57-7.40 (m,
1 O, O /)\
o |F|>BO I ao NT >N SNH, 8H, H-2, H-meta), 7.24-7.15 (m, 4H,
—E—0O0—F— 6 .
5 4 5 H-3), 5.17 (d, 4H, J= 8.5 Hz, H-Bn),
@NH? 4 7 T 4.83-4.73 (m, 1H, H-1"), 4.10-3.95
(m, 2H, H-67), 2.50-2.27 (m, 2H, H-
5', H-4"), 2.25-2.05 (m, 2H, H-2"),
0 2.04-1.76 (m, 3H, H-3", H-5"); "*C-
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NMR (101 MHz, MeOD)d/ppm= 166.5 (2xC=0-Bz), 161.6 (Chet-2), 152.6 (Chet-4),
151.9 (2xC-4), 149.4 (Chet-6), 142.3 (Chet-8), 135.3 (d, J= 7.2 Hz, C-1), 134.9 (2xC-
para), 131.1 (4xC-ortho), 130.8 (2xC-ipso), 130.6 (4xC-2), 129.8 (4xC-meta), 128.6
(Chet-5), 123.0 (4xC-3), 71.0 (d, J= 6.5 Hz, C-6"), 70.3 (d, J= 5.8 Hz, 2xC-Bn), 59.7-
59.5 (m, C-NBuy), 57.1 (C-17), 39.7 (d, J= 8.3 Hz, C-4"), 35.8 (C-5"), 32.1 (C-2"), 27.6
(C-3"), 24.8 (C-NBuy), 20.8 (C-NBus), 14.0 (C-NBuy); *'P-NMR (162 MHz, 'H-
decoupled, MeOD) &/ppm = -11.18 (d, 1P, J= 21.8 Hz, P-a), -13.00 (d, 1P, J= 20.9
Hz, P-B); IR (KBr): v [cm™] = 3423, 3210, 2955, 1733, 1617, 1510, 1426, 1268, 1202,
1063, 964, 700; UV (HPLC): Amax= 305 nm, 225 nm; HPLC, Methode 4: tg [min]=
12.53; mp= 102 °C; R (EE/MeOH 7:3 v/v)= 0.22; MS (HR-ESI’): calcd. 812.189 (M");
found 812.184; C39H40N6O11P2; Mol. Wt.: 830.72

Tetra-n-butylammonium-B8-bis-(4-isobutyryloxybenzyl)PMEAMP 207c

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeflihrt. Die Trocknung des
Nucleosides und die Reaktionsdurchfuhrung erfolgten, wie in den vorangehenden
Versuchen beschrieben. Es wurden 0.29 g [NBus];PMEA (0.38 mmol, 1.0 Aq.) in 4
mL abs. Acetonitril und 3 mL abs. DMF mit 0.25 g Bis-(4-isobutyryloxybenzyl)N,N-
diisopropylaminophosphoramidit (0.49 mmol, 1.3 Aqg.) und 63 mg DCI (0.53 mmol,
1.4 Aq.) zusammengegeben und dann auf RT erwarmt. Nach 45 min wurde bei -20
°C mit 89 pL t-BuOOH (5.5 M in n-Decan, 0.49 mmol, 1.3 Aq.) oxidiert. Die
Losungsmittel wurden im Vakuum entfernt, der Ruckstand in Acetonitril/\WWasser
aufgenommen und lyophillisiert. Das IP_.NMR-Spektrum enthielt keine

Produktsignale.

OiBu C30H3sN5011P27; Mol. Wt.: 704.58
NH,
N N
4 | /J
o0 "N
O O
S)

OiBu
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a,B,fTris-(4-acetoxybenzyl)d4TDP 191

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefluhrt. Es wurden 84 mg
Tetra-n-butylammonium-4-Acetoxybenzyl-d4TMP (121 umol, 1.0 Aq.) dreimal mit
abs. Acetonitril coevaporiert und in 3 mL abs. Acetonitril gelost. Zu der Losung
wurden 23 mg DCI (195 pumol, 1.6 Ag.) und 89 mg Bis-(4-acetoxybenzyl)N,N-
diisopropylaminophosphoramidit (0.19 mmol, 1.6 Ag.) gegeben und 24 h bei RT
geruhrt. Die Oxidation erfolgte durch Zugabe von 35.0 uL t+-BuOOH (5.5 M in n-
Decan, 192 umol, 1.6 Ag.). Nachdem das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt worden
war, wurde der Ruckstand in Acetonitril/Wasser aufgenommen und lyophillisiert. Das

¥P_NMR-Spektrum zeigte keine Produktsignale.

OAc C37H3sN2016P2; Mol. Wt.: 828.65
(@]
\fiﬁ
0] 0]
I|3| M N 0

0-f-P—0—£—0
2 o) o
AcO :

10.2.8.4 Isolierung von Hydrolyse-Intermediaten
F-(4-Acetoxybenzyl)AZTDP 186

Es wurden 7.9 mg Ammonium-/-bis-(4-acetoxybenzyl)AZTDP (11 umol) in 0.3 mL
D,0 geldst und mit 0.3 mL 50 mM PBS-Puffer pH= 7.3 versetzt. Die Hydrolyse wurde
3P_NMR-spektroskopisch verfolgt. Nach einer Woche wurde das Lésungsmittel
durch Gefriertrocknung entfernt. Die Reinigung des Rohgemisches erfolgte an einer
RP-18 Umkehrphase mit Wasser und einem Acetonitril-Gradienten von 0 bis 10%.

Das Produkt wurde lyophillisiert.

Anmerkung: Da der Puffer Natrium und Kalium als Kationen enthalt, ist nicht klar,

was fur Gegenionen vorliegen. Zudem konnte das Produkt nicht vollstandig rein
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isoliert werden. Da Verunreinigungen im aromatischen Bereich zu sehen waren,

handelt es sich vermutlich um Benzylalkohol.

Ausbeute: 5.2 mg (ca. 9 umol, 82%, ohne Gegenionen berechnet) eines farblosen

Feststoffes.
Q 'H-NMR (400 MHz, D,O)s/ppm= 7.61 (q,
o)k o 1H, J= 1.1 Hz, H-6), 7.47-7.43 (m, 2H, H-2),
; > 7.11-7.06 (m, 2H, H-3), 6.22 (dd, 1H, J= 6.8
NH
) | /& Hz, J= 6.8 Hz, H-1"), 4.98 (d, 2H, J= 6.2 Hz,
1 o o N ~O H-Bn), 4.40 (ddd, 1H, J= 4.0 Hz, J= 4.0 Hz,
Hp . o
O—RH—0—P=0 0 J= 7.4 Hz, H-3"), 4.30-4.10 (m, 3H, H-5", H-
S 4°), 2.42-2.30 (m, 2H, H-2"), 2.35 (s, 3H,
2 Kat® Ns Me), 1.83 (d, 3H, J= 0.9 Hz, Mene); "°C-

NMR (101 MHz, D,0)8/ppm= 173.4 (C=0), 166.2 (Cher-4), 151.5 (C-4), 149.7 (Cher-2),
137.2 (Chet-6), 135.6 (d, J= 8.7 Hz, C-1), 128.7 (2xC-2), 121.5 (2XC-3), 111.6 (Che-5),
84.7 (C-1°), 83.0 (d, J= 9.3 Hz, C-4°), 67.0 (d, J= 5.2 Hz, C-Bn), 65.4 (d, J= 5.3 Hz,
C-57), 60.6 (C-3°), 36.4 (C-2), 20.5 (Me), 11.7 (Menes); >'P-NMR (162 MHz, 'H-
decoupled, D,0)8/ppm=-11.23 (d, 1P, J= 21.7 Hz, P-p), -11.73 (d, 1P, J= 22.0 Hz, P-
a); UV (HPLC): Amax= 265 nm; HPLC, Methode 1: tgr [min]= 4.59; Methode 2: tgr [min]=
14.77; Rs (H.O/MeOH 8:1 v/v, RP-18)= 0.63; MS (HR-ESI): calcd. 574.074 (M+H);
found 574.076; C1gH21N5012P2%; Mol. Wt.: 573.34

fF-(4-Benzoyloxybenzyl)d4TDP 187

Es wurden 9 mg Ammonium-BBB-d4TDP (11 umol) in 0.3 mL DMSO-ds gelost und
mit 0.3 mL 50 mM PBS-Puffer pH= 7.3 versetzt. Die Hydrolyse wurde *'P-NMR-
spektroskopisch verfolgt. Nach drei Monaten wurde das Loésungsmittel durch
Gefriertrocknung entfernt. Die Reinigung des Rohgemisches erfolgte an einer RP-18
Umkehrphase zunachst mit reinem Wasser, um die Puffersalze zu eluieren. Dem
Laufmittel wurden daraufhin 10%, dann 30% Acetonitril zugesetzt. Das Produkt
wurde gefriergetrocknet, in Wasser geldost und die wassrige Phase mit DCM

extrahiert. Die wassrige Phase wurde erneut lyophillisiert.
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Anmerkung: Da der Puffer Natrium und Kalium als Kationen enthalt, ist nicht klar,
was fur Gegenionen vorliegen. Zudem konnte das Produkt nicht vollstandig rein
isoliert werden. Da Verunreinigungen im aromatischen Bereich zu sehen waren,

handelt es sich vermutlich um Benzylalkohol und/oder Benzoesaure.

Ausbeute: 3.7 mg (ca. 6 umol, 54%, ohne Gegenionen berechnet) eines farblosen

Feststoffes.
o '"H-NMR (400 MHz, D,0)8/ppm= 8.28-8.23
Xy m o (m, 2H, H-ortho), 7.80 (tt, 1H, J= 7.5 Hz, J=
3 4 p 1.3 Hz, H-para), 7.69-7.62 (m, 2H, H-meta),
) \fiﬁ 7.55 (q, 1H, J= 1.2 Hz, H-6), 7.52-7.47 (m,
1 0. 2 N™ ~O 2H, H-2), 7.27-7.22 (m, 2H, H-3), 6.96 (ddd,
O OO :o: 1H, J= 1.8 Hz, J= 1.8 Hz, J= 3.4 Hz, H-1"),
® % — 6.47 (ddd, 1H, J= 1.8 Hz, J= 1.8 Hz, J= 6.2
2 Kat® Hz, H-3"), 5.90-5.81 (m, 1H, H-2"), 5.15-5.08

(m, 1H, H-4"), 4.99 (dd, 2H, J= 2.7 Hz, J= 6.1 Hz, H-Bn), 4.27-4.15 (m, 2H, H-5"),
1.83 (d, 3H, J= 1.1 Hz, Me); ®C-NMR (101 MHz, D,0O)s/ppm= 167.5 (C=0), 166.2
(Chet-4), 151.7 (Chet-2), 149.9 (C-4), 138.5 (Cher-6), 134.8 (C-3°), 134.3 (C-para),
131.4 (2xC-ortho), 129.9 (2xC-2), 129.3 (2xC-meta), 129.0 (C-1), 128.9 (C-2°), 122.0
(2xC-3), 115.8 (Che-5), 90.2 (C-17), 86.4-86.2 (m, C-4°), 67.4 (d, J= 5.1 Hz, C-5'),
67.0-66.8 (m, C-Bn), 11.8 (Me); *'P-NMR (162 MHz, "H-decoupled, D,0)8/ppm=
-10.30 (d, 1P, J= 20.2 Hz, P-a), -10.65 (d, 1P, J= 20.2 Hz, P-B); UV (HPLC): Amax=
263 nm, 230 nm; HPLC, Methode 2: tgr [min]= 14.59; R (H.O/MeCN 9:1 v/v, RP-18)=
0.50; MS (ESI): calcd. 593.1 (M+H); found 593.2; C24H22N2012P2%; Mol. Wt.: 592.39

10.3 Hydrolysestudien
pH abhangige Hydrolysekinetiken

Es wurden 50 mM Stammlosungen der Zielverbindungen in DMSO angesetzt. Von
diesen Stammlosungen wurden je 11 puL mit 189 pL deionisiertem Wasser und
weiteren 100 uL DMSO verdinnt, so dass 1.9 mM Hydrolyse-Stammlésungen

erhalten wurden. Die Hydrolyse wurde durch Zugabe von 300 puL
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Phosphatpufferlosung (PBS, 50 mM, pH=7.3, 37 °C) gestartet. Auf die Zugabe von
internem Standard wurde verzichtet. Die Proben wurden in einem Thermomixer bei
37 °C inkubiert. Es wurden nun nach verschiedenen Zeitraumen Aliquote der
Kinetiklosung entnommen (je 60 uL) und sofort in flussigem Stickstoff eingefroren.
Die Proben wurden einzeln aufgetaut und sofort analysiert. Hierzu wurden 40 uL in
die analytische RP-HPLC injiziert. Zur Auswertung der Kinetiken wurden die
Chromatogramme bei verschiedenen UV-Wellenlangen ausgewertet. Die
Peakflachen wurden gegen die Hydrolysedauer graphisch aufgetragen. Zur
Auswertung wurden mit Hilfe eines Tabellenkalkulationsprogramms exponentielle
Ausgleichskurven durch die einzelnen Messpunkte gelegt, so dass die
Geschwindigkeitskonstanten k der Hydrolysen ermittelt werden konnten. Die

Hydrolysehalbwertszeiten konnten nun mit der Formel

t1/2 =In2/ k

ermittelt werden, da es sich durch den gro3en Wasseruberschuss um Kinetiken
Pseudo-erster-Ordnung handelte. Dies wurde fir alle Kinetiken angenommen,;
sowohl fur die Hydrolysen der cycloSal-Nucleotide, als auch fur die Diphosphat-

Prodrugs.

Diese Versuche wurden analog fur die Ermittlung der Hydrolysehalbwertszeiten bei

anderen pH-Werten durchgefihrt.

50 mM Phosphatpuffer (pH= 6.8, pH= 7.3, pH= 7.5, pH= 8.7 nach Sérensen):

Es wurden 547 mg Dinatriumhydrogenphosphat und 155 mg
Kaliumdihydrogenphosphat mit deionisiertem Wasser auf 100 mL Gesamtvolumen
aufgefullt. Der pH-Wert wurde kontrolliert und gegebenenfalls mit Phosphorsaure

bzw. NaOH eingestellt.

50 mM Citrat-HCI-Puffer (pH= 2.0):

Es wurden 1.22 g Ammoniumcitrat in 100 mL deionisiertem Wasser gelost und mit

konz. HCI auf pH= 2.0 eingestellt.
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Hydrolysekinetiken in Zellextrakten

Es wurden 30 uL der 50 mM DMSO-Stammlésung der Verbindungen mit 220 ulL
DMSO auf eine Konzentration von 6.0 mM verdunnt. Im Folgenden wurden 100 pL
Zellextrakt (CEM/O fur d4T, P3HR1 fur BVdU und ACV, Mausleberextrakt fir
verschiedene Verbindungen) mit 20 uL 70 mM Magnesiumchloridldsung versetzt und
20 uL der 6.0 mM Stammldésung hinzu pipettiert. FUr jeden Messwert wurde eine
solche Lésung angesetzt und bei 37 °C im Thermomixer inkubiert. Nach den
entsprechenden fur eine Messung gewahlten Zeitraumen wurden die Hydrolysen
durch Zugabe von 300 puL Methanol abgebrochen und fur 5 min bei 0 °C gelagert.
AnschlieRend erfolgte Zentrifugation fir 10 min bei 13000 rpm. Der Uberstand wurde
in Spritzen aufgenommen und filtriert (Schleicher & Schuell Spartan 13/30, 0.2 um)
und in flussigem Stickstoff eingefroren (-196 °C). Die Proben wurden an der
analytischen RP-HPLC in ihre Bestandteile gespalten (Injektion: 90 uL). Die

Auswertung erfolgte ohne Normierung der Peakflachen.

Hydrolysekinetiken in humanem Blutplasma

Die Hydrolysekinetiken in humanem Blutplasma erfolgten analog den Kinetiken in
Zellextrakten. Im Unterschied wurde jedoch keine MQgCl,-Lésung zugegeben.
Anstelle des Zellextraktes wurde verdinntes Blutserum (20% oder 50% in 50 mM

PBS pH 6.8, bei den einzelnen Experimenten angegeben) zu den Proben gegeben.

Hydrolysekinetiken in Kulturmedium

Die Hydrolysekinetiken in Kulturmedium erfolgten analog den Kinetiken in
Zellextrakten. Im Unterschied wurde jedoch keine MgCl,-Lésung zugegeben.
Anstelle des Zellextraktes wurde Kulturmedium (RPMI) mit 10% hitzedeaktiviertem

fotalem Kalberserum (FCS) zugegeben.
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$Ip.NMR Hydrolysestudien

Es wurden ca. 10 umol der zu untersuchenden Verbindung in 350 uL DMSO-ds
geldst und 350 uL 50 mM PBS-Puffer des gewilnschten pH Wertes zugegeben. Die

Proben wurden bei RT aufbewahrt und regelmalig NMR-spektroskopisch untersucht.
10.4 U-Rohr-Diffusionsversuche
a) H,O (pH=6.8)/ DCM / H,O (pH= 8.7) Diffusion von 5-(Amprop)cycloSal-dm°KMP

In ein U-Rohr (Durchmesser 0.9 mm) wurden 1.1 mL Dichlormethan als
Diffusionsbarriere pipettiert und ein Ruhrfisch hinzu gegeben (Rotation 500 rpm). In
den einen Arm wurde die Donorlésung (38.0 uL 50 mM DMSO-Stammlésung + 962
uL 50 mM PBS pH= 6.8), in den anderen Arm die Acceptorlésung (38.0 uL DMSO +
962 uL 50 mM PBS pH= 8.7) gegeben. Nach verschiedenen Zeitraumen wurden nun
Proben der wassrigen Phasen entnommen (1 uL), mit 499 ulL Wasser verdinnt und
an der analytischen RP-HPLC untersucht (Injektion: 40 pL). Die DCM-Phase wurde
kontinuierlich  durchmischt, wahrend die wassrigen Phasen bei jeder
Probenentnahme mit einer Pipette geruhrt wurden. Zum Nachweis der Verbindungen

wurde ein Fluoreszenzdetektor verwendet.
b) H,O /DCM / PLE Diffusion von 5-(Amprop)cycloSal-dm°’KMP

s. a). Unterschied: Die Donorldsung enthielt statt PBS-Puffer deionisiertes Wasser.
Die Acceptorldosung setzte sich aus 990 uL PBS-Puffer pH= 7.3 und 10 pL 275 U/mL

Schweineleber-Esterase (PLE) zusammen (Gesamtaktivitat 2.75 U).
10.5 Untersuchungen am Fluoreszenzmikroskop

Von den Verbindungen wurden Stammldsungen verschiedener Konzentrationen
angefertigt (8 mM; 50 mM). Diese wurden mit 1 mL cm ++ auf die gewlnschten
Konzentrationen verdinnt (8 uM bis 150 uM, Inkubationslésung). Das Uber den
HelLa-Zellen in den Tragerschalen stehende Medium (cm ++) wurde Uber eine

Saugvorrichtung entfernt und durch die Inkubationslosung ersetzt. Fur jede
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Verbindung wurden verschiedene Konzentrationen getestet. Die Tragerschalen
wurden fUr verschiedene Zeitrdume in einen Inkubator (37 °C, 5% CO3) gestellt. Bei
Inkubationsdauern von mehr als 6 h wurden die Losungen und Waschvorgange unter
sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Nach den jeweiligen Inkubationszeiten wurde das
cm ++ Uber den Zellen abgesaugt und zweimal mit je 1 mL cm ++ gewaschen. Nun
wurde noch zweimal mit je 1 mL imaging media (IM; klares Medium, ohne Phenolrot)
gewaschen und die Zellen mit 1 mL IM bedeckt. Die Tragerschalen wurden auf die
mit Immersionsdl benetzte Linse gestellt und das Bild im Lichtfeld (bf) scharf gestellt.
Mit der Kamera wurden nun Anhaufungen lebendiger Zellen gesucht und im bf mit
einer Belichtungsdauer von 6 ms photographiert. Das bf wurde ausgestellt und mit
einer UV-Lampe bei 340-350 nm auf die Zellen eingestrahlt. Die Bilder wurden nun
mit langeren Belichtungsdauern (60 ms bis 3 s) aufgenommen.

Bei der Untersuchung von Leukamiezellen konnte wegen fehlender Adhasion der
Zellen nicht wie oben beschrieben gewaschen werden. Die Zellen wurden daher mit
den Inkubations- und Waschlésungen durchmischt, 2 min zentrifugiert und der
Uberstand Uber dem Zellpellet abgesaugt. Ansonsten wurde wie oben beschrieben

vorgegangen.

10.6 Reaktionsoptimierung

Um die Ausbeute bei der Synthese von cycloSal-Triestern Uber die
Chlorphosphitmethode zu verbessern, wurde eine Reaktionsoptimierung an der

analytischen HPLC durchgeflihrt. Hierbei wurde wie folgt vorgegangen:

1) Erstellung einer Kalibrierfunktion
2) Variation der Reaktionsparameter

3) Quantifizierung der Ausbeute anhand der Kalibrierfunktion

Als Modell-Nucleosid wurde dT gewahlt, als Zielverbindung somit 3-Methyl-cycloSal-
dTMP.

Zur Erstellung der Kalibrierfunktion wurden aus einer 50 mM DMSO-Stammldsung
zwei 1.0 mM Stammldsungen von 3-Methyl-cycloSal-dTMP in H,O angesetzt. Von

jeder Losung wurden 40 ulL an der HPLC analysiert. Von den Stammldsungen wurde
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eine Verdlnnungsreihe angefertigt, um auf diese Weise 0.75, 0.6, 0.5, 0.4, ..., 0.1
mM Loésungen zu erhalten. Von allen Lésungen wurde ein HPL-Chromatogramm
angefertigt. Die entsprechenden Integrale beider Verdunnungsreihen wurden
gemittelt und gegen die Konzentration (bzw. Ausbeute in %, s.u.) aufgetragen. In

dem untersuchten Bereich zeigte die Kalibrierfunktion Linearitat bei hoher Prazision.

Es wurden nun Synthesen der Zielverbindung unter Stickstoff als Inertgas
durchgefiihrt. Dazu wurden je 49 mg dT (202 pmol, 1.0 Aqg.) je zweimal mit abs.
Toluol coevaporiert, in 1 mL trockenem DMF aufgenommen und mit einer Menge 2
Aq. abs. DIPEA versetzt. Die Ldésung wurde auf eine Temperatur T4 gekuhlt und
dann langsam mit einer Menge mq 3-Methylsaligenylchlorphosphit, geldst in
verschiedenen abs. Lésungsmitteln (LM), getropft. Es wurde eine Zeit t; bei einer
Temperatur T, geruhrt. AnschlieRend wurde die Losung auf -20 °C gekulhlt, mit einer
Menge m; t-BuOOH (5.5 M in n-Decan) versetzt und 1 h bei einer Temperatur T3
geruhrt. Zum Ende der Reaktion wurden die Lésungsmittel im Vakuum entfernt und

das Rohprodukt lyophillisiert.

Zur Analyse der Testansatze wurde wie folgt vorgegangen: Das lyophillisierte
Rohprodukt wurde in 10 mL eines 1:1 Gemisches von Wasser/Acetonitril
aufgenommen und somit zu einer maximalen Produktkonzentration von 20.2 mM
verdunnt. Von dieser Losung wurden 5 pL entnommen und mit 95 uL deionisiertem
Wasser auf eine maximale Konzentration von 1.0 mM verdinnt. 40 uL dieser Losung
wurden an der HPLC analysiert. Aus der Verdlinnungsreihe konnte somit die

Ausbeute abgelesen werden. Sie entsprach der jeweiligen Verdunnung.

Verdinnungsreihe y = 8,464E-06x

R® = 9,990E-01

120
100 |
80 -
60 -
40 -
20

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,00E+00 2,00E+06 4,00E+06 6,00E+06 8,00E+06 1,00E+07 1,20E+07 1,40E+07
[Abs * 1]

Ausbeute [%]
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No T,[°C] LM m1 ty[h] T2[°C] my T3[°C] Ausbeute
1 - 20 Et,tO 1.2 Aq 1 20 2 Aq 20 52%
2 - 20 Et,tO 1.2 Aq 1 0 1 Aq 20 -
3 - 20 Et,O 1.9 Aq 1 0 1 Aq 20 23%
4 - 20 EttO 1.3 Aq 1 0 1.5 Aq 20 70%
5 - 20 MeCN 1.7 Aq 1 0 1 Aq 20 51%
6 - 20 MeCN 0.7 Aq 1 0 1.5 Aq 20 62%
7 - 40 MeCN 1.0 Aq 1 - 20 1.5 Aq 20 30%
8 - 30 MeCN 0.7 Aq 1 - 20 1.5Aq -20 31%
9 - 20 EtO 0.5Aq 1 - 20 1.5 Aq 20 0%
10 -40 Et,tO 1.2 Aq 1 - 20 1.5 Aq 20 0%
11 - 20 Toluol 1.2 Aq 1 - 20 1.5 Aq 20 43%
12 - 20 Toluol 1.0Aq 1.5 - 20 1.5 Aq 20 39%
13 -40 Toluol 0.8Aq 1.5 - 30 1.5 Aq 20 27%
14  -20 Toluol 12Aq 1.5 0 1.5 Aq 20 67%
15  -40 Toluol 1.5 Aq 1 20 1.5 Aq 20 -
16 -20 Toluol 1.2Aq 15 - 20 1.5Aq -20 42%
17  -20 Toluol 1.1Agq 1.5 - 20 1.5Aq -20 52%

10.7 Bestimmung von LogP-Werten
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Es wurde die Verteilung einer Probe zwischen gleichen Volumina Wasser und DCM

bestimmt. Hierzu wurde die Probe in 500 uL Wasser geldst und fir 10 min mit 500 uL
DCM intensiv durchmischt (Vortex). Hinterher wurde die Probe 10 min bei 13000 rpm
zentrifugiert, die Phasen getrennt und je ein Aliquot an der HPLC mit Methode 2

analysiert. Es wurde der

Absolutflachen von DCM zu Wasser gebildet.

dekadische Logarithmus der

Verhaltnisse der
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11 Gefahrstoffverzeichnis

Die folgende Liste umfasst Verbindungen und Lésungsmittel, mit denen wahrend
dieser Arbeit umgegangen wurde. Die Stoffe, fur die keine bekannte Einstufung
existiert, sind als gefahrlich einzustufen. Es ist unbedingt zu vermeiden, dass man

sich mit diesen Stoffen in irgendeiner Weise kontaminiert und dass diese Stoffe in die

Umwelt eingebracht werden.

Gefahren-
Substanz symbol R-Satze S-Satze
11-19-36/37-40-
1,4-Dioxan F, Xn 66 (2-)9-16-36/37-46
3-(2-Hydroxyphenyl)propionsaure Xi 36/37/38 26-36
3-(4-Hydroxyphenyl)propionsaure Xi 36/37/38 26-36
3-Methylsalicylsaure Xn, Xi 22-37/38-41 26-36/39
Acetanhydrid C 10-20/22-34 26-36/37/39-45
Aceton Xi, F 11-36-66-67 9-16-26
Acetonitril Xn, F 11-20/21/22-36 16-36/37
Acetylchlorid F,C 11-14-34 9-16-26-45
Ammoniaklésung 25% C,N 34-50 26-36/37/39-45-61
Ammoniumchlorid Xn, Xi 22-36 22
45-46-11-36/38-

Benzol T, F 48/23/24/25-65 53-45
Benzophenon Xi, N 36/37/38-50/53 26-36-60-61
Benzoylchlorid C 34 26-45
Calciumchlorid Xi 36 22-24
Calciumhydrid F 15 24/25-43.1-7/8

10-20/21/22-
Chlormethylpivalat Xn, Xi 36/37/38 16-26-36
22-38-40-
Chloroform Xn 48/20/22 36/37
Citronensaure Xi 41 26-39
DCC T 24-22-41-43 24-26-37/39-45
Dichlormethan Xn 40 23-24/25-36/37
Diethylether F+ 12-19-22-66-67 9-16-29-33

DIPA F,C 11-20/22-34

16-26-36/37/39-45




Gefahrstoffverzeichnis

372

Gefahren-
Substanz symbol R-Satze S-Satze
16-26-36/37/39-45-
DIPEA F,C 11-22-34-52/53 60
DMAP T 25-27-36/37/38  26-28.2-36/37/39-45
DMF T 61-20/21-36 53.1-45
DMF-dineopentylacetal Xi 36/37/38 26-36
DMSO Xi 36/38 26
DMTr-Chlorid - - 22-24/25
Dowex50WX8 Xi 36/37/38 26-36
Essigsaure 10-35 26-36/37/39-45
Ethanol F 11 7-16
Ethylacetat Xi, F 11-36-66-67 16-26-33
23/24/25-34-
Formaldehyd 37% T 39/23/24/25-40-43 26-36/37/39-45-51
11-38-48/20- 9-16-29-33-36/37-
Hexan Xn, F, N 51/53-62-65-67 61-62
45-10-23/24/25-
Hydrazin T,N 34-43-50/53 53-45-60-61
Imidazol C 22-34 26-36/37/39-45
iso-Butyrylchlorid F.C 11-35 16-23-26-36-45
Kaliumcarbonat Xn, Xi 22-36/37/38 26-36
Kieselgel Xn 40-37 26-37/39
11-36/38-48/23-
Kohlenstoffdisulfid F, T 62-63 16-33-36/37-45
Lithiumaluminiumhydrid F 15 24/25-43.12-7/8
22-26-27-36/37/39-
Mesitylensulfonylchlorid C 34 45
Mesylchlorid T 24/25-26-34-37 26-28.1-36/37/39-45
11-23/24/25-
Methanol T,F 39/23/24/25 7-16-36/37-45
21-23/25-37/38-
Methyliodid T 40 36/37-38-45
(1/2-)28-36/37-45-
N,N-Dimethylanilin T,N 23/24/25-40-51/53 61
Natrium F,C 14/15-34 8-43.12-45
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Gefahren-
Substanz symbol R-Satze S-Satze
Natriumazid T+ 28-32 28.1-45
Natriumcarbonat Xi 36 22-26
7/8-26-36/37/38-
Natriumhydrid F,C 15-34 43.6-45
Natriumiodid Xi 36/38 26
Natriummethylat F,C 10-34 26-36/37/39-45
Natronlauge 1M C 34 26-37/39-45
N-Brom-Succinimid C 22-34 26-36/37/39-45
10-22-37/38-41-
n-Butanol Xn, Xi 67 12-36-37/39-46-7/9
N-Methylpyrrolidin F,C 11-22-34 16-26-36/37/39-45
Octansaurechlorid C 14-22-34-37 26-36/37/39-45
Oleum C 35 26-30-45
para-Formaldehyd C 20/22-34-40-43 26-36/37/39-45
para-Toluolsulfonsaure Xi 36/37/38 26
Pd/C - - 14.1-22
Perhydrol C 34 28.1-36/39-45
Petrolether 50/70 Xn, F+ 12-65 9-16-29-33-62
Phenylboronsaure Xn 22 22-24/25
Phosphor(V)oxid C 35 22-26-45
14-26/28-29-35-
Phosphortrichlorid T+ C 48/20 26-36/37/39-45-7/8
14-22-26-29-35-
Phosphorylchlorid T+, C 48/23 7/8-26-36/37/39-45
Pivalinsaurechlorid F, T 11-14-22-26-34  16-26-36/37/39-45
Propionsaure C 34 26-36/37/39-45
Pyridin Xn, F 11-20/21/22 26/28
Raney-Nickel Xn, F 17-40-43 15-22-36
Salzsaure 2N C 34-37 26-36/37/39-45
Silbernitrat C,N 34-50/53 26-45-60-61
TBAF 1M in THF F,C 11-19-34 16-26-36/37/39-45
TBAH 40% C 34 26-36/37/39-45
TBDMS-Chlorid F,C 11-35-37 16-26-36/37/39-45
tert-Butanol Xn, F 11-20 9-16
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Gefahren-
Substanz symbol R-Satze S-Satze
7-10-20/21/22-34- 14.1-26-3/7-
tert-Butylhydroperoxid C 0 65 36/37/39-45-62
TFA C 20-35-52/53 26-36/37/39-45
THF Xi, F 11-19-36/37 16-29-33
11-14-20/21-35-  16-26-36-36/37/39-
TMS-Chlorid F,C 37 45
Toluol Xn, F 11-20 16-25-29-33
3-16-26-29-
Triethylamin F,C 11-20/21/22-35 36/37/39-45
Trimethylphosphat Xn 22-24 -
10-22-36/37/38-
Trimethylphosphit T 46 26-36-45-53
Wasserstoff F+ 12 9-16-33
Zinkpulver F 15-17 7/8-43.3

Zirkon(IV)chlorid C 14-22-34 8-26-36/37/39-45
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