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1. Einleitung

Viele Krankheiten, sowohl beim Menschen als auch im Tierreich, werden von
Retroviren verursacht. Diese sind benannt nach dem Enzym Reverse Transkriptase
(RT), das fur die Umschreibung der viralen doppelstrangigen RNA in eine
komplementare DNA (cDNA) verantwortlich ist. Nach der heutigen taxonomischen
Einteilung werden Retroviren in sieben Gruppen eingeteilt, von denen flunf beim
Menschen vorkommen. Eine dieser Gruppen bilden die Lentiviren, zu der die fur die
Immunschwachekrankheit AIDS verantwortlichen Humanen Immundefizienzviren mit
den beiden Typen HIV-1 (hauptsachliches Vorkommen: Nordamerika, Europa,
Nordafrika) und HIV-2 (hauptsachliches Vorkommen: Asien) gezahlt werden." HIV-1
wurde im Jahre 1983 erstmalig von Montagnier et al.? sowie Gallo et al.® identifiziert
und isoliert, drei Jahre spater gelang Clavel et al.* dies fiir HIV-2.

Das HI-Virus befallt vor allem CD4-positive Zellen, also jene, die auf ihrer Oberflache
den CD4-Rezeptor tragen. Diese sind in der Regel Zellen des Immunsystems, wie
beispielsweise die T-Helferzellen. lhre Zerstérung durch das Virus fihrt zu einer
grundlegenden Schwachung des Immunsystems, sodass selbst normalerweise
harmlos verlaufende Krankheiten zum Tode fUhren kdnnen.

Die Grundlage therapeutischer Ansatze gegen das HI-Virus bildet die Kenntnis
seines Aufbaus sowie seines Replikationszyklusses (Abb. 1, S. 2). Dieser legt sechs
Ansatzpunkte zur HIV-Therapie nahe (blau bzw. rot gefarbt). Obwohl inzwischen fur
alle Ansatzpunkte zugelassene Medikamente zur Verfugung stehen, ist bis heute
noch keine Therapieform bekannt, die zu einer vollstandigen Heilung fuhrt. Die
Hauptursache hierfir sind fehlende Methoden, um das in das Genom der Wirtszelle
integrierte HIV-Genom wieder herauszuschneiden. Einen vielversprechenden Ansatz
hierzu stellt die ,, Tre-Rekombinase® dar, die in der Lage ist, eine Sequenz, wie sie im
HIV-Genom vorkommt, zu erkennen und wieder aus dem Wirtsgenom zu entfernen.®
Weitere Problematiken sind zum einen die hohe Mutationsrate des HIV-Genoms
(durchschnittlich mindestens ein fehlerhaft eingebautes Nucleotid pro neu
produziertem Virus) und somit eine starke Resistenzbildung, zum anderen die
Ausbildung von Virus-Reservoirs (vor allem im zentralen Nervensystem®). Eine groRe
Belastung fur HIV-Patienten stellen auch die bisweilen extremen Nebenwirkungen
der Therapien dar, die unter anderem aus den hohen Dosen der verabreichten
Medikamente resultieren.” Somit ist im Hinblick auf die weltweit ungeféhr

33.2 Millionen HIV-Infizierten und die grof3e Anzahl der jahrlichen Neuinfektionen
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(ca. 2.5 Millionen), vor allem im afrikanischen Raum (ca. 1.7 Millionen)?, die
Entwicklung neuer Wirkstoffe aber auch die Verbesserung bereits bestehender
Therapieformen von sehr grof3er Bedeutung.

Recognifion and binding
= Entry inhibitors_

: ﬁ‘s;g Fusion and penetration
: +® Fusion inhibitors

o

oL olransiation

e ¢ ° bﬁ Expression 1%

[
¢ Spliced Unspliced 2
\@W Vpus RNA RNA =~ Reverse _*<
cm 6g

transcription p & °
NRTI + NNRTIs

Ribosomal

degradation =

) -.’-
Maturation
_ Protease inhibitors

Abb. 1 Replikationszyklus des Hiv-1°

Im Rahmen dieser Arbeit soll ausschlieBlich auf den Ansatz der Hemmung der
viralen Reversen Transkriptase (in Abb. 1 ,Reverse transcription®) eingegangen und
dabei nur die Klasse der nucleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs)

betrachtet werden.
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2. Kenntnisstand

2.1. Nucleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren zur HIV-Behandlung

Mit derzeit sieben zugelassenen Einzel- und vier Kombinationspraparaten bilden die
NRTIs zurzeit die Wirkstoffklasse mit den meisten fur die HIV-Therapie zugelassenen
Medikamenten.'® Sie bilden auch die Grundlage der 1996 eingefiihrten, effektiven
Kombinationstherapie HAART (Highly Active Anti-Retroviral Therapy) aus meist drei
verschiedenen antiretroviralen Medikamenten, von denen in der Regel zwei NRTIs
sind. Welche Medikamente im Einzelnen verwendet werden, hangt vom Stadium der
HIV-Erkrankung sowie von mdglichen Begleiterkrankungen und Unvertraglichkeiten

ab.”" In Abb. 2 sind einige dieser NRTIs gezeigt.

“d W S

3-Azido-2 3-d|desoxythymd|n 2,3-Didesoxy-2',3'-didehydro- X=H: L-2,3-Didesoxy-3-
(AZT, Zidovudin, Retrovir ®) 1 thymidin (04T, Stavudin, Zerit ®) 2 thiacytidin (3TC Lamuvidin,
Epivir®) 3a

X=F: L-2,3-Didesoxy-5-fluor-3-
thiacytidin (FFC Emtricitabin,
Emtriva®) 3b

NH
N
. Nx
@ w .
2',3-Didesoxyinosin 1592U89
(adl, Didanosin, Videx®) 4 (ABC, Abacavir, Ziagen®) 5

Abb. 2 Ausgewahlte, in der HIV-Therapie eingesetzte NRTls

Die antiviral wirksamen Nucleosidanaloga mussen, wie die naturlichen Nucleoside
auch, zunachst in ihre Triphosphate Uberfuhrt werden, bevor sie in die DNA
eingebaut werden konnen. Die Phosphorylierung zu den Triphosphaten erfolgt durch

mehr oder weniger spezifische, zelleigene Enzyme. Die Wirkung der NRTIs 1-5 ist in
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dem Fehlen der 3’-Hydroxyfunktion begriindet, da nach ihrem Einbau in die DNA an
dieser Stelle keine weitere Kettenverlangerung erfolgen kann — sie sorgen also fur
den Abbruch der reversen Transkription an dieser Stelle.'> Im Gegensatz zu
humanen DNA-Polymerasen fehlt der Reversen Transkriptase des HI-Virus eine
proof-reading Funktion, sodass sie die eingebauten Nucleosidanaloga nicht
erkennen und wieder aus der DNA herausschneiden kann.™ Auf Grund der
Korrekturfahigkeit der humanen DNA-Polymerasen sollte der Replikationszyklus der
Wirtszelle durch die RT-Inhibitoren also nicht gestort werden.

Da im Rahmen dieser Arbeit fast ausschlieBlich d4T 2 (Abb. 2, S. 3) eingesetzt

wurde, soll im Folgenden nur auf dieses im Detail eingegangen werden.

2.1.1. 2’,3'-Didesoxy-2’,3’-didehydrothymidin (d4T, 2)
Die Synthese des Nucleosidanalogons d4T 2 wurde 1964 erstmals von Horwitz et
al."™ beschrieben. Seine antivirale Aktivitdit gegen HIV-1 wurde 1987 nahezu

1.1 entdeckt. Seit dem

zeitgleich von Lin et al.”®, Baba et al.*®* und Hamamoto et a
Jahre 1994 ist es unter dem Handelsnamen Zerit® (vertrieben durch Bristol-Myers
Squibb) fur die HIV-Therapie durch die U. S. Food and Drug Administration (FDA)
zugelassen.®

Die eigentlich biologisch wirksame Form stellt das d4T-Triphosphat (d4TTP) dar, das
uber eine Phosphorylierungskaskade uber die Zwischenstufen des Mono- (d4TMP)
und des Diphosphats (d4TDP) aus 2 entsteht. Dabei wird die Bildung des
Monophosphats von der relativ substratspezifischen Thymidin-Kinase (TK), die des
Diphosphats von der weniger spezifischen Thymidylat-Kinase und die des
Triphosphats von der unspezifischen Nucleosiddiphosphat-Kinase katalysiert

(Abb. 3)."°

Nucleosid-
Thymidin- Thymidylat- diphosphat-
Kinase Kinase Kinase
T - -~ UTMP ———— HATDP — > MTTP

Abb. 3 Phosphorylierung von d4T 2 zum d4T-Triphosphat

Auf Grund der Substratspezifitat der Thymidin-Kinase ist die Phosphorylierung von
d4T 2 zum d4TMP gehemmt. Dies hat eine stark verlangsamte Bildung von d4TTP
zur Folge.12 Die beiden folgenden Schritte laufen hingegen mit deutlich geringerer

Limitierung ab. Somit kdnnte also die Umgehung des limitierenden ersten Schritts
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(so genannter TK-Bypass) von grof’em therapeutischem Vorteil sein. Die direkte
Applikation von d4TMP ist nicht moglich, da das Monophosphat bei physiologischem
pH-Wert als Dianion vorliegt und somit in seiner Membrangangigkeit stark
eingeschrankt ist. Des Weiteren kann es im Blut durch unspezifische Phosphatasen
zu Dephosphorylierungsreaktionen kommen. Aus diesen Grinden hat sich die
Anwendung von Prodrug-Systemen, die intrazellular d4TMP freisetzen, als vorteilhaft
erwiesen. Auf diese soll im anschlieBenden Kapitel 2.2. genauer eingegangen
werden.

Die hauptsachlichen Nebenwirkungen von d4T 2 sind Polyneuropathie
(Nervenerkrankung; bildet sich allerdings nach Absetzen des Medikaments im Laufe
einiger Wochen wieder zuruck) sowie Lipatrophie (Schadigung der Mitochondrien
des Fettgewebes). Diese mitochondriale Toxizitat hat inzwischen dazu gefuhrt, dass
d4T 2 in Industrielandern so gut wie nicht mehr verordnet wird. In den meisten
Entwicklungslandern allerdings ist es nach wie vor eines der am haufigsten

verwendeten Medikamente.

2.2. Prodrug-Konzepte

Als ,Prodrugs® werden im Allgemeinen pharmakologisch inaktive oder wenig aktive
Wirkstoffe bezeichnet, die erst durch Metabolisierung im Organismus in aktive
Wirkstoffe uberfuhrt werden. Im Fall von d4T 2 sind dieses auf Grund der
gehemmten ersten Phosphorylierung (vgl. S. 4) also Wirkstoffvorlaufer, die
intrazellular d4TMP freisetzen und so zu einer ungehinderten Bildung von d4TTP
fuhren konnen. Um die bereits erwahnten Probleme der geringen Membran-
gangigkeit sowie der moglichen Dephosphorylierungsreaktionen im Blut zu umgehen,
muss das Prodrug Vorraussetzungen wie eine erhdhte Lipophilie zum Passieren von
Zellmembranen sowie der Blut-Hirn-Schranke, die Verwendung nicht toxischer
Masken und eine ausreichende extrazellulare Stabilitat aufweisen. Des Weiteren
sollte die Maske erst am Zielort des Wirkstoffs abgespalten werden, was auf
hydrolytischem oder enzymatischem Wege erfolgen kann. Bei Nucleosid-
monophosphaten (NMPs) allgemein und somit auch beim d4TMP mussen also die
zwei negativ geladenen Sauerstoffatome ,maskiert werden, wobei die Maske sowohl
cyclischer als auch acyclischer Natur sein kann. Die allgemeine Form eines Prodrugs
zur Einschleusung von d4TMP in Zellen, das auch als Pronucleotid bezeichnet wird,
istin Abb. 4 (S. 6) gezeigt.
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Abb. 4 Vom d4T-Monophosphat zum Prodrug

In ersten Versuchen zur intrazellularen Freisetzung von NMPs aus Prodrugs wurden
Dialkylphosphatester verwendet, die allerdings erfolglos blieben, da nach der ersten
hydrolytischen Abspaltung die entstandene negative Ladung die Spaltung des
zweiten Esters behinderte. Somit konnte keine Freisetzung des Wirkstoffs erreicht
werden. Nichtsdestoweniger belegten diese Versuche die Moglichkeit der Abspaltung
von Masken durch eine nucleophile Reaktion am Phosphoratom.?°

In der Folge wurden neue, so genannte dreiteilige Prodrug-Systeme entwickelt, die
auf der Freisetzung des Wirkstoffs durch zwei aufeinander folgende, voneinander
abhangigen Hydrolyseschritten basieren. Hierbei erfolgt die erste Hydrolyse durch
eine chemische oder enzymatische Reaktion, die dann eine zweite, spontan
verlaufende Reaktion aktiviert.?’ Einige Beispiele fur enzymatisch gesteuerte

Prodrug-Systeme sind:

« Bis-(POM)-Nucleotide [Bis-(Pivaloyloxymethyl)-],%*%

* Bis-(POC)-Nucleotide [Bis-(isopropyloxycarbonyloxymethyl)-],%*%°

» Bis-(SDTE)-Nucleotide [Bis-(S-(2-Hydroxyethylsulfidyl)-2-thioethyl)-],*®
o Bis-(SATE)-Nucleotide [Bis-(S-Acetyl-2-thioethyl)-],%’

« Bis-(AB)-Nucleotide [Bis-(4-Acetoxybenzyl)-],2%%°

e Phosphoramidat-Nucleoside, %'

e HepDirect®-Pronucleotidsysteme.*

Die Pronucleotide des HepDirect®-Konzepts stellen hierbei eine Besonderheit dar, da
ihre Aktivierung zellspezifisch verlauft. Sie werden selektiv in der Leber durch das
dort bevorzugt exprimierte Cytochrom P45 gespalten. Die allgemeinen Strukturen

einiger Prodrug-Systeme sind in Abb. 5 (S. 7) gezeigt.
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Abb. 5 Allgemeine Strukturen ausgewahlter Prodrug-Konzepte

Die generelle Problematik in der Verwendung enzymatisch gesteuerter Prodrug-
Systeme liegt in der Abhangigkeit vom spaltenden Enzym. Innerhalb von Zellen, in
denen dieses Enzym nicht oder nur in geringer Konzentration vorliegt, wird kein
Wirkstoff freigesetzt. Um diesen Nachteil zu umgehen, wurde 1996 von Meier et al.*
das cycloSal-Konzept entwickelt. Dieses Konzept besteht aus einer vom
Salicylalkohol abgeleiteten, cyclischen, bidenten Maske und einem Nucleosid-
monophosphat, das durch ausschliel3lich chemische Hydrolyse freigesetzt werden

kann. Die Wirkstofffreisetzung erfolgt somit Enzym-unabhangig.

2.3. Das cycloSal-Konzept

Die allgemeine Struktur eines cycloSaligenyl-Nucleosidmonophosphats (cycloSal-
NMPs) mit der Nummerierung der Kohlenstoffatome der Salicylalkohol-Einheit sowie
die allgemeine Struktur und die Kohlenstoff-Nummerierung eines freien

Salicylalkohols sind in Abb. 6 gezeigt.

3 7
%N o 4N oH
S o <ETL
4 /2 o,F\’\—ONucI. 5 /1 OH
(@) 6
Abb. 6 Allgemeine Struktur und Nummerierung von cycloSal-NMPs und Salicylalkoholen

Die Nummerierung der Salicylalkohole ist dabei im Vergleich zu der ursprijnglichen34
geandert, um sich einer Nummerierung nach den IUPAC-Regeln anzunahern. So
wird nicht mehr wie bisher das Kohlenstoffatom mit der Hydroxymethylfunktion als C1
betrachtet, sondern das phenolische Kohlenstoffatom, das nach den IUPAC-Regeln
die hochste Prioritat besitzt. Diese Zahlweise wird der Ubersichtlichkeit halber dann
allerdings fur alle Salicylalkohole angewendet, auch wenn Substituenten am

aromatischen Ring (z. B. eine Aldehydfunktion) eine eigentlich hdhere Prioritat
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haben. Die Nummerierung der cycloSal-NMPs hingegen erfolgt wie bisher, also

unabhangig von der IUPAC-Nomenklatur.

2.3.1. Mechanismus der chemischen Hydrolyse eines cycloSal-
Nucleosidmonophosphats

Die selektive Abspaltung der cyclischen Maske aus einem cycloSal-NMP durch
chemische Hydrolyse basiert auf einer unterschiedlichen Stabilitat der Benzyl-,
Phenyl- und Alkylphosphatesterbindungen. Der allgemeine Hydrolyseweg eines

cycloSal-Nucleosid-Phosphattriesters ist in Abb. 7 dargestellt.

Aktivierung I}
2 e Schritt a X No-R-oP
Z O\ uct "selektiver chemischer = OH
O Schritt", pH > 7
. induzierter | "spontane C-O-
Schritt ¢ Schrittb | Bindungsspaltung"
N OH Schritt d A
I H
N -~ X~ ° +  NMP
o__¢° "enzymatisch"? Z0oH
& ~ONucl.

Abb. 7 Chemische Hydrolyse eines cycloSal-NMPs

Die Nucleotid-Freisetzung aus dem cycloSal-Triester wird durch die Spaltung der
phenylischen Phosphatesterbindung eingeleitet (Abb. 7, Schritt a). Diese Bindung ist
unter physiologischen Bedingungen, also bei leicht alkalischem pH-Wert, die labilste,
da die bei der Spaltung entstehende negative Ladung im resultierenden
2-(Hydroxybenzyl)-phosphatnucleosiddiester am besten mesomeriestabilisiert ist.
Der alternative Bindungsbruch der Benzylesterbindung wilrde zu einem
(2-(Hydroxymethyl)-phenyl)-phosphatnucleosiddiester flihren (Abb. 7, Schritt c).
Dieser Bindungsbruch ist allerdings stark verlangsamt, da der Phosphatester als
schwacher Elektronendonor in ortho-Position diese Bindung nicht labilisiert. Ein
einmal so entstandener Phenylphosphatdiester wird auf Grund der negativen Ladung
am Phosphat nicht erneut von einem Hydroxid-Anion angegriffen, sodass es aus

dieser Verbindung nicht zur Freisetzung des NMPs kommt.
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Durch die Spaltung der phenylischen Phosphatesterbindung wird in C-2-Position der
cycloSal-Maske aus der Phosphatestergruppe mit einem schwachen Donoreffekt ein
starker Elektronendonator (phenolische Hydroxyfunktion), wodurch es zu einem
spontanen Bruch der Cgenzy-O-Bindung kommt (Abb. 7, Schritt b). Hierdurch werden

der Wirkstoff (das NMP) sowie der Salicylalkohol freigesetzt.?">°

2.3.2. CycloSal-Pronucleotide der ersten Generation

In der ersten Generation der cycloSal-Pronucleotide konnte fur cycloSal-d4TMPs die
Abhangigkeit des in Kapitel 2.3.1. beschriebenen Hydrolysemechanismus vom
Substituentenmuster des aromatischen Rings gezeigt werden. Hierzu wurde eine
Vielzahl von Substituenten vor allem in 3- und/oder 5-Position, aber auch in der
6- oder 7-Position sowohl einzeln als auch in Kombinationen eingefuhrt und das
Hydrolyseverhalten (fir eine Ubersicht der Standard-Hydrolysestudien fiir cycloSal-
NMPs siehe Kapitel 4.1.2.) sowie die in vitro-Aktivitat gegen HIV untersucht. Eine
Auswahl an cycloSal-d4TMPs der ersten Generation zeigt Abb. 8.

POPP
=100
Py
1l
I
S

5Me, R=H (10)
tBu, R=H (11)
5-tBu, R=H (12)
5Bu, 6-F, R=H (13)
. R=Me (14)

TWWEW
@)

T

] ?
= T
B ©

OMe, R=H (16)
NO,, R=H (17)

&)l
/
O
DX XXX XX XXX X X

NP

Abb. 8 Ausgewahlte cycloSal-d4TMPs der ersten Generation

Die Ergebnisse der Hydrolyseuntersuchungen der Verbindungen 6-15 sind in Tab. 1
(S. 10) zusammengefasst. Dabei wurde einerseits die Selektivitat der Hydrolyse zum
d4TMP untersucht. Mittels Integration des *'P-NMR-Spektrums der beendeten
Hydrolyse des jeweiligen Triesters wurde dazu das Verhaltnis von entstandenem
d4TMP zu entstandenem (2-(Hydroxymethyl)-phenyl)-phosphatnucleosiddiester
(PPD; vgl. Abb. 7, S. 8) bestimmt. Andererseits wurde die Hydrolysestabilitat der
cycloSal-d4TMPs bei physiologischem pH-Wert (7.3) in Phosphatpuffer untersucht.®
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Aus den *'P-NMR-Hydrolysestudien wird deutlich, dass der Hydrolyseweg durch die
Wahl der Substituenten an der cycloSal-Maske gezielt beeinflusst werden kann. So
fuhren Akzeptorsubstituenten zu einer selektiven Freisetzung des d4TMPs
(Verbindung 6, 7), wie sie auch nahezu fur das unsubstituierte cycloSal-d4TMP 8

gefunden wurde (nur 1% PPD).

cycloSal-d4TMP X R d4TMP : PPD® ;5 [h] (pH = 7.3)"!
6 5-Cl H 100: 0 1.1
7 6-Cl H 100: 0 0.9
8 H H 99 : 1 4.4
9 3-Me H 94:6 17.5
10 3,5-Me H 92:8 29
11 3-tBu H 92:8 73%
12 3,5-tBu H 66 : 34 74%
13 3,5-tBu,6-F H 100: 0 6.2
14 H Me 17 : 83 0.25
15 6-Cl Me 100: 0 2.2

Bl\/erhaltnis aus gebildetem d4TMP und (2-(Hydroxymethyl)-phenyl)-phosphat-d4T-diester.
PlHydrolyse-Halbwertszeit in Phosphatpuffer (pH = 7.3) bei 37 °C.

Tab. 1 Ergebnisse der Hydrolyseuntersuchungen einiger cycloSal-d4TMPs der ersten Generation
Donorsubstituenten wie Alkylgruppen fuhren hingegen zu einer verstarkten Bildung
des Phenyldiesters, wobei dessen Anteil mit zunehmender Starke des induktiven
Effekts der Alkylgruppe(n) ansteigt (Verbindungen 9-12). Eine Methylgruppe am
Benzyl-Kohlenstoff fuhrt sogar zu 83% zum PPD (Verbindung 14). Weitere
Untersuchungen zu Funktionalisierungen in der Benzyl-Position wurden durch-
gefiihrt, sollen hier aber keine weitere Betrachtung finden.*®3%*° Die Verbindungen
13 und 15 zeigen allerdings, dass solche Einflisse durch die Einfuhrung elektronen-
ziehender Substituenten ausgeglichen werden kdnnen. Die Verwendung von Alkyl-
gruppen erweist sich allerdings ebenfalls als sinnvoll, da sie stabilisierend wirken und
so die Hydrolyse-Halbwertszeiten erhohen. Eine gewisse Stabilitat ist notwendig, um
eine extrazellulare Hydrolyse der cycloSal-Pronucleotide zu vermeiden (vgl. auch
Tab. 2, S. 11). Bei der Optimierung der Hydrolyseeigenschaften erschien also die
Kombination elektronenziehender und -schiebender Substituenten als vorteilhaft.

Den ersten Versuch einer so optimierten Maske stellt die Verbindung 13 dar.*’
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Besonders wichtig fur die Beurteilung der ,Qualitat einer Maske ist die antivirale
Aktivitat des zugehorigen cycloSal-d4TMPs in Thymidin-Kinase defizienten Zellen
(TK-Zellen). Bleibt die antivirale Aktivitat im Vergleich zu der in Wildtyp-Zellen
(CEM/0-Zellen) vollstandig oder zumindest in gro3en Teilen erhalten, so verlauft der
TK-Bypass (vgl. Kapitel 2.1.1.) erfolgreich. In Tab. 2 sind die antiviralen Aktivitaten
einiger cycloSal-d4TMPs zusammengefasst. Es wird deutlich, dass sehr labile
Triester in TK-Zellen ihre antivirale Aktivitat vollstandig verlieren (Verbindung 17). Da
die Aktivitat mit der von d4T 2 vergleichbar und eine schlechte d4TMP-Freisetzung
(auf Grund der niedrigen Hydrolysestabilitat) auszuschlief3en ist, muss von einer
vollstandigen extrazellularen Hydrolyse des Prodrugs ausgegangen werden. Das
freigesetzte d4TMP wird durch Kinasen dephosphoryliert, dadurch entstehendes
d4T 2 passiv in die Zelle transportiert und dort Uber den in Abb. 3 (S. 4) gezeigten
Weg zum d4TTP metabolisiert. Somit wird hier nur die antivirale Wirkung von d4T 2

gemessen.*?

ECso [UM]*
CEM/0 CEM/TK"
cycloSal-d4TMP f)( d”er:dé ty [h]° HIV-1 HIV-2 HIV-2
174 5-NO, 0.15 0.29 0.40 40
6 5-Cl 1.1 0.42 1.40 2.67
16* 3-OMe 1.4 0.17 0.42 0.17
8 H 4.4 0.20 0.22 0.15
9 3-Me 17.5 0.057 0.07 0.048
11 3-tBu 73 0.18 0.65 0.33
13 3,5-tBu,6-F 6.2 0.12 0.33 0.6
15 6-Cl, 7-Me 2.2 0.19 0.25 7
d4T - - 0.18 0.55 28

°50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation. "Hydrolyse-Halbwertszeit in
Phosphatpuffer (pH = 7.3) bei 37 °C.

Tab. 2 Antivirale in vitro-Aktivitaten einiger cycloSal-d4TMPs
Aber schon fur einen recht labilen Triester wie 6 kann eine signifikante antivirale
Aktivitat in TK-Zellen gemessen werden, auch wenn diese im Vergleich zu dem
Wildtyp-Zelltest noch vermindert ist. Beim 3-OMe-cycloSal-d4TMP 16, das eine zu 6
vergleichbare Halbwertszeit besitzt, bleibt die antivirale Aktivitat in den TK™-Zellen voll

erhalten. Dies wurde auch fur das unsubstituierte cycloSal-d4TMP 8 gefunden,
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ebenso in der Regel fur stabilisierte cycloSal-d4TMPs (wie die Verbindungen 9, 11
und 13). Im Hinblick auf die ECso-Werte gegen HIV-2 in CEM/TK-Zellen zeigte
3-Methyl-cycloSal-d4TMP 9 das groRte Potenzial. Da dies weder die hydrolyse-
stabilste Verbindung noch eine Verbindung mit selektiver d4TMP-Freisetzung ist,
wird deutlich, dass die Effektivitat solcher Prodrugs von der gemeinsamen Wirkung
vieler Faktoren abhangt, die durch die Wahl bestimmter Substituenten am
aromatischen Ring gezielt beeinflusst werden kann.

Da die Spaltung der cycloSal-Phosphatester auf einer rein chemischen Hydrolyse
basiert, ist davon auszugehen, dass die Hydrolysegeschwindigkeiten im extra- und
intrazellularen Raum gleich sind. Die Abhangigkeit der cycloSal-Pronucleotide vom
passiven Transport in die Zelle lasst vermuten, dass das Prodrug die Zelle auf
passivem Wege auch wieder verlassen kann und sich an der Zellmembran ein
Diffusionsgleichgewicht einstellt. Ein derartiges Gleichgewicht wirde teilweise die
Hydrolyse der cycloSal-Pronucleotide aul3erhalb der Zelle bedingen, was wiederum
zu einem unerwunschten Verlust an antiviraler Aktivitat fUhren wirde. Um dies zu
umgehen und somit die — fur eine gute antivirale Aktivitat unabdingbare —
Akkumulation des Wirkstoffs in der Zelle zu erreichen, wurde die zweite Generation
der cycloSal-Pronucleotide entwickelt, die ,lock-in“-modifizierten cycloSal-

Pronucleotide. Auf diese soll im folgenden Kapitel 2.3.3. naher eingegangen werden.

Durch die Synthesestrategie bedingt, fallen die cycloSal-d4TMPs als
Diastereomerengemische an. Sie kdbnnen am Phosphoratom entweder Rp- oder Sp-
konfiguriert sein. Fur einige cycloSal-d4TMPs konnte eine Trennung der
Diastereomere mittels praparativer RP-HPLC erzielt werden. Hierbei zeigte sich,
dass in allen Fallen ein Diastereomer eine signifikant bessere antivirale Aktivitat
aufweist. Da im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls eine Reihe von Diastereomeren
getrennt werden konnte, wird eine weitere Diskussion erst in dem entsprechenden

Kapitel (4.3.) erfolgen.

Neben der Anwendung fir d4T 2 konnte das cycloSal-Konzept bereits erfolgreich auf
eine Vielzahl weiterer Nucleosidanaloga (z. B. BVdU**, ddA und seine
Derivate*>*®, ABC 5 und Carbovir*’, acyclische Nucleosidanaloga*®) angewendet

werden.
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2.3.3. ,Lock-in“-modifizierte cycloSal-Pronucleotide — cycloSal-Pronucleotide
der zweiten Generation

Die ,lock-in“-Modifikationen an cycloSal-Pronucleotiden haben zum Ziel, das
potenzielle Diffusionsgleichgewicht an Zellmembranen zu Gunsten einer
Akkumulation der Prodrugs im Zellinneren zu unterbinden. Dies sollte durch
Anbringen von Resten gelingen, die intrazellular deutlich schneller durch Enzyme
gespalten werden als extrazellular. Diese Enzyme sollten moglichst ubiquitar sein,
um nicht den Vorteil der chemischen Steuerung der Wirkstofffreisetzung im Vergleich
zu einer enzymatischen Steuerung (vgl. Kapitel 2.2., S. 7) wieder aufzuheben. Eine
solche in allen Wirbeltieren zu findende Enzym-Familie sind die Carboxyesterasen.
Fir diese ist bekannt, dass sie intrazelluldr vermehrt vorkommen.*® Viele der unter
Kapitel 2.2. (vgl. S. 6) aufgefuhrten Prodrug-Konzepte basieren ebenfalls auf einer

Spaltung der Esterfunktionen durch Carboxyesterasen.

Die ersten synthetisierten ,lock-in“-modifizierten cycloSal-d4TMPs waren zwei
verschiedene Estertypen (Alkohol- bzw. Carbonsaureester), die — zur Vermeidung
eines hydrolysedestabilisierenden Einflusses — Uber einen Ethylenspacer in der
3- oder der 5-Position an den aromatischen Ring gebunden wurden.®®*' Aus den
Alkoholestern sollte durch enzymatische Spaltung der freie Alkohol, aus den
Carbonsaureestern die freie Saure entstehen, die unter physiologischen
Bedingungen das Carboxylat bildet. Eine Ubersicht der in 5-Position modifizierten

Verbindungen ist in Abb. 9 gezeigt.

O O
Py o gy
R-OcMT R-Od4T
N\ \
o O 19 o \O
R =Me (18a), iPr (18b), l
tBu (18c), Bn (18d)
ATMP
R
\n/ o Carboxyesterase HO\/\@(\Q
o R-OdAT R-Od4AT
\} N\
o (@] 21 o (@]

R = Me (20a), tBu (20b)

Abb. 9 Erste in 5-Position ,lock-in“-modifizierte cycloSal-d4TMPs
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Untersuchungen in humanem CEM/0-Zellextrakt zeigten fur die Carbonsaureester
18a-d, dass die gewlinschte Spaltung zur Carbonsaure 19 Uberraschenderweise
nicht erfolgt. Aus den Alkoholestern 20a,b hingegen wurde unter den gleichen
Bedingungen der Alkohol 21 freigesetzt. Die Daten der antiviralen Aktivitat gegen
HIV-1 und HIV-2 in CEM/0- sowie CEM/TK'-Zellen offenbarten allerdings, dass die
Verbindung 21 nicht fir den gewinschten Zelleinschluss geeignet ist. Sie zeigte
antivirale Aktivitat in TK-Zellen, was die Fahigkeit zur Passierung der Zellmembran
bedeutet. Diese wurde fur die Carbonsaure 19 nicht gefunden, sodass infolgedessen
versucht wurde, Verbindungen zu synthetisieren, die erfolgreich Carbonsauren
intrazellular freisetzen.

Zunachst wurde dazu der Spacer zur Separierung der Esterfunktion vom

aromatischen Ring auf drei bzw. vier Kohlenstoffe verlangert (Abb. 10).%?

RO)W Esterase HO)‘\H/\@\
oR R- Od4T o R R- Od4T

=Me (22), n=2(24),
=Bn (23) n=3(25)

n=2,R
n=3 R

Abb. 10 ,Lock-in“-modifizierte cycloSal-d4 TMPs mit Cs- bzw. C4-Spacer

Weder fur 22 noch fur 23 konnte in CEM/0-Zellextrakten eine Spaltung zur
entsprechenden Saure 24 bzw. 25 nachgewiesen werden. Zwar konnte fur
Verbindung 23 eine Spaltung in Mausleberextrakt (t12, = 0.1 h) zu 25 gezeigt werden,
allerdings war sie nicht anti-HIV-2-aktiv in CEM/TK™-Zellen. Da die Carbonsaureester
somit nicht den gewunschten Erfolg brachten, wurden komplexere Ester untersucht.
Dazu wurden Acylale als enzymatisch spaltbare Masken der Carbonsauren
verwendet. Diese Art von Estern wurde bereits in den in Kapitel 2.2. erwahnten
Konzepten der Bis-(POM)- und Bis-(POC)-Nucleotide erfolgreich zur intrazellularen
Freisetzung von Sauren genutzt.

Die bisher untersuchten Acylale sowie ihre postulierten Hydrolysewege sind in
Abb. 11 (S. 15) gezeigt. Zunachst wurden das 5-Acetoxymethyl-propionyl-cycloSal-
d4TMP 26 (5-AM-prop-cycloSal-d4TMP), das 5-POC-prop-cycloSal-d4TMP 27 sowie
das 5-POM-prop-cycloSal-d4TMP 28 synthetisiert®®, die freizusetzende Saure 19 war
bereits bekannt (Abb. 9, S. 13). In neueren Arbeiten konnte inzwischen auch das in

3-Positon Methyl-substituierte 5-POM-Acylal 29 sowie durch Spaltung mit
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Schweineleberesterase die entsprechende Saure 30 als analytische Referenz
hergestellt werden.>*

Das AM-Acylal 26 sowie die POM-Acylale 28 und 29 werden durch
Carboxyesterasen in ein instabiles Intermediat 31a bzw. 31b gespalten, aus dem
POC-Acylal 27 entsteht 31a, Uber die Zwischenstufe eines Kohlensaurehalbesters 32
und nachfolgender CO.-Freisetzung, ebenfalls. Durch spontane Formaldehyd-
Abspaltung werden die Sauren 19 bzw. 30 gebildet. Aus diesen wird d4TMP dann

durch die bekannte chemische Hydrolyse freigesetzt.

O O O O
RO)kmO)K/\@f\Q Esterase Ho)ko/\oj\/\@\(?
R-O4T R-O4T
9% 32 o
R =iPr: 5-POC-prop (27)
\ -%
O O O
o R\(—)Od4T o R\(—)OCMT
Y =H(31a),
Y = Me (31b)
R=Me, Y = H: 5-A\V-prop (26),
R=tBu, Y = H: 5-POM-prop (28),
R=tBu, Y = Me: 3-Me-5-PON-prop (29)
| ron
O
w pH=7.3 o
™ o F\’\E)Od4T
Y =H(29),
Y =Me (30)

Abb. 11 Vorgeschlagene Hydrolysewege der Acylal-modifizierten cycloSal-d4TMPs 26-29

FUr die in 3-Position unsubstituierten Acylale 26-28 wurde in CEM/0-Zellextrakten
eine erfolgreiche Spaltung in die Saure 19 nachgewiesen. Hierbei erwiesen sich das
AM- sowie das POM-Acylal (t12 = 0.25 h (26), 0.38 h (28)) als deutlich schneller
spaltbar als das POC-Acylal (t12 = 0.90 h (27)). Die chemische Hydrolyse-
Halbwertszeit bei physiologischem pH-Wert lag zwischen 3.9 h und 5.6 h, sodass flr
alle Verbindungen die fir einen erfolgreichen ,lock-in“ notwendige signifikante

Differenz zwischen chemischer und enzymatischer Stabilitdt gegeben war. Auch
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konnte eine ausreichende Stabilitdt im extrazellularen Raum, simuliert durch
Hydrolysestudien in humanem Blutserum (5%, pH = 6.8), nachgewiesen werden. Die
antiviralen Daten fur die Verbindungen 26-28 ergaben, dass einzig das POM-Acylal
27 den TK-Bypass effektiv durchfuhrt. Fur das AM-Derivat konnte dieses
anschlieBend auf die Instabilitdt der AM-Funktion im Inkubationsmedium der
antiviralen Tests (RPMI-1640 mit 10% hitzedeaktiviertem foétalem Kalberserum;
RPMI/FCS(10%)) zuruckgefuhrt werden. So wurde fur 26 eine deutliche Verkurzung

t.53 Die freie

der Halbwertszeit unter teilweiser Spaltung in die Saure 19 festgestell
Saure 19 selbst weist mit 12.5 h eine stark erhdohte Hydrolyse-Halbwertszeit im
Vergleich zu den Acylalen auf, was eine verzdgerte d4TMP-Freisetzung zur Folge
hat. Dieser Trend war auch fur die oben erwahnten (vgl. Abb. 10, S. 14) und fur hier
nicht gezeigte, in 3-Position mit analogen Carbonsaureresten substituierten cycloSal-
d4TMPs gefunden worden.

Da das POM-Acylal 28 einen erfolgreichen ,lock-in“ zeigte, wurde versucht, durch die
EinfUhrung eines Methylsubstituenten in 3-Position (Verbindung 29, Abb. 11, S. 15)
die Differenz zwischen chemischer und enzymatischer Stabilitat weiter zu erhdhen,
um so eine noch bessere antivirale Aktivitat zu erzielen. Fir 29 konnte im Vergleich
zur unsubstituierten Verbindung 28 eine erhdhte Hydrolysestabilitat (t1, = 7.0 h) bei
einem pH-Wert von 7.3 bei gleichbleibend schneller enzymatischer Spaltung zur
Saure (30, ti2 = 0.5 h) sowie eine ausreichende extrazellulare Stabilitat gezeigt
werden. Allerdings wurde fur 29 ein fast vollstandiger Verlust der antiviralen Aktivitat
in TK-Zellen festgestellt. Mdogliche Grinde hierfur sind eine schlechte
Membrangangigkeit, eine stark erhdhte Hydrolysestabilitat der freigesetzten Saure 30
und eine damit verbundene stark verzogerte d4TMP-Freisetzung sowie eine
schlechtere Wasserloslichkeit im Vergleich zur Verbindung 28.

Ein weiteres, allgemeines Problem der POM-modifizierten cycloSal-Prodrugs ist die
wahrend der Hydrolyse entstehende Pivalinsaure, die im Korper nicht metabolisiert
wird und dadurch in Zellen akkumuliert. Dieses tragt zur Toxizitdt dieser
Verbindungen bei. Aus diesem Grund wurde inzwischen mit Aminosaureestern eine
neue, erfolgreiche Klasse ,lock-in“-modifizierter cycloSal-Pronucleotide entwickelt™,
die hier aber nicht weiter betrachtet werden soll.

Aus der verzogerten d4TMP-Freisetzung durch die Sauren leitete sich die Idee fur
die dritte Generation von cycloSal-Pronucleotiden ab — die enzymatisch aktivierbaren

cycloSal-Pronucleotide.
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2.3.4. Enzymatisch aktivierbare cycloSal-Pronucleotide - cycloSal-
Pronucleotide der dritten Generation

In diesem Kapitel sollen das generelle Konzept der enzymatisch aktivierbaren
cycloSal-Pronucleotide sowie erste Ergebnisse dazu aus eigenen Vorarbeiten®
erlautert werden. Diese bilden die Grundlage fur die hier vorliegende Arbeit.

Das Konzept der enzymatischen Aktivierung ist schematisch am allgemeinen

Beispiel eines cycloSal-d4TMPs in Abb. 12 gezeigt.

extrazellular Schritt ¢ intrazellular
(@)
— O : ~ [
o F\‘\—Od4T o F\’\—Od4T
(@)
/Schritt b Schritt dl (schnell)
Schritt a
cromische
Hydrolyse o F\’\—Od4T o F\’\—Od4T
(langsam) zunachst: O
chemische p_ o
Schritte| Hydrolyse @) ‘o
(schnell)

EJO OH . wmwp OH
OH OH

Zellmembran

[D] = Donor oder schwacher Akzeptor; @ = starker Akzeptor

Abb. 12 Konzept der enzymatischen Aktivierung

Die Ausgangslage bildet ein cycloSal-d4TMP mit einem direkt an der cycloSal-Maske
gebundenen, enzymatisch spaltbaren Substituenten, der zunachst Elektronendonor-
oder nur schwache Elektronenakzeptor-Eigenschaften zeigt (in Abb. 12 mit ,D*
gekennzeichnet). Dieses Prodrug sollte im extrazelluldaren Raum eine hohe
Hydrolysestabilitdt aufweisen (sodass Schritt a in Abb. 12 nur moglichst langsam
stattfindet) und gegenuber enzymatischer Spaltung inert sein (Abb. 12, Schritt b).
Aulerdem muss es lipophil genug sein, um durch die Zellmembran zu diffundieren
(Abb. 12, Schritt c). Intrazellular sollte der Donorsubstituent dann durch eine schnelle
enzymatische Spaltung in einen starken Akzeptorsubstituenten (in Abb. 12 mit ,A*
gekennzeichnet) umgewandelt werden (Abb. 12, Schritt d). Wie bereits in Kapitel
2.3.2. beschrieben, fuhren solche Substituenten zu einer sehr schnellen, selektiven
d4TMP-Freisetzung (Abb. 12, Schritt e). Durch eine direkt nach dem Zelleintritt
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erfolgende enzymatische Umwandlung und einer dadurch umgehend induzierten
chemischen Hydrolyse sollte ein Zellaustritt des Prodrugs also umgangen werden
konnen. Dabei reicht schon eine schnelle Bildung des 2-(Hydroxybenzyl)-phosphat-
d4T-diesters aus, um auf Grund der entstehenden negativen Ladung den
Zelleinschluss zu gewabhrleisten.

Da sich Acylale bereits als geeignete Substrate der Carboxyesterase erwiesen hatten
(vgl. Kapitel 2.3.3., S. 15), wurden fur erste Versuche die ebenfalls zur Gruppe der
Acylale gehérenden geminalen Dicarboxylate verwendet. Diese sind in der
organischen Synthese als Schutzgruppe fiir Aldehydfunktionen bekannt.*® Eine
freigesetze Aldehydfunktion am aromatischen Ring sollte dann als starker
Elektronen-Akzeptor die gewunschte schnelle chemische Hydrolyse einleiten. Als
erste Verbindung dieser neuartigen Klasse von cycloSal-d4TMPs wurde
5-Diacetoxymethyl-cycloSal-d4TMP 33 (5-di-AM-cycloSal-d4TMP) synthetisiert. Die
durch enzymatische Spaltung vermutlich entstehende Verbindung 5-Formyl-cycloSal-
d4TMP 34 wurde im Zuge der Synthese ebenfalls erhalten und lag somit als
Referenz fur Untersuchungen vor. Die Ergebnisse dieser sowie der postulierte
Abbaumechanismus von 33 durch die Carboxyesterase und anschlieRlende

chemische Hydrolyse zeigt Abb. 13.

t4,2(CEMO)
=0.08h

Carboxyesteracs)gg
K (@] (@)
(/’\
Jéf\@f? ..... .o© o - 9
AO O/F\’\—Od4T O/F\’\—Od4T O/F\’\—Od4T
O O (@]
3Aa

(@]
33
ty/2(PH=7.3) /AF?.S)
=12h =0.18 h

d4TMP + Maske

Abb. 13 Erste Ergebnisse zu enzymatisch aktivierbaren cycloSal-d4TMPs

Mittels HPLC-Studien in CEM/0O-Zellextrakten konnte eine sehr schnelle
enzymatische Spaltung (t12 = 0.08 h) von 33 zu 34 gezeigt werden. Aul3erdem wurde
eine sechsfache Differenz in der Hydrolysestabilitat zwischen Acylal 33 (t12 = 1.2 h)
und der Formyl-Verbindung 34 (t12 = 0.18 h) gefunden. Die Selektivitat der
Freisetzung von d4TMP aus 34 konnte durch *'P-NMR-Hydrolysestudien bewiesen

werden.
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Diese vielversprechenden ersten Ergebnisse bilden die Grundlage der in dieser
Arbeit vorgenommenen, ausflihrlichen Untersuchungen von Verbindungen dieser

Substanzklasse.

2.3.5. Bis-(cycloSal-d4T-monophosphate)

CycloSal-Pronucleotide besitzen im Vergleich zu vielen anderen Prodrug-Systemen
(ausgenommen das erst 2004 vorgestellte HepDirect®-Konzept) ein sehr gutes
Maske-Wirkstoff-Verhaltnis von 1:1 (vgl. Kapitel 2.2.). Zur weiteren Verbesserung
wurden die Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35 und 36 (Abb. 14) mit einem flr Pronucleotide

bisher einmaligem Maske-Wirkstoff-Verhaltnis von 1:2 entwickelt.®’

Abb. 14 Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35 und 36

In der hier vorliegenden Arbeit wurden neuartige Bis-(cycloSal-d4TMPs) entwickelt,
sodass die bereits bekannten Verbindungen 35 und 36 erst an entsprechender Stelle

detailliert besprochen werden (Kapitel 5.1.).

2.3.6. Diastereoselektive Synthese von cycloSal-Pronucleotiden
Auf Grund der bereits erwahnten Unterschiede in der antiviralen Aktivitat und der
inzwischen stark verscharften Vorschriften zur Zulassung nicht isomerenreiner

Medikamente®®°

wurde versucht, gezielt nur ein Diastereomer der cycloSal-
Pronucleotide zu synthetisieren. Renze® und Gléckler®® konnten zeigen, dass mittels
Benzyl-substituierter Salicylalkohole zumindest eine Diastereomeren-Anreicherung
moglich ist. Allerdings war neben der sich als schwierig herausstellenden
enantiomerenreinen Synthese dieser chiralen Salicylalkohole die Hauptproblematik,
dass Uber diese Syntheseroute keine der in der Benzyl-Position unsubstituierten

cycloSal-Prodrugs hergestellt werden konnten. Diese aber hatten sich hinsichtlich der



Kenntnisstand 20

selektiven Freisetzung des d4TMPs sowie der antiviralen Aktivitat in TK'-Zellen als
uberlegen erwiesen.

Inzwischen ist es gelungen, uber eine neuartige asymmetrische Syntheseroute zu
ersten diastereomerenreinen bzw. diastereomerenangereicherten cycloSal-Prodrugs
zu kommen.®" Diese Synthesestrategie beruht auf der Umsetzung eines
Salicylalkohols mit einem chiralen Auxiliar. Das dabei entstehende Haupt-
diastereomer (im Fall von (Rp,Sc)-37 88% d.e.) wird dabei vom Minderdiastereomer
getrennt, sodass ein isomerenreines Aktivimid (> 95% d.e. laut 'H- und *'P-NMR) mit
einem Nucleosid umgesetzt werden kann. Die Kupplung von (Rp,Sc)-37 mit 3’-O-
Acetyldesoxythymidin 38 flhrte beispielsweise mit einem d.e. > 95% zum Triester
(Sp)-39 (Abb. 15).

o)
. ) HN
s 1.1 Aq. 38, 2.0 Aq tBuMgO, o%\ |
o >\\s THF/CH;CN (1:1), 0°C-Rt, 3h ©f\o N
o'F\%N\J 48% (> 95%d.e.) o OO

/\‘

(Re.Sc)-37 (Sp)-39 o

Abb. 15 Diastereomerenreine Darstellung von (Sp)-39

Gegenwartig werden solche diastereoselektiven Reaktionen hinsichtlich ihrer breiten
Anwendbarkeit auf weitere Nucleosidanaloga untersucht. Auflerdem wird die
Verwendung optimierter chiraler Auxiliare als Austrittsgruppen zur Ausbeute-
verbesserung und zur Unterdrickung von Nebenreaktionen, die durch eine hohe
Reaktivitat der eingesetzten Aktivimide wie z. B. (Rp,Sc)-37 bedingt sind, gepruft.
Des Weiteren wird die Verwendung von cycloSal-Masken mit unterschiedlichen
Substitutionsmustern weiter erforscht, da vor allem mit in 3-Position substituierten

Salicylalkoholen noch keine erfolgreichen Synthesen durchgefiihrt werden konnten.



Kenntnisstand 21

2.3.7. Synthetische Nutzung des cycloSal-Konzepts

Neben der Anwendung als Prodrugs konnte inzwischen der Nutzen einiger cycloSal-
Pronucletide als aktivierte Phosphatdonatoren gezeigt werden. So lassen sich durch
Hydrolyse oder Umsetzung mit Phosphat bzw. Pyrophosphat gezielt
Nucleosidmonophosphate bzw. die Di- und Triphosphate synthetisieren. Diese
Verbindungen sind oftmals als Referenzverbindungen fur biologische Tests von sehr
hohem Interesse. Des Weiteren konnen durch Umsetzung mit Pyranose-1-
Phosphaten biologisch ebenfalls interessante Nucleosiddiphosphat-Pyranosen mit
festgelegter Stereochemie am anomeren Kohlenstoff in exzellenten Ausbeuten
hergestellt werden.®> Eine Zusammenfassung der synthetischen Anwendung des

cycloSal-Konzepts ist in Abb. 16 gezeigt.

i) H,O, iil) Phosphat,
iii) Pyrophosphat

)n=0,ii)n=1,ii)n=2

N O
- 1 &oq i
\
o (@)
Z

Mdjosz &/O 9 9 B
RO\ 0-P-0-P-Q

0@ &°

Abb. 16 Synthetische Anwendung des cycloSal-Konzepts
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3. Aufgabenstellung

Ausgehend von den in eigenen Vorarbeiten erzielten ersten Ergebnissen zu
enzymatisch aktivierbaren cycloSal-Pronucleotiden (Kapitel 2.3.4.) sollte im Rahmen
dieser Arbeit diese neue Klasse von Prodrugs intensiv untersucht werden. Zunachst
sollte dabei durch gezielte strukturelle Veranderung des ersten hergestellten
Prototyps 33 (Abb. 13, S. 18) die Gruppe der Diacyloxymethyl-cycloSal-d4TMPs
hinsichtlich ihrer Hydrolyseeigenschaften und anti-HIV-Aktivitat betrachtet werden.
Zudem sollte uberpriuft werden, ob 1-Acetoxyvinyl-cycloSal-d4TMPs ebenfalls als
enzymatisch aktivierbare Prodrugs dienen konnen, indem sie durch enzymatische
Spaltung Acetyl-Verbindungen freisetzen. Abbildung 17 zeigt die allgemeine Struktur
der 5-(1-Acetoxyvinyl)- und der entsprechenden 5-Acetyl-cycloSal-d4TMPs.

O
O
(o) Carboxyesterase? (o)
5 rmmmmmosmso------- > 5
o ROHT o ROHT
O O
Halkyl Halkyl

Abb. 17 Potenziell enzymatisch aktivierbare 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Synthese und Untersuchung neuartiger Bis-
(cycloSal-d4TMPs). Dabei sollten die aromatischen Ringe Uber die 5-Position
miteinander verknupft werden (Abb. 18) und diese Verbindungen dann in ihren
Eigenschaften mit den bereits bekannten, Uber die 3-Position verknupften Bis-
(cycloSal-d4TMPs) 35 und 36 (Abb. 14, S. 19) verglichen werden.

Abb. 18 Neuartige Bis-(cycloSal-d4TMPs)
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4. Enzymatisch aktivierbare cycloSal-Pronucleotide

4.1. Diacyloxymethyl-cycloSal-d4T-monophosphate

4.1.1. Synthese von 5-Diacetoxymethyl- und 5-Formyl-cycloSal-d4T-mono-
phosphaten

Aus eigenen Vorarbeiten waren bereits die Synthese und erste Ergebnisse aus
Hydrolysestudien des 5-Diacetoxymethyl-cycloSal-d4TMPs 33 (vgl. Kapitel 2.3.4.)

bekannt.*®

Das Prodrug 33 besitzt unter physiologischen Bedingungen mit 1.2 h nur
eine recht niedrige Hydrolyse-Halbwertszeit, sodass zunachst versucht wurde, durch
EinfGhrung von Alkylsubstituenten in der 3-Position der cycloSal-Maske eine hdhere
Stabilitdt gegenuber der chemischen Hydrolyse zu erzeugen. Aus den Unter-
suchungen der cycloSal-d4TMPs der ersten Generation war bekannt, dass eine
Methyl- bzw. eine tert-Butylgruppe in 3-Position zu einer jeweils signifikanten
Erhdhung der Hydrolysestabilitat fuhrt (vgl. Tab. 1, S. 10, Verbindung 9 und 11 im
Vergleich zur Verbindung 8), weshalb zunachst das 5-Diacetoxymethyl-3-methyl-
cycloSal-d4TMP 40 (5-di-AM-3-Me-cycloSal-d4TMP) sowie das 5-Diacetoxymethyl-3-
tert-butyl-cycloSal-d4TMPs 41 (5-di-AM-3-tBu-cycloSal-d4TMP; Abb. 29, S. 32)
synthetisiert wurden. Dazu wurde die fur die Herstellung von 33 entwickelte

Syntheseroute genutzt, welche in Abb. 19 zusammengefasst ist.

O
Br B Isopropyliden-
\©\)kH Reduktion r\©f\OH Schiitzung Br\@f\o
OH 89% OH 95% o/%

42 43 44

94% ‘ Formylierung

O
PCl3, Pyridin, saure
H 0] abs THF OH Entschutzung H
S
oPa | 5% 81% /%
47

1) DIPEA, /L
g; :—Ilegl(-l)gAc B Essigsaureanhydrid, Q0
abs. CH;CN J\©f\9 FeCls, abs. CH,Cl, o)\©f\9
O,P\—Od4T 38% /KO O,P\(—)Od4T
33

Abb. 19 Zusammenfassung der Synthese von 33
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Ausgehend vom 5-Bromsalicylaldehyd 42 wurde durch Reduktion der 4-Brom-
salicylalkohol 43 erhalten. Nach Schitzung als Isopropylidenacetal 44 konnte durch
Formylierung die Aldehydfunktion eingefuhrt und so das 4-Formylsalicylalkohol-
isopropylidenacetal 45 synthetisiert werden. Saure Entschitzung lieferte den
4-Formylsalicylalkohol 46, der Uber das Chlorphosphit 47 zum 5-Formyl-cycloSal-
d4TMP 34 umgesetzt wurde. Durch Umsetzung mit Essigsaureanhydrid und FeCl;
konnte dann die Diacetoxymethyl-Verbindung 33 hergestellt werden.

Es mussten also zunachst die in 3-Position alkylierten 4-Bromsalicylalkohole 48 und
49 (Abb. 20) hergestellt werden, die dann analog zur unsubstituierten Verbindung 43
Uber den oben beschriebenen Syntheseweg weiter zu den Zielverbindungen 40 und

41 umgesetzt werden sollten.

O CH;OH, H,S0O, Bro, CHCIs

o)
Riickfluss, 20 h
OH OMVe O\Ve
OH 86% OH 83%
Br 1) LIAIH, abs. THF,
OH Y=Me 48 , : ’
Y =tBu: 49 Rt -Riickfluss, 3 h
OH 2) H'/H,0

95%

CH,CN, Et3N, (HCHO),,, Br, HOAc Rt, Br
MgCl, Riickfluss, 5 h
OH
9%

Abb. 20 Synthese der 4-Brom-6-alkylsalicylalkohole 48 und 49

Die Darstellung des 4-Brom-6-methylsalicylalkohols 48 ausgehend von kommerziell
erhaltlicher 3-Methylsalicylsaure 50 uber den Methylester 51, einer Bromierung zu 52

und anschlieRender Reduktion mit LiAlHs war dabei bereits bekannt.*’

Zur Synthese
des 4-Brom-6-tert-butylsalicylalkohols 49 wurde vom im Handel verfligbaren 2-tert-
Butylphenol 53 ausgegangen und dies wie von Hofslgkken und Skattebgl

beschrieben mit 94% Ausbeute in ortho-Position zum Salicylaldehyd 54 formyliert.®®
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Die anschlieBende Bromierung zu 55 erfolgte unter den von Cavazzini et al.
beschriebenen Bedingungen mit einer Ausbeute von 60%, was exakt der
Literaturausbeute entspricht.** Durch die fir Salicylaldehyde und Salicylsaure-
methylester bewahrte Reduktion mit LiAlH, wurde dann der Salicylalkohol 49 in 95%
Ausbeute erhalten. Die weitere Umsetzung von 48 und 49 erfolgte wie in Abb. 21

gezeigt.

2,2-Dimethoxypropan, p-TsOH,

Br\@f\OH Na,SO,, Aceton, 40 °C, 3d Br\@\/\o
OH 56: 83% ‘
Y Y

57: 94%
Y =Me: 48 Y =Me: 56
Y =tBu: 49 Y =tBu: 57
1) n-BuLi, abs. THF, -78 °C, 2h 58: 80%

2) abs. DVF, abs. THF, -78 °C, 45 min | 59: 71%

O (@)
CHCNH,O (7:3 VIv),
H OH HA, A (@)
oH 60: 94% o\
Y 61: 71-80% Y
Y =Me: 60 Y =Me: 58
Y =tBu: 61 Y =tBu: 59

Abb. 21 Synthese der 4-Formyl-6-alkylsalicylalkohole 60 und 61

Die 4-Brom-6-alkylsalicylalkohole 48 wund 49 wurden zunachst in einer
standardisierten Methode mit guten Ausbeuten in die entsprechenden
Isopropylidenacetale (iberfiihrt (56: 83%, 57: 94%).%° Der Austausch des Brom-
substituenten gegen die Aldehydfunktion erfolgte unter von Saccomano et al.
beschrieben Reaktionsbedingungen®, die in eigenen Vorarbeiten® bereits
modifiziert worden waren. Die Ausbeuten der Umsetzung lagen dabei nicht mehr im
sehr guten Bereich, wie es noch fur die unsubstituierte Verbindung 44 der Fall war
(95% Ausbeute, Abb. 19, S. 23). Dennoch konnten mit 80% (58) bzw. 71% (59)
zufrieden stellende Ausbeuten erreicht werden. Durch saure Entschitzung wurden
dann die 4-Formyl-6-alkylsalicylalkohole 60 (94% Ausbeute) und 61 (71-80% Aus-
beute) erhalten. Dabei mussten zur Entschlutzung des 3-tert-Butyl-substituierten

Derivats 59 deutlich gro3ere Mengen an rauchender Salzsaure verwendet werden.
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Die Umsetzung zu den 5-Formyl-3-alkyl-cycloSal-d4TMPs 62 und 63 Uber die
entsprechenden Saligenylchlorphosphite 64 bzw. 65 (Abb. 22, S. 27 bzw. Abb. 23,
S. 28) geschah dann unter in unserer Arbeitsgruppe routinemalig verwendeten
Bedingungen.*? Diese sehen fiir die Synthese von Chlorphosphiten zunéchst die
Reaktion von einem Aquivalent Salicylalkohol in abs. Diethylether mit
1.2 Aquivalenten destilliertem Phosphor(lll)-chlorid fiir zehn Minuten bei -20 °C vor.
Anschlieliend werden bei -20 °C uUber einen Zeitraum von zwei bis drei Stunden
2.3 Aquivalente abs. Pyridin (in der fiinffachen Menge abs. Diethylether) zugetropft,
um die entstehende Salzsaure unter Bildung von Pyridinhydrochlorid abzufangen.
Danach wird zur Vervollstandigung der Reaktion eine bis zwei Stunden bei
Raumtemperatur geruhrt und die Reaktionsldsung anschlieBend Uber Nacht bei
-27 °C im Tiefkuhlschrank gelagert. Dadurch soll ein moglichst vollstandiges
Ausfallen des Pyridinhydrochlorid gewahrleistet werden, dass durch Filtration unter
Schlenk-Bedingungen abgetrennt wird. Durch Einengen werden dann die rohen
Saligenylchlorphosphite in meist guter Ausbeute und hoher Reinheit erhalten, die
ohne Reinigung zur weiteren Synthese eingesetzt werden. Die Reinheit der
Chlorphosphite wird durch Integration aus dem 'H-NMR-Spektrum bestimmt, wobei
ein Proton des aromatischen Rings gegen das einzelne Proton des
Pyridinhydrochlorids integriert wird. Die somit fir Chlorphosphite angegeben
Ausbeuten sind also nicht ganz exakt, da sie andere mogliche Verunreinigungen
vernachlassigen. Somit kann sich die tatsachliche Menge an eingesetztem
Chlorphosphit etwas reduzieren.

Fur die Synthese des 5-Formylsaligenylchlorphosphits 47 musste von Diethylether
auf THF als Losungsmittel ausgewichen werden, da der 4-Formylsalicylalkohol 46 in
Diethylether nicht l6slich war. Auf Grund der hoheren Ldoslichkeit des
Pyridinhydrochlorids in THF flhrte dies zu einem weniger reinen Chlorphosphit
(Reinheit: 55%; Ausbeute 51%), wobei die Auswirkungen dessen auf die
Folgereaktion noch nicht geklart waren.

Die Synthese des 5-Formyl-3-methylsaligenylchlorphosphits 64 musste ebenfalls in
abs. THF durchgefihrt werden. Allerdings erwies sich 64 als gut Idslich in
Diethylether, sodass nach vollendeter Reaktion zunachst das THF abkondensiert und
durch die entsprechende Menge abs. Diethylether ersetzt wurde. So konnte nach
Lagerung in der Kalte Uber Nacht ein reines (Reinheit > 95%) Chlorphosphit 64 in

60% Ausbeute erhalten werden.
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1) PCl, abs. THF/abs. Et,0, -20 °C,

10 min
2) abs. Pyridin, abs. THF/abs. Et,O,
O 20°C, 3h O
3Rt,1h
H OH H 9
P
OH 64: 60% o ~a
Y 65: 26-57% Y
Y =Me: 60 Y =Me: 64
Y =tBu: 61 Y =tBu: 65

Abb. 22 Synthese der Saligenylchlorphosphite 64 und 65

4-Formyl-6-tert-butylsalicylalkohol 61 erwies sich in Diethylether als gut Idslich,
sodass hier die Reaktion nach dem Standardprotokoll erfolgen konnte und ein reines
Chlorphosphit 65 erhalten wurde (57% Ausbeute). Um zu testen, ob durch eine
Reaktion in THF die Ausbeute verbessert werden kann, wurde sowohl ein Ansatz
nach der flir das Methyl-Derivat 64 erfolgreichen Strategie des Ldsungs-
mittelwechsels als auch ein Ansatz mit ausschliel8licher Verwendung von THF
durchgefuhrt. Die Wechselstrategie fuhrte in einer schlechten Ausbeute von 26% zu
einem Chlorphosphit mit einer Reinheit von 70%. Das Chlorphosphit des reinen
THF-Ansatzes wies nur eine Reinheit von 50% auf, konnte aber immerhin in
44% Ausbeute erhalten werden. Die Verwendung von THF flhrte also nicht zu einer
Ausbeuteverbesserung. Auch scheint der Anwendungserfolg der Wechselstrategie
stark vom jeweiligen Chlorphosphit abzuhangen.

Die Synthese von cycloSal-d4TMPs aus Saligenylchlorphosphiten stellt ebenfalls ein
etabliertes Verfahren in unserer Arbeitsgruppe dar. In diesem wird ein Aquivalent
d4T 2 mit zwei Aquivalenten Chlorphosphit in Anwesenheit von 1.6 Aquivalenten
Diisopropylethylamin (DIPEA) in abs. Acetonitril umgesetzt. Nach erfolgter Reaktion
wird die entstandene Phosphor(lll)-Verbindung in einer ,Eintopf-Reaktion mit drei
Aquivalenten tert-Butylhydroperoxid (tBuOOH) zur entsprechenden Phosphor(V)-
Verbindung oxidiert. Die Verwendung von zwei Aquivalenten Chlorphosphit zielt
dabei auf einen vollstandigen Umsatz von d4T 2 ab und geht von einer
hypothetischen Reinheit der rohen Chlorphosphite aus. Diese war fur das in THF
synthetisierte 5-Formylsaligenylchlorphosphit 47 nicht gegeben, sodass dort zur
Synthese des Triesters 34 (Abb. 19, S. 23) — in Erwartung einer schlechteren
Ausbeute durch die Verunreinigungen — nur tatséchliche 1.2 Aquivalente des
Chlorphospits eingesetzt wurden, um die Quantitat des entstehenden cycloSal-

d4TMPs zu erhohen. So wurde eine Ausbeute von 31% erzielt.
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Die Umsetzung des reinen 5-Formyl-3-methylsaligenylchlorphosphits 64 wurde wie
im Standardprotokoll beschrieben mit zwei Aquivalenten 64 durchgefihrt und lieferte
5-Formyl-3-methyl-cycloSal-d4TMP 62 in einer Ausbeute von 51%. Das reine
Chlorphosphit 65 wurde unter gleichen Bedingungen umgesetzt und lieferte
5-Formyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4dTMP 63 in 36% Ausbeute. Erstaunlicherweise
gelang es bei der Reaktion mit dem nur zu 70% reinen Chlorphosphit 65 den Triester
63 mit einer Ausbeute von 49% zu isolieren, wobei sogar nur 1.5 Aquivalente 65

eingesetzt wurden. Diese Ergebnisse sind in Abb. 23 grafisch zusammengefasst.

1)1 Aq. 2, 1.5 (63,B) bzw. 2 Aq. (62; 63,A) O

o Chlorphosphit, 1.6 Aq. DIPEA, abs. CHCN, 5 N
20°C-Rt, 3h |
H o 2) 3 Aq. tBUOOH, -20 °C-Rt, 1 h H o O)\N
S S
B R-QO
o "a 62: 51% oy
Y 63: 36% (A, mit reinem 65) v
oMo 64 49% (B, mit zu 70% reinem 65) .
et Y = Me: 62
Y =tBu: 65 VotB s

Abb. 23 Synthese der cycloSal-d4TMPs 62 und 63

Somit wurde mit dem unreineren Chlorphosphit 65 die deutlich bessere Ausbeute
erzielt, wobei auBerdem weniger Aquivalente verwendet wurden. Dies ist also ein
Indiz daflr, dass ein unreines Chlorphosphit nicht zwingend zu erniedrigten
Ausbeuten fuhren muss. Allerdings sollte bemerkt werden, dass der Ansatz mit dem
reinen Chlorphosphit 65 in einem 6.5-fachen Mal3stab durchgefuhrt wurde, sodass
die Grunde fir die geringere Ausbeute mdglicherweise im ,Up-scalen” liegen. Die
Ausbeute von 31% fur die Synthese des 5-Formyl-cycloSal-d4TMPs 34 kann somit
aber nicht zwingend auf das unreine Chlorphosphit 47 zurlckgefuhrt werden. Wie
bereits in den Vorarbeiten postuliert, konnte auch die vergleichsweise hohe
Hydrolyselabilitdt des Produkts 34 ein Grund fur Ausbeuteverluste wahrend der
wassrigen Aufarbeitung und der chromatografischen Reinigung sein. Da der Fokus
auf der Synthese der Zielverbindungen 40 und 41 und der Analyse ihrer
Eigenschaften lag, wurde an dieser Stelle auf eine weitere Optimierung der
Syntheseschritte verzichtet.

Wie in Abb. 19 (S. 23) gezeigt, konnte 34 bereits erfolgreich zum 5-di-AM-cycloSal-
d4TMP 33 umgesetzt werden (Ausbeute: 38%). Dazu wurde 34 in abs.
Dichlormethan unter Katalyse der Lewis-Saure FeCls mit Essigsaureanhydrid zur

Reaktion gebracht. Diese von Kochar et al. publizierte Methode zur Acylalbildung aus
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Aldehyden beschreibt allerdings nur die Umsetzung mit Essigsaureanhydrid zu
geminalen Diacetaten. Einzig die Umsetzung von Benzaldehyd 66 mit dem
gemischten Anhydrid aus Essig- und Propionsaure zur Untersuchung des
Reaktionsmechanismus wird dort beschrieben.®” Im Hinblick auf die Darstellung von
Acylalen mit sterisch anspruchsvolleren Resten (vgl. Kapitel 4.1.8.) wurde bereits an
dieser Stelle getestet, ob FeCl; auch fir die Umsetzung mit Isobuttersaureanhydrid
67 geeignet ist. Dazu wurde versucht, den bereits friher synthetisierten,55 zweifach
TBDPS-geschitzten 4-Formylsalicylalkohol 68 zum Bis-(O-tert-butyldiphenylsilyl)-4-
diisobutyroxymethylsalicylalkohol 69 umzusetzen. Allerdings war bei der Reaktion
von 68 mit 67 nach einem Tag kein Umsatz festzustellen. Sowohl die Erhéhung der
Aquivalente von 67 und FeCl; als auch eine Reaktionsdauer von insgesamt sechs
Tagen fuhrte zu keiner Reaktion (Abb. 24). Die analoge Umsetzung mit
Essigsaureanhydrid hatte in 85% Ausbeute zum entsprechenden geminalen Diacetat
gefiihrt.>®

TBDPS

4 A A
N @ 3 Aq, ((CHs),CHCO),0 67, ;g °
o o

0.07 Aq. FeCl,, abs. CH,Cl, Rt, 1d

nach 1 d: +9 Aq. 67, 0.14 Aq. FeCls, OA@f\OTB
Rt 5d %O OTBDPS
OTBDPS

69

68
Abb. 24 Versuch der Synthese von 69 aus 68 mittels FeCl;-Katalyse

Somit wurde nach einer Lewis-Saure gesucht, die auch fur die Bildung von
Diisobutyroxymethyl-Verbindungen aus Aldehyden geeignet ist. Smitha und Reddy®®
beschreiben die Umwandlung einer Reihe von Aldehyden in die jeweiligen geminalen
Diacetate bzw. Dipivalate unter Verwendung von 0.05 Aquivalenten Zirkonium(IV)-
chlorid (ZrCl,). Da folglich auch die Umsetzung mit 67 moglich sein sollte, wurde die
Verwendung von ZrCly als Katalysator am Beispiel der Umwandlung von
Benzaldehyd 66 in Diisobutyroxymethylbenzol 70 getestet. Dazu wurde ein
Aquivalent 66 mit drei Aquivalenten 67 sowie 0.05 Aquivalenten ZrCl, fUr eine Stunde
bei Raumtemperatur zur Reaktion gebracht. Nach Aufarbeitung sowie
chromatografischer Reinigung konnte das Produkt 70 erhalten werden, wobei die

Abtrennung von Uberschlssigem Isobuttersaureanhydrid 67 nicht vollstandig gelang,
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sodass 67 im 'H-NMR-Spektrum noch zu 29% enthalten war. Die rechnerische
Ausbeute von 70 nach Abzug des Gehaltes an 67 ergab 85% (Abb. 25).

Rt, 1h

(85%)

H._O . . )\f( O\[H\
3 Aq. 67,0.05Aq. ZrQl,
O O
70

66
Abb. 25 Synthese von Diisobutyroxymethylbenzol 70 aus Benzaldehyd 66

Da sich schon in den Vorarbeiten aus Handhabungsgrinden die Verwendung eines
Losungsmittels als nutzlich erwiesen hatte, wurde die zusatzliche Verwendung von
Dichlormethan bzw. Acetonitril getestet. Dazu wurden die Reaktionen ansonsten
analog zu dem in Abb. 25 gezeigten Versuch durchgefuhrt, allerdings auf Grund der
schlechten Abtrennung von 67 auf die chromatografische Reinigung verzichtet. Die
Auswertung der 'H-NMR-Spektren der Rohprodukte zeigte keine Umsetzung in
Dichlormethan, daflr aber eine deutlich zum Produkt verlaufende Reaktion in
Acetonitril. Somit wurde in einem abschlieRenden Vorversuch die in Abb. 24 (S. 29)
gezeigte Reaktion noch einmal unter Verwendung von ZrCls in abs. Acetonitril
anstelle von FeCl; in abs. Dichlormethan durchgeflhrt (Abb. 26). Diese lieferte mit

94% eine exzellente Ausbeute, sodass die Reaktionsbedingungen fur zukunftige

O 3 Aq. 67,0.05 Aq. ZrCl,, IO
A SEEES
OTBDPS A% %O OTBDPS

68 69

Acylal-Bildungsreaktionen als geeignet erschienen.

Abb. 26 Synthese von 69 aus 68 mittels ZrCl,-Katalyse

Die Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur gerthrt und dunnschicht-
chromatografisch verfolgt. Nach drei Stunden war noch Edukt 68 zu detektieren,
sodass zur Vervollstandigung Uber Nacht weiter geruhrt wurde. Die
dunnschichtchromatografische  Kontrolle  zeigte hiernach allerdings keine

Veranderung.
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Die erste Anwendung der so gefundenen Reaktionsbedingungen erfolgte zur
Synthese des 5-di-AM-3-Me-cycloSal-d4TMPs 40. Dazu wurde ein Aquivalent des
Formyl-Triesters 62 in abs. Acetonitrii gelost und mit vier Aquivalenten
Essigsaureanhydrid und 0.1 Aquivalenten ZrCls umgesetzt. Da nach drei Stunden bei
Raumtemperatur keine Reaktion mittels Dunnschichtchromatografie nachzuweisen
war, wurde die Menge an Essigsaureanhydrid auf insgesamt 22 Aquivalente erhéht.
Dies brachte ebenfalls keinen Erfolg, sodass nach einer Stunde weitere 0.11 Aqui-
valente ZrCls hinzugegeben wurden. Nach 20 Minuten konnte per DC eine
vollstandige Umsetzung von 62 detektiert werden. Nach Aufarbeitung und Chromato-

grafie wurde die Zielverbindung 40 mit einer Ausbeute von 32% isoliert (Abb. 27).

1) 3.7 Aq. (CHsCO),0,

®) 0.1 Aq. ZrCl,, abs. o)
CH,CN, RS, 3h /L
O HN 2184 Aq. (CHCO)0, 1h o O HN |
" 0 O}\N 3)0.11 Aq. ZrQl,, 20 min o O)\N
P P
) “"U = ey \\;@
62 40

Abb. 27 Erste Synthese der Zielverbindung 40

Hier mussten also deutlich grof3ere Mengen an Saureanhydrid und Lewis-Saure im
Vergleich zur Modellreaktion (Abb. 26, S. 30) verwendet werden, um zu einem
vollstandigen Umsatz zu gelangen. Um die Methylgruppe in 3-Position des
aromatischen Rings als daflir ausschlaggebenden Faktor auszuschlielen, wurde die
Synthese des in 3-Position unsubstituierten 5-di-AM-cycloSal-d4TMPs 33 unter
Verwendung der gleichen Reaktionsbedingungen wiederholt. Aber auch hier zeigte
sich anfanglich keine Reaktion. Die Mengen der Reaktionspartner wurden sukzessive
erhoht. Hier erfolgte die vollstandige Reaktion erst nach je zwei erneuten Zugaben.
Am Ende enthielt die Reaktionsmischung 0.55 Aquivalente ZrCl, und 26 Aquivalente
Essigsaureanhydrid. Das Produkt 33 konnte schlieBlich in 44% Ausbeute isoliert
werden (Abb. 28, S. 32), was eine leichte Verbesserung im Vergleich zu der FeCls-
katalysierten Reaktion mit 38% (vgl. Abb. 19, S. 23) darstellt.
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1) 3.4 Aq. (CH;CO),0,
0.1 Aq. ZrCl,, abs.

CH,CN, R, 1h
2) 11.2 Aq. (CH;CO),0,
o 05h o
3)0.15Aq. zrCl,, 1.5h
o HN)j/ 4)0.3 Aq. ZrCl,, 11.2 Aq. © HN):E/
H)‘\©f\o o%\ N (CH;C0),0, 30 min o)\©f\o 071\
3 5
o) T TR
2 33

Abb. 28 Synthese von 33 aus 34 unter Verwendung von ZrCl, als Lewis-Saure

Auf Grundlage dieser Reaktionen wurden die weiteren Umwandlungen der Formyl-
Triester in die entsprechenden Acylale unter Verwendung von 0.5 Aquivalenten ZrCl,
und ca. 25 Aquivalenten Séaureanhydrid durchgefiihrt. Die Wiederholung der
Synthese von 40 aus 62 (vgl. Abb. 27, S. 31) sowie die Darstellung von 5-di-AM-3-
tBu-cycloSal-d4TMP 41 aus 63 sind nachfolgend in Abb. 29 gezeigt.

o] O
25 Aq. (CH;CO),0, o/k
HN)j/ 0.5 Aq. zZrdl,, atzjs. © HN)j/
H o O)\N CH:CN, Rt, 1-1.5h o 07]\;\1

R-O PN R-Q
N 40: 45% N
oY% 6‘ 41: 23-31% o ! 9%

Me: 62 Y =Me: 40
tBu: 63 Y =tBu: 41

Y
Y

Abb. 29 Darstellung der 5-Di-AM-3-alkyl-cylcoSal-d4TMPs 40 und 41

Die Synthese von 40 verlief dabei mit 45% in nahezu identischer Ausbeute wie die
der unsubstituierten Verbindung 33. Die 3-tert-Butyl-substituierte Verbindung 41
hingegen wurde in einem ersten Versuch nur in 23% Ausbeute rein erhalten.
Allerdings wurden noch einige Mischfraktionen aus 41 und dem Edukt 63 isoliert,
sodass die niedrigere Ausbeute auch auf eine schlechtere Umsetzung zurtickgefuhrt
werden konnte. In einem weiteren Ansatz wurde die Reaktionszeit auf 1.5 Stunden
verlangert und zur Trennung von Edukt und Produkt auch auf eine praparative
RP-HPL-Chromatografie zurtckgegriffen. Dadurch konnte die Ausbeute auf 31%
gesteigert und zeitgleich eine Trennung der Diastereomere erreicht werden. Diese
werden im Hinblick auf ihr Elutionsverhalten bei der RP-HPLC mit 41-fast bzw. 41-
slow bezeichnet. Die Trennung der Diastereomere der tert-Butyl-substituierten
Formyl-Verbindung 63 gelang ebenfalls mittels der praparativen RP-HPLC
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(Abb. 30), sodass neben den Diastereomerengemischen 34-mix, 33-mix, 62-mix,
40-mix, 63-mix und 41-mix die Zielverbindungen 63 und 41 auch als reine Diastereo-
mere (63-fast, 63-slow, 41-fast, 41-slow) fur die anschlieBenden biologischen Tests

sowie die Untersuchungen der Hydrolyseeigenschaften zur Verfigung standen.

63-fast = 63-slow

Abb. 30 Trennung der Diastereomere von 63 mittels praparativer RP-HPLC (CH3;CN/H,O + 0.5%
HOACc)

Besonders erfreulich war die Tatsache, dass von dem Diastereomer 63-slow mittels
der Diffusionsmethode Einkristalle erhalten werden konnten, die fur eine
Rontgenkristallstrukturanalyse geeignet waren. Dies ist das erste und bisher einzige
Mal, dass von einem diastereomerenreinen cycloSal-Pronucleotid eine
Kristallstruktur vorliegt. Somit kann hier erstmalig eine definitive Aussage uber die
absolute Stereokonfiguration am Phosphoratom gemacht werden. Die Konfiguration

wurde auf Basis der CIP-Regeln® als Rp bestimmt. Dabei besitzt die P-O-

Doppelbindung die niedrigste Prioritat, da ,Beitrdge von d-Orbitalen an die

Bindungen quadriliganter Atome (...) vernachlassigt [werden]‘. Der P-O2-Bindung
wurde die hochste, der P-O5-Bindung die zweite und der P-O3-Bindung die dritte
Prioritdt zugeordnet. Somit kann 63-fast also als (Sp)-63 und 63-slow als (Rp)-63
bezeichnet werden. Der ORTEP-Plot von (Rp)-63 ist in Abb. 31 (S. 34) gezeigt.

Da fur die Diskussion an dieser Stelle zunachst nur die Konfiguration am
Phosphoratom von Bedeutung ist, erfolgt eine detaillierte Diskussion der Struktur in
einem spateren Kapitel (Kapitel 4.3.4.). Bevor auf die analytischen Untersuchungen
der 5-Diacetoxymethyl- und der 5-Formyl-cycloSal-d4TMPs eingegangen wird, erfolgt
im nachsten Kapitel zunachst eine kurze Beschreibung der Ziele der durchgeflhrten

Studien.
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Abb. 31 Einkristallstruktur von (Rp)-63

4.1.2. Allgemeines zur Charakterisierung von cycloSal-Pronucleotiden

Zur Untersuchung der Eigenschaften von cycloSal-Pronucleotiden steht eine Reihe
von Hydrolysestudien zur Verfugung, die allesamt bei 37 °C durchgefuhrt und mittels
analytischer RP-HPLC vermessen werden. Die Ziele dieser Studien sollen hier kurz
erlautert werden, ohne im Einzelnen auf die jeweilige experimentelle Durchflihrung
einzugehen. Diese sind in Kapitel 9.3. ausflhrlich beschrieben.

Die chemische Hydrolyse unter physiologischen Bedingungen wird durch eine
Hydrolyse in einem Phosphatpuffer, pH-Wert 7.3 simuliert. Die hierbei gemessenen
Halbwertszeiten beziehen sich ausschlieBlich auf die Abnahme des zu
untersuchenden cycloSal-Triesters. Die enzymatische Spaltung ,lock-in“-modifizierter
und enzymatisch aktivierbarer cycloSal-Verbindungen in Zellen wird durch Studien in
CEM/0-Zellextrakten untersucht. Die angegebenen Halbwertszeiten beziehen sich
dabei auf die Freisetzung des jeweiligen Spaltprodukts (z. B. Spaltung des Acylals 41
zur Formyl-Verbindung 63). Diese Halbwertszeiten sind zwar leicht durch die parallel
verlaufende chemische Hydrolyse beeinflusst, welche allerdings nicht sehr stark ins
Gewicht fallen sollte, da die enzymatische Spaltung deutlich schneller verlauft als die
chemische Hydrolyse. Diese ist durch den leicht sauren pH-Wert der Zellextrakte
(pH-Wert: 6.8) ohnehin noch verlangsamt.

Um die Stabilitat der Verbindungen in dem fur die antiviralen Tests verwendeten
Inkubationsmedium (RPMI-1640 mit 10% hitzedeaktiviertem fotalem Kalberserum;

RPMI/FCS(10%)) einschatzen zu kdnnen, wird eine Hydrolyse in diesem Medium
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durchgefuhrt, die hinsichtlich der Durchfihrung den Tests in CEM/0-Zellen analog ist.
Die so bestimmten Halbwertszeiten beziehen sich dabei hingegen auf die Abnahme
der untersuchten Substanz. Im RPMI/FCS(10%) ist der pH-Wert mit 7.6 leicht
basischer als unter physiologischen Bedingungen, was eine schnellere chemische
Hydrolyse der cycloSal-Pronucleotide zur Folge hat. Um eine potenzielle Spaltung
der Esterfunktionen in diesem Medium zu untersuchen, wird zum Vergleich auch eine
chemische Hydrolyse im Phosphatpuffer mit pH = 7.6 durchgefuhrt. Die Stabilitat im
extrazellularen Raum kann durch Hydrolysestudien in humanem Blutserum (5%,
pH = 6.8) simuliert werden, die in ihrer Art den Studien in RPMI/FCS(10%) aquivalent

sind.

4.1.3. Charakterisierung der 5-Diacetoxymethyl- und 5-Formyl-cycloSal-d4T-
monophosphate

Das wesentliche Ziel der Einflhrung von Alkylgruppen in der 3-Position der cycloSal-
Maske war die Erhéhung der Stabilitat der 5-di-AM-cycloSal-d4TMPs gegenuber der
chemischen Hydrolyse, ohne dabei die schnelle enzymatische Spaltung des Acylals
zu beeinflussen. Die Halbwertszeiten der chemischen Hydrolyse bei den pH-Werten
7.3 und 7.6, der enzymatischen Spaltung sowie der Hydrolyse in RPMI/FCS(10%)
der Verbindungen 33, 40 und 41 sind vergleichend in Diagramm 1 (S. 36) dargestellt.
Die Halbwertszeiten der 5-Formyl-cycloSal-d4TMPs (34, 62, 63) sind dort ebenfalls
aufgefuhrt, wobei fur alle Triester zunachst nur die Diastereomerengemische
betrachtet werden. Bereits bekannte Werte fir die Verbindungen 33 und 34 wurden

verifiziert.

Wie erwartet, hydrolysieren die 3-Methyl- bzw. die 3-tert-Butyl-substituierten
Verbindungen langsamer als die vergleichbare unsubstituierte Verbindung. Durch die
Methylgruppe ist die Hydrolysestabilitat um den Faktor 2, durch die tert-Butylgruppe
sogar um den Faktor 5 (63 vs. 34) bzw. 6.5 (41 vs. 33) erhoht. Wie konzeptionell
erwunscht (vgl. Kapitel 2.3.4.), besitzen die Acylal-Verbindungen eine deutlich
hdéhere Hydrolysestabilitdat als die entsprechenden Formyl-Verbindungen (sechs-
(3-H, 3-Me) bis achtfach (3-tBu)). Die Methylgruppe hat keinen Einfluss auf die
enzymatische Spaltung, wohingegen die tert-Butylgruppe die Stabilitat des
Acylals 41 im Zellextrakt im Vergleich zu der von 33 verdoppelt. Mit einer

Halbwertszeit von 0.15 h verlauft die Spaltung von 41 zu 63 allerdings immer noch
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sehr schnell. Ein wichtiger Aspekt des Konzepts der enzymatischen Aktivierung (wie
auch des ,lock-in“-Konzepts) ist die Differenzierung zwischen chemischer und
enzymatischer Stabilitat. Die chemische Hydrolyse des unsubstituierten Acylals 33
verlauft 15-fach langsamer als die enzymatische Spaltung zu 34. Diese Differenz
konnte durch die Substitution in 3-Position auf das 29-fache fur die Methyl-

Verbindung 40 bzw. das 53-fache fir die tert-Butyl-Verbindung 41 gesteigert werden.

10

o

pH=7.3
o CEM/0

8 RPMI/FCS(10%)
BpH=7.6

Halbwertszeit [h]

\(3-H) (3-Me) (3-tBu) W (3-H) (3-Me) (3-tBu)/
Y e
5-Formyl 5-di-AM

Diagramm 1 Halbwertszeiten der 5-di-AM- (33, 40, 41) und 5-Formyl-cycloSal-d4TMPs (34, 62, 63) in
verschiedenen Medien (Diastereomerengemische)

Im Hinblick auf die Interpretation der antiviralen Daten der Prodrugs ist allerdings die
Differenz zwischen der Hydrolyse im Inkubationsmedium RPMI/FCS(10%) und der
enzymatischen Spaltung in CEM/0-Zellen ausschlaggebend, da jene Werte die dort
gegebenen Bedingungen widerspiegeln. Im RPMI/FCS(10%) wurde fur alle 5-di-AM-
Verbindungen eine deutliche Verringerung der Hydrolysestabilitat festgestellt. So
betragt die Halbwertszeit von 41 nur noch 2.8 h, was einer Verringerung der Stabilitat
um zwei Drittel entspricht. Fur 33 betragt die Abnahme 25%, fur 40 sind es 33%.
Somit ist im Inkubationsmedium die Hydrolyse von 41 nur noch 19-fach langsamer
als die enzymatische Spaltung; die gleiche Differenz liegt beim Methyl-Derivat 40 vor.
Fur die unsubstituierte Verbindung 33 reduziert sich die Differenz auf das 11-fache.
Insofern weist das 5-di-AM-3-tBu-cycloSal-d4TMP 41 im Vergleich zum 3-Methyl-
Derivat 40 in RPMI/FCS(10%) nur noch eine hdhere absolute Hydrolysestabilitat auf,
die deutlich bessere Differenzierung zwischen chemischer Hydrolyse bei

physiologischem pH-Wert (7.3) und enzymatischer Spaltung ging verloren.
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Die beim gleichen pH-Wert (7.6) in Phosphatpuffer durchgeflhrten Hydrolysen
weisen zunachst darauf hin, dass vor allem der basischere pH-Wert fur diesen
Stabilitatsverlust verantwortlich ist. Allerdings wurde fur alle 5-di-AM-Verbindungen
im RPMI/FCS(10%) auch eine anteilige Spaltung zur entsprechenden Formyl-
Verbindung detektiert. Auf Grund der hdheren Stabilitdt des entstehenden Formyl-
Triesters 63 war dies besonders deutlich flr Verbindung 41 nachzuweisen. Da in den
Hydrolysestudien im Phosphatpuffer keine Spaltung auftrat, kann der basischere
pH-Wert als Ursache fur die Spaltung ausgeschlossen werden. Somit kann die
Spaltung entweder durch eine Restaktivitat des hitzedeaktivierten fétalen Kalber-
serums (FCS) oder durch Bestandteile des RPMI-Mediums bedingt sein. Dieses
enthalt u. a. eine Vielzahl an Aminosauren und Vitaminen, deren Auswirkungen auf
die Acylalfunktion nicht bekannt sind. Die Instabilitit von Acetoxymethyl-
Verbindungen in RPMI/FCS(10%) war bereits bei den ,lock-in“-modifizierten
cycloSal-d4TMPs (26; vgl. Kapitel 2.3.3.) beobachtet worden.

Das Hydrolyseverhalten der 5-Formyl-Triester (34, 62, 63) im RPMI/FCS(10%) ist
genau entgegengesetzt. So erhoht sich hier die Stabilitat dieser Verbindungen um
ungefahr den Faktor 2. Die Hydrolysen im Phosphatpuffer bei pH = 7.6 lieferten
hingegen identische Werte zu den bei pH = 7.3 durchgefluhrten Untersuchungen.
Somit ist es moglich, dass die Akzeptor-Eigenschaften der Formylgruppe durch
Inhaltsstoffe des RPMI-Mediums abgeschwacht werden und so die Hydrolyse

verlangsamt wird.

Des Weiteren wurden die 5-di-AM-cycloSal-d4TMPs 33, 40 und 41 hinsichtlich ihrer
Stabilitat in humanem Blutserum (5%) getestet. Fur alle drei Verbindungen wurden
im Vergleich zur chemischen Hydrolyse bei pH = 7.3 erhdhte Stabilitaten festgestellt
(t12 (Serum) = 1.5 h (33), 3.6 h (40), 8.7 h (41)). Diese kdénnen durch den
vorherrschenden saureren pH-Wert (6.8) erklart werden. Allerdings konnte fir 41
eine anteilige Spaltung zur Formyl-Verbindung 63 festgestellt werden. Fur die Acylale
33 und 40 ist somit anzunehmen, dass die Spaltung dort ebenso stattfindet, die
jeweils entstehende Formyl-Verbindung auf Grund einer sehr geringen Stabilitat aber
schnell weiter hydrolysiert wird und somit schlecht in der analytischen HPLC zu

detektieren ist.
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Die selektive Freisetzung von d4TMP war bereits in Vorarbeiten fur das 5-Formyl-
cycloSal-d4TMP 33 mittels 3'"P-NMR-Hydrolyse gezeigt worden®® und konnte durch
die gleiche Methode auch fur das 5-Formyl-3-methyl- (62) und das 5-Formyl-3-tert-
butyl-cycloSal-d4TMP 63 bestatigt werden. Da der Verlauf dieser beiden Hydrolysen
identisch war, ist nur die des Diasteromerengemischs von 63 exemplarisch in
Abb. 32 gezeigt.

ooy Xy
)

Ende

(ppm)

Abb. 32 *'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 63-mix im Imidazol/HCI-Puffer
(pH = 7.3) bei 37 °C

Ein signifikanter Unterschied im Verlauf der Hydrolysen der 5-Formyl-Verbindungen
war, dass die unsubstituierte Verbindung zunachst vollstandig zum intermediaren
2-(Hydroxybenzyl)-phosphat-d4 T-diester hydrolysiert und aus diesem dann langsam
d4TMP freigesetzt wurde. Die Hydrolysen der alkylierten Verbindungen 62 und 63
hingegen lieferten den entsprechenden Diester (in Abb. 32 Verbindung 71) nur zu

einem geringen Anteil, da dieser sofort weiter zu d4TMP hydrolysiert wurde.

Die getrennten Diastereomere der 3-tert-Butyl-substituierten Verbindungen 41 und 63

wurden in den gleichen Medien wie die Gemische untersucht. Dabei konnte Uber die
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CEM/0-Zellextraktstudien von 41-fast und 41-slow nachgewiesen werden, dass aus
41-fast durch enzymatische Spaltung 63-fast und aus 41-slow dementsprechend die
Formyl-Verbindung 63-slow freisetzt wird (Abb. 33). Somit entspricht 41-fast also
(Sp)-41 und 41-slow kann mit (Rp)-41 gleichgesetzt werden.

B
2oy

fast

- slow

t [min]

Abb. 33 oben: HPL-Chromatogramme der Hydrolysestudien in CEM/0-Zellextrakten nach 5 min von
41-fast und 41-slow; unten: HPL-Chromatogramme der Referenzverbindungen 63-fast und 63-slow
(Methode III)

Die Ergebnisse der Hydrolysestudien in den verschiedenen Medien sind in
Diagramm 2 (S. 40) zusammengefasst, in das auch die Werte der
Diastereomerengemische (63-mix und 41-mix) zum Vergleich noch einmal
aufgenommen sind. Die Hydrolyseuntersuchungen der getrennten Diastereomere
zeigen die schon fir die Diastereomerengemische beschriebenen Trends und

werden deshalb nicht noch einmal detailliert diskutiert.

Im Vergleich der Diastereomere untereinander sind kaum Unterschiede im
Hydrolyseverhalten zu erkennen. Lediglich die stark erniedrigte Halbwertszeit (0.2 h)
von (Rp)-63 in Phosphatpuffer (pH = 7.6) ist im Vergleich zur Hydrolyse in
RPMI/FCS(10%) (t12 = 1.6 h) und den Hydrolysen von (Sp)-63 und 63-mix sehr
verwunderlich. Beachtenswert ist allerdings, dass die enzymatische Spaltung von
(Sp)-41 (t12 = 0.3 h) deutlich langsamer als die von (Rp)-41 (t12 = 0.15 h) verlauft.
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pH=73

o CEM/0

B8 RPMI/FCS(10%)
@pH=7.6

Halbwertszeit [h]

k63-mix (Sp)-63

v
5-Formyl-3-tBu 5-di-AM-3-tBu

Diagramm 2 Halbwertszeiten der getrennten Diastereomere von 63 und 41 in verschiedenen Medien
vergleichend zu den Diastereomerengemischen

In Anbetracht der immensen Abweichungen der Hydrolysestabilitaten in dem
Inkubationsmedium RPMI/FCS(10%) ist anzuzweifeln, dass die antiviralen in vitro-
Untersuchungen die potenzielle in vivo-Aktivitat dieser enzymatisch aktivierbaren
cycloSal-d4TMPs auch nur annahernd korrekt wiedergeben. Nichtsdestoweniger sind
diese Tests unabdingbar, um das antivirale Potenzial der Prodrugs untereinander
und im Vergleich zu den cycloSal-d4TMPs der ersten und zweiten Generation
einschatzen zu konnen. Die Ergebnisse der antiviralen Tests der 5-di-AM- und

5-Formyl-Verbindungen sind im folgenden Kapitel 4.1.4. beschieben.

4.1.4. Antivirale in vitro-Tests der 5-Diacetoxymethyl- und 5-Formyl-cycloSal-
d4T-monophosphate

Sowohl die bereits bekannten als auch die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
cycloSal-d4TMPs wurden in Kooperation mit Prof. Dr. J. Balzarini von der Universitat
in Leuven (Belgien) in antiviralen in vitro-Tests hinsichtlich ihrer Aktivitat gegen HIV-1
(in Wildtyp-CEM-Zellen (CEM/0)) und HIV-2 (in CEM/0-Zellen und Thymidin-Kinase-
defizienten CEM-Zellen (CEM/TK")) analysiert. Als Referenz wurde dabei d4T 2
verwendet. In Tab. 3 (S. 41) sind die antiviralen Daten der Diastereomerengemische
der 5-Formyl- und 5-di-AM-cycloSal-d4TMPs zusammengefasst.



Resultate und Diskussion 41
ECso” [uM] CCso” [uM]
CEM/0 CEM/TK" CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
5-Formyl 34 0.41£0.29 0.15+0.08 50+4.6 113 £ 20.6
5-Formyl-3-Me 62 0.45+£0.32 1.27 £ 0.64 45+0.7 82.1£19.9
5-Formyl-3-tBu 63 0.45+0.07 0.6+0.0 175+6.5 58.6 +224
5-di-AM 33 0.42+0.28 04+0.0 10.5+8.3 98.7 £ 26.0
5-di-AM-3-Me 40 0.50 £ 0.17 0.70+0.14 6.3£29 43.9+26.4
Sd-AM-3-tBudl  032+014 075+007 30400  16.9+43
d4T 2 0.48 £ 0.45 0.63 +0.21 47.5+26.3 234

°50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation. °50% cytotoxische
Konzentration.

Tab. 3 Antivirale in vitro-Aktivitdten der Diastereomerengemische der 5-di-AM- (33, 40, 41) und
5-Formyl-cycloSal-d4TMPs (34, 62, 63) sowie der Referenzverbindung 2

Alle in der Tab. 3 aufgeflhrten cycloSal-d4TMPs zeigen in den Wildtyp-Zellen anti-
HIV-Aktivitaten, die mit denen von d4T 2 vergleichbar sind. Die Daten der Tests in
CEM/TK™-Zellen sind ob der hohen Standardabweichungen nicht immer eindeutig zu
interpretieren. D4T 2 verliert, wie erwartet, dort deutlich an Aktivitat. Alle Triester
zeigen eine bessere antivirale Wirksamkeit als 2, wobei mit Ausnahme von 41 die
Aktivitatsverluste der Triester dennoch so deutlich sind, dass davon auszugehen ist,
dass diese Prodrugs den TK-Bypass gar nicht oder nur sehr schlecht vollziehen. Fur
41 kann anhand dieser Werte zumindest ein teilweise effizienter und im Vergleich zu
dem in 3-Position unsubstituierten bzw. Methyl-substituierten 5-di-AM-Triester
besserer TK-Bypass vermutet werden. Im Zuge der Bestimmung der antiviralen
Aktivitaten der getrennten Diastereomere von 41 und 63 wurde fur 41-mix sogar ein
voller Erhalt der Aktivitat in TK'-Zellen gemessen (vgl. Tab. 5, S. 44). Ein Merkmal flr
die groRRere Effektivitat von 41 ist auch die héhere Cytotoxizitat. Der Trend, dass eine
bessere antivirale Aktivitat auch meistens mit einem niedrigeren CCso-Wert
verbunden ist, war bereits friiher fiir andere cycloSal-d4TMPs festgestellt worden.”
Es wird vermutet, dass die steigende Cytotoxizitat bei steigender Aktivitat mit dem
Stoffwechsel der Zelle

zusammenhangt. Dass die Cytotoxizitat auch anderen Einflussen unterliegt, zeigen

starker werdenden Eingriff in den naturlichen

die CCsp-Werte der 5-Formyl-Triester. So ist der antiviral am wenigsten aktive tert-

Butyl-Triester 63 am toxischsten.
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Als Maly fur das Verhaltnis von Cytotoxizitat und antiviraler Wirkung dient der
Selektivitats-Index (SlI), der sich aus dem Quotienten des CCsp- und des ECso-Wertes
(CEM/TK") ergibt. Hierdurch kdnnen Prodrugs mit einem vergleichbar guten ECso-
Wert leicht untereinander verglichen werden, um abzuschatzen, welche dieser
Verbindungen flir eine potenzielle Anwendung insgesamt geeigneter ist. So ist nicht
zwangslaufig die beste antivirale Aktivitat von Nutzen, wenn daraus eine zu hohe
Giftigkeit resultiert. Prodrugs, deren effektive Konzentration nahe an der toxischen
Konzentration liegt, sind dabei naturlich fur eine therapeutische Verwendung vollig
ungeeignet. Die Sl und die zu ihrer Berechnung notwendigen Angaben der 5-Formyl-
und 5-di-AM-cycloSal-d4TMPs sowie einiger Referenzverbindungen®® sind in der

nachfolgenden Tab. 4 aufgeflhrt.

Verbindung ECso® [UM] (CEM/TK)  CCs® [UM] SI°
5-Formyl 34 5.0 113 23
5-Formyl-3-Me 62 4.5 82.1 18
5-Formyl-3-tBu 63 17.5 58.6
5-di-AM 33 10.5 98.7
5-di-AM-3-Me 40 6.3 43.9
5-di-AM-3-tBu 41 3.0 16.9
3-H8 0.15 50 333
3-Me 9 0.048 32 667
3-tBu 11 0.33 35 106

50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation. °50% cytotoxische
Konzentration. °Selektivitats-Index CCsy/ECsp.

Tab. 4 Selektivitats-Indices der Zielverbindungen 33, 34, 40, 41, 62, 63 und der
Referenzverbindungen 8, 9, 11 (Diastereomerengemische)

Aus diesen Werten ist zu erkennen, dass in der Reihe der 5-Formyl-Triester die tert-
Butylgruppe in 3-Position zu einem deutlich schlechteren Sl fihrt. Dies ist in der oben
bereits erwahnten Absenkung der antiviralen Aktivitat bei erhohter Cytotoxizitat
begrindet. In der Reihe der 5-di-AM-cycloSal-d4TMPs hat eine Alkylierung dieser
Position nicht so einen drastischen Einfluss. Hier steigt mit zunehmender Wirkung
auch die Cytotoxizitat an, sodass der S| nahezu unverandert bleibt. Dass der Einfluss
auf die Cytotoxizitat moglicherweise auch auf sterische Grunde zurtckzufuhren ist,
zeigen die Sl der in 5-Position unsubstituierten Referenzverbindungen 8, 9 und 11.
So ist der S| des 3-tBu-cycloSal-d4TMPs 11 im Vergleich zu 8 und 9 ebenfalls

deutlich niedriger, was ebenso durch eine (deutlich) schlechtere antivirale Wirkung



Resultate und Diskussion 43

bei erhdhter bzw. gleicher Cytotoxizitat bedingt ist. 3-Me-cycloSal-d4TMP 9 sticht

insgesamt mit einem ECsp von 0.048 uM bei einem Sl von 667 klar hervor.

Allgemein ist zu bemerken, dass die in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen im
Verhaltnis zu ihrer antiviralen Aktivitdt deutlich cytotoxischer sind als die
Referenzverbindungen. In der Testreihe der Referenzverbindungen wurde fir d4T 2
ein CCsp-Wert von 35 pM bestimmt, die Triester 8, 9 und 11 besitzen also eine
gleiche bzw. niedrigere Cytotoxizitat (CCso = 32-50 pM) bei deutlich besserer
antiviraler Wirkung. Die 5-Formyl- und die 5-di-AM-Verbindungen hingegen besitzen
alle eine hdhere Cytotoxizitat als d4T 2 (vgl. Tab. 3, S. 41).

Die antiviralen Daten der getrennten Diastereomere (Tab. 5, S. 44) zeigen das von
den cycloSal-d4TMPs der ersten Generation bekannte Bild: Das eine Diastereomer,
hier in beiden Fallen das schneller eluierende Sp-Diastereomer, besitzt eine deutlich
bessere Aktivitat als das andere (Rp). Wahrend das Rp-Diastereomer der 5-Formyl-
Verbindung 63 den TK-Bypass nur schlecht vollzieht, deutet der Wert fur das
Sp-Diastereomer einen teilweise erfolgenden Bypass an. Im Fall der Acylal-
Verbindung 41 ist es noch deutlicher: Das Rp-Diastereomer weist einen
eingeschrankten Bypass auf, wohingegen die antivirale Aktivitat des
Sp-Diastereomers in TK™-Zellen nicht nur erhalten, sondern sogar noch gesteigert ist.
Die unterschiedlichen Aktivitaten konnen dabei nicht auf Unterschiede im
Hydrolyseverhalten zurtickgefuhrt werden, da dies fir die jeweiligen Diastereomere
nahezu identisch ist (Diagramm 2, S.41). Folglich scheint die Konfiguration am
Phosphoratom die entscheidende Rolle hinsichtlich einer guten antiviralen Aktivitat
zu spielen. Eine ausfuhrliche Untersuchung hierzu, unter Betrachtung weiterer
diastereomerenreiner cycloSal-d4TMPs, erfolgt in Kapitel 4.3. Die Werte fur die
Referenz d4T 2 in Tab. 5 (S. 44) weichen von den vorher angegebenen ab. Dies liegt
daran, dass die Referenz mit jeder Testreihe neu vermessen wird und es

Unterschiede zwischen den einzelnen Testreihen geben kann.
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ECso” [UM] CCso” [UM]
CEM/O0 CEM/TK" CEM/O0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
5-Formyl-3-tBu 63-mix  0.39 + 0.40 1.0+ 0.22 15+ 6.4 33+7.8
5-Formyl-3-tBu (Sp)-63 0.16 £ 0.071 0.69 + 0.41 26+19 27 £ 11
5-Formyl-3-tBu (Rp)-63 0.81+0.042 1.4+0.81 10+ 0.0 41+14

5-di-AM-3-tBu 41-mix 0.65+0.35 0.80+0.13 0.78+0.0 19+£0.0
5-di-AM-3-tBu (Sp)-41 0.54 + 0.51 0.75+049 0.29+0.16 17 £ 2.1
5-di-AM-3-tBu (Rp)-41 1.1+£1.3 0.84 £ 0.085 3.9+2.7 51 £ 21

d4T 2 0.86 = 0.057 19+138 62 + 0.48 182 + 16

°50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation. °50% cytotoxische
Konzentration.

Tab. 5 Antivirale in vitro-Aktivitdten der getrennten Diastereomere und der Diastereomerengemische
von 41 und 63 sowie der Referenzverbindung 2

Die 5-Diacetoxymethyl-cycloSal-d4TMPs sind also generell als enzymatisch
aktivierbare cycloSal-Pronucleotide verwendbar, da die aus der enzymatischen
Spaltung resultierenden 5-Formyl-cycloSal-d4TMPs durch schnelle Hydrolyse zu
einem intrazellularen Einschluss fuhren. Auch wenn mit (Sp)-63 genau diejenige
Formyl-Verbindung einen teilweisen TK-Bypass aufweist, die aus der potentesten
5-di-AM-Verbindung (Sp)-41 freigesetzt wird, ist hier dennoch ein 10-facher
Unterschied in der antiviralen Aktivitdt in CEM/TK'-Zellen zu finden, sodass die
enzymatische Aktivierung als erfolgreich angesehen werden kann. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass durch die Einfuhrung einer Alkylgruppe in der 3-Position der
cycloSal-Maske die Hydrolysestabilitat der Prodrugs erhoht werden kann, ohne einen
zu grofRen Einfluss auf die schnelle enzymatische Umwandlung der Acylalfunktion in
die Formylfunktion auszulben. Negativ zu bemerken ist vor allem der drastische
Stabilitatsverlust der 5-di-AM-cycloSal-d4TMPs im Inkubationsmedium der antiviralen
Tests und die anteilige Spaltung der Acylalfunktion in diesem Medium.

Aus diesem Grund wurde in einem nachsten Schritt versucht, die Formyl- und di-AM-
cycloSal-d4TMPs mit ,vertauschten Substituenten®, also die 3-Formyl- und 3-di-AM-
5-alkyl-cycloSalddTMPs zu synthetisieren, um die Stabilitdt der Diacetoxy-
methylfunktion in dieser Position zu untersuchen. Die Synthese und Analyse dieser

Verbindungen ist in den folgenden Kapiteln 4.1.5. bis 4.1.7. beschrieben.
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4.15. Synthese von 3-Diacetoxymethyl- und 3-Formyl-cycloSal-d4T-
monophosphaten
Die angestrebten Zielverbindungen waren das 3-Diacetoxymethyl- (72),
3-Diacetoxymethyl-5-methyl- (73) und 3-Diacetoxymethyl-5-tert-butyl-cycloSal-
d4TMP 74, die aus den jeweiligen 3-Formyl-Verbindungen (75-77) hergestellt werden
sollten (Abb. 34).

X=H:72 X=H 75
X=Me: 73 X=Me: 76
X=1tBu: 74 X=1tBu: 77

Abb. 34 Zielverbindungen 72-77

Da davon ausgegangen wurde, dass die fur die Synthese der 5-Formyl-cycloSal-
d4TMPs (34, 62, 63) angewendeten Reaktionsschritte (vgl. Kapitel 4.1.1.) auch fur
die Darstellung der 3-Formyl-cycloSal-d4TMPs 75-77 geeignet sind, mussten in
Analogie dazu zunachst die 6-Brom-4-alkylsalicylalkohole 78-80 hergestellt werden.
Uber die drei Schritte Isopropylidenschitzung, Formylierung und Entschiitzung
sollten aus diesen dann die entsprechenden 6-Formyl-4-alkylsalicylalkohole 81-83
erhalten werden. Durch Synthese der Chlorphosphite 84-86 und anschlieliender
Umsetzung mit d4T 2 sollten dann die 3-Formyl-cycloSal-d4TMPs 75-77 zuganglich

sein (Abb. 35).
9
_P-0d4T
o \O

o=

X=H:78 X=H:81 X=H:84 X=H:75
X =Me: 79 X = Me:82 X = Me:85 X =Me:76
X =1Bu: 80 X =1Bu: 83 X =1tBu: 86 X =1Bu: 77

Abb. 35 Geplanter Syntheseweg zur Darstellung der 3-Formyl-cycloSal-d4TMPs 75-77
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Die Synthese des 6-Bromsalicylalkohols 78, ausgehend vom kommerziell
erhaltlichen ortho-Bromphenol 87 Uber die Zwischenstufe des Dioxaborins 88, wurde
bereits zuvor in unserer Arbeitsgruppe erfolgreich durchgefuhrt (Abb. 36).53 Fur die in
dieser Arbeit durchgefuhrten Reaktionen stand 78 daher noch in ausreichender

Menge zur Verfigung.

(HCHO),, PhB(OH),, ~ —

HOAC, TO|U0|, H202/H20,
Riickfluss, 18 h 0 THF, 0 °C, 45 min OH
|
OH o B 53% (iiber 2 Stufen) OH
Br Br Br
87 88 78

Abb. 36 Synthese des 6-Bromsalicylalkohols 78

Die zur Darstellung der 6-Brom-4-alkylsalicylalkohole 79 und 80 durchgeflihrten

Reaktionen sind in Abb. 37 zusammengefasst.

o) o o)
CH;OH, H,S0;,
OH 0 °C - Rickfluss, 2d OMe CHCl3, Brp, Rt, 1d OMVe
OH %% OH 87% OH
89 90 Br
01

abs. THF, LIAIH,,
Rt - Riickfluss, 3h,” 91%

X
X =Me: 79 OH
X =tBu: 80

OH

Br

abs. THF, LIAH,, \_92%
Rt - Riickfluss, 3 h

abs. CHsCN, MgCly, o o
abs. EtgN, (HCHO),,
Riickfluss, 5 h H HOAC, Bry, Rt, 3h H
OH 78% OH 92% OH
92 93 Br
o

Abb. 37 Synthese der 6-Brom-4-alkylsalicylalkohole 79 und 80

Fur die Synthese des 6-Brom-4-methylsalicylalkohols 79 wurde dabei von der

kommerziell verfugbaren 5-Methylsalicylsaure 89 ausgegangen. Diese konnte mit
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einer Ausbeute von 95% in den 5-Methylsalicylsduremethylester 90 umgewandelt
werden. Durch Umsetzung von 90 mit Brom in Chloroform bei Raumtemperatur
wurde dann der 3-Brom-5-methylsalicylsauremethylester 91 hergestellt (87% Aus-
beute). Die Reduktion mit LiAlH, lieferte den Salicylalkohol 79 in einer Ausbeute
von 91%.

6-Brom-4-tert-butylsalicylalkohol 80 wurde ausgehend von dem im Handel
erhaltlichen 4-tert-Butylphenol 92 — unter zu der dreistufigen Synthese des 4-Brom-6-
tert-butylsalicylalkohols 49 aus 2-tert-Butylphenol 53 (vgl. Abb. 20, S. 24) analogen
Reaktionsbedingungen — synthetisiert. Durch die im ersten Schritt durchgeflihrte
ortho-Formylierung konnte der 5-tert-Butylsalicylaldehyd 93 in 78% Ausbeute
hergestellt werden. Die anschlieliende Bromierung fuhrte in der sehr guten Ausbeute
von 92% zum 3-Brom-5-tert-butylsalicylaldehyd 94. Durch die etablierte Reduktion
mit LiAIH4; wurde dann der 6-Brom-4-tert-butylsalicylalkohol 80 mit einer Ausbeute
92% dargestellt. Die weitere Umsetzung der 6-Bromsalicylalkohole 78-80 zu den

6-Formylsalicylalkoholen 81-83 ist in Abb. 38 zusammengefasst.

2,2-Dimethoxypropan, p-TsOH,

X\Qf\OH Na,SO;, Aceton, 40 °C, 3d X\@f\o
oH 95: 99%

Br 96: 74% Br
. 0,
X=H 78 97 86% X=H: 95
X=Me: 79 X=Me: 96
X =tBu: 80 X = tBu: 97
1) n-Buli, abs. THF, -78°C, 2 h gg ggg"
o, - . (o]
2) abs. DMF, abs. THF, 78 °C, 45 min | 99807,
x CH;CN/HO (7:3 vIV), X
OH HCl, A (@)
OH 81: 99% 0"
82: 86%
H 83 88% H
X=H 81 X =H: 98
X =Me: 82 X=Me: 99
X=tBu: 83 X=tBu: 100

Abb. 38 Synthese der 6-Formylsalicylalkohole 81-83

Die Synthese der Isopropylidenacetale 95-97 verlief in den gewohnt guten bis sehr
guten Ausbeuten (74-99%). Die nahezu quantitative Umsetzung von 78 zu 95 war

dabei bereits literaturbekannt (98%)>® und konnte hier bestitigt werden. Auch die
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anschlieBenden Formylierungen wurden mit konstant guten Ausbeuten (76-80%)
durchgeflihrt. Die saure Entschitzung von 98 zu 81 gelang fast quantitativ und auch
99 und 100 konnten in sehr guten Ausbeuten (86% bzw. 88%) entschitzt werden.
Auch hier musste fur die Entschitzung des tert-Butyl-Derivats 100 deutlich mehr
rauchende Salzsaure eingesetzt werden als fur die Entschitzung von 98 und 99 (vgl.
Entschitzung von 59, Abb. 21, S. 25). Somit standen also alle bendétigten 6-Formyl-
salicylalkohole zur Verfugung, die nun in die entsprechenden 3-Formylsaligenyl-
chlorphosphite 84-86 Uberflihrt werden sollten.

Zunachst wurde versucht, den 6-Formylsalicylalkohol 81 unter den bereits ausfihrlich
beschriebenen Standardbedingungen (S. 26) zum Chlorphosphit 84 umzusetzen
(Abb. 39). Dazu musste auf Grund der Unldslichkeit von 81 in abs. Diethylether
wieder auf abs. THF als Losungsmittel zurtickgegriffen werden. Allerdings konnte in
keinem der durchgeflhrten Versuche 84 isoliert werden. Die erhaltenen Rohprodukte
enthielten nur in einem einzigen Fall im *'P-NMR-Spektrum ein Signal, das im fiir
Chlorphosphite typischen Bereich um die 140 ppm lag. Laut 'H-NMR-Spektrum
bestand dieses Rohprodukt allerdings fast ausschlieB3lich aus Pyridinhydrochlorid.
Somit stand kein 3-Formylsaligenylchlorphosphit 84 zur Verfigung, sodass auch die

nachfolgenden Zielverbindungen 75 und 72 nicht synthetisiert werden konnten.

1) PCl,, abs. THF, -20 °C, 10 mmin
2) abs. Pyridin, abs. THF, -20 °C, 3h

oy RN

OH o d
H H

81 &4

Abb. 39 Versuch der Synthese des 3-Formylsaligenylchlorphosphits 84

Die Synthese des 3-Formyl-5-methylsaligenylchlorphosphits 85 wurde aus Grinden
der Ldslichkeit ebenfalls in abs. THF durchgeflhrt. Der erste Versuch erfolgte dabei
unter den Standardbedingungen (Abb. 40, S. 49). Das so isolierte Rohprodukt fiel
allerdings nur in einem geringen Mal3e an (22% bei hypothetischer Reinheit von 85).
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Eine genaue Ausbeute kann hier nicht angegeben werden, da erstaunlicherweise
neben 85 zwei weitere Verbindungen (Signale im flr Chlorphosphite typischen
Bereich bei 140.68 und 140.66 ppm; in Abb. 40 zusammenfassend mit X bezeichnet)
entstanden. Diese weiteren Verbindungen lagen zusammen laut *'P-NMR
("H-entkoppelt) im Verhaltnis 1:1 mit 85 vor (Abb. 41). Dabei war aus den
vorhandenen Spektren nicht zu ermitteln, um was fir weitere Verbindungen es sich

handeln konnte.

1) PCl3, abs. THF, -20 °C, 10 min
2) abs. Pyridin, abs. THF, 20 °C, 3h
3)RL, 1h

OH o .
oH (22% bei hypothetischer Reinheit von 85) o™a
H (Verhaltnis 85 zu X: 52:48) H
82 85

Abb. 40 Synthese des 3-Formyl-5-methylsaligenylchlorphosphits 85 unter Standardbedingungen

Neben den Verbindungen 85 und X war im Rohprodukt noch Pyridinhydrochlorid
enthalten, allerdings in einem — fUr in THF synthetisierte Chlorphosphite — geringen
Male.

140.6792

140.6562

140.4800
—140.6792
——140.6562
——140.4800

r

Integral

T T

51.760

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
140.80 140.76 140.72 140.68 140.64 140.60 140.56 140.52 140.48 140.44 140.40 140.36
(ppm)

160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50
(ppm)

Abb. 41 Ausschnitt des *'P-NMR-Spektrums (1H-entkoppelt) des Rohprodukts der Synthese von 85
unter Standardbedingungen
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Um den Einfluss der Reaktionstemperatur auf die Bildung der weiteren Produkte X zu
untersuchen, wurde die Chlorphosphitsynthese wiederholt, wobei die Zugaben von
PCl; und Pyridin bei -55 °C erfolgten. Zur Vervollstandigung der Reaktion wurde
danach wieder eine Stunde bei Raumtemperatur geruhrt (Abb. 42). Dieser Versuch
lieferte erstaunlicherweise ein reines Chlorphosphit ohne signifikante Verunreinigung

durch Pyridinhydrochlorid.

1) PCls, abs. THF, -55 °C, 10 min
2) abs. Pyridin, abs. THF, -55 °C, 3h

oH 3R, 1h o
S + X
OH 85: 63% oPa
erhaltnis 85 zu X: 88:12
H (Ve i zu ) H
82 85

Abb. 42 Synthese von 85 bei -55 °C mit anschlieRendem Riihren bei Raumtemperatur fiir 1 h

Laut *'P-NMR-Spektrum des Rohprodukts (Abb. 43) waren auch die Verbindungen X
nur noch zu insgesamt 12% enthalten. Die berechnete Ausbeute an 85 betrug in

diesem Versuch 63%.
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Abb. 43 Ausschnitt des 31P-NMR-Spektrums (1H-entkoppelt) des Rohprodukts der Synthese von 85
bei -55 °C mit anschlieRendem Rihren bei Raumtemperatur fir 1 h
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Da der Wechsel zu einer niedrigeren Reaktionstemperatur also zu einem deutlichen
Rickgang der Nebenproduktbildung fuhrte, wurde in einem weiteren Versuch auch
das einstundige Ruhren bei Raumtemperatur durch ein einstindiges Ruhren bei
-55 °C ersetzt. Somit lag die Temperatur wahrend der gesamten Reaktion nicht Gber
den aus der nachtlichen Lagerung im Gefrierschrank resultierenden -27 °C. Die
Reaktion flihrte mit 60% Ausbeute zu einem reinen Chlorphosphit (Reinheit > 95%
laut 'H-NMR-Spektrum), das die Verbindungen X nicht mehr enthielt (Abb. 44). Somit
konnte die Nebenproduktbildung durch konsequentes Einhalten tiefer Temperaturen

vollstandig unterbunden werden.

1) PCls, abs. THF, -55 °C, 10 min
2) abs. Pyridin, abs. THF, -55°C, 3h

oy IBBC1h o
OH 60% o™a
H H
82 85

Abb. 44 Synthese von 85 bei -55 °C mit anschlieendem Rihren bei -55 °C fir 1 h

Dieses pure Chlorphosphit 85 wurde dann fiur die Synthese des 3-Formyl-5-methyl-
cycloSal-d4TMPs 76 verwendet, die unter den bereits beschriebenen Standard-
bedingungen (S. 27) durchgefuhrt wurde. Der Triester 76 konnte dadurch in 44%
Ausbeute hergestellt werden (Abb. 45).

o)
1)1 Aq. 2, 1.6 Aq. DIPEA, abs. CHyCN,
-20°C-R, 3h HN
) o 2) 3 Aq. tBUOOH, -20°C-Rt, 1h o O%\
2Aq,
oPa 44% ng\(—)o
H H _
85 76

Abb. 45 Synthese des 3-Formyl-5-methyl-cycloSal-d4TMPs 76 aus reinem 85

Daneben wurde auch das 8:1-Gemisch aus 85 und den weiteren Verbindungen X mit
d4T 2 umgesetzt, um aus den moglicherweise zusatzlich entstehenden Produkten
Ruckschlisse auf die Verbindungen X ziehen zu konnen. Dazu wurde dieses
Gemisch ebenfalls unter den Standardbedingungen zur Reaktion gebracht, wobei
das Gemisch als zwei Aquivalente hypothetisch reiner Verbindung 85 eingesetzt

wurde.
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Tatsachlich lieferte die Reaktion neben dem bereits bekannten Triester 76 weitere
Verbindungen. CycloSal-d4TMP 76 konnte nach chromatografischer Reinigung in
23% Ausbeute rein erhalten werden. Aul3erdem war 76 noch in Mischfraktionen mit
einer zweiten nucleosidischen Verbindung sowie einem weiteren, nicht nucleo-
sidischen Produkt enthalten. Leider konnte der zweite potenzielle Triester auch durch
die Verwendung der praparativen RP-HPLC nicht in charakterisierbarer Menge
isoliert werden. Somit lagen nur die NMR-Spektren der Mischfraktionen zur
Identifikation vor. Mittels dieser konnte der unbekannte Triester allerdings nicht
eindeutig identifiziert werden, sodass auch keine Ruickschlisse auf wenigstens eine
der wahrend der Chlorphosphitsynthese entstandenen Verbindungen X mdglich

waren.

Da die Nebenproduktbildung aber, wie beschrieben, erfolgreich unterdrickt werden
konnte, wurden im Rahmen dieser Arbeit keine weiteren Versuche zur

Strukturaufklarung der Verbindungen X unternommen.

Die optimierten Bedingungen fur die Synthese des 3-Formyl-5-methylsaligenyl-
chlorphosphits 85 (Abb. 44, S. 51) wurden dann fur die Darstellung von 3-Formyl-5-
tert-butylsaligenylchlorphosphit 86 aus dem Salicylalkohol 83 verwendet. Dadurch
konnte 86 in einer Ausbeute von 54% hergestellt werden, wobei die Reinheit des
Chlorphosphits nur bei 55% lag (Abb. 46).

1) PCl, abs. THF, -55 °C, 10 min
2) abs. Pyridin, abs. THF, -55 °C, 3 h
oH 3)-55°C, 1h

OoH 54% (Reinheit: 55%) oPa

H H
83 86

Abb. 46 Synthese des 3-Formyl-5-tert-butylsaligenylchlorphosphits 86

Aus diesem Chlorphosphit wurde dann 3-Formyl-5-tert-butyl-cycloSal-d4TMP 77
synthetisiert, wobei wiederum nur 1.2 Aquivalente 86 eingesetzt wurden. Die
Zielverbindung 77 konnte so in einer annehmbaren Ausbeute von 36% dargestellt
werden (Abb. 47, S. 53). Die Verbindungen 76 und 77 sollten sehr hydrolyselabil
sein, da sie einen starken Elektronenakzeptor in ortho-Position zum

Phenylphosphatester beinhalten.
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o)
1)1 Aq. 2, 1.6 Aq. DIPEA, abs. CHyCN,
20°C-R 3h HN
O 23Aq.tBuOOH,-20°C-Rt, 1h o O%\N
1.2 Aq. b A a
o ~a 36% oy
H H _
86 77
Abb. 47 Synthese des 3-Formyl-5-tert-butyl-cycloSal-d4TMPs 77
Die Umsetzung der 3-Formyl-5-alkyl-cycloSal-d4TMPs 76 und 77 in die

entsprechenden Diacetoxymethyl-Verbindungen 73 und 74 stellte sich im Vergleich
zu den Synthesen der 5-Diacetoxymethyl-Verbindungen als schwieriger heraus.

Die Reaktion von 76 flhrte, unter den fur die Synthese der di-AM-Acylale optimierten
Bedingungen (vgl. Abb. 29, S. 32), in 19% zum 3-di-AM-5-Me-cycloSal-d4TMP 73
(Abb. 48). Allerdings wurden auch 23% des Edukts 76 wieder reisoliert, obwohl
mittels der dunnschichtchromatografischen Verfolgung nach der Reaktionszeit von
45 Minuten 76 nur noch in geringem Male detektiert werden konnte. Somit ist
entweder der Grad der Umsetzung mittels Duinnschichtchromatografie schlecht
abzuschatzen oder ein Teil des entstandenen Acylals wird wahrend der Aufarbeitung
wieder zur Formyl-Verbindung gespalten. Auch wenn in den Synthesen der 5-di-AM-
cycloSal-d4TMPs nichts Vergleichbares beobachtet wurde, ist eine héhere Labilitat

der Acylalfunktion in der 3-Position nicht auszuschliel3en.

76

25 Aq. (CHyCO)0, N
0.5 Aq. ZrCl,, abs.

CHsCN, R, 45 rin o o
19% o F\’\(—)
CH(OAC),
73
(+23% 76)

Abb. 48 Synthese von 3-Diacetoxymethyl-5-methyl-cycloSal-d4TMP 73

Die Separation von 73 und 76 erwies sich dabei mittels der normalen Chromatografie
am Chromatotron als nicht mdglich, da diese beiden Verbindungen fast identische
R+Werte aufweisen. Somit musste zur Trennung auf die praparative RP-HPLC
zuruckgegriffen werden. Das Chromatogramm dieser Trennung in Acetonitril/
Wasser 2:3 v/v zeigt Abb. 49 (S. 54).
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Abb. 49 Trennung von 73 und 76 mittels praparativer RP-HPLC (CH3CN/H,0 2:3 v/v)

Ein erster Versuch der Umwandlung des 3-Formyl-5-tert-butyl-cycloSal-d4TMPs 77
in das 3-Diacetoxymethyl-5-tert-butyl-cycloSal-d4TMP 74 unter diesen Bedingungen
fUhrte prinzipiell zum Produkt, wenngleich der Umsatz laut dinnschichtchromato-
grafischer Kontrolle nicht vollstéandig war. Ahnliches war, wenn auch in geringerem
MaRe, schon bei der Darstellung von 73 beobachtet worden. Das *'"P-NMR-Spektrum
der produkthaltigen Fraktionen nach der Reinigung am Chromatotron enthielt neben
74 noch einen weiteren Triester. Das Chromatogramm der Trennung mittels
RP-HPLC zeigte dann auch das Edukt 77 und noch ein zusatzliches Produkt.
Allerdings konnten nach der praparativen RP-HPLC von allen Verbindungen keine
nenneswerten Mengen isoliert werden. Dieses konnte nachtraglich auf eine zu
geringe Loéslichkeit der Verbindungen im verwendeten Laufmittel (Acetonitril/Wasser
2:3 vlv) zuruckgefuhrt werden, sodass der Grolteil an Substanz wahr-scheinlich bei
der vorangegangenen Filtration verloren wurde. Dieser Versuch wies aber sowohl auf
eine Nebenreaktion wahrend der Synthese als auch auf eine partielle Zersetzung von
74 sowie des Nebenprodukts wahrend der HPLC-Trennung hin.

In den weiteren durchgefuhrten Versuchen zur Darstellung von 74 wurde zur
Umsatzsteigerung das ZrCls in mindestens aquimolarer Menge eingesetzt und die
Reaktionszeit verlangert. Da fur die praparative HPLC-Trennung die Zugabe
stabilisierender Essigsaure aufgrund der saurelabilen Acylalfunktion nicht erfolgen
konnte, wurde die Losung des Substanzgemischs vorab gekuhlt. Aullerdem wurde
die Trennung zur Umgehung der Loslichkeitsprobleme in einem Fall mit Acetonitril/

Wasser 1:1 v/v durchgefuhrt, im anderen Fall wurde das Substanzgemisch in diesem
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Gemisch geldst und mit Acetonitril/Wasser 2:3 v/v getrennt. Der Triester 74 konnte so
mit einer Ausbeute von 10% bzw. 17% isoliert werden. Das Chromatogramm der
Trennung in Acetonitril/Wasser 1:1 v/v ist beispielhaft in Abb. 50 gezeigt. Auch hier
sind neben 74 noch das Edukt 77 sowie die zwei weiteren Produkte (tr = 16.66 und
22.28/22.84 min) enthalten. Die isolierten Mengen dieser reichten allerdings fur eine

Strukturaufklarung nicht aus.

. HN)E/
) o%\ = o P
H e / o C o
7 74
N
N 2
/

Abb. 50 Chromatogramm der Isolierung von 74 mittels praparativer RP-HPLC (CH3;CN/H,0 1:1 v/v)

Die zur Isolierung des 3-di-AM-5-tert-butyl-cycloSal-d4TMPs 74 fihrenden Synthe-

sen sind in Abb. 51 noch einmal grafisch zusammengefasst.

N 26-28 Ag. (CHyCO)0, H
| 1.0-1.7 Aq. ZrCl,, abs. |
o O%\N CH,CN, R, 1.525h 0 O)\N
dR\E)O 10% bzw. 17% O/R\E)O
y CH(OAC),
77 74

Abb. 51 Synthese des 3-Diacetoxymethyl-5-tert-butyl-cycloSal-d4TMPs 74

Die Zielverbindungen 73 und 74 sowie 76 und 77 standen somit fur
Hydrolyseuntersuchungen (Kapitel 4.1.6.) und antivirale Tests (Kapitel 4.1.7.) zur
Verfligung. Die in den hier vorgestellten Versuchen nur maRigen Umsatze und
schlechten Ausbeuten sind neben der Labilitat der Verbindungen hochstwahr-
scheinlich groRtenteils in der sterischen Hinderung durch die benachbarte
Monophosphatgruppe begrindet. Die Umwandlung zu den Acylalen in der
5-Position sollte solchen Hinderungen nicht unterliegen und verlauft dement-

sprechend, wie experimentell bestatigt, in besseren Ausbeuten.
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Gewiss sind durch die hier durchgefluhrten Arbeiten nicht alle Mdoglichkeiten zur
Optimierung der Synthese zu 3-Diacetoxymethyl-cycloSal-d4TMPs ausgeschopft
worden. So konnte beispielsweise noch der Einfluss von unterschiedlichen
Reaktionstemperaturen untersucht werden. Auch ist die Ausbeute der Synthese des
3-di-AM-5-methyl-cycloSal-d4TMPs 73 (vgl. Abb. 48, S. 53) wahrscheinlich durch die
Verwendung von 1.0 oder 1.5 Aquivalenten ZrCls noch zu steigern. AuRerdem wére
eine Trennung der Diastereomere von 73 und 76 prinzipiell moglich (vgl. Abb. 49,
S. 54). Auf Grund der durchgefuhrten Hydrolyseuntersuchungen und antiviralen
Tests (vgl. die beiden nachfolgenden Kapitel) wurde allerdings der Nutzen einer
optimierten Synthese bezweifelt, sodass im Rahmen dieser Arbeit keine weiteren

Versuche hierzu unternommen wurden.

4.1.6. Charakterisierung der 3-Diacetoxymethyl- und 3-Formyl-cycloSal-d4T-
monophosphate

Die 3-di-AM- (73, 74) und 3-Formyl-5-alkyl-cycloSal-d4TMPs (76, 77) wurden mittels
der gleichen Studien untersucht, die schon fur die in 5-Position Formyl- (34, 62, 63)
bzw. di-AM-substituierten Verbindungen (33, 40, 41; vgl. Kapitel 4.1.3.) beschrieben

wurden. Die ermittelten Halbwertszeiten sind in Diagramm 3 zusammengefasst.

4 -

3,7

pH=17.3

0 CEM/0

8 RPMI/FCS(10%)
BpH=7.6

Halbwertszeit [h]

Diagramm 3 Halbwertszeiten der 3-di-AM- (73, 74) und 3-Formyl-cycloSal-d4TMPs (76, 77) in
verschiedenen Medien

Die 3-Formyl-Triester 76 und 77 weisen bei physiologischem pH-Wert die erwartet
kurze Halbwertszeit auf (t12 = 0.25 h). Im Vergleich zu den 5-Formyl-cycloSal-
d4TMPs (34, 62, 63) ist die Halbwertszeit dabei allerdings unabhangig vom Alkyl-
substituenten in 5-Position. Auch die Halbwertszeiten der beiden 3-di-AM-

Verbindungen 73 und 74 unterscheiden sich nur unwesentlich voneinander. Solch
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ein vergleichbarer Effekt von Methyl- und tert-Butylgruppe in 5-Position war erwartet
worden, da auch die Halbwertszeiten der bereits bekannten, ausschlie3lich in
5-Position alkylierten cycloSal-d4TMPs in einem vergleichbaren Bereich lagen
(5-Methyl-cycloSal-d4TMP (101): ti2 = 6.2 h°"; 5-tert-Butyl-cycloSal-d4TMP (102):
ti = 7.2 h*"). Die vorrangige Intention der unterschiedlichen Alkylsubstituenten in der
5-Position war auch nicht eine Erhohung der Halbwertszeit, sondern die
Untersuchung der Auswirkung einer veranderten Lipophilie auf die antivirale Aktivitat.
In RPMI/FCS(10%) verlieren die 3-di-AM-cycloSal-d4TMPs 73 und 74, wie es bereits
fur die 5-di-AM-Triester (33, 40, 41) beobachtet wurde, deutlich an Hydrolyse-
stabilitédt. So reduziert sich in diesem Medium die Halbwertszeit in beiden Fallen auf
ungefahr die Halfte. Auch fur 73 und 74 konnte mittels analytischer HPLC
nachgewiesen werden, dass ein Teil der Acylal-Verbindung zur entsprechenden
Formyl-Verbindung gespalten wird. Im Phosphatpuffer mit pH-Wert 7.6 wurde diese
Spaltung wiederum nicht beobachtet. Die Halbwertszeiten dieser Hydrolysen zeigen
allerdings auch, dass der basischere pH-Wert hier ebenfalls eine entscheidende
Rolle spielt. Im Gegensatz zu den 5-Formyl-cycloSal-d4TMPs (34, 62, 63) hat der
erhohte pH-Wert keinen Einfluss auf die Hydrolysestabilitat der 3-Formyl-cycloSal-
d4TMPs (76, 77). Die Halbwertszeiten dieser Verbindungen in RPMI/FCS(10%) und
PBS (pH = 7.6) sind mit denen in PBS (pH = 7.3) nahezu identisch.

Allerdings scheint der Alkylsubstituent in 5-Position einen Einfluss auf die
enzymatische Spaltung des Acylals in 3-Position zu haben. So konnte fur die
5-Methyl-substituierte Verbindung 73 in CEM/0-Zellextrakten eine Halbwertszeit von
0.25 h bestimmt werden. Die Spaltung des 5-tert-Butyl-substituierten Acylals 74 zur
Verbindung 77 verlief hingegen so schnell, dass keine genaue Halbwertszeit ermittelt
werden konnte. Bereits nach funf Minuten konnte kaum noch intaktes Acylal 74
nachgewiesen werden. Die Halbwertszeit ist hier deshalb mit < 0.05 h, also schneller
als drei Minuten, angegeben. Die Untersuchungen der 5-di-AM-Triester (33, 40, 41)
hatten genau das Gegenteil gezeigt. Hier fuhrte die tert-Butylgruppe in 3-Position zu
einer Verdopplung der Halbwertszeit der enzymatischen Spaltung. Somit scheint der
sterisch anspruchsvolle tert-Butylsubstituent einen merklichen Einfluss auf die
Bindung des Molekils in der ,active site“ der Carboxyesterase und somit auf die
Geschwindigkeit der Acylalspaltung zu haben — in der 5-Position sorgt er fur eine
bevorzugte Wechselwirkung mit dem Enzym, in der 3-Position fuhrt er zu einer

Verminderung dieser.
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4.1.7. Antivirale in vitro-Tests der 3-Diacetoxymethyl- und 3-Formyl-cycloSal-
d4T-monophosphate

Die 3-Diacetoxymethyl- (73, 74) und die 3-Formyl-5-alkyl-cycloSal-d4TMPs (76, 77)
wurden ebenfalls in Kooperation mit Prof. Dr. J. Balzarini hinsichtlich ihrer antiviralen
Aktivitat untersucht. Die Daten der in vitro-Tests gegen HIV-1 und HIV-2 sind in
Tab. 6 angegeben.

Fur alle vier Verbindungen wurde in CEM/0-Widtyp-Zellen eine zu d4T 2
vergleichbare anti-HIV-Aktivitat gefunden. Wie auf Grund des sehr ahnlichen
Hydrolyseverhaltens zu erwarten war, besitzen die beiden 3-di-AM-Verbindungen 73
und 74 eine nahezu identische Aktivitat gegen HIV-2 in CEM/TK-Zellen. Beide
Verbindungen buf3en hier allerdings deutlich an Wirksamkeit im Vergleich zu den
Wildtyp-Zellen ein, sodass nur von einem schlechten TK-Bypass ausgegangen
werden kann. Das 3-Formyl-5-methyl-cycloSal-d4TMP 76 verliert in den Thymidin-
Kinase defizienten Zellen seine Wirkung nahezu vollstandig. Dieses war wegen der
sehr geringen Hydrolyse-Halbwertszeit auch zu erwarten. Beachtlich hingegen ist,
dass das 3-Formyl-5-tert-butyl-cycloSal-d4TMP 77 trotz der gleichen Hydrolyse-
stabilitat wie 76 eine signifikant bessere Aktivitat in CEM/TK™-Zellen zeigt, die sogar
mit der Aktivitat der 3-di-AM-Verbindungen 73 und 74 vergleichbar ist.

ECso” [UM] CCso” [UM]
CEM/0 CEM/TK’ CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
3-Formyl-5-Me 76 3.6+2.2 1.4+0.78 29+ 18 29+4.9
3-Formyl-5-tBu 77 0.99 + 0.30 1.0+ 0.54 51+ 1.9 8.8+1.3
3-di-AM-5-Me 73 0.52 + 0.41 1.0 £0.37 6.5+ 3.1 19+3.5
3-di-AM-5-tBu 74 0.72+0.0071  1.0+0.57 73+46 7.9+1.9
T2 0.86+0.057 19+18 62048  182+16

°50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation. °50% cytotoxische
Konzentration.

Tab. 6 Antivirale in vitro-Aktivitdten der 3-di-AM- (73, 74) und der 3-Formyl-5-alkyl-cycloSal-d4TMPs
(76, 77) sowie der Referenzverbindung 2

Die bessere Aktivitat von 77 im Vergleich zu 76 in CEM/TK'-Zellen konnte ein Indiz
dafur sein, dass eine erhdhte Lipophilie zu einer deutlich besseren Wirksamkeit bei
vergleichbarer Hydrolysestabilitat fuhren kann. Die Werte fur 73 und 74 zeigen

allerdings, dass eine hohere Lipophilie nicht zwingend zu einer besseren Aktivitat
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fuhrt. Auch flir die 5-Formyl-cycloSal-d4TMPs (34, 40, 41) war bereits beobachtet
worden, dass die Erhohung der Lipophilie durch den tert-Butylsubstituenten in
3-Position, trotz einer dadurch bedingten hoheren Hydrolysestabilitat, zu einer
Verschlechterung der antiviralen Aktivitat fahrt (vgl. Tab. 3, S. 41). Zu erwarten ware,
dass eine hohere Lipophilie — zumindest in einem gewissen Rahmen — bedingt durch
eine bessere Membranpenetration zu einer besseren Aktivitat flhrt.

Allgemein ist der teilweise Erhalt der Aktivitat in CEM/TK'-Zellen fur die sehr labilben
Verbindungen 34 und 77 (t12 (RPMI/FCS(10%) = 0.3 h) sehr erstaunlich. Fur 5-Nitro-
cycloSal-d4TMP 17 mit einer vergleichbaren Halbwertszeit in RPMI/FCS(10%) von
0.12 h war ein vollstandiger Verlust der anti-HIV-Wirksamkeit beobachtet worden
(ECso = 40 pM). Moglicherweise begunstigt die Formylgruppe durch ihre ausgepragte
Fahigkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen den passiven Transport
durch die Zellmembran, sodass die Zellaufnahme deutlich beschleunigt ist. Diese
Eigenschaft scheint durch die induktiven Effekte von Alkylgruppen positionsbedingt
beeinflusst zu werden. Bei den 3-Formyl-Triestern 76 und 77 flhrt der starkere
induktive Effekt der tert-Butylgruppe im Vergleich zur Methylgruppe zu einer deutlich
besseren Aktivitat. Betrachtet man die 5-Formyl-Triester (34, 40, 41), so ist der Effekt
genau gegenlaufig. Moglicherweise resultiert die schlechtere Wirksamkeit von 41 im
Vergleich zu 34 und 40 also aus einer elektronischen Beeinflussung der
Formylfunktion durch den +I-Effekt der tert-Butylgruppe, sodass die Zellaufnahme

verschlechtert ist.

Im Sinne des Konzepts der enzymatischen Aktivierung ist nur das 3-di-AM-5-methyl-
cycloSal-d4TMP 73 geeignet, da nur hier die freigesetzte 3-Formyl-Verbindung (76)
einen intrazellularen Einschluss gewahrleistet. Auf Grund der sehr hohen Toxizitaten
und der damit verbundenen sehr schlechten Selektivitatsindices ware eine in vivo-
Anwendung der 3-di-AM-Verbindungen 73 (Sl = 3) und 74 (S| = 1) allerdings ohnehin
ausgeschlossen.

Da sich die Diacetoxymethylgruppe sowohl in 3- als auch in 5-Position der cycloSal-
Maske als instabil in RPMI/FCS(10%) erwies, wurde im Folgenden versucht, die
Acylalfunktion durch Verwendung verzweigter Alkylreste gegenuber der Spaltung in
diesem Medium zu stabilisieren. Solch eine Verzweigung war bereits bei den ,lock-
in“-modifizierten cycloSal-d4TMPs (26-28; vgl. Kapitel 2.3.3.) erfolgreich durchgeflthrt
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worden.>® Die unternommenen Versuche sind im nachsten Kapitel (4.1.8.)

beschrieben.

4.1.8. Synthese, Charakterisierung und antivirale in vitro-Tests von
Diacyloxymethyl-cycloSal-d4T-monophosphaten mit sterisch anspruchsvollen
Acylalfunktionen

Auf Grund der deutlich besseren Ausbeuten der Acylal-Bildungsreaktionen in der
5-Position im Vergleich zur 3-Position sollten zunachst 5-Acyloxymethyl-3-alkyl-
cycloSal-d4TMPs mit sterisch anspruchsvolleren Acylalfunktionen als die
Diacetoxymethylfunktion synthetisiert werden. Deshalb wurden die 5-Formyl-3-alkyl-
cycloSal-d4TMPs 40 und 41 mit Isobuttersaureanhydrid 67 in Acetonitril in
Anwesenheit von ZrCly umgesetzt, um so das 5-Diisobutyroxy-3-methyl- (103) bzw.
das 5-Diisobutyroxy-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMP (104) darzustellen. Die prinzipielle
Verwendung von ZrCly in  Verbindung mit 67 zur Darstellung von
Diisobutyroxymethyl-Verbindungen war im Zuge von Testsynthesen bereits geprift
worden (vgl. S. 29-30). Es stellte sich heraus, dass wie bei der Synthese von 74 die
aquimolare Verwendung von ZrCls fur einen guten Umsatz notwendig war. Eine
vollstandige Umsetzung des Edukts konnte allerdings in beiden Fallen nicht erreicht
werden. Die Zielverbindungen wurden mit einer Ausbeute von 30% (103) bzw.
25% (104) synthetisiert (Abb. 52).

o I o
O o
Ojﬁ( 67, abs, CHCN OHIT
o ZrQl, R, 25-3h N
o F\’\E) 103; 30% o o
. 104: 25% .

Me: 62 Y =Me: 103
tBu: 63 Y =tBu: 104

2P0

<
(||

Abb. 52 Synthese der 5-Diisobutyroxymethyl-3-alkyl-cycloSal-d4TMPs 103 und 104

Die Abtrennung der Produkte vom jeweiligen Edukt konnte dabei in beiden Fallen
erst mittels praparativer RP-HPLC erreicht werden. Fiur Verbindung 104 konnten im
Zuge dieser Reinigung auch die Diastereomere getrennt werden. Wie bereits fur die
getrennten Diastereomere von 41 (vgl. Abb. 33, S. 39), wurde Uber die

Untersuchungen in CEM/0-Zellextrakten dem schneller eluierenden Diastereomer
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104-fast die (Sp)-Konfiguration zugeordnet; 104-slow entspricht folglich (Rp)-104. Die
Halbwertszeiten der mit 103, 104-mix, (Sp)-104 und (Rp)-104 durchgeflihrten
Hydrolysestudien sind in Diagramm 4 zusammengefasst. Darin sind zum Vergleich

die Werte der Diastereomerengemische der 5-di-AM-Triester 40 und 41 mit

aufgenommen.
9
8 ,
= 7]
3 6 1 pH=7.3
2 5 @ CEM/0
S 4 & RPMIFCS(10%)
Q
% 3 ApH=7.6
2
14
0 a

Diagramm 4 Halbwertszeiten der 5-di-iIBOM-cycloSal-d4TMPs (103, 104) in verschiedenen Medien im
Vergleich zu den 5-di-AM-Verbindungen (40, 41)

Die Hydrolysestudien von 103 und 104 im Phosphatpuffer (pH = 7.3) lieferten
Uberraschende Ergebnisse. Hier wurde eine Halbierung der Halbwertszeit im
Vergleich zu der jeweiligen 5-di-AM-Verbindung 40 bzw. 41 festgestellt. Folglich ware
die di-iBOM-Funktion eine deutlich starkere Akzeptorgruppe als die di-AM-Funktion.
Dies lasst sich anhand der elektronischen Eigenschaften aber nicht erklaren. Der im
Vergleich zu den Methylgruppen des di-AM-Acylals starkere positive induktive Effekt
der Isopropylgruppen des di-iBOM-Acylals sollte die positiven Partialladungen an den
Carbonyl-Kohlenstoffatomen besser stabilisieren und so zu einem geringeren
Gesamtelektronenzug fuhren. Dies hatte dann eine Halbwertszeiterhdhung zur Folge
haben mussen. Erstaunlich ist auch, dass die Hydrolyse-Halbwertszeiten fir die
3-tert-Butyl-substituierten Acylale 104 und 41 im Phosphatpuffer (pH = 7.6) dann
nahezu identisch sind. Diese Werte wurden bedeuten, dass die unterschiedlichen
Acylalfunktionen in Abhangigkeit vom pH-Wert eine gleiche (pH = 7.6) bzw. eine sehr
unterschiedliche (pH = 7.3) Akzeptorstarke besitzen. Diese Beobachtungen konnten
fur die 3-Methyl-substituierten Acylale 103 und 40 nicht bestatigt werden. Hier wurde
auch bei pH = 7.6 eine annahernd doppelt so hohe Hydrolysestabilitat des di-AM-

Triesters 40 im Vergleich zum di-iBOM-Triester 103 gemessen.
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Ein denkbarer Grund flir die Unterschiede in den Hydrolysestabilitaten der 5-di-AM-
und 5-di-iBOM-cycloSal-d4TMPs ist auch ein Einfluss der deutlich sperrigeren
Diisobutyroxymethylgruppe auf die gesamte Molekulkonformation. So st
moglicherweise in den di-iBOM-Verbindungen 103 und 104 der Angriff der Hydroxid-
lonen auf das Phosphoratom konformativ bevorzugt, sodass die Hydrolyse schneller
verlauft. Aber auch diese Bevorzugung ware im Hinblick auf die ermittelten
Halbwertszeiten pH-Wert abhangig, da sie im Fall der 3-tert-Butyl-Verbindungen 104
und 41 bei pH = 7.6 aufgehoben wird, im Fall der 3-Methyl-Verbindungen 103 und 40
aber nicht. Auf Grund dieser nicht eindeutigen Werte kann also keine definitive
Aussage Uber die Grunde der unerwarteten Reduktion der Hydrolysestabilitat der
di-iBOM-cycloSal-d4TMPs 103 und 104 gemacht werden. Eine konformative
Bevorzugung koénnte nur anhand von Rodntgenkristallstrukturen eindeutig belegt
werden. Versuche, die getrennten Diastereomere von 41 und 104 zu kristallisieren,

fuhrten allerdings nicht zum Erfolg.

Fir beide di-iBOM-cycloSal-d4TMPs (103, 104) konnte in CEM/0-Zellextrakten eine
Spaltung in die jeweilige Formyl-Verbindung (62, 63) nachgewiesen werden. Wie
erwartet, verliefen diese Spaltungen deutlich langsamer als die der 5-di-AM-Verbin-
dungen 40 (t4, (CEM/0) = 0.08 h) und 41 (t1» (CEM/0) = 0.15 h; vgl. Diagramm 1,
S. 37). So hat 103 im Zellextrakt eine Halbwertszeit von 0.5 h, 104 sogar von 1.0 h.
Auch hier fuhrt also die tert-Butylgruppe in 3-Position zu einer Verdoppelung der
Stabilitdt gegenuber der enzymatischen Spaltung, wodurch die bereits oben
(vgl. S. 57) postulierte, vom MalRe der sterischen Hinderung abhangige Beein-
flussung der Wechselwirkungen der Diacyloxymethyl-Triester mit der Carboxy-
esterase noch mal verdeutlicht wird. Im Hinblick auf das Konzept der enzymatischen
Aktivierung ist diese erhdhte Stabilitat gegenliber der enzymatischen Spaltung bei
gleichzeitig deutlichem Verlust an Stabilitdt gegenliber der chemischen Hydrolyse
allerdings sehr nachteilig. So ist sowohl fur 103 als auch fur 104 die enzymatische

Spaltung nur noch um den Faktor 3 schneller als die chemische Hydrolyse.

Eine weitere Problematik wird bei dem Blick auf die in RPMI/FCS(10%) bestimmten
Hydrolyse-Halbwertszeiten deutlich. Diese weisen nicht die im Phosphatpuffer
(pH = 7.6) gefundene Halbwertszeit-Erniedrigung auf, die Halbwertszeiten sind

vielmehr gegenulber denen bei pH = 7.3 deutlich erhdht. Dies ist eindeutig auf eine
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ungenugende Wasserloslichkeit der sehr lipophilen di-iBOM-Verbindungen 103 und
104 zurtckzufihren. So musste fir die Hydrolse im Phosphatpuffer bereits ein
Grofteil des verwendeten Wassers durch DMSO ersetzt werden, um diese
vollstandig zu I6sen. Im RPMI/FCS(10%) hingegen wurde kein zusatzliches DMSO
verwendet, um die Vergleichbarkeit mit den antiviralen in vitro-Tests zu
gewahrleisten. Somit liegt hier zunachst nur ein Teil des untersuchten Triesters in
Losung vor und nur dieser wird hydrolysiert. Im Verlauf der Hydrolyse 16st sich dann
der Rest der Probe nach, wodurch die Gesamthydrolyse insgesamt verzdgert ist. Die
Untersuchungen von 103 und 104 lieferten auf Grund dieser Ldslichkeitsprobleme
auch ungenauere Werte als die Untersuchungen der di-AM-Verbindungen. Dies ist
dadurch bedingt, dass beim Entnehmen der Proben nicht immer ein vergleichbarer
Anteil des noch ungeldsten Triesters mit aufgenommen wird. Durch den Abbruch der
Reaktion mit Methanol geht dieser aber in Losung und wird somit auch mit detektiert.
So ist auch zu erklaren, dass die Untersuchung von 104-mix einen héheren Wert
(t12 = 5.9 h) liefert als die Untersuchungen der beiden reinen Diastereomere (Sp)-104
(t12 = 5.7 h) und (Rp)-104 (t12. = 4.5 h). Gewohnlich hydrolysiert das eine
Diastereomer schneller, das andere langsamer als das Diastereomerengemisch.
Noch zu bemerken ist, dass auch fur die 5-di-iBOM-Triester 103 und 104 eine
anteilige Spaltung in die jeweilige Formyl-Verbindung (62 bzw. 63) beobachtet wurde,
wobei dieser Anteil allerdings deutlich geringer als noch bei den 5-di-AM-

Verbindungen 40 und 41 war.

Die Analyse der getrennten Diastereomere (Sp)-104 und (Rp)-104 ergab keine
signifikanten Unterschiede in den Hydrolysestabilitaten. Einzig zu bemerken ist, dass
— wie es schon fur die reinen 5-di-AM-3-tBu-cycloSald4TMPs (Sp)-63 (t12 (CEM/0) =
0.15 h) und (Rp)-63 (t12 (CEM/0) = 0.30 h) beobachtet wurde — das (Sp)-konfigurierte
Diastereomer etwas schneller gespalten wird als das (Rp)-konfigurierte. Die Werte flr
(Sp)-104 (t12 (CEM/0) = 0.8 h) und (Rp)-104 (t12 (CEM/0) = 1.0 h) zeigen, dass es
sich hierbei anscheinend nicht um einen sich potenzierenden Faktor handelt.
Daruber, ob der Unterschied von in beiden Fallen ca. 0.2 h dabei Zufall ist oder das
(Sp)-Diastereomer tatsachlich stets um diesen Unterschied schneller gespalten wird,
kann an dieser Stelle mangels weiterer Vergleichsverbindungen keine Aussage

getroffen werden.
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Die in Kooperation mit Prof. Dr. J. Balzarini ermittelten antiviralen Daten der
5-Diisobutyroxymethyl-cycloSal-d4TMPs 103, 104-mix, (Sp)-104 und (Rp)-104 sind in
Tab. 7 vergleichend zu den Daten der 5-Diacetoxymethyl-cycloSal-d4TMPs 40,

41-mix, (Sp)-41 und (Rp)-41 aufgefuhrt.

ECso” [M] CCso” [uM]
CEM/O CEM/TK" CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
5-di-iBOM-3-Me 103 1.60 + 0.57 0.95+0.49 >10 19.6 +0.78
5-di-AM-3-Me 40 0.50+£0.17 0.70+£0.14 6.3£29 439+264
5-di-iBOM-3-tBu 104-mix 0.53+0.45 20£23 24+23 20+ 3.5
5-di-iBOM-3-tBu (Sp)-104  0.72 + 0.68 0.85+0.64 1.4+ 0.91 14+14
5-di-iBOM-3-tBu (Rp)-104  0.89 + 0.16 1.9+ 2.1 3.6 042 40+1.4
5-di-AM-3-tBu 41-mix 0.65+0.35 0.80+0.13 0.78+£0.0 19+0.0
5-di-AM-3-tBu (Sp)-41 0.54 + 0.51 0.75+049 0.29+0.16 17+ 2.1
5-di-AM-3-tBu (Rp)-41 1.1+13 0.84+0.085 39+27 51 + 21
@tz 086+0057 19+18 624048 182416
°50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation. °50% cytotoxische

Konzentration.

Tab. 7 Antivirale in vitro-Aktivitaten der 5-di-iIBOM-cycloSal-d4TMPs 103 und 104 (mix, (Sp), (Rp)) im
Vergleich zu den 5-di-AM-cycloSal-d4TMPs 40 und 41 (mix, (Sp), (Rp)) sowie d4T 2

Das 5-di-iBOM-3-Me-cycloSal-d4TMP 103 verliert dabei seine antivirale Aktivitat in
CEM/TK-Zellen, wie es bereits ansatzweise fir den 5-di-AM-3-Me-Triester 40
gefunden wurde. Die 5-di-iBOM-3-tBu-Verbindung 104 hingegen behalt ihre Aktivitat
gegen HIV-2 in diesen Zellen in vollem Umfang. Trotz der teilweise hohen
Standardabweichungen Iasst sich der Trend erkennen, dass die 5-di-iBOM-Triester
103 und 104 im absoluten Vergleich mit den 5-di-AM-Triestern 40 und 41 in CEM/TK"
-Zellen schlechter gegen HIV-2 wirksam sind. Die Grinde hierfir kbnnen einerseits
die geringere Hydrolysestabilitat sowie eine zu langsame intrazellulare enzymatische
Spaltung — und damit verbunden, Verluste durch wieder aus der Zelle transportierte
Molekule — sein. Andererseits wird auf Grund der begrenzten Ldslichkeit von 103 und
104 in RPMI/FCS(10%) nur ein Teil der verwendeten Substanz fur die erzielte
Wirkung verantwortlich sein. Die in den Tests ermittelte effektive Konzentration wird
also aller Wahrscheinlichkeit nach von der tatsachlichen effektiven Konzentration

abweichen. Nichtsdestoweniger ist auch fur die Verbindung 104 zu erkennen, dass
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das schneller eluierende (Sp)-104 eine bessere Aktivitat als das (Rp)-104 aufweist

(weiterfihrende Diskussion in Kapitel 4.3.).

Im Hinblick auf die noch immer nicht vollstandig unterbundene Spaltung des Acylals
im RPMI/FCS(10%) ware der nachste logische Schritt die Verwendung eines noch
weiter verzweigten Acylals. In Analogie zu den ,lock-in“-modifizierten cycloSal-
d4TMPs 26-28 (vgl. Abb. 11, S. 15) ware dies die 5-Dipivaloxymethylfunktion
(in Abb. 57 beispielhaft an der moglichen Verbindung 5-Dipivaloxymethyl-3-tert-butyl-
cycloSal-d4TMP 105 gezeigt). In den Untersuchungen dieser Verbindungen hatte
sich gezeigt, dass das POM-Acylal langsamer als das AM-Acylal, aber deutlich
schneller als das POC-Acylal, gespalten wird (t12 (CEM/0) = 0.25 h (5-AM-prop, 26),
0.38 h (5-POM-prop, 28), 0.89 h (5-POC-prop, 27)), was an dieser Stelle von Vorteil

ware.
X i
o erﬁj/
o O%J\N
P-Q
AP ST
105

Abb. 53 Struktur des moglichen 5-Dipivaloxymethyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMPs 105

Allerdings wurde die Verbindung 105 aller Voraussicht nach eine noch geringere
Halbwertszeit in der chemischen Hydrolyse aufweisen als 104 und noch schlechter

wasserloslich sein.

AbschlieBend bleibt noch einmal zu bemerken, dass die Sinnhaftigkeit der
Untersuchung weiterer Acylalfunktionen im Hinblick auf die antivirale Aktivitat
bezweifelt werden kann, solange von den bestehenden Systemen das in vivo-
Verhalten ganzlich unbekannt ist. Eine Optimierung auf das bestehende in vitro-
Testsystem wuirde in keiner Weise ein vergleichbares Ergebnis unter realen
Bedingungen vorhersagen lassen. Jedoch ware die Synthese weiterer vergleichbarer
Verbindungen fur die Untersuchung der elektronischen Eigenschaften geminaler
Dicarboxylate von Interesse. So konnten hieriber mdoglicherweise weitere Kenntnisse

Uber die Grunde der Abnahme in der Hydrolysestabilitdt der 5-Diisobutyroxymethyl-
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cycloSal-d4TMPs 103 und 104 im Vergleich zu den 5-Diacetoxymethyl-cycloSal-
d4TMPs 40 und 41 gewonnen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden dazu allerdings keine weiteren Versuche
unternommen. Vielmehr wurde ein zweite Art potenziell enzymatisch aktivierbarer
cycloSal-Verbindungen — die 1-Acetoxyvinyl-cycloSal-d4TMPs — synthetisiert und
untersucht. Die Ergebnisse hierzu werden im folgenden Abschnitt 4.2. ausfuhrlich

beschrieben.
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4.2. 1-Acetoxyvinyl-cycloSal-d4T-monophosphate

4.2.1. Synthese von 1-Acetoxyvinyl- und Acetyl-cycloSal-d4T-monophosphaten
Neben den in Abschnitt 4.1. vorgestellten geminalen Dicarboxylaten sollten Enolester
auf ihre Eignung als enzymatisch aktivierbare cycloSal-Produgs getestet werden. Die
Enolesterfunktion sollte im Vergleich zur Acylalfunktion (bei gleichen Carboxyl-
resten) weniger lipophil sein. Dies stellt potenziell einen Vorteil dar, da so auch die
gleichzeitige Verwendung eines stark verzweigten Alkylsubstituenten in der
3-Position des Aromaten und in der Enolesterfunktion moglich sein sollte, ohne das
es zu Loslichkeitsproblemen in wassrigen Medien kommt, wie es fur die 5-di-iBOM-
cycloSal-d4TMPs 103 und 104 beobachtet wurde (vgl. S. 61-63). Fir grundlegende
Studien wurde hier als Enolesterfunktionalitat die 1-Acetoxyvinylgruppe gewahlt. Um
die Eigenschaften dieser Gruppe auf die Hydrolyse der cycloSal-NMPs im Vergleich
zu den Acylal-Verbindungen aus Kapitel 4.1. einordnen zu kdnnen, sollten zunachst
cycloSal-d4TMPs mit der 1-Acetoxyvinylfunktion in 5-Position und denjenigen
Substituenten in 3-Position (H, Me, tBu) synthetisiert werden, die auch fur die Acylale
verwendet worden waren. Von diesen 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs 106-108
wurde erwartet, dass sie durch enzymatische Spaltung in die entsprechenden
5-Acetyl-cycloSal-d4TMPs 109-111 umgewandelt werden. Diese sollten dann, wie
schon die 5-Formyl-cycloSal-d4TMPs 34, 62 und 63 (vgl. Diagramm 1, S. 36), relativ
schnell chemisch zu d4TMP und den entsprechenden 4-Acetylsalicylalkoholen 112-
114 hydrolysiert werden. Diese Salicylalkohole sowie die Strukturen der Zielver-

bindungen 106-111 sind in der postulierten Hydrolysekaskade in Abb. 54 gezeigt.

O Carboxy-
esterase
tlsch + H20
O’ Od4T schnell O/P—Od4T -OH O,P—Od4T
106: X=H 109: X=H
107: X=Me 110: X=Me
108: X =tBu 111: X=tBu
(@] d@&
112: X=H OH
113: X=Me + d4TMP
114: X=tBu OH

Y

Abb. 54 Postulierter Hydrolysemechanismus der 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs 106-108
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Die Darstellung der Zielverbindungen 106-108 war Uber zwei potenzielle
Synthesestrategien denkbar. In der Synthesestrategie | (Abb. 55) werden dabei
zunachst die 4-Acetylsalicylalkohole 112-114 bendtigt, die dann uber die
entsprechenden Saligenylchlorphosphite 115-117 in die 5-Acetyl-cycloSal-d4TMPs
109-111 umgewandelt werden. Auf dieser Stufe erfolgt dann die Umwandlung der
Acetylfunktion in den Enolester, sodass die 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs 106-
108 entstehen.

Y =H: 106 Y =H: 109
Y =Me: 107 Y =Me: 110
Y =tBu: 108 Y =tBu: 111

(@) O
OH — (s;
OH o ~d
Y Y
Y=H 112 Y=H: 115
Y =Me: 113 Y =Me: 116
Y =tBu: 114 Y =tBu: 117

Abb. 55 Retrosyntheseschema zur Darstellung von 106-108 (iber die Synthesestrategie |

Die Synthesestrategie Il (Abb. 56, S. 69) geht von geschutzten 4-Acetylsalicyl-
alkoholen aus, die aus den Verbindungen 112-114 darstellbar sein sollten. Auf Grund
der Vielfalt an potenziell verwendbaren Schutzgruppen (SG) fir die
Alkoholfunktionen sollen jene an dieser Stelle noch nicht naher spezifiziert werden.
Zunachst erfolgt dann die Einfuhrung der Enolesterfunktion und durch anschlielRende
Entschitzung werden die 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohole 118-120 dargestellt. Aus
diesen werden dann uber die Chlorphosphite 121-123 die 5-(1-Acetoxyvinyl)-
cycloSal-d4TMPs 106-108 direkt synthetisiert.
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Y =H: 106 Y=H 121
Y =Me: 107 Y =Me: 122
Y =tBu: 108 Y =tBu: 123
O)()k O)?\
Cu) — Cu) —— OH
o SGyd /acyd O/Schd Jacyd oH
Y

(aus 112-114) Y=H: 118
Y =Me: 119
Y =tBu: 120

Abb. 56 Retrosyntheseschema zur Darstellung von 111-113 (iber die Synthesestrategie Il

Der eindeutige Vorteil der Synthesestrategie | ist, dass sowohl die Zielverbindungen
106-108 als auch die bendtigten Referenzverbindungen 109-111 wahrend der
Syntheseroute erhalten werden. Diese Strategie wirde also ausgehend von 112-114
in einer deutlich geringeren Anzahl an Reaktionen zu den gewunschten Produkten
106-111 fuhren (je drei Reaktionen (Synthesestrategie |) vs. je sieben Reaktionen
(Synthesestrategie 1l1)). Die Synthesestrategie | ist mit der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Darstellung der Diacyloxymethyl-cycloSal-d4TMPs vergleichbar (vgl.
Kapitel 4.1.1.), sodass von der Moglichkeit einer analogen Synthese der 5-Acetyl-
cycloSal-d4TMPs 109-111 ausgegangen wurde. Die Hauptschwierigkeit dieser Route
stellt also das Finden geeigneter Reaktionsbedingungen fur die EinfUhrung der
Enolesterfunktion auf der Triester-Stufe dar. Im Hinblick auf die Verwendung weiterer
Nucleoside oder Nucleosid-Analoga (auler d4T 2) mussten auch Bedingungen

gefunden werden, die deren funktionelle Gruppen unberuhrt lassen.

Dieses wiederum ist der Vorteil der Synthesestrategie Il, da die Synthese einer
Vielzahl von cycloSal-NMPs mit verschiedenen Nucleosidanaloga uber die
entsprechenden Chlorphosphite bereits bekannt ist (vgl. S. 12). So sollte eine breite

Anwendung auch fur die Enolester moglich sein, vorausgesetzt, die Darstellung der
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4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohole 118-120 gelingt. Die hiermit vergleichbare
Synthese des 4-Diacetoxymethylsalicylalkohols 124 war in eigenen Vorarbeiten®®
nicht gelungen, da sich das Acylal bei der Entschutzung als instabil erwies. Dies
konnte auf eine Umesterung zurtckgefuhrt werden, die zu dem an der phenolischen
Hydroxygruppe acetylierten 4-Formylsalicylalkohol 125 fuhrte. In Abb. 57 st
beispielhaft der Versuch der Entschitzung des zweifach TBDPS-geschitzten

4-Diacetoxymethylsalicylalkohols 126 gezeigt.

oo oo

Fluorid-
OTBDPS Entschitzung OH

o e

126 124

H)‘\@COOH
o 9

O

Abb. 57 Problem der Umesterung bei der Synthese des 4-Diacetoxymethylsalicylalkohols 124

Somit stellte sich die Frage, ob die Synthese der 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohole
118-120 einer ahnlichen Problematik unterliegt. Allerdings war zumindest die
Existenz eines 1-Acetoxyvinylphenols aus der Literatur bekannt (Verbindung 127 in
Abb. 58).”

el

o) 127

Abb. 58 Literaturbekanntes 1-Acetoxyvinylphenol 127

Die in der Literatur vorherrschende Methode zur Synthese von 1-Acetoxyvinyl-
Verbindungen aus den entsprechenden Ketonen ist die durch para-Toluolsulfonsaure
katalysierte Umsetzung mit Isopropenylacetat. So ist beispielsweise die Umsetzung

von Acetophenon 128 mit 32 Aquivalenten Isopropenylacetat sowie 0.1 Aqui-
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valenten para-Toluolsulfonsaure bei 110 °C fir 12 Stunden beschrieben, die in einer
Ausbeute von 78% zum 1-Phenylvinylacetat 129 fiihrt (Abb. 59).72

0]

0 oI

32 Aq. Isopropenylacetat,
)‘\@ 0.1 Ag. p-TsOH, 110 °C, 12 h /\@
78%

128 129

Abb. 59 Literaturbekannte Synthese von 1-Phenylvinylacetat 129 aus Acetophenon 128

Es wurde zunachst versucht diese Synthese zu reproduzieren. Der eigene Versuch
unter den in Abb. 59 gezeigten Bedingungen (abweichend: 15 h Reaktionszeit) fuhrte
allerdings nur mit 8% Ausbeute zu 129. Auch die Erhdhung der Aquivalente an para-
Toluolsulfonsaure auf 0.2 erhdhte die Ausbeute nur auf 12%. Erst eine Verlangerung
der Reaktionszeit auf drei Tage fuhrte mit einer der Literatur entsprechenden
Ausbeute (86%) zum Produkt 129. Ein Versuch, diese Reaktion auch bei milderen
Temperaturen durchzufuhren (1 Tag Raumtemperatur, 4 Tage 40 °C), ergab keine
Umsetzung des Edukts 128. Die durchgefuhrten Vorversuche sind in Tab. 8
zusammengefasst, wobei nur die Parameter aufgefuhrt sind, die im Laufe der

Synthesen verandert wurden.

p-TsOH Reaktionstemperatur  Reaktionsdauer Ausbeute an 129

0.1 110 °C 15h 8%
0.2 110 °C 15h 12%
0.2 110 °C 3d 86%
0.1 Rt, dann 40 °C 5d -

Tab. 8 Durchgeflihrte Vorversuche zur Darstellung von 129

Somit stand also eine nachvollziehbare Methode fur die Enolester-Synthese zur
Verfligung, sodass sich der Darstellung der flr beide der oben gezeigten
Synthesestrategien (vgl. Abb. 55 (S. 68) und Abb. 56 (S. 69)) zunachst bendtigten
4-Acetylsalicylalkohole 112-114 zugewandt wurde.

Fur die Synthese des 4-Acetylsalicylalkohols 112 beschreiben Goswami et al. eine
direkte Synthese ausgehend von 4-Hydroxyacetophenon 130. Diese fuhrt durch

Umsetzung von 130 mit para-Formaldehyd in Wasser und konz. Salzsaure mit 37%



Resultate und Diskussion 72

Ausbeute zu 112. Zusatzlich entstehen allerdings noch weitere Produkte,
hauptsachlich das 4-Acetylsalicylalkoholmethylenacetal 131 (zu 46%). Dieses kann
aber laut Literatur mit einer Ausbeute von 80% zu 112 entschitzt werden, sodass

112 letztendlich in einer Gesamausbeute von 66% hergestellt wird (Abb. 60).”

(0] . (0] (o]
7 Ag. (HCHO),,, H,0, konz. HCI,
)‘\@\ konz. HOAc, Rt, 5 h, 60-65 °C, 7 h )‘\@\/\OH )‘\@f\o
+
OH OH O)
130 112 (37%) 131 (46%)

! |

verd. HCI, Rickfluss, 2 h
80%

Abb. 60 Literaturbekannte Synthese von 112 aus 130

Diese Synthese wurde versucht zu reproduzieren, wobei die Reaktion allerdings fur
15 Stunden bei 60-65 °C geruhrt wurde. Die Reaktion lieferte aber ein deutlich
anderes Ergebnis, als in der Literatur (Abb. 60) beschrieben. So konnten zwar die
Produkte 112 und 131 isoliert werden, allerdings nur in 3% bzw. 11% Ausbeute. Als
ein weiteres Produkt der Reaktion wurde der 7-O-Acetyl-4-acetylsalicylalkohol 132
mit einer Ausbeute von 10% isoliert (Abb. 61). Diese Verbindung ist in der Literatur

nicht als Nebenprodukt erwahnt.

O

7 Ag. (HCHO),,, H,0, konz. HCI,
)J\©\ konz. HOAc, Rt, 5 h, 60-65 °C, 15 h
OH

130

geaalliavadiave

132 (10%) 112 (3%) 131 (11%)

| b |

verd. HCI, Riickfluss, 2 h " verd. HCI, Riickfluss, 2 h
15%

73
|

Abb. 61 Nach den Bedingungen von Goswami et al.”” durchgefiihrte Synthese von 112 aus 130
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Nicht nur 112 sondern auch die potenziell in 112 umwandelbaren Nebenprodukte
131 und 132 entstanden also nur in geringen Ausbeuten. Da die Entschutzungen
dieser Verbindungen zu 112 gar nicht (131) oder nur mit einer Ausbeute von 15%
(132) gelangen (Abb. 61, S. 72), wurde sich einer anderen Synthesemethodik fur den
4-Acetylsalicylalkohol 112 zugewandt (Abb. 62).

O

o) o)
)J\©\ Formaldehyd, konz. HCl )\CCG "OH™" )‘\©f\OH
OH OH OH
133 112

130

Abb. 62 Zweistufiges Synthesekonzept fur die Darstellung von 112 aus 130

Dixon et al. berichten Uber eine Chlormethylierung von 130 zum 3-Chlormethyl-4-
hydroxyacetophenon 133 und einer anschlieRenden Substitutionsreaktion zu 112 in
einer Ausbeute von 49% Uber die beiden Stufen. Dabei wird 130 in konz. Salzsaure
mit einer Formaldehyd-Losung (37%) fur 3.5 Stunden bei 65 °C umgesetzt. Die
Substitution erfolgt mit Calciumcarbonat (CaCO3;) in wassrigem THF bei
Raumtemperatur tiber 13 Stunden.”* Die Chlormethylierung wurde in vergleichbarer
Art und Weise (4 h, 50 °C) auch von Yanagi et al. beschrieben.” Dabei fiel 133 als
roter Feststoff aus, der zwar noch verunreinigt war, aber in Folgereaktionen ohne
weitere Reinigung eingesetzt werden konnte. Yanagi et al. verwendeten das
ungereinigte 133 zur Darstellung der 4-Acetylsalicylsaure, wobei zunachst das
Chlorid-lon durch eine Cyanidgruppe ausgetauscht wurde. Somit wurde davon
ausgegangen, dass auch eine Substitution mit Hydroxid-lonen als Nucleophile

prinzipiell ohne vorherige Reinigung maoglich sein sollte.

Die Chlormethylierung von 130 zu 133 wurde hier nach dem Protokoll von Yanagi et
al. durchgefuhrt. Fur die anschlieBende nucleophile Substitution wurden zum einen
die von Dixon et al. beschriebenen Reagenzien erprobt, wobei 1.5 Aquivalente
CaCOs3; verwendet wurden. Dies fuhrte mit einer Ausbeute von 28% Uber die zwei
Stufen zum Salicylalkohol 112. Zum anderen beschreiben Rastogi et al.”® die
Umwandlung von 133 in 112 durch dreistindiges Refluxieren in Wasser. Dieses
wurde ebenfalls getestet, flhrte aber auch nach einem Tag Reaktionszeit nur in 12%
Ausbeute zu 112. In Anbetracht dieser mafligen Ausbeuten wurden weitere, teilweise

literaturbekannte Verfahren zur Umwandlung eines Benzylchlorids in einen
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Benzylalkohol ausprobiert. Diese brachten allerdings allesamt keinen Umsatz des
3-Chlormethyl-4-hydroxyacetophenons 133. Alle durchgeflhrten Versuche hierzu
sind in der Tab. 9 zusammengefasst.

Reagenzien Zeit Temperatur (prél:szbgﬁjtfeen)
H.O 1d Ruckfluss 12%
CaCOs (1.5 Aq.), wass. THF 13 h Raumtemp. 28%
1 M NaOH (3 Aq.) 2d Ruckfluss -*
Na,COs (1.5 Aq.), H,O”” 4d Rickfluss *
Na,COs (10 Ag.), Dioxan, H,0"® 8 h Riickfluss -

kein Umsatz von 133 zu detektieren

Tab. 9 Durchgefiihrte Versuche zur Synthese von 112 aus 133 durch nucleophile Substitution

Da somit keine effizienteren Bedingungen als die Verwendung von CaCOs; in
wassrigem THF gefunden werden konnten, wurden diese flr einen Ansatz im grol3en
MaRstab (Umsetzung von 12.5 g ungereinigter Verbindung 133) verwendet. Uber
diesen konnte 112 zwar nur in 16% Ausbeute synthetisiert werden, allerdings fielen
wahrend der Reinigung 5.6 g eines leicht rosafarbenen Feststoffs aus, der als das
reine 3-Chlormethyl-4-hydroxyacetophenon 133 identifiziert werden konnte. Somit
stand erstmalig die reine Verbindung 133 zur Verflgung, wodurch die Reaktions-

verfolgung mittels Dinnschichtchromatografie stark vereinfacht wurde.

So zeigte sich in einem ersten Ansatz mit reinem 133, dass nach einem Tag unter
den gewahlten Bedingungen nur ein Teil von 133 zu 112 umgesetzt wurde.
Erfreulicherweise entstanden dabei keine weiteren Produkte. Der Reaktionslésung
wurde deshalb eine frei gewahlte Menge an =zusatzlichem Wasser (ca.
80 Aquivalente) hinzugefligt, da vermutet wurde, dass nicht geniigend Hydroxid-
lonen zum vollstandigen Ablauf der Reaktion vorlagen. Tatsachlich konnte nach
einem weiteren Tag dinnschichtchromatografisch kein Edukt mehr nachgewiesen
werden. In einem weiteren Ansatz, dem von Beginn an Wasser hinzugegeben wurde,
konnte gezeigt werden, dass unter diesen Bedingungen die Reaktion nach einem
Tag vollstandig verlauft. Beide Ansatze wurden anschliefend vereint und
saulenchromatografisch gereinigt, sodass der 4-Acetylsalicylalkohol 112 letztlich mit
einer Ausbeute von 88% isoliert werden konnte. Unter Verwendung dieser

optimierten Bedingungen fur die nucleophile Substitution wurde die zweistufige
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Synthese von 112 aus 130 erneut durchgeflhrt. Diese fuhrte ohne Reinigung des
Zwischenprodukts 133 mit einer Ausbeute von 62% zum Salicylalkohol 112
(Abb. 63).

o o (@)
Formaldehyd, konz. HCI, 1.5 Ag. CaCO;, 81 Ag. H,O,
50°C,4h (@] wass. THF, Rt, 1d OH
OH OH 62% (Uber 2 Stufen) OH
130 133 112

Abb. 63 Optimierte Synthese von 112 aus 130

Dieser optimierte Syntheseweg sollte dann auch fir die Darstellung der in der
3-Position alkylierten 4-Acetylsalicylalkohole 113 und 114 verwendet werden.
4-Hydroxy-3-methylacetophenon 134 war kommerziell zu erwerben, 3-tert-Butyl-4-
hydroxyacetophenon 135 musste zunachst aus 2-tert-Butylphenol 53 hergestellt
werden. Dies gelang durch Anwendung einer von Shimomura et al. im Rahmen eines
Patentes veroffentlichten Friedel-Crafts-Acylierung in einer Ausbeute von 53%
(Literatur: 76%).”® Die Darstellung von 113 aus 134 iiber 136 verlief dabei analog zu
der flr 112 beschriebenen Synthese. Mit 59% Uber zwei Stufen konnte auch eine
vergleichbare Ausbeute erzielt werden. In einer Reaktion mit deutlich groRerem
Malstab (ausgehend von 9 g 134 vs. 1 g) konnte 113 mit einer Ausbeute von 45%
isoliert werden (Abb. 64).

O
1) AICI3, Toludl, 45 °C, 2 h
2) Acetyichlorid, 45 °C, 2h Y=Me: 134
Y =tBu: 135
OH 53% OH
Y
53 Formaldehyd,
konz. HCl,
50°C,4h
O O
CaCOs, H,0,
wass. THF, Rt, 1d a
OH 113: 45-59% (Uber 2 Stufen) OH
Y 114: 11% (Uber 2 Stufen) Y
Y =Me: 113 Y =Me: 136
Y =tBu: 114 Y =tBu: 137

Abb. 64 Synthese der 4-Acetyl-6-alkylsalicylalkohole 113 und 114
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Der 4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 114 konnte hingegen unter diesen
Bedingungen aus 135 Uber 137 nur mit einer Ausbeute von 11% hergestellt werden.
Allerdings konnten 45% des anfanglich eingesetzten Edukts 135 reisoliert werden,
sodass ein schlechter Umsatz im ersten Schritt deutlich wurde (Abb. 64, S. 75).
Dieser schlechte Umsatz konnte auf eine nur unzureichende Loéslichkeit von 135 in
der konz. Salzsaure zuriickgefuhrt werden. Deshalb wurde sowohl die Menge an
verwendeter Salzsaure verdoppelt als auch die Reaktionstemperatur auf 100 °C
erhoht. Dadurch konnte nach 2.5 h dunnschichtchromatografisch ein vollstandiger
Umsatz des Edukts 135 nachgewiesen werden, wobei allerdings mehrere Produkte
entstanden. Die anschlieBRende Umsetzung des ungereinigten 5-tert-Butyl-3-
chlormethyl-4-hydroxyacetophenons 137 wurde in Vermutung einer auch hier
verlangsamten Umsetzung ebenfalls bei einer leicht hoheren Temperatur (50 °C)
durchgefuhrt. So konnte die Reaktion nach sechs Stunden beendet werden und der
Salicylalkohol 114 mit 29% Ausbeute Uber die zwei Stufen isoliert werden. Als
hauptsachliches Nebenprodukt dieser Reaktionen wurde das als Methylenacetal
geschutzte Derivat 138 identifiziert. Dies konnte allerdings im Grofdteil nur in
Mischfraktionen mit anderen Nebenprodukten isoliert werden, sodass eine exakte

Ausbeute nicht angegeben werden kann.

o) o) o)
Formaldehyd, konz. HCl, CaCO;, H,0,
100°C, 25h O wass. THF. 50°C, 6 h OoH
OH OH 29% (Uber 2 Stufen) OH
o)
135 137 + O)O 114
138

Abb. 65 Synthese von 114 aus 135 unter veranderten Reaktionsbedingungen

Das Nebenprodukt 138 entsteht schon im ersten Reaktionsschritt durch die Reaktion
des Zwischenprodukts 137 mit einem weiteren Formaldehyd-Molekul. In der
Dunnschichtchromatografie konnte keine weitere Reaktion des Produkts 138
wahrend des zweiten Schrittes beobachtet werden. Die erhéhte Temperatur (100 °C)
wahrend der Chlormethylierung scheint also die Bildung von Methylenacetalen zu
begulnstigen, da die Bildung solcher Acetale in den Synthesen von 112 und 113 (bei
50 °C) nicht beobachtet wurde. Im Versuch der direkten Synthese des 4-Acetyl-
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salicylalkohols 112 aus 130 (Abb. 61, S. 72) unter Verwendung ahnlicher
Reagenzien hingegen (bei 60-65 °C) war der entsprechende als Methylenacetal
geschutzte Salicylalkohol 131 in gro3erer Menge isoliert worden.

Die drei 4-Acetylsalicylakohole 112-114 konnten anschlieRend alle nach dem
Standardverfahren zunachst in die Saligenylchlorphosphite 115-117 und dann in die
5-Acetyl-cycloSal-d4TMPs 109-111 umgewandelt werden (Abb. 66).

1) PCl, abs. THF/abs. Et,0, -20 °C,
10 min
2) abs. Pyridin, abs. THF/abs. Et,O,

O 20°C, 3h O
3)Rt, 1h
OH o)
B
OH 115: 89% (oo
Y

Y 116: %cyo
117: 97%
Y=H: 112 Y=H: 115
Y =Me: 113 Y =Me: 116
Y =tBu: 114 Y =tBu: 117
o)
o) HN 1) 2, DIPEA, abs. CH;CN,
| 20°C-Rt, 23h
o N 2) tBUOOH, 20 °C - Rt, 0.5-2 h
P-Q
)
© o 109: 22%
Y 110: 26%
— 111: 18%
Y =H: 109
Y =Me: 110
Y =tBu: 111

Abb. 66 Synthese der 5-Acetyl-cycloSal-d4TMPs 114-116

Fur die Synthesen der Chlorphosphite 115 und 116 wurde dabei aus Griinden der
Loslichkeit ein Loésungsmittelgemisch aus abs. Diethylether und abs. THF (3:1 v/v)
verwendet, die Synthese von 117 konnte in reinem abs. Diethylether durchgefluhrt
werden. Alle drei Saligenylchlorphosphite 115-117 wurden dabei in reiner Form
(Reinheit laut 'H-NMR > 95%) erhalten. Durch Kupplung mit d4T 2 und
anschlieender Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid wurden dann die 5-Acetyl-
cycloSal-d4TMPs 109-111 synthetisiert. Hierbei gab es leichte Abweichungen in der
Dauer der Kupplungsreaktion wie auch der Oxidation. Die erzielten Ausbeuten lagen
mit 18-26% dabei alle in einem vergleichbaren Rahmen. Im Vergleich zur Darstellung
der 5-Formyl-cycloSal-d4TMPs 33, 40 und 41 (31-51%; vgl. Abb. 19, S. 23 bzw.
Abb. 23, S. 28) waren die hier durchgefuhrten Synthesen weniger effizient.
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Zur Verbesserung der Ausbeute wurden deshalb zwei weitere Oxidationsmittel im
Vergleich zu tert-Butylhydroperoxid ausprobiert, die in unserer Arbeitsgruppe in
einigen Fallen bereits zu deutlich besseren Ergebnissen gefiihrt hatten.®? Zum einen
wurde dafiir Oxone® (2 KHSOsKHSO4K;S0,4)%° verwendet, zum anderen ein
Pyridin/lod-Gemisch. Um eine mdglichst gute Vergleichbarkeit zu erreichen, wurde
zunachst das 4-Acetylsaligenylchlophosphit 115 synthetisiert und anschlieRend auf
drei Reaktionen zum Triester 109 gleichmalig verteilt. Alle drei Reaktionen wurden
parallel durchgefuhrt, um Unterschiede in der Reagenzien- und Lésungsmittelqualitat
minimieren zu koénnen. FUr alle drei Reaktionen erfolgte die Oxidation nach
1.5 Stunden Reaktionszeit, da dinnschichtchromatografisch ein vollstandiger Umsatz
von d4T 2 nachgewiesen werden konnte. Die Oxidationen sowie die Aufarbeitung
wurden dann nach individuellen Protokollen durchgefuhrt (vgl. S. 220-222). Durch
Saulenfiltration und eine abschlieRende Reinigung am Chromatotron wurde in allen
Fallen 5-Acetyl-cycloSal-d4TMP 109 isoliert.

1) 2, DIPEA, abs. CHyCN,

o)
20°C-Rt, 1.5h
o 2) A) tBuOOH, 20 °C- Rt, 0.5 h o H
B) Oxone, H,O, -10 °C, 10 min |
)K@f\o C) Pyridine/l,, -20 °C, 10 min o O)\N
S S
7 UR\;@W&

A: 19%
B: 19%
115 C: 1% 109

Abb. 67 Effizienzvergleich dreier Oxidationsmittel in der Synthese von 109 aus 115

Der Ansatz unter Verwendung von tert-Butylhydroperoxid gelang mit 19% in einer zu
der vorher erfolgten Darstellung (22%; vgl. Abb. 66, S. 77) vergleichbaren Ausbeute.
Die Verwendung von Oxone® fiihrte mit der identischen Ausbeute (19%) zu 109.
Durch den Einsatz des Pyridin/lod-Gemischs wurde 109 nur mit 11% Ausbeute
hergestellt, wobei die NMR-Spekiren in diesem Fall auch noch leichte
Verunreinigungen aufwiesen. Eine Verbesserung der Ausbeute konnte also auch
durch die Verwendung anderer Oxidationsmittel nicht erreicht werden. Aulierdem
sollte noch erwahnt werden, dass die mit sehr guten Ausbeuten (teilweise > 90%)
verlaufenden cycloSal-Triester-Synthesen (v. a. fiir Verbindung 17°%), die unter
Verwendung von Oxone® erreicht wurden, allesamt nicht chromatografisch gereinigt
sind. Diese Ansatze werden ausschlieRlich durch Extraktion und anschlieRende
Gefriertrocknung gereinigt. Auf diese Weise wurden dort 'H- und *'P-NMR-reine

Produkte erhalten, die dann zur weiteren synthetischen Anwendung des cycloSal-
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Konzepts (vgl. Kapitel 2.3.7.) genutzt werden. Von den Produkten der in Abb. 67
(S. 78) vorgestellten Synthesen wurden deshalb nach jedem Reinigungsschritt
'H- und *'P-NMR-Spektren aufgenommen. Hier zeigte sich deutlich, dass in diesem
Fall erst durch Reinigung am Chromatotron 109 in NMR-reiner Form isoliert werden
konnte. FUr die in dieser Arbeit dargestellten cycloSal-d4TMPs ist eine
chromatografische Reinigung ohnehin unabdingbar, um neben der Isolierung des
reinen Produkts auch eine vollstandige Abtrennung eventuell enthaltener Salze vor

den in vitro-Tests zu gewahrleisten.

Im Folgenden werden nun die Synthesen der 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs
106-108 beschrieben, wobei sich der Fokus auf die Syntheseroute Il (Abb. 56, S. 69)
richtet. Diese geht von geschutzten 4-Acetylsalicylalkoholen aus. Die Notwendigkeit
einer solchen Schutzung war durch die Umsetzung des 4-Acetylsalicylalkohols 112
unter den in Abb. 59 (S. 71) gezeigten, literaturbekannten’® Bedingungen der
Enolester-Bildung Uberprift worden. Diese Reaktion lieferte ein nicht trennbares
Gemisch aus dem diacetylierten 4-Acetylsalicylalkohol 139 und dem diacetylierten
4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohol 140, das zusammen einer Ausbeute von ca. 31%
entspricht (Abb. 68).

Q Isopropenylacetat, 0 j\ jj)\
)J\©\/\OH p-TsOH, 110 °C, 18 h )J\©f\o o
+
OH 139 + 140: ca. 31% O o
o o
112

(Verhaltnis 1 : 0.6)

Abb. 68 Notwendigkeit der Schiitzung der Hydroxygruppen der Salicylalkohole vor der Enolester-
Bildung

Da Enolester saurelabile Gruppen sind, wurde dementsprechend nach einer
geeigneten basenlabilen Schutzgruppe zur Schitzung der beiden Hydroxyfunktionen
der 4-Acetylsalicylalkohole 112-114 gesucht. Eine solche Gruppe stellt die tert-
Butyldiphenylsilyl-Schutzgruppe (TBDPS-Schutzgruppe) dar. Ein Verfahren zur bis-
Silyl-Schitzung (sowohl TBDPS- als auch TBDMS-Schiitzung) von Salicylalkoholen
in guten Ausbeuten war dabei bereits in eigenen Vorarbeiten entwickelt worden.>

Dabei werden die entsprechenden Salicylalkohole mit vier Aquivalenten des
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jeweiligen Silylchlorids und sieben Aquivalenten Imidazol bei Raumtemperatur in abs.
Pyridin umgesetzt. Durch die so durchgeflihrten Schitzungen konnte der bis-TBDPS-
geschutzete 4-Acetylsalicylalkohol 141 in einer Ausbeute von 90%, der bis-TBDPS-
geschutzete 4-Acetyl-6-methylsalicylalkohol 142 nur noch mit 33% Ausbeute in reiner
Form isoliert werden. Zusatzlich war noch ein Teil an 142 in Mischfraktionen mit dem

hydrolysierten Schutzgruppenreagenz enthalten (Abb. 69).

0 4 Aq. TBDPSCI, 7 Aq.
oH Imidazol, abs. Pyridin, Rt, 4 d OTBDPS
OH 141: 90% OTBDPS
Y 142: (33%) Y
Y =H: 112 Y = H: 141
Y = Me: 113 Y = Me: 142

Abb. 69 Synthese der bis-TBDPS-geschitzten 4-Acetylsalicylalkohole 141 und 142

Die Umsetzung des 4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkohols 114 fuhrte unter diesen
Bedingungen nicht zum gewlnschten bis-geschitzten Produkt 143a sondern nur zu
dem an der benzylischen Hydroxyfunktion mono-geschitzten Produkt 144a
(Abb. 70). Somit wird die bis-Silyl-Schutzung also durch Alkylgruppen in 6-Position
sterisch gehindert, was auch die schlechtere Ausbeute an 142 im Vergleich zu 141
erklart.

R3SiCl, Imidazol, abs.
Pyridin, Rt, 3-5 d 0

OH OSiR;

SiR; = TBDPS: 143a
114 0 SiR; = TBDMS: 143b

OSiR,
OH

SiR3; = TBDPS: 144a
SiR3; = TBDMS: 144b

Abb. 70 Versuch der bis-Silyl-Schitzung des 4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkohols 114

Der Versuch der bis-Silyl-Schiutzung von 114 unter Verwendung der sterisch weniger

anspruchsvollen TBDMS-Schutzgruppe fuhrte ebenfalls nur zu dem analogen mono-
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geschitzten Produkt 144b. Sowohl 144a als auch 144b konnten nur zu einem
geringen Anteil in reiner Form isoliert werden. Der Grof3teil lag als Mischfraktionen
mit dem hydrolysierten jeweiligen Schutzgruppenreagenz vor, sodass die Angabe

einer genauen Ausbeute nicht moglich ist (Abb. 70, S. 80).

Um zu Uberprifen, ob auch im Fall eines 6-tert-Butyl-substituierten Salicylalkohols
die Schutzung der phenolischen Hydroxyfunktion vor der Enolester-Bildung
notwendig ist, wurde die mono-TBDPS-geschutzte Verbindung 144a unter den
Bedingungen der Enolester-Bildung umgesetzt. Diese Reaktion fihrte nicht zum
7-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-(1-acetoxyvinyl)-6-tert-butylsalicylalkohol 145, sondern
lieferte mit den Verbindungen 146 und 147 die vergleichbaren Produkte zu der
bereits durchgefuhrten Umsetzung des ungeschutzten 4-Acetylsalicylalkohols 112
(vgl. Abb. 68, S. 79). Diese konnten zum Teil (leicht) verunreinigt, zum Teil in
Mischfraktionen isoliert werden, sodass hier keine absolute Ausbeute angegeben
wird (Abb. 71).

0]

O 0 OJ\

Isopropenylacetat,

p-TsOH, 110 °C, 18 h

OTBDPS OTBDPS OTBDPS

+
o o
- o
6

147

OH

1l44a 14

Abb. 71 Umsetzung von 144a unter den Bedingungen der Enolester-Bildung

Da somit also die Notwendigkeit der Schiutzung beider Hydroxyfunktionen auch bei
6-tert-Butylsalicylalkoholen belegt war, wurde versucht, eine cyclische Silyl-
Schutzgruppe zu verwenden. Es wurde vermutet, dass zum einen durch die
raumliche Nahe und zum anderen durch die thermodynamische Triebkraft einer
Ringbildung die Verwendung einer cyclischen Schutzgruppe von Vorteil sein konnte.
Als potenziell verwendbare, ebenfalls basisch abspaltbare, cyclische Silyl-
Schutzgruppen kamen die 1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxanyliden-Schutzgruppe
(TIPDS) sowie die di-tert-Butylsilyl-Schutzgruppe in Frage. Beide Schutzgruppen
wurden zunachst an der Modellverbindung 6-tert-Butylsalicylalkohol 148, die in
unserem Arbeitskreis in ausreichender Menge zur Verfigung stand, auf ihre

modgliche Verwendung hin getestet.
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Wada et al.®® berichten von einer sehr effizienten TIPDS-Schiitzung des
4-Hydroxymethylsalicylalkohols (94% Ausbeute) unter den von W. T. Markiewicz®?
fur die Synthese von 3’,5’-geschutzten Nucleosiden beschriebenen Bedingungen.
Dazu wurde 148 in abs. THF (20 mL pro mmol 148) geldst und mit zwei Aquivalenten
TIPDSCI, sowie acht Aquivalenten Triethylamin bei Raumtemperatur zur Reaktion
gebracht. Nach einem Tag Reaktionszeit war dunnschichtchromatografisch kein
Edukt, anstelle dessen aber drei Hauptprodukte, zu detektieren. Nach Hydrolyse in
Eiswasser und Extraktion mit Ethylacetat wurde eine Reinigung am Chromatotron
durchgefuhrt. Hierdurch konnte ein Produkt (149) in reiner Form isoliert werden, die
anderen beiden (150, 151) nur in Mischfraktionen. Nach einer Vielzahl von
Chromatografie-Versuchen konnte letztendlich eine Trennung der beiden
Substanzen unter Verwendung einer RP-18 Phase mit Acetonitril als Eluent erzielt
werden. Bei 149 handelte es sich um das Produkt, bei dem nur die benzylische
Hydroxyfunktion reagiert hatte, der Ringschluss also noch nicht erfolgt war.
Verbindung 150 stellte sich als das gewunschte Produkt heraus, 151 hingegen war
ein ,Dimer” des Salicylalkohols 148, in dem zwei Molekule 148 Uber die benzylischen
Hydroxygruppen durch die Schutzgruppe miteinander verbunden waren. Auf Grund
der zahlreichen Versuche zur Trennung von 150 und 151 kann nicht von einer
quantitativen Isolierung der einzelnen Produkte ausgegangen werden. Die in Abb. 72
fur 150 und 151 angegebenen Ausbeuten sind deshalb aus dem Produktverhaltnis

laut des '"H-NMR-Spektrums der Mischfraktionen berechnet.

8 Aq. EtzN, 2 Aq. TIPDSCl,, abs. THF

OH (20 mL pro mmol 148), Rt, 1d
OH
148
oS oS on . lea cy g
o
OH osa
149 150 151
25% (25%) (14%)

Abb. 72 Synthese des TIPDS-geschiitzten 6-tert-Butylsalicylalkohols 150
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Es zeigte sich somit, dass die TIPDS-Schiutzung von 148 prinzipiell moglich ist, der
Ringschluss aber noch nicht vollstandig verlaufen war. Zur zusatzlichen Aktivierung
wurde deshalb im nachsten Ansatz eine Spatelspitze 4-(Dimethylamino)-pyridin
(DMAP) hinzugegeben. Auferdem wurde vermutet, dass die ,Dimer“Bildung
moglicherweise durch eine niedrigere Konzentration des Edukts in der
Reaktionslésung vermindert bzw. ganzlich unterdriickt werden kénnte. Somit wurde
148 erneut unter den in Abb. 72 (S. 82) gezeigten Bedingungen umgesetzt,
allerdings wurden dabei 40 mL THF pro mmol 148 verwendet. Nach zwei Tagen
Reaktion konnte dunnschichtchromatografisch weder das Edukt 148 noch das
ausschlieRlich mit der benzylischen Hydroxygruppe reagierte Produkt 149 detektiert
werden. Nach Aufarbeitung und zweifacher saulenchromatografischer Reinigung
wurde so 150 mit einer Ausbeute von 50% isoliert, das ,Dimer® 151 mit einer
Ausbeute von 10%. Die Erhéhung der Aquivalente an Schutzgruppenreagenz auf
drei fiihrte zu keiner Anderung, es wurden die identischen Ausbeuten erzielt. Die
Idee hinter dieser Erhdhung war eine moglichst schnell erfolgende Reaktion aller
benzylischer Hydroxyfunktionen von 148 mit einem Molekul des Schutzgruppen-
reagenzes, sodass der Anteil an noch nicht umgesetzten 148 reduziert wird, dass fur
die ,Dimer“-Bildung zu 151 zur Verfugung steht. Die in den durchgeflhrten

Versuchen geanderten Parameter sind in Tab. 10 noch einmal zusammengefasst.

mL THF pro Ausbeute an
mmol 148 Ag. TIPDSCl, Reaktionszeit 149 150 151
20 2 1d 25%  25%**  14%**
40* 2 2d - 50% 10%
40* 3 2d - 50% 10%

*katalytische Verwendung von DMAP; **berechnete Ausbeute

Tab. 10 Durchgefiihrte Versuche zur Optimierung der Synthese von 150

Die di-tert-Butylsilyl-Schutzung von 148 wurde unter Anwendung der von Kita et al.
beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt.®*> Dazu wurde 148 in abs. Dichlormethan
mit 1.3 Aquivalenten di-tert-Butylsilylditriflat ((tBu).Si(OTf),) und 4.4 Aquivalenten
abs. Pyridin fur zwei Stunden bei Raumtemperatur umgesetzt. Nach entsprechender
Aufarbeitung und anschlielRender chromatografischer Reinigung konnte der di-tert-
Butylsilyl-6-tert-butylsalicylalkohol 152 mit einer Ausbeute von 86% isoliert werden
(Abb. 73, S. 84).
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4.4 Aq. abs. Pyridin,
1.3 Aq. (tBu),Si(OTf),,

OH abs. CH,Cl, Rt, 2 h C.’k
OH 86% o SIK
152

148

Abb. 73 Synthese des di-tert-Butylsilyl-6-tert-butylsalicylalkohols 152

Die Verwendung der di-tert-Butylsilyl-Schutzgruppe im Vergleich zur TIPDS-
Schutzgruppe flhrte also in wesentlich besserer Ausbeute bei deutlich geringerer
Reaktionszeit sowie einfacherer chromatografischer Reinigung zum gewiunschten
cyclisch geschutzten 6-tert-Butylsalicylalkohol. Dies ist vornehmlich darauf
zuruckzufihren, dass die Sechsring-Bildung energetisch deutlich gegenltber der
Achtring-Bildung bevorzugt ist. Somit wurde flr weitere Versuche ausschliellich die

di-tert-Butylsilyl-Schutzgruppe verwendet.

Der di-tert-Butylsilyl-4-acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 153 hatte nun direkt aus dem
4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 114 synthetisiert werden kdnnen. In Anbetracht der
sehr geringen Gesamtausbeute der Herstellung von 114 (15% uber drei Stufen aus
53; vgl. Abb 64, S. 75 und Abb. 65, S. 76) wurde allerdings eine andere
Syntheseroute eingeschlagen. So wurde vom 4-Brom-6-tert-butylsalicylalkohol 49
ausgegangen, der bereits zuvor in einer Gesamtausbeute von 54% Uber drei Stufen
aus 53 hergestellt worden war (vgl. Abb. 20, S. 24). Dieser konnte unter den oben
beschriebenen Bedingungen mit einer Ausbeute von 90% in den di-tert-Butylsilyl-4-
brom-6-tert-butylsalicylalkohol 154 Uberfuhrt werden (Abb. 74).

4.4 Aq. abs. Pyridin,
1.3 Ag. (tBu)2Si(OTf),

Br OH abs. CH,Cly, R, 2 h Br c.’%
OH 90% o S'K
154

49

Abb. 74 Synthese des di-tert-Butylsilyl-4-brom-6-tert-butylsalicylalkohols 154

An dieser Stelle sollte die Einfuhrung der Acetylfunktion mittels einer der
Formylierung der Isopropyliden-geschutzten Bromsalicylalkohole (vgl. beispielsweise

Abb. 21, S. 25) vergleichbaren Reaktion erfolgen. So wurde 154 nach einer von Long
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et al.** beschriebenen Methode zunichst bei -78 °C fiir zwei Stunden mit
1.2 Aquivalenten einer 1.6 M n-Butyllithium-Lésung umgesetzt, um so einen Brom-
Lithium-Austausch zu erreichen. Zu dem so gebildeten Lithio-Aromaten wurden dann
1.5 Aquivalente N,N-Dimethylacetamid gegeben, sodass die Temperatur der
Reaktionslésung immer unter -50 °C blieb. Nach einer Reaktionszeit von
45 Minuten erfolgten die entsprechende Aufarbeitung und eine abschlieRende

chromatografische Reinigung (Abb. 75).

1) n-Buli, abs. THF, -78 °C, 2 h
2) N,N-Dimethylacetarmid, T <-50 °C,

o)
Br é‘o% 0.7515h C.’%
o 7< 54-63% o 7<

154 153

Abb. 75 Synthese des di-tert-Butylsilyl-4-acetyl-6-tert-butylsalicylalkohols 153

Diese konsequent nach dem in der Literatur beschriebenen Protokoll durchgefihrte
Reaktion ergab 153 mit einer Ausbeute von 54%. In Analogie zu den
Formylierungsreaktionen wurden zwei weitere Versuche durchgefihrt, in denen zwei
Aquivalente n-Butyllithium verwendet wurden. Die weitere Umsetzung erfolgte dann
unter Verwendung von drei bzw. zehn Aquivalenten N,N-Dimethylacetamid. Der
Ansatz mit drei Aquivalenten lieferte 153 mit 63% Ausbeute, die weitere Erhdhung
brachte keine Verbesserung mehr (56% Ausbeute). Die durchgefuhrten Versuche

sind in Tab. 11 noch einmal zusammengestellt.

Reaktionszeit

Ag. n-BulLi Ag. N,N-DMAA* mit N.N-DMAA* Ausbeute
1.2 1.5 45 min 54%
2 3 45 min 63%
2 10 1.5h 56%

*N,N-DMAA = N,N-Dimethylacetamid
Tab. 11 Zur Darstellung von 153 durchgefuhrte Reaktionen
Da das Produkt der bis-TBDPS-Schitzung des 4-Acetyl-6-methylsalicylalkohols 113
nur in maliger Ausbeute rein isoliert werden konnte, wurde als Alternativmethode die

di-tert-Butylsilyl-Schutzung von 113 durchgefuhrt. Unter den oben bereits erlauterten
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Bedingungen (vgl. S. 83-84) konnte der di-tert-Butylsilyl-4-acetyl-6-methylsalicyl-

alkohol 155 mit einer Ausbeute von 63% synthetisiert werden.

Q 2bs Pyidi, (L), S(OTY, Q
OoH abs. CH,Cl,, Rt OK
I-
OH 63% o S‘K
113 155

Abb. 76 Synthese des di-tert-Butylsilyl-4-acetyl-6-methylsalicylalkohols 155

Somit standen die bis-TBDPS-geschitzten 4-Acetylsalicylalkohole 141 und 142
sowie die di-tert-Butylsilyl-geschutzten 4-Acetylsalicylalkohole 153 und 155 zur
Verfugung, die anschlieend in die entsprechenden 4-(1-Acetoxyvinyl)-Verbindungen
umgesetzt wurden. Dazu wurden die effizientesten der in Tab. 8 (S. 71) vorgestellten
Bedingungen noch einmal verandert, um die Reaktionszeit von drei Tagen zu
verkiirzen. Durch die Verwendung von 0.3 Aquivalenten para-Toluolsulfonsdure
sowie 80 Aquivalenten Isopropenylacetat konnten die geschitzten 4-(1-Acetoxy-
vinyl)-salicylalkohole 156-159 nach einer Reaktionszeit von 18 Stunden (im Fall von
159 von 90 Stunden) in Ausbeuten zwischen 59-69% isoliert werden (Abb. 77).

Y = H: 141 Q  Y=H156
Y = Me: 142 M Y=Me:157
156: 64%
OTBDPS 157:69% OTBDPS
OTBDPS OTBDPS
Y Isopropenylacetat, Y

p-TsOH, 110 °C, 18 h
bzw. 90 h (159)

(0] O)J\
ol — . ol

_Si 158: 69% _Si
O 7< 159: 59% O 7(
Y Y
Y = Me: 155 Y = Me: 158
Y =tBu: 153 Y =tBu: 159

Abb. 77 Synthese der geschitzten 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohole 156-159
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Die Fluorid-Entschitzung der Salicylalkohole 156-159 zu dem jeweiligen
4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohol 118-120 erwies sich als sehr stark abhangig vom
gewahlten Entschitzungsreagenz sowie vom Aufarbeitungsprotokoll. Hierbei wurden
vor allem grol3e Unterschiede in der Stabilitat der 4-(1-Acetoxyvinyl)-Gruppe in

Abhangigkeit vom Substituenten in der 6-Position des Aromaten deutlich.

Die standardisierte Durchfuhrung solcher Silyl-Entschutzungen sieht die Verwendung
von drei Aquivalenten Entschitzungsreagenz (vorzugsweise Triethylamin-
Trihydrofluorid (EtsN'3HF) oder Tetra-n-butylammoniumfluorid (TBAF)) in THF bei
Raumtemperatur vor. Nach vollstandiger Entschitzung wird die Reaktionslosung am
Rotationsverdampfer eingeengt und der erhaltene Ruckstand chromatografisch
gereinigt. Verbindung 156 wurde nach diesem Protokoll zunachst fur eine Stunde mit
TBAF umgesetzt. Diese Reaktion lieferte 118 in 28% Ausbeute, wobei in der
dinnschichtchromatografischen Verfolgung eine Zersetzung des entstehenden
Produkts beobachtet wurde. Eine Verkirzung der Reaktionszeit auf nur 10 Minuten
erhohte die Ausbeute an 118 auf 69%. Die Reaktion unter Verwendung von
Triethylamin-Trihydrofluorid ergab den 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohol 118 in einer
Ausbeute von 83%. Obwohl die Reaktionsdauer 30 Minuten betrug, konnte hier keine
Produktzersetzung beobachtet werden. Somit scheint die 4-(1-Acetoxyvinyl)-Funktion
unter den deutlich basischeren Bedingungen der TBAF-Entschutzung nicht stabil

genug zu sein. Die Ergebnisse sind in Abb. 78 grafisch zusammengefasst.

O O

o o

A@f\OTBDPS THF, Rt A@f\OH
OTBDPS A) TBAF, 1 h, 28% OH
B) TBAF, 10 min, 69%
156 C) Et;N'3HF, 30 min, 83% 118

(Aufarbeitung: Einengen, Chromatografie)
Abb. 78 Synthese des 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohols 118

Die Entschitzungen der di-tert-Butylsilyl-geschitzten 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicyl-
alkohole 158 und 159 wurden deshalb mit Triethylamin-Trihydrofluorid durchgefuhrt.
Das Aufarbeitungsprotokoll aus Abb. 78 wurde beibehalten. Verbindung 119 konnte
dadurch allerdings nur noch mit 53% Ausbeute isoliert werden, bei der Entschitzung

von 159 zu 120 konnte nach dem Entfernen des Ldsungsmittels
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dinnschichtchromatografisch kein Produkt mehr nachgewiesen werden. Vor dem
Einengen war in der Dinnschichtchromatografie nur eine Substanz sichtbar, anstatt

dieser waren hinterher zwei neue Substanzen zu detektieren (Abb. 79).

O O (@]

O)k Et;N3HF, THF, O)k Et;N3HF, THF, O)k
oH y R 10min (PK Rt, 30 min oM
\ .
OH o SIK 53% OH
Y
Y = Me: 158 19
120 Y = tBu: 159

Abb. 79 Versuche zur Entschitzung von 158 und 159

Somit musste bei den in 6-Position alkylierten 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkoholen das
Aufarbeitungsprotokoll geandert werden, um eine Zersetzung der Enolesterfunktion
zu unterbinden. Dabei wurde herausgefunden, dass auch das Extrahieren mit
Ethylacetat gegen Wasser zur Isolierung von 120 nicht ausreichte. Auch in diesem
Fall zersetzte sich das entstandene Produkt beim Einengen in die bereits zuvor
beobachteten zwei neuen Verbindungen. Erst durch die Einfuhrung eines
Waschschritts mit einer Natriumhydrogencarbonat-Losung (5%) konnte nach
Entfernen des Losungsmittels ausschlieldlich das entstandene Produkt 120 in der
Dinnschichtchromatografie  detektiert werden. Nach der abschlieRenden
chromatografischen Reinigung konnte 120 dann mit einer Ausbeute von 98% isoliert
werden. Dieses Aufarbeitungsprotokoll wurde dann auch fur die erneute
Entschitzung von 158 sowie die Entschitzung des bis-TBDPS-geschitzten
4-(1-Acetoxyvinyl)-6-methylsalicylalkohols 157 verwendet. Diese lieferten den
entsprechenden Salicylalkohol 119 mit einer Ausbeute von 85% (ausgehend von
158) bzw. 82% (ausgehend von 157; Abb. 80, S. 89).

Durch diese Optimierung der Aufarbeitung konnten also alle 4-(1-Acetoxyvinyl)-
salicylalkohole 118-120 in sehr guten Ausbeuten isoliet werden. Die
unterschiedliche Stabilitat der Enolesterfunktion bei der Aufarbeitung zeigt deutlich,
dass die Alkylsubstituenten in 6-Position diese in ihren elektronischen Eigenschaften

stark beeinflussen mussen. Je starker der positive induktive Effekt der Alkylgruppe in
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6-Position ist, desto geringer scheint die Stabilitat der Enolesterfunktion gegentber

einer Spaltung zu sein.

O O O

o

Et;N-3HF, THF, O)k Et,N3HF, THF, O)J\
OH Rt, 20 min oj< R, 20 rrin oH
I -
oH 98% o S'K 85% OH
Y
119

Y =Me: 158
Y =tBu: 159
EtsN3HF, '!'HF, 82%
Rt, 30 min
Aufarbeitung: 1) Phasentrennung mit HO/
Ethylacetat od. Et,O @)
2) Extraktion der wass. Phase O)J\
mit Ethylacetat od. Et,O 157
3) Einengen
4) Chromatografie OTBDPS
OTBDPS

Abb. 80 Entschiitzungen von 157-159 zu 119 bzw. 120 mit optimierter Aufarbeitung

Des Weiteren konnte auch der di-tert-Butylsilyl-4-acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 153
mit sehr guter Ausbeute (95%) zum 4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 114 entschitzt
werden. Auf Grund der Unempfindlichkeit der Acetylfunktion konnte hier TBAF
verwendet und auf eine Extraktion vor dem Einengen verzichtet werden. Somit kann
114 ausgehend von 2-tert-Butylphenol 53 Uber den 4-Brom-6-tert-butylsalicylalkohol
49 mit einer Gesamtausbeute von 29% uber sechs Stufen synthetisiert werden.
Diese alternative Route zur Darstellung von 114 ist damit trotz doppelt so vieler
Schritte effizienter als die dreistufige Synthese ausgehend von 53 Uber das 3-tert-
Butyl-4-hydroxyacetophenon 135 (15% Gesamtausbeute; Abb. 81).

in 5 Stufen aus TBAF, THF, in 3 Stufen aus
53 (Uber 49 Rt,1h 53 (Uber 135)
30% 95% 15%

Abb. 81 Entschiitzung von 153 zu 114
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Aus den 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkoholen 118-120 konnten anschlieRend alle
entsprechenden Saligenylchlorphosphite 121-123 in guter bis sehr guter Reinheit
synthetisiert werden. Die Ausbeuten dieser in abs. Diethylether durchgefuhrten
Reaktionen lagen dabei zwischen 66-69%. Aus 121-123 konnten dann mit in zu den
Synthesen der 5-Acetyl-cycloSal-d4TMPs 109-111 (vgl. Abb. 66, S. 77) vergleich-
baren Ausbeuten (19-23%) die entsprechenden 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs
106-108 dargestellt werden (Abb. 82).

o) o}
O)J\ 1) PClg, abs. Et,O, -20 °C, 10 min o)k
2) abs. Pyridin, abs. Et,0, -20 °C, 3h
oy IR, 1h o
P
OH 121: 66% (Reinheit: > 95%) o ~a
Y 122: 69% (Reinheit: 85%) Y
123: 68% (Reinheit: 78%)
Y=H: 118 Y=H: 121
Y =Me: 119 Y =Me: 122
Y =tBu: 120 Y =tBu: 123
o o
o)k HN 1) 2, DIPEA, abs. CHiCN,
| 20°C-Rt, 1.5h
o N 2) tBUOOH, -20 °C- Rt, 0.5-1.5h
P—
N\
d (@) 106: 19cyo
Y 107: 19%
— 108: 23%
Y =H: 106
Y = Me: 107
Y =tBu: 108

Abb. 82 Synthese der 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs 106-108

Fir die Triester 107 und 108 konnte eine endgultige Reinigung erst unter
Verwendung der praparativen RP-HPLC erzielt werden. Im Fall von 108 konnten
dabei auch die einzelnen Diastereomere getrennt isoliert werden. Diese Trennung
gelang ebenfalls flr die Diastereomere der entsprechenden Referenzverbindung
5-Acetyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMP 111. Somit standen fur die anschlieRenden
biologischen Tests sowie die Untersuchungen der Hydrolyseeigenschaften sowohl
die Diastereomerengemische der 5-Acetyl- (109-111-mix) und 5-(1-Acetoxyvinyl)-
cycloSal-d4TMPs (106-108-mix) als auch die reinen Diastereomere der
Zielverbindungen 111 und 108 (111-fast, 111-slow, 108-fast, 108-slow) zur
Verfugung. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden in den nachfolgenden
Kapiteln 4.2.2. und 4.2.3. erlautert.
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Die Synthese des 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs 106 wurde ebenfalls
ausgehend vom 5-Acetyl-cycloSal-d4TMP 109 versucht, um so die Realisierung der
Syntheseroute | (vgl. Abb. 55, S. 68) zu uberprufen. Dazu wurde 109 unter den
etablierten Bedingungen der Enolester-Bildung umgesetzt (Abb. 83).

O O O
O HN O)k
| Isopropenylacetat, HN)j/
o O}\ p-TsOH, 110 °C, 18 h o O%\N
5 5
P-Q P
N
T @ d\ﬁd
109 — 106 —

Abb. 83 Versuch der Synthese von 106 aus 109

g

Bei dieser Reaktion entstand eine Vielzahl an Produkten. Das Produkt 109 konnte
dabei wahrend und nach Abbruch der Reaktion dunnschichtchromatografisch
allerdings nicht nachgewiesen werden. Somit ist davon auszugehen, dass der
cycloSal-Triester 109 unter der hohen Temperatur Uber die lange Reaktionszeit nicht
stabil ist. Da in Vorversuchen bereits gezeigt worden war, dass fur diese Reaktion
eine recht hohe Temperatur bendtigt wird (vgl. Tab. 8, S. 71), wurden keine weiteren
Versuche zu dieser Reaktion unternommen. In Ermangelung an weiteren, potenziell
milderen literaturbekannten Methoden zur Umwandlung von Acetylgruppen in
1-Acetoxyvinylfunktionen und in Anbetracht der erfolgreichen Synthese der
Zielverbindungen 106-108 uber die Syntheseroute |l wurden im Rahmen dieser
Arbeit keine weiteren Anstrengungen unternommen, auch Uber die Syntheseroute |

zu diesen zu gelangen.

Die Synthese von 3-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs wurde am Beispiel des
Methyl-Derivats 160 versucht. Somit musste zunachst der 6-(1-Acetoxyvinyl)-4-
methylsalicylalkohol 161 dargestellt werden. Unter Anwendung der Reaktionsschritte
und Bedingungen, die zur erfolgreichen Synthese des 4-(1-Acetoxyvinyl)-6-
methylsalicylalkohols 119 gefuhrt hatten, wurde dazu vom kommerziell erhaltlichen
2-Hydroxy-5-methylacetophenon 162 ausgegangen. Dieses wurde Uber die
Chlormethylierung (Zwischenprodukt 163) und die anschlieBende nucleophile
Substitution in 75% zum 6-Acetyl-4-methylsalicylalkohol 164 umgesetzt. Dieser
konnte mit 78% Ausbeute di-tert-Butylsilyl geschutzt werden. Die resultierende

Verbindung 165 konnte dann mit einer Ausbeute von 77% in den entsprechenden
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Enolester 166 Uberfihrt werden. Die Entschutzung von 166 mit Triethylamin-
Trihydrofluorid lieferte bereits nach zehn Minuten selektiv nur ein Produkt, das nach
Reinigung am Chromatotron problemlos isoliert werden konnte. Dies konnte
allerdings als der an der benzylischen Hydroxyfunktion acetylierte 6-Acetyl-4-
methylsalicylalkohol 167 identifiziert werden (Abb. 84).

Formaldehyd, konz. HCl, CaCO;, H,0,
50 °C, 2 h, 100 °C, 2 h a  wass. THR R, 1d OH
OH OH  75% (iiber 2 Stufen) OH
162 163 164
abs. Pyridin,
(tBu)Si(OTT),,
abs. CH,Oly, | 8%
R, 2h
EtsN3HF, THF, aéZf;’{ ﬁrs%H
oH R, 10min o% 110°C, 18 h OJ<
W L |
S o Si
2,0 L0k ™ XK
161 166 165
o)
i o)k
o 75% OH
o o R oMt
o}
)J\ 167

160
Abb. 84 Versuch der Synthese des 3-(1-Acetoxyvinyl)-5-methyl-cycloSal-d4 TMPs 160

Eine ahnliche Umesterung war bereits zuvor bei den Versuchen zur Synthese des
4-Diacetoxymethylsalicylalkohols 124 (vgl. Abb. 57, S. 70) beobachtet worden.
Verbindung 167 kann Uber zwei denkbare Reaktionsmechanismen entstehen. So
konnte ein intermolekularer Angriff eines entstandenen Moleklls 161 auf die
Enolesterfunktion eines weiteren Molekuls 161 oder auf ein Molekll 166 erfolgen. Da
die Reaktion aber schon nach zehn Minuten beendet war und dunnschicht-
chromatografisch keinerlei andere Produkte beobachtet wurden, ist dieser
Reaktionsweg unwahrscheinlich. AuRerdem ware es sehr verwunderlich, dass im

Falle einer intermolekularen Reaktivitdt die 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohole
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118-120 stabil bleiben, die 6-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohole wie 161 hingegen
miteinander reagieren. Deshalb ist eher von einer Acetyl-Wanderung auszugehen, in
der zunachst die phenolische Hydroxygruppe unter Ausbildung eines intermediaren
Sechsrings an der Carbonylgruppe der Enolesterfunktion angreift. Danach erfolgt ein
Angriff der benzylischen Hydroxyfunktion unter erneuter zwischenzeitlicher
Sechsringbildung auf den Carbonyl-Kohlenstoff der gewanderten Acetylgruppe
(Abb. 85).

EtzN3HF, THF,

(?K Rt, 10 min OH o
O\g;aK (O OH %H
)J\O N (\\9)%
166

161

%t — S —

Abb. 85 Mdgliche Entstehung von 167 aus 161 durch eine Acetyl-Wanderung

In den 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkoholen 118-120 ist die Enolesterfunktion weit
genug von den Hydroxyfunktionen separiert, sodass es zu keiner solchen
Wanderung kommt. Diese konnte theoretisch nur mit dem Angriff der benzylischen
Hydroxyfunktion beginnen. Dies wuirde allerdings die intermediare Bildung eines
Achtrings erfordern. Die Instabilitdt der Acylalfunktion des 4-Diacetoxymethyl-
salicylalkohols 124 (vgl. Abb. 57, S. 70) kann somit eher mit einer intermolekularen
Reaktion begrindet werden. Komplett ausgeschlossen werden kann eine Acetyl-
Wanderung anhand der vorliegenden Ergebnisse aber nicht.

Da bisher keine geeignete Methode zur Enolester-Bildung auf der Triester-Stufe zur
Verflugung steht, war eine Synthese der 3-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs im

Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich.
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4.2.2. Charakterisierung der 5-(1-Acetoxyvinyl)- und 5-Acetyl-cycloSal-d4T-
monophosphate

Die 5-(1-Acetoxyvinyl)- (106-108) und 5-Acetyl-cycloSal-d4TMPs (109-111) wurden
den gleichen Hydrolysen unterzogen, die bereits zur Analyse der Formyl- und
Diacyloxymethyl-cycloSal-d4TMPs durchgefuhrt worden waren. Die Halbwertszeiten
der chemischen Hydrolyse bei den pH-Werten 7.3 und 7.6, der enzymatischen
Spaltung sowie der Untersuchung in RPMI/FCS(10%) sind in Diagramm 5
zusammengefasst. Zunachst werden dabei nur die Diastereomerengemische

betrachtet.

@pH=73

o CEM/0

8 RPMI/FCS(10%)
BApH=7.6

Halbwertszeit [h]

109 110 111 106 107 108
(3-H) (3-Me) (B-tBU)j \ (3-H) (3-Me) (3-tBu)J
N e
5-Acetyl 5-(1-Acetoxyvinyl)

Diagramm 5 Halbwertszeiten der 5-(1-Acetoxyvinyl)- (106-108) und 5-Acetyl-cycloSal-d4TMPs
(109-111) in verschiedenen Medien (Diastereomerengemische)

Die Halbwertszeiten der Hydrolysen in Phosphatpuffer mit pH = 7.3 zeigen, dass die
Alkylsubstituenten in 3-Position zu einer deutlichen Erhohung der Stabilitat
gegenuber der chemischen Hydrolyse fuhren. Dieser Effekt war bereits fur die
5-Formyl- (34, 62, 63) und 5-Diacetoxymethyl-cycloSal-d4TMPs (33, 40, 41)
gefunden worden (vgl. Diagramm 1, S. 36). So erhoht die Methylgruppe die
Hydrolysestabilitdt der 5-Acetyl-Verbindung um den Faktor 2.5, die tert-Butylgruppe
um den Faktor 7.5. Im Vergleich der 5-(1-Acetoxyvinyl)-Verbindungen ist die
faktorielle Veranderung noch groRer. Hier fihrt die Methylgruppe zu einer 4.5-fach
erhohten Halbwertszeit, die tert-Butyl-Verbindung 108 weist sogar eine neunmal
hohere Hydrolyse-Halbwertszeit auf als das in 3-Position unsubstituierte Derivat 106.
Im Allgemeinen sind die 5-Acetyl-Verbindungen 109-111 um ungefahr den Faktor 2
hydrolysestabiler als die vergleichbaren 5-Formyl-Triester (34, 62, 63). Diese hdhere
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Halbwertszeit war auf Grund der geringeren Akzeptorstarke der Acetylgruppe auch
so erwartet worden. Der Vergleich der Akzeptorstarken von 5-Diacetoxymethyl- und
5-(1-Acetoxyvinyl)-Funktion hingegen ist nicht eindeutig. Die Halbwertszeiten der in
3-Position unsubstituierten Verbindungen sind annahernd gleich (33: t12 = 1.2 h, 106:
t12 = 1.4 h), was auch auf eine annahernd gleiche Akzeptorstarke schlielen lasst.
Die in 3-Position alkylierten Verbindungen weisen im Vergleich untereinander
allerdings deutlich unterschiedliche Halbwertszeiten auf. So sind die Enolester-
Verbindungen 107 (t12 = 6.1 h; 3-Me) und 108 (t1, = 12.3 h; 3-tBu) deutlich stabiler
als die entsprechenden 5-Diacetoxymethyl-3-alkyl-cycloSal-d4TMPs 40 (t12 = 2.3 h;
3-Me) und 41 (t42 = 7.9 h; 3-tBu). Diese Ergebnisse wirden wiederum darauf
schlieBen lassen, dass die 5-(1-Acetoxyvinyl)-Funktion deutlich weniger starke
Akzeptoreigenschaften besitzt. Allerdings ist es moglich, dass die elektronischen
Eigenschaften und damit die Akzeptorstarke der 5-(1-Acetoxyvinyl)-Funktion durch
die Alkylsubstituenten in 3-Position deutlich starker beeinflusst werden als es fur die
5-Diacetoxymethylgruppe der Fall ist. Hieraus resultieren dann die vergleichsweise
deutlich hdheren Hydrolyse-Halbwertszeiten der Enolesterverbindungen. Die starke
Beeinflussung der elektronischen Natur der (1-Acetoxyvinyl)-Funktion durch die
Alkylgruppen am aromatischen Ring war bereits in den Entschitzungsreaktionen zu
den 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkoholen 118-120 (vgl. S. 87-89) aufgefallen.

Fur alle 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs (106-108) konnte in CEM/0O-
Zellextrakten die sehr schnelle Spaltung in das jeweilige 5-Acetyl-cycloSal-d4TMP
(109-111) nachgewiesen werden. Allerdings zeigt die 5-(1-Acetoxyvinyl)-Funktion
auch hier ein uneinheitliches Verhalten. So sind Unterschiede in der Geschwindigkeit
der enzymatischen Spaltung der Enolester abhangig vom Substituenten in 3-Position
zu finden. Die unsubstituierte Verbindung 106 hat eine Halbwertszeit von 0.13 h, die
3-Methyl-Verbindung 107 eine von 0.07 h. Das 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-tert-butyl-
cycloSal-d4TMP 108 weist dann sogar nur noch eine Halbwertszeit von 0.04 h auf.
Diese Reihung der Empfindlichkeit gegenuber der enzymatischen Spaltung ist der
bei den Entschitzungsreaktionen beobachteten Labilitatsreihenfolge identisch. In
den Analysen der 5-Diacetoxymethyl-cycloSal-d4TMPs (33, 40, 41) in CEM/0O-
Zellextrakten war genau das Gegenteil gefunden worden. Hier wurde die
Acylalfunktion der tert-Butyl-Verbindung 41 nur halb so schnell zur Formylgruppe
gespalten wie in den Verbindungen 33 und 40 (vgl. Diagramm 1, S. 36).
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In RPMI/FCS(10%) wurde fir die Enolester 106-108, wie auch schon fur alle
5-di-AM-Verbindungen (33, 40, 41), eine deutliche Verringerung der Hydrolyse-
stabilitat festgestellt. Wie an den in Phosphatpuffer (pH = 7.6) durchgefuhrten
Vergleichsmessungen zu erkennen, hat auch hier der basischere pH-Wert einen
merklichen Einfluss. Allerdings war auch flr die Verbindungen 106-108 eine anteilige
Spaltung dieser in die entsprechende 5-Acetyl-Verbindung 109-111 nachzuweisen,
die wahrend der Hydrolysen in Phosphatpuffer bei gleichem pH-Wert (7.6) nicht

aufgetreten war.

Nichtsdestoweniger wird die konzeptionell erwlnschte Differenzierung zwischen
chemischer Hydrolyse und enzymatischer Spaltung durch Alkylgruppen in der
3-Position massiv verbessert. Dies ist mit der steigenden Hydrolysestabilitat in
Abhangigkeit der Starke des positiven induktiven Effekts der Alkylgruppen bei
gleichzeitig zunehmender Labilitdt gegenuber der enzymatischen Spaltung zu
begrinden. Betrachtet man die Halbwertszeiten in RPMI/FCS(10%), so ist die
chemische Hydrolyse der Verbindung 106 nur achtmal langsamer als die chemische
Spaltung, fur 107 betragt der Unterschied schon Faktor 26. Fir die tert-Butyl-
Verbindung 108 liegt die Differenz bei Faktor 130. Betrachtet man die
Halbwertszeiten in Phosphatpuffer (pH = 7.3), so sind die Unterschiede noch
deutlicher. Hier findet die chemische Hydrolyse 11- (106), 87- (107) bzw. 308-mal
(108) langsamer statt als die enzymatische Spaltung.

Nachteilig auf das Konzept der enzymatsichen Aktivierung wirkt sich allerdings die
Tatsache aus, dass die 5-Acetyl-cycloSal-d4TMPs 109-111 in RPMI/FCS(10%) im
Vergleich zu den Hydrolysen bei pH = 7.3 eine nahezu gleichbleibende (111) bzw.
sogar deutlich hohere (109, 110) Halbwertszeit besitzen. Vor allem die Halbwertszeit
des 5-Acetyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMPs 111 ist schon so hoch (2.5 h), dass nicht
mehr davon ausgegangen werden kann, dass diese Verbindung einen vollstandigen

Zelleinschluss gewahrleisten kann.

Des Weiteren wurden die 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs 106-108 hinsichtlich
ihrer Stabilitat in humanem Blutserum (5%) getestet. Fur alle Verbindungen wurden
im Vergleich zur chemischen Hydrolyse bei pH = 7.3 eine erniedrigte Hydrolyse-
Halbwertszeit ermittelt (t1» (Serum) = 1.1 h (106), 4.8 h (107), 11.7 h (108)).

Gewohnlicher Weise haben cycloSal-d4TMPs auf Grund des vorherrschenden
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saureren pH-Wertes (6.8) im Serum eine hdhere Halbwertszeit als im Phosphatpuffer
(pH = 7.3). Die niedrigere Halbwertszeit ist fur alle 5-(1-Acetoxyvinyl)-Verbindungen
106-108 mit einer anteiligen Spaltung zur jeweiligen Acetyl-Verbindung 109-111 zu
begriunden, die mittels der analytischen HPLC nachgewiesen werden konnte.
Gleichwohl ist die Hydrolysestabilitdt von 106-108 im humanen Blutserum noch
immer deutlich héher als die Stabilitat im Zellextrakt (Faktor 8.5 (106), 69 (107) bzw.
293 (108)).

Die Selektivitat der d4TMP-Freisetzung wurde anhand des Diastereomeren-
gemischs des 5-Acetyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMPs 111 mittels *'P-NMR-Hydrolyse
in einem Imidazol/HCI-Puffer (pH = 7.3) Uberpruft. Wie schon beim 5-Formyl-3-tert-
butyl-cycloSal-d4TMP 63 (vgl. Abb. 32, S. 38) erfolgte diese auch hier ohne Bildung
eines Phenylphosphatdiesters. Der Verlauf der Hydrolyse Uber den zwischenzeitlich

entstehenden Benzylphosphatdiester 168 ist in Abb. 86 gezeigt.

d4TMP
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Abb. 86 *'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 111-mix im Imidazol/HCI-Puffer
(pH =7.3) bei 37 °C
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Bevor auf die Ergebnisse der Hydrolysestudien der getrennten Diastereomere der
Verbindungen 108 und 111 eingegangen wird, sollen zunachst die durchgefihrten
Versuche zur Zuordnung der absoluten Konfiguration am Phosphoratom erlautert
werden. Auf Grund der hohen strukturellen Ahnlichkeit des 5-Acetyl-3-tert-butyl-
cycloSal-d4TMPs 108 mit dem 5-Formyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMP 63 wurde
davon ausgegangen, dass sich die entsprechenden Diastereomere auch in ihrem
Kristallisationsverhalten &hneln. Entsprechende Versuche mit der fur die
Kristallisation von 63-slow erfolgreichen Diffusionsmethode fuhrten auch fur 111-slow
zu Kristallen. Diese waren allerdings keine Einkristalle und somit nicht fur die
Rontgenkristallstrukturanalyse  geeignet. Verbindung 111-fast bildete unter
Verwendung der gleichen Methode genauso wie 63-fast nur einen nicht-kristallinen
Niederschlag aus. Durch dieses ahnliche Kristallisationsverhalten lag fur 111 also die
gleiche Zuordnung der Stereokonfiguration wie bei 63 nahe (fast: Sp, slow: Rp).

Als weiteren Beleg fur die identischen absoluten Konfigurationen der fast- bzw. slow-
Diastereomere von 63 und 111 lassen sich ferner die Ergebnisse der
Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) anfuhren. Diese Methode
basiert auf der Verwendung von zirkular polarisiertem Licht. Ein optisch aktives
Molekul absorbiert das rechts-polarisierte Licht im Vergleich zum links-polarisierten in
unterschiedlichem Mal3e. Die Differenz der Absorption wird fir jede Wellenlange (hier
A = 200-350 nm) gemessen, woraus dann das Spektrum ermittelt wird. Zueinander
enantiomere Verbindungen zeigen in der CD-Spektroskopie beispielsweise einen
spiegelbildlichen Kurvenverlauf. Fur Diastereomere, wie sie bei den cycloSal-
d4TMPs vorliegen, kénnen die Verlaufe anndhernd gleich, aber auch sehr
unterschiedlich sein. Dies hangt von dem Einfluss der Konfiguration des jeweiligen
Stereozentrums auf die Gesamtmolekdilstruktur ab. Andert sich diese nur geringflgig,
so sind sehr ahnliche CD-Spektren zu erwarten. Da der strukturelle Unterschied
zwischen Acetyl- und Formylfunktion nicht sehr grof} ist, wurde davon ausgegangen,
dass die CD-Spektren der gleich konfigurierten Diastereomere sehr ahnlich sein
sollten. Im Vergleich der CD-Spektren der getrennten Diastereomere von 63 und 111
(Abb. 87, S. 99) ist dann auch klar zu erkennen, dass die fast- und die slow-
Diastereomere, wie es auf Grund der Kristallisationseigenschaften schon vermutet
wurde, jeweils die gleiche absolute Konfiguration aufweisen sollten. Somit entspricht
111-fast also (Sp)-111 und 111-slow demnach (Rp)-111. Eine ausfuhrliche und mit
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CD-Spektren  weiterer, diastereomerenreiner cycloSal-d4TMPs vergleichende

Betrachtung zum Verlauf der Kurven erfolgt in Kapitel 4.3.4.
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Abb. 87 CD-Spektren von 111-fast (C) und 111-slow (D) im Vergleich mit (Sp)-63 (A) und (Rp)-63 (B)

Uber die Hydrolysen der getrennten Diastereomere in CEM/0-Zellextrakten konnte
dann nachgewiesen werden, dass aus 108-fast durch enzymatische Spaltung
111-fast und aus 108-slow die Acetyl-Verbindung 111-slow freigesetzt wird (Abb. 88,
S. 100). Daher entspricht 108-fast also (Sp)-108 und 108-slow kann mit (Rp)-108
gleichgesetzt werden.
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Abb. 88 oben: HPL-Chromatogramme der Hydrolysestudien in CEM/0-Zellextrakten nach 5 min von
108-fast/108-slow; unten: HPL-Chromatogramme der Referenzverbindungen 111-fast/111-slow
(Methode IlI)

Die fur die getrennten Diastereomere von 108 und 111 in den im Rahmen dieser
Arbeit standardmaRig verwendeten Medien ermittelten Hydrolyse-Halbwertszeiten
sind in Diagramm 6 (S. 101) zusammengefasst. Zum Vergleich sind die Werte der

Diastereomerengemische (108-mix, 111-mix) mit aufgefuhrt.

In der Hydrolysestabilitat der getrennten Diastereomere des 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-tert-
butyl-cycloSal-d4TMPs (Sp)-108 und (Rp)-108 im Phosphatpuffer (pH = 7.3) ist ein
deutlicher Unterschied erkennbar. So hydrolysiert (Sp)-108 Uber zwei Stunden
langsamer als (Rp)-108. In RPMI/FCS(10%) wird diese Differenz noch grof3er, hier
hydrolysiert (Rp)-108 vier Stunden schneller. Die Halbwertszeiten in diesem Medium
sind, wie es bereits fir 108-mix bestimmt wurde, deutlich geringer als im
Phosphatpuffer (pH = 7.3). Hier weist (Sp)-108 (t12 = 8.5 h) im Vergleich zu (Rp)-108

(t12 = 3.7 h) eine mehr als doppelt so hohe Hydrolysestabilitat auf. Erstaunlicher-
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weise sind diese Unterschiede in den Hydrolysen im Phosphatpuffer (pH = 7.6) nicht
mehr zu finden. Hier werden beide Diastereomere annahernd gleich schnell
hydrolysiert. Das Rp-konfigurierte Diastereomer hat dabei sogar die leicht hohere
Halbwertszeit. Auffallig ist vor allem, dass sich die Hydrolysestabilitat von (Sp)-108 im
Phosphatpuffer (pH = 7.6) im Vergleich zum Inkubationsmedium halbiert, (Rp)-108
hingegen eine leicht erhdhte Stabilitat zeigt. Fur die reinen Diastereomere des
5-Diacetoxymethyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMPs (Sp)-41 und (Rp)-41 war Kkein
vergleichbares Hydrolyseverhalten beobachtet worden (vgl. Diagramm 2, S. 40). Die
enzymatische Spaltung der Enolesterfunktion ist von der Konfiguration des
Phosphoratoms unabhangig und erfolgt fir beide Diastereomere aullerst schnell
(t12 = 0.04 h).
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v
5-Acetyl-3-tBu 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-tBu

Diagramm 6 Halbwertszeiten der getrennten Diastereomere von 108 und 111 in verschiedenen
Medien vergleichend zu den Diastereomerengemischen

Die getrennten Diastereomere des 5-Acetyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMPs (Sp)-111
und (Rp)-111 besitzen im Phosphatpuffer (pH = 7.3) eine identische Halbwertszeit
von 2.3 Stunden. Diese wird auch durch den basischeren pH-Wert 7.6 nicht
signifikant beeinflusst. Allerdings ist fir die Diastereomere von 111 im Gegensatz zu
den Hydrolysen im Phosphatpuffer im RPMI/FCS(10%) eine Differenzierung der
Hydrolysegeschwindigkeiten zu finden. Das Sp-Diastereomer hydrolysiert deutlich
langsamer als im Phosphatpuffer, wahrend fur (Rp)-111 wiederum eine gleiche
Halbwertszeit ermittelt wurde. Die Erhdéhung der Halbwertszeiten im Inkubations-
medium wurde auch fur die vergleichbaren 5-Formyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMPs
(Sp)-63 und (Rp)-63 gefunden (vgl. Diagramm 2, S. 40), dort allerdings gleicher-

malfen fur beide Diastereomere.
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Somit zeigt sowohl beim 5-Acetyl- (111) als auch beim 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-tert-butyl-
cycloSal-d4TMP (108) jeweils das Sp-konfigurierte Diastereomer im RPMI/FCS(10%)
ein auffalliges Hydrolyseverhalten. Da die Werte der einzelnen Diastereomere im
Vergleich zu den Diastereomerengemischen plausibel erscheinen, konnte der Grund
in einer konfigurationsspezifischen Beeinflussung der Hydrolyse der Triester durch
Bestandteile des RPMI/FCS(10%) liegen. Wie diese im Einzelnen verlaufen kdnnte
und warum diese nur im Fall von 108 und 111, nicht aber bei 41 und 63 auftritt, kann
anhand der durchgefuhrten Versuche nicht erklart werden. Bereits in unserem
Arbeitskreis durchgefihrte Versuche zur Untersuchung von (unspezifischen)
Proteinbindungen im Kulturmedium (und im humanen Blutserum) hatten keine
eindeutigen Ergebnisse erbracht. Das Vorliegen einer solchen Bindung konnte aber

auch dort nicht ausgeschlossen werden.*

4.2.3. Antivirale in vitro-Tests der 5-(1-Acetoxyvinyl)- und 5-Acetyl-cycloSal-
d4T-monophosphate

Die ebenfalls in Zusammenarbeit mit der Universitat Leuven ermittelten antiviralen
Daten der 5-(1-Acetoxyvinyl)- (106-108) und 5-Acetyl-cycloSal-d4TMPs (109-111)
sind in Tab. 12 (S. 103) aufgefuhrt.

Auch in dieser Auflistung sind einige Werte zunachst etwas irritierend. So kénnte der
Wert fur die Aktivitat von d4T 2 in CEM/TK-Zellen (ECsp = 69 + 70 uM) rein
rechnerisch sowohl als vollig inaktiv aber auch als extrem wirksam interpretiert
werden. Da eine negative Aktivitat nicht mdglich ist und aus unzahligen Messungen
bekannt ist, dass 2 nicht TK™-aktiv ist, muss zur Interpretation der Daten das
Zustandekommen der Werte betrachtet werden. Die antiviralen Aktivitaten werden
meist in drei voneinander unabhangigen Messungen ermittelt. Die so erhaltenen
Werte werden dann gemittelt. AnschlieBend werden die Differenzen der zur
Berechnung verwendeten Einzelwerte zum Mittelwert errechnet und die grofte
Abweichung (unabhangig davon ob positive oder negative Abweichung) als
Standardabweichung angegeben. Ob der Unmoglichkeit eines negativen Wertes ist
im Falle des oben genannten Wertes davon auszugehen, dass ein Einzelwert der
Bestimmung 139 uM (also 69 uM + 70 uM) gewesen ist. Somit mussten die beiden
anderen Einzelmessungen addiert 68 uM, also einen gemittelten EC5y von 34 uM
ergeben. Dieses liegt im Bereich der standardmaRig fir 2 bestimmten Aktivitat in

CEM/TK-Zellen. Wenn die Standardabweichung also grofer ist als der eigentliche
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Wert selbst, kann davon ausgegangen werden, dass eine der drei Einzelmessungen
eine deutlich nach oben hin abweichende effektive Konzentration zur Unterdriickung

von 50% der Virusreplikation ergeben hat.

ECso” [UM] CCs0” [UM]
CEM/O CEM/TK" CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2

5-Acetyl 109 1.3+0.071 3.0+3.0 >50 148
5-Acetyl-3-Me 110 054+019 22+23 36 +0.0 96
5-Acetyl-3-tBu 111-mix 045+0.31 0.87+0.12 1.7+042 49
5-Acetyl-3-tBu (Sp)-111 0.18 £ 0.007 0.51+0.39 0.55+0.36 56
5-Acetyl-3-tBu (Rp)-111 0.75+0.049 1.2+1.1 28+1.1 64
5-(1-Acyl®) 106 0.65+0.35 0.80+0.13 >50 111
5-(1-Acyl®)-3-Me 107 0.18 +0.071 0.40+0.23 0.73+0.042 18
5-(1-Acyl°)-3-tBu 108-mix 0.47 +0.099 0.88+0.45 1.7+20 49
5-(1-Acyl®)-3-tBu (Sp)-108 0.21 +0.035 0.80 +£0.57 0.27 +£0.12 20
5-(1-Acyl°)-3-tBu (Rp)-108 0.47 £+0.34 1.1+0.44 1.7+0.42 67
w2 085+064 114049 69470 220

°50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation. °50% cytotoxische
Konzentration. “1-Acyl = 1-Acetoxyvinyl.

Tab. 12 Antivirale in vitro-Aktivitaten der 5-Acetyl- (109-111) und 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4 TMPs
(106-108) sowie der Referenzverbindung 2

Aus diesem Grund werden auch die ECso-Werte der anti-HIV-2-Wirkung von 109
(ECs0 = 3.0 £ 3.0 yM) und 110 (ECso = 2.2 + 2.3 pM) in CEM/0-Zellen dahin gehend
interpretiert, dass eine mit d4T 2 vergleichbare Wirkung vorliegt. Somit weisen alle
hier aufgefuhrten Triester in den Wildtyp-Zellen eine solche auf. In CEM/TK™-Zellen
wurde fur beide in der 3-Position unsubstituierte Verbindungen ein kompletter Verlust
der antiviralen Aktivitdt gefunden (106, 109: ECso > 50 uM). Auch fur 5-Acetyl-3-
methyl-cycloSal-d4TMP 110 wird in CEM/TK’-Zellen im Sinne der obigen Betrach-
tungen eine mit 2 zu vergleichende Aktivitat angenommen. Diese Verbindung
volizieht den TK-Bypass somit hochstwahrscheinlich auch nicht. Das 5-(1-Acetoxy-
vinyl)-3-methyl-cycloSal-d4TMP 107 hingegen weist in CEM/TK'-Zellen einen fast
vollstandigen Erhalt der anti-HIV-2-Aktivitat auf. Das gleiche Resultat liefern auch die
Diastereomerengemische der beiden 3-tert-Butyl-substituierten Verbindungen
(108-mix und 111-mix). Da die antivirale Aktivitat des Diastereomerengemischs

gewohnlich zwischen denen der getrennten Diastereomere liegt und der hier
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erhaltene Wert fur 108-mix (ECso = 1.7 =+ 2.0 yM) eine groRe Standardabweichung
aufweist, liegt fur diese Verbindung moglicherweise sogar ein nahezu vollstandiger
Aktivitatserhalt vor. Die Werte flr die Cytotoxizitaten der in Tab. 12 (S. 103)
angegebenen Verbindungen zeigen den bereits zuvor (vgl. Tab. 3, S. 41)
beobachteten Trend: Je hoher die Wirksamkeit, desto hoher die Cytotoxizitat.

Im Vergleich der getrennten Diastereomere der Verbindungen 108 und 111 ist in
beiden Fallen das (Sp)-Diastereomer das antiviral besser wirksame, wobei fur dieses
Diastereomer auch jeweils ein voller Erhalt der Aktivitat in CEM/TK'-Zellen gegeben
ist. Eine ausfuhrliche Betrachtung zu der Konfigurationsabhangigkeit der antiviralen
Aktivitat sowie der Vergleich mit reinen Diastereomeren anderer cycloSal-d4TMPs
erfolgt im anschlielienden Kapitel 4.3.

Die hohe TK™-Aktivitat der Verbindung 108 insgesamt, vor allem aber der volle Erhalt
der Aktivitat fur (Sp)-108, bestatigt die auf Grundlage der Hydrolyse-Halbwertszeiten
gemachte Vermutung (vgl. S. 96), dass diese Verbindung zu stabil ist, um eine
schnelle Hydrolyse und somit einen intrazellularen Einschluss zu gewahrleisten. Da
die Verbindungen 108 und 111 eine nahezu identische Wirksamkeit aufweisen, ist im
Hinblick auf das Konzept der enzymatischen Aktivierung die tert-Butylgruppe als
Substituent in 3-Position somit ungeeignet, da der Effekt, der durch die Modifkation
der Acetylgruppe zu einer Enolesterfunktion erreicht werden soll, nicht gegeben ist.
Die gute Aktivitat von 111 im Vergleich zu den anderen 5-Acetyl-cycloSal-d4TMPs
(109, 110) ist auf die deutlich hohere Hydrolysestabilitat bei einer fur die
Zellaufnahme vorteilhaften héheren Lipophilie zurtckzufuhren.

Die Gegenuberstellung der Aktivitaten des 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-methyl- (107) und
des 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMP (108) macht deutlich, dass ein
effektiver intrazellularer Einschluss (der durch enzymatische Spaltung freigesetzten
Acetyl-Verbindung) ebenso wichtig ist, wie eine gentugend hohe Lipophilie fur eine
wirksame Membranpenetration. Im Hinblick auf eine zuklnftige Weiterentwicklung
solcher Prodrugs ware also eine Fokussierung auf lipophilere 3-Methyl-substituierte

Enolester-Verbindungen ratsam.
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4.3. Zusammenhang zwischen der absoluten Konfiguration von cycloSal-d4T-
monophosphaten und ihrer antiviralen Aktivitat in Thymidin-Kinase-defizienten
Zellen

Wie in den vorangegangenen Kapiteln bereits beschrieben, konnten im Rahmen
dieser Arbeit von einigen der dargestellten cycloSal-d4TMPs die Diastereomere
mittels praparativer RP-HPLC getrennt und auf Grundlage der Rontgenkristallstruktur
des langsamer eluierenden Diastereomers des 5-Formyl-3-tert-butyl-cycloSal-
d4TMPs 63 (vgl. Abb. 31, S. 34) die absolute Konfiguration zugeordnet werden. Die
Hydrolyse-Halbwertszeiten dieser Verbindungen in Phosphatpuffer (pH = 7.3) und
RPMI/FCS(10%), das Elutionsverhalten sowie die antivirale Aktivitat gegen HIV-2 in
CEM/TK'-Zellen sind in Tab. 13 zusammengefasst.

veminding o0, a1 PBe vl Remrcs Gl
5-Formyl-3-tBu (Sp)-63 fast 1.3 1.7 26+1.9
5-Formyl-3-tBu (Rp)-63 slow 1.0 1.6 10+ 0.0
5-(di-AM®)-3-tBu (Sp)-41 fast 7.9 2.9 0.29+0.16
5-(di-AM®)-3-tBu (Rp)-41 slow 8.3 2.8 39+27
5-(di-IBOM")-3-tBu (Sp)-104  fast 3.3 (5.7)" 1.4 +0.91
5-(di-iBOM")-3-tBu (Rp)-104  slow 3.8 (4.5)" 3.6 +0.42
5-Acetyl-3-tBu (Sp)-111 fast 2.3 3.2 0.55+0.36
5-Acetyl-3-tBu (Rp)-111 slow 2.3 2.0 2.8+1.1
5-(1-Acyl®)-3-tBu (Sp)-108  fast 13.5 8.5 0.27 £0.12
5-(1-Acyl®)-3-tBu (Rp)-108  slow 11.3 3.7 1.7 £ 0.42

®Elutionsverhalten der Verbindungen in der RP-HPLC. P°Hydrolyse-Halbwertszeit in 25 mM
Phosphatpuffer (pH = 7.3) in Stunden. “Hydrolyse-Halbwertszeit in RPMI/FCS(10%) (pH = 7.6) in
Stunden. “50% effektive Konzentration zur Unterdrickung der Virusreplikation in Thymidin-Kinase-
defizienten CEM-Zellen. °di-AM = Diacetoxymethyl. 'di-iBOM = Diisobutyroxymethyl ¢1-Acyl =
1-Acetoxyvinyl. "Werte sind auf Grund einer geringen Wasserldslichkeit nur bedingt aussagekraftig.

Tab. 13 Zusammenfassung einiger analytischer Daten der in dieser Arbeit als getrennte
Diastereomere erhaltenen cycloSal-d4TMPs

In allen hier getrennt erhaltenen Diastereomerenpaaren ist das (Sp)-konfigurierte
Diastereomer antiviral aktiver. Mit Blick auf die Hydrolyse-Halbwertszeiten von 108
und 111 im RPMI/FCS(10%) konnte dieses auf eine erhodhte Stabilitat dieses
Diastereomers zurtickgefuihrt werden. Fur die Diastereomere der Verbindungen 41

und 63 ist allerdings keine Differenz in der Hydrolysestabilitat gegeben, sodass
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dieses nicht der alleinige ausschlaggebende Faktor flr die unterschiedliche Aktivitat
sein kann. Somit ist von einer verbesserten Zellaufnahme des (Sp)-Diastereomers
auszugehen, die zu einer erhohten intrazellularen d4TMP-Freisetzung und einer

daraus resultierenden ernohten antiviralen Aktivitat fihrt.

Auch in den wenigen Fallen, in denen vor dieser Arbeit die Separation der
Diastereomere der cycloSal-d4TMPs erfolgreich durchgefuhrt werden konnte, war
immer ein Diastereomer deutlich antiviral aktiver als das andere. Einige Beispiele
sind in Tab. 14 aufgefiihrt.?®

absolute ECso [UM]
Verbindung ;&St/a Konfiguration t(”ZH[h_] ;,;B,)% CEM/TK

(Literatur) PR =7 HIV-2¢
3-Me 9 fast Sp 15.186 0.70
3-Me 9 slow Rp 42.286 0.063
3-tBu 11 fast Rp 15580 0.19
3-tBu 11 slow Sp 13286 5.0
3-OMe 16 fast Sp n.v.® 9.67
3-OMe 16 slow Rp n.v.° 0.12
3,5-di-Me 10 fast Sp n.v.® 0.38
3,5-di-Me 10 slow Rp n.v.® 0.08
3-Sal? 169"  fast Rp 1.4 0.70
3-Sal? 169°"  slow Sp 1.1 1.5

®Elutionsverhalten der Verbindungen in der RP-HPLC. PHydrolyse-
Halbwertszeit in 12.5 mM (9, 11) bzw. 25 mM Phosphatpuffer (169, pH = 7.3)
in Stunden. °50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der
Virusreplikation in  Thymidin-Kinase-defizienten CEM-Zellen. 93.Sal =
3-(Saligenyl-3’-yl)-cycloSal-d4TMP (vgl. Abb. 99, S. 121). °n.v. = nicht
verflgbar.

Tab. 14 Zusammenfassung einiger analytischer Daten getrennter Diastereomere bereits bekannter
cycloSal-d4TMPs

Da fur diese Verbindungen keine Daten in RPMI/FCS(10%) vorliegen, kdnnen die
nachfolgenden Betrachtungen nur auf Unterschiede in der Hydrolyse im
Phosphatpuffer (pH = 7.3) gestutzt werden. Fir 10 und 16 liegen Kkeinerlei
Halbwertszeiten der getrennten Diastereomere vor. Aus den vorhandenen Daten wird
deutlich, dass die unterschiedlich hohe antivirale Aktivitat auch hier nicht immer auf

eine grolRe Differenz in den Hydrolysestabilitaten zurliickgefihrt werden kann. So ist
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beispielsweise fur 11-fast nicht anzunehmen, dass bei den sehr hohen Stabilitaten
beider Diastereomere der Unterschied von 23 Stunden so ausschlaggebend ist, dass
er zu einer 26-fachen Verbesserung der antiviralen Aktivitat fuhrt. Fur 9-slow ware
dies schon eher anzunehmen, da es eine dreifach erhohte Hydrolysestabilitat im
Vergleich zu 9-fast aufweist. Zu bemerken ist noch, dass die absoluten
Halbwertszeiten von 9 und 11 nicht mit den in dieser Arbeit bestimmten
Halbwertszeiten zu vergleichen sind, da die Werte fur 9 und 11 in einem 12.5 mM
Phosphatpuffer bestimmt wurden. In dieser Arbeit betrug die Konzentration 25 mM.
Dadurch passen die Werte der getrennten Diastereomere von 9 auch nicht mit der in
Tab. 1 (S. 10) fir das Diastereomerengemisch angegebenen Halbwertszeit

Zusammen.

Inkubationsuntersuchungen der tritiummarkierten Diastereomere des 3-Methyl-
cycloSal-d4TMPs 9 in CEM/0-Zellen zeigten deutlich, dass durch 9-slow intrazellular
zehnmal mehr d4TMP freigesetzt wird als durch 9-fast. Daraus resultiert auch eine
fiinffach hdhere Konzentration an letztendlich antiviral wirksamen d4TTP (Tab. 15).%°
Hierdurch kann die deutlich bessere antivirale Aktivitat von 9-slow eindrucksvoll

erklart werden.

CEM/0-Zellen [pmol/10° Zellen]

absolute
Verbindung Konfiguration d4TMP d4TDP d4aTTP
(Literatur)

9-fast® Sp 91 7.6 151
9-slow? Rp 16 1.8 36
9-fast/9-slow (1:1)2 Sp/Rp 49 5.1 101

Zellen wurden mit je 0.17 uM Triester inkubiert.

Tab. 15 Unterschiedliche Freisetzung von d4TMP, d4TDP und d4TTP aus den Diastereomeren des
3-Methyl-cycloSal-d4TMPs 9

Ob diese effektivere intrazellulare Freisetzung von d4TMP tatsachlich durch die
absolute Konfiguration bedingt ist oder aber aus den unterschiedlichen
Halbwertszeiten resultiert, kann durch dieses Experiment nicht eindeutig bewiesen
werden. Durch die bereits oben erwahnten vielen Beispiele an
Diastereomerenpaaren von cycloSal-d4TMPs, die eine ahnlich unterschiedliche
antivirale Aktivitat bei gleicher Hydrolysestablitat aufweisen, ist allerdings davon

auszugehen, dass die absolute Konfiguration der entscheidene Parameter ist.
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Sehr Uberraschend war allerdings, dass im Rahmen dieser Arbeit dem besser
antiviral wirksamen Diastereomer immer die (Sp)-Konfiguration zugeordnet werden
konnte, in samtlichen Vorarbeiten dies aber immer fur die (Rp)-Konfiguration erfolgte.

Im Folgenden wurde deshalb versucht dieses zu ergrunden.

Dabei wurde sich eine in unserem Arbeitskreis gemachte, interessante Beobachtung
zu Nutze gemacht. So wurde in einem Inhibitions-Test festgestellt, dass cycloSal-
d4TMPs Inhibitoren der humanen Butyrylcholinesterase (humane BChE) sind bzw.
sein kdnnen. Untersuchungen der getrennten Diastereomere zeigten dabei, dass das
antiviral weniger aktive Sp-Diastereomer stets das stérker inhibierende ist.®” Die
Starke der Inhibition scheint also eng mit der absoluten Konfiguration verbunden. Da
davon auszugehen ist, dass die starkere Inhibition der BChE ein stereospezifischer
Effekt ist, sollte ein einheitliches Ergebnis fur die jeweilige Konfiguration erhalten
werden. Somit sollten die Messungen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
Verbindungen genau die gegenteiligen Ergebnisse zu den bieherigen liefern. Hier
mussten die antiviral aktiveren Sp-Diastereomere folglich auch die grof3ere Inhibition
der humanen BChE aufweisen. Die theoretischen Grundlagen, die Durchfuhrung
sowie die Ergebnisse der fur die hier synthetisierten Verbindungen durchgeflhrten

Messungen sind in den nachfolgenden Kapiteln erlautert.

4.3.1. Biologische Bedeutung von Cholinesterasen

Cholinesterasen kommen in vielen Spezies vor und gehoéren zu der Klasse der
Serin-Hydrolasen. Beim Menschen wird zwischen der hochspezifischen
Acetylcholinesterase (AChE, E.C. 3.1.1.7; Synonym: echte Cholinesterase) und der
Butyrylcholinesterase (BChE, E.C. 3.1.1.8.; Synonym: Pseudocholinesterase)
unterschieden. Die AChE hat ihr hauptsachliches Vorkommen in Neuronen und wirkt
vor allem im Zentralen Nervensystem. Sie ist ein essentielles Enzym aus der
Nervenreizleitung, dessen Aufgabe in der Regulierung des Neurotransmitters
Acetylcholin besteht. Dieses geschieht durch die Spaltung von Acetylcholin zu
Essigsaure und Cholin (Abb. 89, S. 109). Die BChE wird in der Leber produziert und
kommt hauptsachlich im Pankreas sowie im Blutplasma vor. Sie spaltet neben
Acetylcholin auch viele andere Ester und ist unter anderem fir den Abbau von
Kokain, Heroin und Aspirin im menschlichen Koérper verantwortlich. Die naturliche

biologische Rolle der BChE ist bis heute noch nicht endgultig geklart. Ihr wird aber
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eine Schutzfunktion der AChE zugeschrieben.®® Des Weiteren haben neuere
Forschungsergebnisse  gezeigt, dass die BChE bei Menschen mit
neurodegenerativen Erkrankungen wie beispielsweise der Alzheimer Demenz eine
grol3e Rolle spielt. Je weiter diese Erkrankung fortschreitet, desto schwacher wird die
Aktivitat der AChE, wahrend die Aktivitat der BChE zunimmt. Neue Ansatze zur
Therapie einer fortgeschrittenen Alzheimer-Erkrankung basieren deshalb nicht nur
auf einer AChE-Inhibition, sondern auf einer dualen Inhibition beider Enzyme.
Dadurch wird sich ein noch besserer Erhalt der Acetylcholin-Konzentration und somit

eine bessere kognitive Leistungsfahigkeit dieser Patienten versprochen.?%°

AChE/BChE O

o | |
)J\O/\(EN< H20 )J\m * HO/\CEN<

Abb. 89 Cholinesterase-katalysierte Hydrolyse von Acetylcolinchlorid

4.3.2. Inhibition von Cholinesterasen durch cycloSal-Nucleosidmonophosphate
Viele Organophosphate sind bekannte starke Inhibitoren der AChE. Die
bekanntesten Vertreter sind die Nervengifte Diisopropylfluorophosphat 170 (DFP),
Tabun 171 und Sarin 172 sowie die Insektizide Malathion 173 und Salithion 174. Das
Salithion 174 bezieht seine Wirkung aus der Umwandlung in das Salioxon 175, einen
starken AChE-Hemmer, durch den Organismus der Insekten. Die Strukturen dieser

Verbindungen sind in Abb. 90 gezeigt.
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o S o O
Salithion 174 Salioxon 175

Abb. 90 Strukturen einiger starker AChE-Inhibitoren
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Auf Grund der hohen strukturellen Ahnlichkeit des Salioxons 175 mit cycloSal-
Pronucleotiden wurde fiir diese deshalb ebenfalls eine inhibitorische Potenz

vermutet.

Ducho®®' etablierte dazu zwei verschiedene Assays zur Untersuchung der
Inhibitoraktivitdt von cycloSal-NMPs gegenuber Cholinesterasen. Der eine geht auf

1.9 zurlick, der andere basiert auf Vorarbeiten von

Arbeiten von Rappaport et a
Balzarini. FUr die Tests der AChE-Inhibition wurden gereinigte humane AChE sowie
gereinigte AChE aus electrophorus electricus benutzt, fur die Priufung der BChE-
Inhibition wurden gereinigte humane BChE und humanes Blutserum als BChE-Quelle
verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass cycloSal-Nucleosidmonophosphate
keine Inhibitoren der AChE sind, sehr wohl aber Inhibitoren der Butyrylcholinesterase
sein konnen. Die Untersuchungen der BChE-Inhibition ergaben, dass humanes
Blutserum eine geeignete BChE-Quelle fur diese Untersuchungen ist. Die Versuche
in diesem Medium lieferten vergleichbare Werte zu den Messungen mit gereinigter
humaner BChE. Auch konnte gezeigt werden, dass beide der oben genannten
Messverfahren eine fast identische Reihung in der Inhibitorstarke verschiedener
untersuchter cycloSal-d4TMPs liefern. Da der Assay nach Balzarini schneller
durchflhrbar ist und die flr die Angabe von Inhibitoraktivitaten Gblichen ICso-Werte
(ICso = die Substanzkonzentration, die 50% der untersuchten Reaktion inhibiert)
liefert, wurde dieser fur anschlieende umfangreiche Tests standardmaliig
verwendet.*”®” Die Methodik dieses Assays wird in Kapitel 4.3.3. ausfiihrlich

beschrieben.

Die Starke der BChE-Inhibition stellte sich als vom verwendeten Nucleosid abhangig
heraus. Eine Testreihe mit verschiedenen 3-Methyl-cycloSal-NMPs zeigte
beispielsweise fur den 2’,3’-Didesoxythymidin- (ddT) und den d4T-Triester (9) eine
starke Inhibition der humanen BChE, bei der Verwendung von 2’-Desoxyguanosin
(dG) oder BVdU wurde nur eine schwache Inhibition beobachtet (Tab. 16, S. 111).
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ICso [UM] AChE  ICso [UM] BChE

Nucleosid (elec. elec.)  (humanes Serum)

AZT 1 >50 40

dT >50 36

ddT >50 1.0

e d4T 2 >50 1.2
R-ONudeosid

E;Cy 5 BVdU >50 >80

dG >50 >50

dA >50 28

ddA >50 0.91

d4A >50 1.2

ABC 5 >50 1.3

Tab. 16 ICso-Werte der Diastereomerengemische einiger 3-Methyl-cycloSal-NMPs
Zurzeit existiert noch keine offizielle Klassifizierung von BChE-Inhibitoren hinsichtlich
ihrer Starke. Als ein Beispiel fur einen sehr leistungsfahigen Inhibitor soll hier Tacrin
176 (Abb. 91) angefuhrt werden. Dieser Cholinesterasehemmer wird unter dem

Handelsnamen Cognex® vertrieben und ist zur Behandlung von leichter bis

mittelschwerer Alzheimer Demenz vorgesehen.

NH,
|

X
—

N

Tacrin 176

Abb. 91 Struktur des Cholinesterasehemmers Tacrin 176 (Cognex®)

Camps et al.® bestimmten fiir 176 eine ICs, (diejenige Inhibitor-Konzentration, die
eine Abnahme der Enzymaktivitat um 50% bewirkt) von 43.9 £ 1.7 nM in humanem

Blutserum. Fur die Bewertung der Inhibitionsstarke der cycloSal-Prodrugs wurde

deshalb selbst folgende Einteilung getroffen:

¢ |C50 < 100 nM: sehr starker Inhibitor

¢ 100 nM < ICsp < 1 uM: starker Inhibitor

e 1 UM < ICsp < 10 pM: mittelstarker Inhibitor
e 10 yM < IC50 < 100 pM: schwacher Inhibitor
¢ |C50 > 100 yM: sehr schwacher Inhibitor
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Balzarini konnte durch enzymkinetische Experimente den kompetetiven Charakter
der BChE-Inhibition nachweisen, sodass die Bindung der Inhibitoren im aktiven
Zentrum des Enzyms als belegt angesehen werden kann. Auf der Grundlage dieser
Ergebnisse wurde ein Mechanismus der irreversiblen BChE-Inhibition durch
cycloSal-NMPs postuliert (Abb. 92).%"

—Ser— ONucl
= O,F\’\—ONUCI Pz OH
177
e T
X O OH _
X + Ho Do S :
OH ONudl.
178

Abb. 92 Postulierter Mechanismus der irreversiblen BChE-Inhibition durch cycloSal-NMPs

In diesem wird davon ausgegangen, dass die Hydroxyfunktion des Serins aus der
katalytischen Triade der BChE das Phosphatzentrum des cycloSal-NMPs angreift.
Dadurch wird ein Benzylphosphattriester (177) ausgebildet, der anschliel’end nach
dem bekannten Mechanismus hydolysiert wird. Hieraus resultieren der
entsprechende Salicylalkohol sowie ein Nucleosyl-Protein-Konjugat (178), welches
keine katalytische Aktivitat mehr besitzt. Die Phosphorylierungsaddukte 177 sind
sehr hydrolyselabil, sodass ein Teil der belegten katalytischen Zentren auch wieder
dephosphoryliert werden kann. Der zweite Schritt dieser sogenannten suicide
inhibition fuhrt dann dazu, dass dieser Prozess irreversibel wird. Er ist dem ,Aging”
der irreversiblen Cholinesterase-Inhibition durch Organophosphate (dort Abspaltung
eines Alkylrestes aus dem Phosphorylierungsaddukt) analog.

Der Einfluss des Substituentenmusters an der cycloSal-Maske auf die inhibitorische
Potenz wurde anhand vieler cycloSal-d4TMPs untersucht. Sterisch anspruchsvolle
Alkyl-Reste am aromatischen Ring reduzieren beispielsweise die Inhibitorstarke. Vor
allem cycloSal-d4TMPs mit Alkylgruppen in der 3-Position und der 5-Position
(3,5-Me (10): IC50 = 46 pM, 3,5-tBu (12): IC50 > 50 uM) zeigen kaum noch eine
Inhibition der BChE. Fur diese Arbeit besonders entscheidend ist allerdings die

bereits oben erwahnte Tatsache, dass von den getrennten Diastereomeren der
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cycloSal-d4TMPs 9 (3-Me) und 11 (3-tBu) jeweils nur ein Diastereomer die Inhibition
der Butyrylcholinesterase verursacht. Dieses ist in beiden Fallen auch das antiviral
weniger aktive Diastereomer (vgl. Tab. 17, S. 115). Denselben Trend zeigen auch
getrennte Diastereomere anderer cycloSal-NMPs.®” Bevor nun auf die ermittelten
ICs0-Werte der getrennten Diastereomere einiger bekannter sowie der im Rahmen
dieser Arbeit dargestellten cycloSal-d4TMPs eingegangen wird, soll zunachst die

Methodik der Messungen erklart werden.

4.3.3. Methodik des verwendeten Cholinesterase-Assays

Der hier zur Bestimmung der BChE-Inhibition verwendete Cholinesterase-Assay
beruht auf der photometrischen Verfolgung der in Abb. 89 (S. 109) gezeigten
enzymatischen Reaktion in Anwesenheit des jeweiligen potenziellen Inhibitors. Die

einzelnen Analyseproben sind dabei wie folgt zusammengesetzt:

¢ 430 uL Wasser

e 370 uL m-Nitrophenol-Lésung (0.75 g/L) in Phosphatpuffer (pH = 7.8)
¢ 40 pL Acetylcholinchlorid-Losung (750 mg/5 mL Wasser)

¢ 40 yL Natriumchlorid-Losung (0.15 M, versetzt mit Chloroform)

¢ 20 L zu untersuchendes cycloSal-Pronucleotid in DMSO

¢ 100 pL humanes Blutserum (als BChE-Quelle)

Die Cholinesteraseaktivitat wird dadurch gemessen, dass m-Nitrophenol in dem
schwach alkalisch gepufferten Medium als Indikator fungiert. Es liegt bei pH = 7.8
teilweise deprotoniert als gelbes m-Nitrophenolat (Absorptionsmaximum bei
L = 420 nm) vor. Die durch den BChE-katalysieren Abbau des Acetylcholins
freigesetzte Essigsaure fuhrt zu einer Ansauerung des Mediums und einer dadurch
bedingten Abnahme der m-Nitrophenolat-Konzentration. Diese Abnahme und damit
das Fortschreiten der enzymatischen Reaktion werden UV-spektroskopisch verfolgt.
In Gegenwart eines Inhibitors wird die Reaktion verlangsamt, was eine geringere
Extinktionsabnahme zur Folge hat. Das Prinzip dieses Assays ist in Abb. 93 (S. 114)
grafisch dargestellt. Die Messungen werden fur jedes cycloSal-Pronucleotid bei
verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen durchgeflhrt und die Extinktionsabnahmen
bei finf und 15 Minuten ermittelt. Die so erhaltenen Werte werden gegen die

Inhibitor-Konzentrationen aufgetragen. Nach einer linearen Regression des
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pseudolinearen Bereichs kann dann Uber die Geradengleichung, in Bezugnahme auf
einen Blindwert ohne Inhibitor, der ICso-Wert berechnet werden. Die genaue
experimentelle Durchfuhrung sowie die Auswertung dieses Assays ist in Kapitel 9.5.
(S. 276 ff.) beschrieben.

)(JD\ ® r|\1 P AChE/BChE )(JD\ . ® ’|\'/
o N H,0 OH HO™ >
verringert die
1 Konzentration
v
NG, NG,
CL, QL
A=420nm

Abb. 93 Prinzip des verwendeten Cholinesterase-Assays

Die fur diesen Assay verwendeten Losungen konnten urspringlich in einem
Cholinesterase-Inhibitionstest-Kit der Firma Sigma (Produktnummer 420-MC)
kommerziell erworben werden. Dieses Kit ist seit einigen Jahren nicht mehr am Markt
erhaltlich, sodass die verwendeten Lésungen selbst hergestellt werden mussten. Der
Chloroformgehalt der 0.15 M Natriumchlorid-Lésung betragt dabei laut
Sicherheitsdatenblatt 0.2%.°* Die genaue Konzentration des fiir die m-Nitrophenol-
Ldsung verwendeten Phosphatpuffers konnte trotz ausfihrlicher Recherchen nicht
ermittelt werden. Deswegen wurde der fur die Hydrolysestudien standardmafig
verwendete 50 mM Puffer verwendet und mittels 1 M Natriumhydroxid-Lésung auf
den pH-Wert von 7.8 eingestellt. In dem von Rappaport et al. entwickelten Test wird
ein Phosphatpuffer vergleichbarer Konzentration eingesetzt.”> Um die Verwend-
barkeit dieser selbst angesetzten Ldsungen zu zeigen, wurden zunachst die
ICso-Werte einiger Verbindungen bestimmt, die mittels des gleichen Verfahrens aber
mit den kauflich erworbenen LOsungen bestimmt wurden. Diese Werte sind mit
anderen, eigens bestimmten Werten fur getrennte Diastereomere von cycloSal-

d4TMPs der ersten Generation in der Tab. 17 (S. 115) zusammengefasst.
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4.3.4. Butyrylcholinesterase-Inhibition diastereomerenreiner cycloSal-d4T-
monophosphate

Die Werte der Proben, die zum Vergleich der selbst hergestellten mit den kauflich
erworbenen Losungen vermessenen wurden, zeigen, dass hier im Rahmen der
Messgenauigkeit gleiche Ergebnisse erzielt werden kénnen. Einzig der Wert flr
11-slow weicht stark von dem in der Literatur angegebenen ab. Dieser wurde
allerdings nicht in unserem Arbeitskreis, sondern von Prof. J. Balzarini an der
Universitat Leuven bestimmt. Die selbst bestimmten Werte der getrennten
Diastereomere von 11 sind aber mit dem schon zuvor bestimmten Wert fur 11-mix
(ICso = 30 uM)*" konform, sodass die Werte fir 11-fast und 11-slow als korrekt
angesehen werden konnen. In Tab. 17 sind nur die bei finf Minuten Reaktionszeit
bestimmten 1Cso-Werte aufgefuhrt, da nicht fur alle Substanzen auch die bei
15 Minuten bestimmten Werte vorlagen. Die Proben 9-fast, 9-slow, 10-fast, 10-slow
und 169-slow lagen dabei noch aus anderen Arbeiten getrennt vor, 169-fast war nicht
mehr vorhanden. Fur 11 war das Diastereomerengemisch noch in ausreichender
Menge vorhanden, sodass nur die Trennung mittels praparativer RP-HPLC

(Acetonitril/Wasser 2:3 v/v) selbst durchgefuhrt wurde.

absolute ICs0 [UM]? ICso [UM]? ECso [UM]
Verbindung Konfiguration BChE BChE CEM/TK"
(Literatur) (Literatur) (eigene Messung)  HIV-2°
9-fast (3-Me) Sp 0.24 0.87 0.70
9-slow (3-Me) Rp >50 115 0.063
10-fast (3,5-di-Me) Sp n.v.° 23.2 0.38
10-slow (3,5-di-Me) Rp n.v.4 >250 0.08
11-fast (3-tBu) Rp >50 >250 0.19
11-slow (3-tBu) Sp 2.6 15.9 5.0
169-fast (3-Sal®) Rp >50 n.v.° 0.70
169-slow (3-Sal°) Sp 0.79 0.90 1.5
 9mix 3-Me) RelSe 12 29 0.048

%Csp-Werte gegeniiber humaner BChE (Serum) fir fiinf Minuten Reaktionszeit. °50% effektive
Konzentration zur Unterdrickung der Virusreplikation in Thymidin-Kinase-defizienten CEM-Zellen.
°3-Sal = 3-(Saligenyl-3'-yl)-cycloSal-d4TMP (vgl. Abb. 95, S. 118). °n.v. = nicht verfiigbar.

Tab. 17 Literaturbekannte und selbst bestimmte Inhibitor-Aktivitaten einiger diastereomerenreiner
cycloSal-d4TMPs und von 9-mix gegentber humaner BChE im Vergleich zu ihren anti-HIV-2-
Aktivitadten in CEM/TK™-Zellen
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Wie bereits erwahnt, zeigt bei diesen Verbindungen in allen Fallen dasjenige
Diastereomer die deutlich geringere Inhibitor-Aktivitat bei gleichzeitig besserer
antiviraler Aktivitat, dem die Sp-Konfiguration zugeordnet wurde. Um einen
deutlicheren Einblick in die Differenzen der Inhibitor-Potenziale zu erlangen, wurden
im Gegensatz zu den vorangegangenen Arbeiten |Cso-Werte bis zu 250 uM ermittelt,
auch wenn die eigentliche Inhibitor-Aktivitat in diesem Bereich nicht mehr von grol3er
biologischer Relevanz sein sollte. Fur einen Fall sind erst in diesem Bereich
Uberhaupt messbare Unterschiede zu zeigen (vgl. Werte fur 108, Tab. 18).

In Tab. 18 sind die ICso-Werte der im Rahmen dieser Arbeit diastereomerenrein

erhaltenen cycloSal-d4TMPs zusammengefasst.

zugeordnete ICso [UM]* ICso [UM]®  ECso [UM]

Verbindung absolute BChE BChE CEM/TK"
Konfiguration (5 min) (15 min) HIV-2°

5-Formyl-3-tBu 63-fast Sp >250 >250 26+1.9
5-Formyl-3-tBu 63-slow Rp 9.7 6.8 10+ 0.0
5-(di-AM°)-3-tBu 41-fast Sp >250 242" 0.29 +0.16
5-(di-AM®)-3-tBu 41-slow Rp 62 26 3.9+27
5-(di-iBOM?)-3-tBu 104-fast Sp >250 >250 1.4 +0.91
5-(di-iBOMY)-3-tBu 104-slow Rp 18.7 6.9 3.6+0.42
5-Acetyl-3-tBu 111-fast Sp >250 >250 0.55+0.36
5-Acetyl-3-tBu 111-slow Rp 66 44 28+1.1
5-(1-Acyl®)-3-tBu 108-fast Sp >250 >250 0.27 +0.12
5-(1-Acyl®)-3-tBu 108-slow Rp >250 165 1.7 £ 042

%|Cso-Werte gegeniiber humaner BChE (Serum). °50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der
Virusreplikation in Thymidin-Kinase-defizienten CEM-Zellen. °di-AM = Diacetoxymethyl. di-iBOM =
Diisobutyroxymethyl. °1-Acyl = 1-Acetoxyvinyl. 'Probe leicht mit dem inhibierenden 41-slow
verunreinigt.

Tab. 18 Inhibitor-Aktivitdten der im Rahmen dieser Arbeit diastereomerenrein erhaltenen cycloSal-
d4TMPs gegentber humaner BChE im Vergleich zu ihren anti-HIV-2-Aktivitadten in CEM/TK™-Zellen

Auch bei diesen Verbindungen ist stets das antiviral weniger aktive Diastereomer
dasjenige, das eine starkere Inhibition der Butyrylcholinersterase aufweist. Dabei
konnte fur alle fast-Derivate keine messbare Inhibition gefunden werden. Fur 41-slow
wurde bei 15 Minuten Reaktionszeit eine sehr schwache Inhibition detektiert, diese
ist aber hochstwahrscheinlich durch eine leichte Verunreinigung der Probe durch das
inhibierende 41-fast verursacht. Bei den inhibierenden slow-Derivaten zeigt einzig

63-slow Uberhaupt eine mittelstarke Inhibition, 41-slow, 104-slow und 111-slow
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stellen nur schwache Inhibitoren dar. Fir den sehr schwachen BChE-Inhibitor
108-slow liegt nur bei 15 Minuten Reaktionszeit eine inhibierende Konzentration
< 250 pM vor (ICsp (15 min) = 165 yM). Im Verlauf der Messung war auch bei funf
Minuten Reaktionszeit eine Inhibition zu erkennen, die Prodrugkonzentration, die zu
50% die BChE inhibieren wirde, liegt aber deutlich Uber 250 yM. Da in den mit
108-fast durchgefiihrten Messungen nicht einmal bei einer Inhibitorkonzentration von
250 yM ansatzweise eine Inhibition zu erkennen war, bestatigt sich allerdings auch

hier der allgemeine Trend der konfigurationsabhangigen BChE-Inhibition.

Nicht bestatigt werden konnte hingegen die in allen friheren Arbeiten gemachte
Beobachtung, dass die Sp-konfigurierten Diastereomere die BChE starker oder
Uberhaupt hemmen, wahrend die antiviral besser aktiven Rp-konfigurierten
Diastereomere keine bzw. nur eine deutlich geringere Inhibition aufweisen. Vielmehr
zeigen die selbst dargestellten Verbindungen genau den umgekehrten Fall
(vgl. Tab. 18, S. 116). Die Tatsache, dass eine Konfigurationsabhangigkeit der
BChE-Inhibition aber eindeutig gezeigt werden konnte und es keinerlei Anhalts-
punkte dafur gab, weshalb bei allen zuvor dargestellten Verbindungen genau das
entgegengesetzt konfigurierte Diastereomer einen Inhibitor darstellen sollte, legte die
Vermutung nahe, dass entweder die in vorigen Arbeiten getroffene oder die eigene
Zuordnung der absoluten Stereokonfiguration fehlerhaft ist. Da alle im Rahmen
dieser Arbeit bestimmten Konfigurationen in Bezug auf die mittels der Rontgen-
kristallstruktur von 63-slow (vgl. Abb. 31, S. 34) eindeutig bewiesene absolute
Konfiguration zugeordnet wurden, wurde das Verfahren der in friheren Arbeiten
getroffenen Zuordnungen naher betrachtet.

Dieses basiert auf der Anwendung der CD-Spektroskopie. Hierzu war zunachst als
Vergleichsverbindung das 5-Chlor-cycloSal-(-)-menthyl-monophosphat 179 syntheti-
siert und die Diastereomere mittels praparativer RP-HPLC getrennt worden. Diese
konnten anschlieend kristallisiert und somit die absolute Konfiguration mittels
Rontgenstrukturanalyse aufgeklart werden. Die in Methanol aufgenommenen
CD-Spektren (Abb. 94, S. 118) zeigten flr das Rp-Diastereomer einen negativen
Cotton-Effekt bei einer Wellenlange von etwa 225 nm. Das Sp-Diastereomer wies an
dieser Stelle einen positiven Cotton-Effekt auf. Da der Menthyl-Teil von 179 kein
Chromophor besitzt und somit von diesem kein Einfluss auf die Absorption des UV-

Lichts zu erwarten ist, wurde dieser entgegengesetzte Effekt auf die unterschiedliche
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Stereochemie am Phosphat-Zentrum zurtckgefuhrt. In Analogie dazu wurden von
den getrennten Diastereomeren der cycloSal-d4TMPs ebenfalls CD-Spektren in

Methanol aufgenommen und anhand der Korrelation der gefundenen Cotton-Effekte

mit denen der Diastereomere von 179 die absolute Konfiguration indirekt bestimmt.®®
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Abb. 94 CD-Spektren der getrennten Diastereomere von 179

Fir einige cycloSal-d4TMPs (6 (5-CI)®, 16 (3-OMe)*, 169 (3-Sal)*’) lieferte diese
Methode eindeutige Ergebnisse. In diesen Fallen hat ein Diastereomer in dem
Wellenlangenbereich von 225 bis 230 nm einen positiven, das andere Diastereomer
einen negativen Cotton-Effekt. Die CD-Spektren der getrennten Diastereomere von
169 sind in Abb. 95 gezeigt (CD-Spektren von 6, 16 im Anhang Il, S. IV).
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Abb. 95 CD-Spektren der getrennten Diastereomere des 3-Sal-cycloSal-d4TMPs 169
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Da 169-slow den positiven Cotton-Effekt bei ungefahr 235 nm aufwies, wurde dieser
Verbindung also die Sp-Konfiguration zugeordnet. Dementsprechend wurde 169-fast
mit (Rp)-169 gleichgesetzt. Die leichten Unterschiede in der Wellenlange, bei der das
Maximum des Cotton-Effekts liegt, resultieren daraus, dass der Circulardichroismus
ein Effekt des gesamten Molekils ist und sich somit einzelne Cotton-Effekte
Uberlagern oder leicht verschieben konnen. Fur einige andere getrennte
Diastereomere von cycloSal-d4TMPs der ersten Generation (9 (3-Me), 11 (3-tBu))
lies sich aus den CD-Spektren kein eindeutiges Ergebnis ablesen. Bei diesen
Verbindungen zeigten jeweils beide Diastereomere einen positiven Cotton-Effekt bei
ungefahr 220 nm. Allerdings waren die Effekte, bei gleichen Konzentrationen der
vermessenen Losungen, bei einem Diastereomer immer wesentlich intensiver als bei
dem anderen. So betragt Ae bei einer Wellenlange von 220 nm fur 9-fast ungefahr
15, fur 9-slow nur ungefahr 3.5 (Abb. 96). Die getrennten Diastereomere von 11
bieten ein vergleichbares Bild, nur dass hier das slow-Diastereomer den deutlich
starkeren Cotton-Effekt zeigt (Anhang Il, S. V).
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Abb. 96 CD-Spektren der getrennten Diastereomere des 3-Me-cycloSal-d4TMPs 9

Da also 9-slow und 11-fast den intensiveren positiven Cotton-Effekt bei 220 nm
zeigten und auch besser antiviral aktiv als das jeweilige andere Diastereomer waren
(vgl. Tab. 17, S. 115), wurde ihnen (in Anbetracht der Ergebnisse der Verbindung 16
und den CD-Spektren der getrennten Diastereomere von 6 (Verbindung 169 wurde
erst zu einem deutlich spateren Zeitpunkt synthetisiert)) die Sp-Konfiguration
zugeordnet.**®® Fiir Verbindung 10 (3,5-di-Me-cycloSal-d4TMP) konnte die Zuord-
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nung nicht vollstandig nachvollzogen werden, da weder CD-Spektren noch genigend

Substanz zur eigenen Aufnahme dieser vorlagen.

Der Verlauf des CD-Spektrums desjenigen Diastereomers von 9, 11, 16 und 169,
dem so die Sp-Konfiguration zugeordnet wurde, ist nahezu konstant. So treten in
allen Fallen ausschlieBlich zwei markante Cotton-Effekte auf: Ein positiver im
Wellenlangenbereich von 220-240 nm und ein negativer zwischen 260-270 nm. Das
CD-Spektrum des slow-Derivats des 5-Formyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMPs 63
((B) in Abb. 87, S. 99) zeigt ebenfalls solch einen Verlauf (positiver Cotten-Effekt:
220 nm, negativer Cotton-Effekt: 255 nm). Dessen absolute Konfiguration ist
allerdings mittels Rontgenstrukturanalyse als Rp, also als genau entgegengesetzt
konfiguriert, bestimmt (Abb. 31, S. 34).

In Anbetracht all dieser aufgeflhrten Indizien (antivirale Aktivitat, BChE-Inhibition,
Verlauf der CD-Spektren) ist also davon auszugehen, dass die friher getroffene
Zuordnung der absoluten Konfiguration nicht korrekt ist. Eine genau umgedrehte
Zuordnung der Stereokonfiguration am Phosphoratom fur die in Tab. 17 (S. 115)
aufgefiihrten Diastereomerenpaare ergibt auch im Vergleich mit den in Tab. 18
(S. 116) aufgeflihrten Verbindungen ein biologisch nachvollziehbares Gesamtbild. So
ist nun bei allen bisher diastereomerenrein erhaltenen cycloSal-d4TMPs, fur die
sowohl die antivirale Aktivitat gegen HIV-2 in CEM/TK'-Zellen als auch die Starke der
Inhibition der Butyrylcholinesterase bekannt ist, das Sp-konfigurierte Diastereomer
dasjenige, das besser antiviral aktiv und wesentlich schwacher bzw. gar nicht BChE-
inhibierend wirkt. In Tab. 19 (S. 121) sind die Werte fur die in vorigen Arbeiten
diastereomerenrein erhaltenen cycloSal-d4TMPs noch einmal mit der — auf
Grundlage der im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse — neu zuge-
ordneten absoluten Konfiguration aufgeflihrt. Im Folgenden werden ausschliellich

diese neu zugeordneten absoluten Konfigurationen fur die Diskussion verwendet.

Zusammenfassend soll noch bemerkt sein, dass somit Uber die Korrelation der
antiviralen Aktivitdt und den Ergebnissen des nun wieder etablierten BChE-
Inhibitionstests eine Moglichkeit zur Verfigung steht, von neuen diastereo-
merenreinen cycloSal-d4TMPs die absolute Konfiguration auch ohne eine Rdntgen-

kristallstruktur abzuleiten. Diese koénnte vor allem im Zuge der Versuche der
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diastereoselektiven Synthese von cycloSal-d4TMPs (vgl. Kapitel 2.3.6.),
beispielsweise hinsichtlich der Aufklarung des Reaktionsmechanismus des
Austausches eines Aktivimids gegen ein Nucleosid(analogon) (Verlauf unter
Inversion oder Retention der absoluten Konfiguration), von grolem Nutzen sein.
Prinzipiell sollte dies naturlich auch fur alle weiteren cycloSal-NMPs maoglich sein,
eine Trennbarkeit der Diastereomere und eine messbare Inhibition der BChE
(vgl. Abhangigkeit der BChE-Inhibition vom verwendeten Nucleosid, Tab. 16, S. 111)

vorausgesetzt.

neu zugeord- ICsg [UM]? ICs0 [UM]? ECso [UM]
Verbindung nete absolute BChE BChE CEM/TK"
Konfiguration (Literatur) (eigene Messung)  HIV-2°
9-fast (3-Me) Rp 0.24 0.87 0.70
9-slow (3-Me) Sp >50 115 0.063
10-fast (3,5-di-Me) Rp n.v.° 23.2 0.38
10-slow (3,5-di-Me) Sp n.v.° >250 0.08
11-fast (3-tBu) Sp >50 >250 0.19
11-slow (3-tBu) Rp 2.6 15.9 5.0
169-fast (3-Sal°) Sp >50 n.v.° 0.70
169-slow (3-Sal°) Rp 0.79 0.90 1.5

%Csp-Werte gegeniiber humaner BChE (Serum) fir fiinf Minuten Reaktionszeit. °50% effektive
Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation in Thymidin-Kinase-defizienten CEM-Zellen.
°3-Sal = 3-(Saligenyl-3'-yl)-cycloSal-d4TMP (vgl. Abb. 95, S. 118). °n.v. = nicht verfiigbar.

Tab. 19 Literaturbekannte und selbst bestimmte Inhibitor-Aktivitaten einiger diastereomerenreiner
cycloSal-d4TMPs gegenliber humaner BChE im Vergleich zu ihren anti-HIV-2-Aktivitdten in CEM/TK'-
Zellen mit neu zugeordneter absoluter Konfiguration

Somit kann auch fur zwei bisher nicht erwahnte cycloSal-d4TMPs aus der Reihe der
slock-in“-modifizierten Verbindungen, bei denen eine Trennung der Diastereomere
moglich war®® und bereits ECsp- und ICso-Werte vorlagen®’, die absolute
Konfiguration zugeordnet werden (3-(Me-Pr)-d4TMP 180 und 3-(Ac-Et)-d4TMP 181;
Strukturen im Anhang I, S. V-VI). In beiden Fallen ist das fast-Diastereomer

Rp-konfiguriert und das slow-Diastereomer Sp-konfiguriert.

Auffallig ist die Tatsache, dass nicht nur die CD-Spektren der Rp-konfigurierten
Diastereomere von 9, 10, 11, 63 und 169 den charakteristischen Verlauf mit einem
positiven und einem negativen Cotton-Effekt zeigen. Auch von allen weiteren im

Rahmen dieser Arbeit diastereomerenrein erhaltenen cycloSal-d4TMPs zeigt das
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Rp-konfigurierte Diastereomer immer solch eine Form des CD-Spektrums (111: (D) in
Abb. 87, S. 99; 41, 104, 108: Anhang Il, S. VI-VII), wobei flir 104 der positive Cotton-
Effekt nicht so intensiv ausgepragt ist wie bei den anderen Verbindungen. Auch fur
die Rp-Diastereomere von 180 und 181 (CD-Spektren im Anhang II, S. V-V)*® sowie
fur (Rp)-6 konnte ein vergleichbarer Verlauf beobachtet werden. Dieses Phanomen
ist moglicherweise darauf zurlickzuflihren, dass alle Rp-konfigurierten Diastereomere
eine ahnliche raumliche Struktur aufweisen. Hierzu soll nun die Rontgen-
kristallstruktur von (Rp)-63 naher betrachtet werden. Diese wurde bereits in Abb. 31

(S. 34) prasentiert, soll hier dennoch noch einmal gezeigt werden (Abb. 97).

Abb. 97 Einkristallstruktur von (Rp)-63

Das Molekul (Rp)-63 besteht aus zwei rigiden Untereinheiten mit einem
Torsionswinkel von -62.4° um die Atomachse O5-C17-C16-06, der ursachlich fur
die starke Faltung ist. Durch diese befinden sich die beiden aromatischen Systeme —
der Benzolring der cycloSal-Maske und der Thymidinring — recht nah beieinander.
Der Abstand der beiden Ringmittelpunkte betragt 4.035 A, wobei der Abstand der
beteiligten Atome zwischen 3.546 A (C5°C19) und 4.557 A (N1C2) liegt. Dies

deutet auf eine m-n-Wechselwirkung der beiden aromatischen Ringe hin. Dabei
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stehen die Ringe allerdings nicht genau parallel zueinander, ihre (Uber die Methode
der kleinsten Fehlerquadrate berechneten) Ebenen sind um ungefahr 23° zueinander

verdreht.

Solch eine n-n-Wechselwirkung war bereits in Fluoreszenzstudien des 3-Methyl-
cycloSal-m°KMPs (182) und des 3-Methyl-cycloSal-dm°KMPs (183) postuliert
worden. Die entsprechenden Nucleoside m°K (184) und dm°K (185) sind intrinsisch
stark fluoreszierend, so dass die cycloSal-Triester 182 und 183 mit dem Ziel der
Anwendung fur Fluoreszenz-Labelling-Studien synthetisiert wurden. Durch diese
wurden sich genauere Kenntnisse uUber die Zellaufnahme und die intrazellulare
Verteilung von cycloSal-Pronucleotiden erhofft. Die  Strukturformeln  der
Verbindungen 182-185 sind in Abb. 98 gezeigt.
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Abb. 98 Strukturformeln der Verbindungen 182-185

In den Fluoreszenzuntersuchungen wurden fur die cycloSal-Triester 182 und 183 um
40% geringere Fluoreszenz-Intensitaten bestimmt als es fur die entsprechenden
Nucleoside 184 bzw. 185 der Fall war. Durch Hydrolysestudien mit 182 und 183 in
Phosphatpuffer (pH = 7.3) konnte gezeigt werden, dass die Nucleoside 184 und 185
nach erfolgter Abspaltung der Maske ihre volle Fluoreszenzintensitat zurtickerlangen.
Deshalb wurde das partielle ,Fluoreszenz-Quenching“ auf eine Wechselwirkung des
Benzolrings der cycloSal-Maske mit dem Pyrimidin-2-on-Ring des jeweiligen
Nucleosids zuriickgefiihrt.”” Diese Untersuchungen sind somit ein Hinweis darauf,
dass eine Molekulfaltung mit n-n-Wechselwirkungen wie bei (Rp)-63 nicht nur im

Kristall auftritt, sondern anscheinend auch in Losung erhalten bleibt.
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In Bezug auf die in Abb. 97 (S. 122) gezeigte Kristallstruktur von (Rp)-63 und die
gleichartigen Verlaufsformen der CD-Spektren der Rp-Diastereomere der in diesem
Kapitel vorgestellten cycloSal-d4TMPs lasst sich folgende Hypothese aufstellen: Alle
Rp-konfigurierten Diastereomere besitzen eine zu (Rp)-63 vergleichbare
Molekulfaltung. Diese fuhrt zu einer sehr ahnlichen Verlaufsform der CD-Spektren,
da die Grundstruktur annahernd identisch ist und nur die Einflisse der Substituenten
der cycloSal-Maske verschieden sind. AuRerdem konnte das partielle ,Fluoreszenz-
Quenching“ bei den Verbindungen 182 und 183 nur vom Rp-konfigurierten
Diastereomer verursacht werden. Ein Quenching um 50% durch das
Diastereomerengemisch, also ein vollstindiges Quenching durch das
Rp-Diastereomer, liegt wahrscheinlich aus dem Grund der Verdrillung der beiden
aromatischen Systeme gegeneinander nicht vor. Moglicherweise besitzt das
Sp-konfigurierte Diastereomer im Gegensatz dazu eine lineare Struktur oder
zumindest eine Faltung mit nur geringen bzw. keinen n-n-Wechselwirkungen. Dies
fuhrt dann zu zum Teil sehr unterschiedlichen Verlaufsformen des CD-Spektrums
(eine Ausnahme bildet hierbei vor allem (Sp)-181, das ein zu (Rp)-181 sehr ahnliches

Spektrum zeigt).

Die in Tab. 15 (S. 107; hier noch mit alter Zuordnung der Konfiguration aufgefihrt)
vorgestellten Ergebnisse der Zellaufnahmestudien mit den Tritium-markierten
Diastereomeren des 3-Methyl-cycloSal-d4TMPs 9 ergeben unter diesem Aspekt
betrachtet ein interessantes Bild. Nach der im Rahmen dieser Arbeit neu erfolgten
Zuordnung der absoluten Konfiguration (vgl. Tab. 19, S. 121) ist das Sp-konfigurierte
9-slow dasjenige Diastereomer, dass wesentlich besser von der Zelle aufgenommen
wird. Moglicherweise ist also ein stark gefaltetes Rp-Diastereomer nicht so gut fur die

Zellaufnahme geeignet wie ein moglicherweise lineares Sp-Diastereomer.

Da bisher noch von keinem Sp-konfigurierten diastereomerenreinen cycloSal-d4TMP
eine Rontgenkristallstruktur erhalten wurde, konnte diese Vermutung bisher
allerdings nicht bewiesen werden. Auch konnte das alleinige ,Fluoreszenz-
Quenching“ durch das Rp-Diastereomer noch nicht belegt werden, da die Trennung
der Diastereomere von 182 und 183 nicht erfolgen konnte. Derzeitig wird in unserem
Arbeitskreis an der Synthese weiterer fluoreszierender cycloSal-Pronucleotide

gearbeitet, um unter anderem diese Fragestellung naher zu beleuchten. Auch kann
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an dieser Stelle noch keine Aussage dartber gemacht werden, ob der Vorschlag der
Faltung des Rp-Diastereomers und der Linearitat des Sp-Diastereomers uberhaupt
generalisiert werden kann oder ob die Molekulfaltung nicht doch wesentlich starker
von den Substituenten an der cycloSal-Maske als von der Konfiguration des
Phosphoratoms abhangt (vgl. teilweise ahnliche Verlaufe der CD-Spektren von
Rp- und Sp-Diastereomer). Auf Grund dieser noch nicht bestatigten Vermutungen
kann auch Uber einen Zusammenhang der Molekulfaltung und dem inhibierenden
Effekt auf die Butyrylcholinesterase zu diesem Zeitpunkt noch keine relevante

Aussage gemacht werden.
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5. Synthese und Charakterisierung von Bis-(cycloSal-d4T-mono-

phosphaten)

5.1. Kenntnisstand®"®’

Wie bereits eingangs (Kapitel 2.3.5.) erwahnt, stellen die Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35
und 36 (Abb. 14, S. 19) durch ihr Maske-Wirkstoff-Verhaltnis von 1:2 ein Novum auf
dem Feld der Pronucleotide dar. Diese Verbindungen bestehen formal aus zwei
cycloSal-d4TMPs, die uber eine Arylbricke zwischen den jeweiligen 3-Positionen
miteinander verknupft sind. Um sie in der Nomenklatur von den im Rahmen dieser
Arbeit synthetisierten neuen Verbindungen (allgemeine Struktur siehe Abb. 18, S. 22)
abzugrenzen, sollen 35 und 36 im Folgenden als 3,3’-(Bis-cycloSal-d4TMPs)
bezeichnet werden. Die neuen Verbindungen werden dann entsprechend 5,5’-(Bis-
cycloSal-d4TMPs) genannt. Die zusatzliche Methylgruppe in der 5-Position jeder
cycloSal-Einheit von 36 sollte dabei im Vergleich zu 35, wie schon bei den
.,monomeren“ cycloSal-d4TMPs, eine stabilisierende Wirkung gegenuber der

chemischen Hydrolyse haben.

Die Verbindungen 35 und 36 wurden ausgehend von dem jeweiligen Salicylalkohol-
derivat 184 bzw. 185 synthetisiert. Da es sich bei diesen Verbindungen und ihren
geschitzten Vorlaufern um Biaryle handelt, erfolgt die Benennung dieser
Verbindungen nicht nach der Nomenklatur fur Salicylalkoholderivate, sondern nach
der fir Biphenylderivate gangigen. Dabei wird den Kohlenstoffatomen der Aryl-Aryl-
Bindung die Position 1 bzw. 1’ zugeordnet. Die Synthese von 35 aus 184 wurde Uber
mehrere Wege erprobt. Es wurde zunadchst die etablierte Methode uber die
Umwandlung von 184 in das Saligenylchlorphosphit 186 mit anschlieRender
Umsetzung mit d4T 2 verwendet. Die Darstellung des Chlorphosphits 186 wies dabei
die Schwierigkeit auf, dass, neben dem gewunschten Produkt, durch den Ring-
schluss Uber die zwei phenolischen Hydroxyfunktionen auch ein Nebenprodukt mit
einem Siebenring entstand. Dieses entstand unter den Standardbedingungen
(bei -20 °C) zu 30%. Die Bildung des Nebenprodukts konnte durch Absenken der
Reaktionstemperatur auf -40 °C auf 13% verringert werden. Eine weitere
Temperaturreduktion auf -60 °C brachte keine Verbesserung der Produktverhaltnisse
(88:12). Die Reaktion von 186 mit d4T 2 unter Standardbedingungen lieferte 35 mit
einer Ausbeute von 8%. Die geringe Ausbeute wurde unter anderem durch eine sehr

schwierige chromatografische Reinigung begrindet. Um diese zu umgehen, wurde
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186 zunachst in Phosphoramidite (187 bzw. 188) umgewandelt, die dann mit 2 zu 35
umgesetzt wurden. Fur die Darstellung der Phosphoramidite musste zunachst das
Protokoll der Chlorphosphitsynthese geandert werden (Austausch von Pyridin gegen
Triethylamin), da die Anwesenheit von Pyridinhydrochlorid zu Umlagerungs-
produkten flhrte. Da die Umsetzungen der Phosphoramidite 187 und 188 zu 35 mit
Ausbeuten von 5% (fur 187) bzw. 6% (fur 188) keine Verbesserung erbrachten,
wurde 36 ausgehend von 185 Uber das Chlorphosphit 189 dargestellt. Fur die
anschlieBende Umsetzung mit d4T 2 wurden weniger Aquivalente Chlorphosphit als
in der Synthese von 35 eingesetzt und die Reaktionszeit auf sechs Stunden
verlangert. Das 3,3’-Bis-(5-methyl-cycloSal-d4TMP) 36 konnte so mit einer Ausbeute
von 11% synthetisiert werden. Die beschriebenen Reaktionen sind in Abb. 99

zusammengefasst.

X OH X o | cirise)
5 d (fur 189)
OH a O ~z| e(fur187,188)
OH Z
Y
OH (@]
184: X=H —— 186 X=H,Z= 35: X=H (8% aus 186)
185: X=Me 189: X=Me, Z=Cl (5% aus 187)
b (6% aus 188)
36: X=Me (11% 189
| 187: X=H, Z= N(iPr), (11%aus 189)

188: X =H, Z = N(Et),
Reaktionsbedingungen: (a) (i) PCls, abs. Et,0, -40 °C, 10 min; (ii) Pyridin oder Et3N (fir 186, aus dem
anschlieRend die Phosphoramidite 187 und 188 synthetisiert wurden), -40 °C, 2 h; (iii) Rt, 2 h.
(b) (Alkyl),NH, abs. Et,O, Rt, 3 h. (c) (i) d4T 2, DIPEA, abs. CH;CN, -20 °C - Rt, 1 h; (ii) tBuOOH,

-20 °C - Rt, 1 h. (d) wie (c), nur 6 h Reaktionszeit bei (i). (e) (i) d4T 2, Pyridin'HCI, abs. CH3CN, 0 °C,
3h.

Abb. 99 Literaturbekannte Synthese der 3,3'-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35 und 36
Das Tetrol 184 wurde auf zwei verschiedenen Routen dargestellt, von denen hier nur
eine erlautert werden soll. Diese basiert auf einer durch Eisen(lll)-acetylacetonat
(Fe(acac)s) vermittelten Homokupplung des 6-Bromsalicylalkoholisopropyliden-
acetals 95 zu 190. Das Isopropylidenacetal 95 wurde dabei ausgehend von ortho-
Bromphenol 87 Uber drei Stufen synthetisiert (vgl. auch Abb. 36, S. 46 und Abb. 38,
S. 47). Die entschutzte Verbindung 184 wurde durch eine Reaktion mit saurem
lonenaustauscher (Dowex 50X8) in Dichlormethan/Methanol hergestellt. Diese
Reaktion gelang auf Grund der Bildung eines an der einen benzylischen

Hydroxyfunktion methylierten Nebenprodukts nur mit 28%. Die hier nicht vorgestellte
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weitere Syntheseroute zu 184 lieferte zwar eine bessere Gesamtausbeute bei
weniger Reaktionsschritten, verwendete aber den hoch toxischen
Chlormethylmethylether (MOM-Chlorid).

Verbindung 185 wurde ausgehend von 2-Brom-4-methylanisol 191 hergestellt. Dazu
wurde 191 ebenfalls Uber eine durch Fe(acac)s vermittelte Homokupplung in das
Biaryl 192 Uberfihrt. Durch Spaltung der Methylether wurde Verbindung 193
dargestellt, die mittels einer Hydroxymethylierung in 185 Uberfuhrt werden konnte.
Die Darstellungen von 184 und 185 sind in Abb. 100 illustriert. Eine zur Synthese von
184 analoge Darstellung von 185 scheiterte in Ermangelung einer erfolgreichen
Synthese des bendtigten 6-Brom-4-methylsalicylalkoholisopropylidenacetals 96. Die
Darstellung dieser Verbindung gelang allerdings im Rahmen dieser Arbeit
(vgl. Abb. 37, S. 46 und Abb. 38, S. 47), sodass sie bei Bedarf fur diese Synthese zur
Verflgung stlnde.

GOSN G hy
OH a o b o/% c OH
(;(OI\% 52% % 84% O\F 28% OH

Br O % OH

Br
87 % 190 184: X=H
185: X=Me
® C % 1
d o e OH
OMe 83% SN 63% OoH
Br
191 192 193

Reaktionsbedingungen: (a) vgl. Abb. 36, S. 46 & Abb. 38, S. 47.(b) (i) n-BuLi, abs. THF, -80 °C, 1 h;
(i) Fe(acac)s, abs. THF, -80 °C - Rt, 17 h. (c) Dowex 50X8, CH,CIl,/CH3OH 1:1 v/v, Rt, 65 h. (d) wie
(b), nur 15 h Reaktionszeit bei (ii). (e) (i) BBr;, abs. CH,Cl,, -80 °C bis Rt, 2 d. (f) (i) 37% HCHO/H,0,
NaOH, 40 °C, 4 d; (i) H'/H,0.

Abb. 100 Literaturbekannte Synthese von 184 und 185
Da Bis-(cycloSal-d4TMPs) zwei Phosphorzentren enthalten, die entweder Rp- oder
Sp-konfiguriert sein konnen, sind theoretisch die vier Konfigurationskombinationen
(Rp,Rp), (Rp,Sp), (Sp,Rp) und (Sp,Sp) mdglich. Da die Kombinationen (Rp,Sp) und
(Sp,Rp) aber identische Verbindungen darstellen, ist also nur die Bildung von drei
Diastereomeren zu erwarten. Ohne das Auftreten einer intrinsischen

Diastereoselektivitat sollten diese im Verhaltnis 1.0:2.0:1.0 entstehen. Die potenzielle
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Bevorzugung einer Konfiguration am Phosphor erfolgt schon auf der Stufe des
Saligenylchlorphosphits. Auf Grund der hohen Inversionsbarriere sind Phosphor(lll)-
Verbindungen trotz nur dreifacher Koordination konfigurationsstabil und konnten
daher als reine Isomere erhalten werden. Mit zunehmendem elektronenziehenden
Charakter der Substituenten nimmt die Inversionsbarriere allerdings ab.?® Die Bis-
(Saligenylchlorphosphite) werden somit als Gemisch eines Enantiomerenpaares
(Re,Rp und Sp,Sp) und einer dazu diastereomorphen meso-Verbindung
(Rp,Sp (= Sp,Rp)) erhalten.

Fiir Verbindung 35 wurde beispielsweise laut *'P-NMR ein Diastereomerenverhaltnis
von 1.1:2.0:1.9 ermittelt. Es konnte nicht geklart werden, ob dies entweder
tatsachlich auf eine intrinsische Diastereoselektivitat oder aber auf den anteiligen
Verlust eines Diastereomers bei der Chromatografie zurickzufuhren ist. Das
Minderdiastereomer von 35 (35-fast) konnte mittels praparativer RP-HPLC von den
anderen beiden (35-slow) getrennt werden. Die Diastereomere von 36 waren ebenso
nicht zu trennen wie die beiden Diastereomere des Gemischs 35-slow.

Die Ergebnisse der mit 35-mix, 35-fast, 35-slow und 36 durchgefuhrten Hydrolysen
und antiviralen Tests werden vergleichend zu den Ergebnisse der im Rahmen dieser
Arbeit synthetisierten 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196 in Kapitel 5.3. bzw. 5.4

erlautert.

5.2. Synthese von 5,5’-Bis-(cycloSal-d4T-monophosphaten)

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Uber die jeweiligen 5-Positionen Aryl-verbrickten
Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196 synthetisiert werden. Dabei sollten, wie schon bei
den enzymatisch aktivierbaren cycloSal-d4TMPs (vgl. Kapitel 4), die Einflusse von
Methyl- bzw. tert-Butylgruppen in den jeweiligen 3-Positionen im Vergleich zur
unsubstituierten Verbindung untersucht werden. Die Strukturen dieser Zielver-
bindungen 194-196 sind in Abb. 101 (S. 130) gezeigt.

Da bereits im Verlauf der Darstellung der 4-Formylsalicylalkohole 46, 60 und 61 die
entsprechenden als Isopropylidenacetale geschutzten 4-Bromsalicylalkohole 44, 56
und 57 synthetisiert worden waren (vgl. Abb. 19, S. 23 und Abb. 21, S. 25), bot es
sich an, eine zu der in Abb. 100 (S. 128) gezeigten Umsetzung von 95 analoge
Syntheseroute Uber die Verbindungen 197-199 zu den entsprechenden Salicyl-

alkoholderivaten 200-202 zu wahlen.
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Y=H:1%4
Y =Me: 195
Y =tBu: 196

Abb. 101 Strukturen der 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196

Somit wurde zunachst mit den Isopropylidenacetalen 44, 56 und 57 ebenfalls die
durch Fe(acac); vermittelte Homokupplung durchgefuhrt. Die 3,3’-Bis-(hydroxy-
methyl)-biphenyl-4,4’-diol-bis-isopropylidenacetale 197-199 konnten so in Ausbeuten
zwischen 37% und 75% isoliert werden. Die Reaktionszeit wurde dabei auf zwei
Tage verlangert, da fur die Umsetzung von 44 zu 197 so die Ausbeute von 47% (bei

einer Reaktionszeit von 16 Stunden) auf 75% gesteigert werden konnte (Abb. 102).

1) n-BuLi, abs. THF, -80 °C,
1h Y

2) Fe(acac),, abs. THF, A/ O
Br o -80°C- R, 16 h (A) bzw. 2d (B) O
O
L o
197: 47% (A) bzw. 75% (B)
Y O/%

198: 37% (B)

199: 67% (B) Y
Y=H: 44
Y =Me: 56 -
Y =tBu: 57 ¥ = I|\_|/Ie1?.58
Y =tBu: 199

Abb. 102 Synthese der 3,3’-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diol-bis-isopropylidenacetale 197-199

Die anschlielenden Entschitzungen zu den 3,3’-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-
diolen 200-202 erfolgten dann unter Anwendung der bereits flr die Entschutzung der
Formylsalicylalkoholisopropylidenacetale verwendeten sauren Entschutzung. Far die
Entschitzungen von 198 und 199 war zum Losen der Verbindungen die Zugabe von
THF notwendig. Wie schon zuvor bei den Entschitzungen der tert-Butyl-
substituierten Formylsalicylalkoholisopropylidenacetale 59 und 100 musste auch zur
Entschitzung von 199 deutlich mehr Salzsaure verwendet werden. Mit 71-92%
konnten insgesamt sehr gute Ausbeuten erzielt werden (Abb. 103, S. 131). Im
Vergleich zu der Entschutzung von 190 (Abb. 100, S. 128) konnten durch die
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Verwendung dieser Methode nicht nur deutlich bessere Ausbeuten erzielt, sondern

auch die Reaktionszeit von 65 Stunden auf wenige Minuten reduziert werden.

A/ CH.CNH,O/(THF),
5 HO. A
® &
200: 89%
201: 92%

Y 202: 71%
Y =H: 197 Y =H: 200
Y =Me: 198 Y =Me: 201
Y =tBu: 199 Y =tBu: 202

Abb. 103 Synthese von 200-202 durch saure Entschutzung von 197-199

Auf Grundlage der fur die Synthese der 3,3’-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35 und 36
bekannten Ergebnisse (vgl. Abb. 99, S. 127) wurde die weitere Umsetzung der
Alkohole 200-202 zu den Zielverbindungen 194-196 Uber die Syntheseroute der
Chlorphosphite 203-205 vorgenommen. In diesen Fallen war wegen des groéfleren
Abstands der Hydroxyfunktionen der unterschiedlichen cycloSal-Einheiten
voneinander auch die Problematik der Siebenringbildung nicht gegeben. Die
Umsetzungen erfolgten in abs. Diethylether/abs. THF 1:1 v/v (200, 201) bzw. abs.
Diethylether (202) und lieferten die Saligenylchlorphosphite 203-205 in Ausbeuten
von 54-87% bei Reinheiten zwischen 59% und 89% (Abb. 104).

1) PCl,, abs. Et,O/(abs. THF), 40 °C,

10 min
2) abs. Pyridin, abs. Et,0, 40°C,3h O~
3)R, 1h

203: 55% (Reinheit: 68%)

87% (Reinheit: 89%)
204: 54% (Reinheit: 59%)
205: 55% (Reinheit: 62%)

Y =H: 200 Y =H: 203
Y =Me: 201 Y =Me: 204
Y =tBu: 202 Y =tBu: 205

Abb. 104 Synthese der Bis-(saligenylchlorphosphite) 203-205

In der Erwartung, dass die anschlieBRenden Umsetzungen dieser Saligenyl-
chlorphosphite mit d4T 2 zu den Zielverbindungen 194-196 nur mit niedrigen
Ausbeuten verlaufen, wie sie fur die Synthesen der Verbindungen 35 und 36 (vgl.
Abb. 99, S. 127) erzielt werden konnten, wurden hier nicht die Chlorphosphite
203-205 sondern 2 im Uberschuss eingesetzt. Es wurden pro reaktiver

Chlorphosphit-Einheit 1.2 Aquivalente d4T 2 verwendet (also 2.4 Aquivalente 2 pro
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Aquivalent Bis-(Saligenylchlorphosphit)). Von diesem Vorgehen wurde sich eine
deutlich héhere Ausbeute der 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196 versprochen. Die
angegebenen Ausbeuten beziehen sich in diesen Fallen somit nicht mehr auf 2,
sondern auf die berechnete Menge an reinem eingesetztem Chlorphosphit. Die
ansonsten unter Standardbedingungen durchgeflhrten Synthesen lieferten 194-196
in vergleichsweise guten Ausbeuten von 28-37%. FUr das tert-Butyl-Derivat 196
wurde eine zweite Reaktion mit Oxone® als Oxidationsmittel durchgefuhrt, in der das
Produkt mit einer vergleichbaren Ausbeute von 30% isoliert werden konnte
(Abb. 105).

1) 2.4 Aq. 2, 3.8 Aq. DIPEA, abs.
CH,CN, 20°C-Rt, 1-1.5h Y

Q
2) (A) tBUOOH, -20°C-Rt, 1h 2o
(B) Oxone®, -10 °C - Rt, 10 rrin K¥TOF” O

s
O
P
194: 28% (A) P-Od4T
Q' 105 30%(A) )
196: 37% (A; 8% fast, 20% mriddle,

9% slow)
30% (B) Y=H 194
Y =Me: 195
Y =tBu: 196

Abb. 105 Synthese der 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196

Die Separation der Produkte vom Uberschussigen d4T 2 erfolgte in allen Fallen unter
Verwendung der praparativen RP-HPLC. Bei der mit tert-Butylhydroperoxid
durchgefuihrten Synthese von 196 wurde dabei eine Trennung aller drei
Diastereomere erreicht (im Folgenden als 196-fast, 196-middle und 196-slow
benannt). Das ¥IP.NMR-Spektrum von 196-middle enthalt zwei Signale, die Spektren
von 196-fast und 196-slow nur je eines von diesen. Dies lasst darauf schlie3en, dass
die beiden cycloSal-d4TMP-Einheiten in 196 voneinander unbeeinflusst sind und
somit gleich konfigurierte Phosphoratome auch dieselbe Verschiebung zeigen. Das
gleiche Bild zeigt sich in den 'H-NMR-Spektren. Das 'H-NMR-Spektrum von
196-middle ist formal gesehen eine Addition der Spektren von 196-fast und 196-slow.
Verbindung 196-middle ist also das Rp,Sp-konfigurierte Diastereomer, wahrend die
anderen beiden Diastereomere diejenigen mit zwei gleich konfigurierten
Phosphoratomen (Rp,Rp bzw. Sp,Sp) sind. Fur 194 konnte im Zuge eines hier nicht
dokumentierten Ansatzes die Abtrennung eines Diastereomers von den anderen
beiden (194-fast: zwei Diastereomere; 194-slow: ein Diastereomer) erreicht werden.

Dabei wurde 194-fast im Vergleich zu 194-slow im Verhaltnis 3:1 isoliert. Das
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¥IP_.NMR-Spektrum von 194-fast zeigt zwei Signale im Verhaltnis 3:1. Im *'P-NMR-
Spektrum von 194-slow ist nur das im Spektrum von 194-fast zu 25% enthaltene
Signal zu sehen. Bei 194-slow handelt es sich also um ein Diastereomer mit zwei
gleich konfigurierten Phosphoratomen. Das Signalverhaltnis von 3:1 ist fur 194-fast
auch im "H-NMR-Spektrum zu finden. Diese Signalverhaltnisse sind ein Indiz dafir,
dass die Diastereomere von 194 im Verhaltnis 1:2:1 entstehen, die Reaktion also,
wie auf Grund der raumlichen Entfernung der beiden Reaktionszentren voneinander
zu erwarten, ohne intrinsische Diastereoselektivitat verlauft. Definitiv kann dieses
allerdings nicht belegt werden, da nur ein Teil des entstandenen 194 fir die
Trennung verwendet wurde. Auch das fir 196 erhaltene Diastereomerenverhaltnis
von 1.0:2.6:1.25 ist eher auf leichte Verluste der ,Rand-Diastereomere” bei der
chromatografischen Reinigung als auf eine Diastereoselektivitdt der Reaktion

zurlckzufuhren.

Neben der Untersuchung der antiviralen Aktivitat und der Hydrolyseeigenschaften
der 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196 sollte auch deren Hydrolyseweg naher
betrachtet werden. Die potenziell moglichen Hydrolysewege sind am Beispiel von
194 in Abb. 106 skizziert.

Abb. 106 Potenzielle Hydrolysewege von 194

Theoretisch kann die Hydrolyse von 194 entweder simultan (beide Aquivalente

d4TMP werden gleichzeitig freigesetzt) oder konsekutiv (erst wird das eine
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Aquivalent d4TMP, dann das andere freigesetzt) erfolgen. Im Fall einer konsekutiven
Hydrolyse wirde 5-(Saligen-5-yl)-cycloSal-d4TMP 206 als Zwischenprodukt
entstehen. Diese Verbindung sollte also als Referenzverbindung ebenfalls
synthetisiert werden. Die dazu durchgeflihrten Reaktionen sind in Kapitel 5.2.1.

zusammengefasst.

5.2.1. Synthese des 5-(Saligen-5’-yl)-cycloSal-d4T-monophosphats 206

Fur das 3,3-Bis-(cycloSal-d4TMP) 35 waren bereits vergleichbare Studien zum
Hydrolyseweg erfolgt. Die dort genutzte Syntheseroute zu der zu 206 analogen
Referenzverbindung 169 (Struktur in Abb. 95, S. 118) konnte hier nicht angewendet
werden, da diese auf einer teilweise selektiven TBDPS-Schutzung einer der
benzylischen Hydroxyfunktionen beruhte.”’ Dennoch war die Erkenntnis niitzlich,
dass die Freisetzung von 169 aus einem Isopropyliden-geschutzten Vorlaufer
moglich ist. Dieser widerum war Uber die Chlorphosphitroute aus einem
Salicylalkoholderivat zuganglich, das eine Isopropyliden-geschutzte und eine
ungeschutzte Salicylalkohol-Einheit besald. Eine hierzu analoge Reaktionsstrategie
sollte also auch zur Darstellung der Verbindung 206 verwendet werden. Das

Retrosyntheseschema ist in Abb. 107 gezeigt.

209
Abb. 107 Retrosyntheseschema zur Darstellung von 206

Die wesentliche Aufgabe bestand also zunachst in der Synthese des
Salicylalkoholderivats 209. Um eine selektive Entschitzung einer der beiden
Salicylalkohol-Einheiten zu erreichen, mussten diese mit orthogonal spaltbaren

Schutzgruppen versehen werden. Da die Madglichkeit einer selektiven Einflhrung
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solcher Schutzgruppen nicht gegeben war, musste also ein Weg zur Kupplung
zweier unterschiedlich geschutzter Salicylalkohole gefunden werden. Als zu
kuppelnde geschutzte Salicylalkohole boten sich das 4-Bromsalicylalkohol-
isopropylidenacetal 44 (Abb. 19, S. 23) und ein Silyl-geschutzter Salicylalkohol an.
Dazu wurde der 4-Bromsalicylalkohol 43 mit der bereits in den Synthesen der
1-Acetoxyvinylsalicylalkohole verwendeten Di-tert-butylsilyl-Schutzgruppe (S. 83 ff.)
versehen. Die Synthese des Di-tert-butylsilyl-4-bromsalicylalkohols 210 gelang mit
einer Ausbeute von 81% (Abb. 108).

abs. Pyridin, (tBu)ZS|(OTf)2
Br- abs. al Br:
T —= g~
OH 81% o 7<

43 210

Abb. 108 Synthese des Di-tert-butylsilyl-4-bromsalicylalkohols 210

Die beiden geschutzten 4-Bromsalicylalkohole 44 und 210 wurden anschlieend als
Gemisch (1:1 n/n) unter den Bedingungen der Fe(acac)s vermittelten Homokupplung
umgesetzt, da erwartet wurde, dass sich neben den beiden Homokupplungs-

produkten 197 und 211 auch das gewunschte Heterokupplungsprodukt 212 bildet.

1) n-Buli, abs. THF, -80°C, 1 h

Br\©f\o Br\@\/\o 2) Fe(acac)s, abs. THF, -80°C-Rt, 60 h
+ | :
o/% oS

L0

197 (31%) 212 (31%) 211 (46%)
Et;N3HF, THF,
Rt, 20 min
OH
89% (Abb. 103, S.131) 88%
OH

200

Abb. 109 Umsetzung von 44 und 210 unter den Bedingungen der Fe(acac); vermittelten
Homokupplung
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Tatsachlich entstand ein problemlos trennbares Gemisch dieser drei Produkte.
Verbindung 212 konnte dabei mit einer Ausbeute von 31% isoliert werden. Die
Verbindungen 197 (31% Ausbeute) und 211 (46% Ausbeute) kdnnen jeweils sehr
effizient (197: 89% (vgl. Abb. 103, S. 131); 211: 88%) zu 200 entschutzt (Abb. 109,
S. 135) und fur die Synthese des 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194 genutzt werden.

Verbindung 212 konnte anschlieBend unter Verwendung von Triethylamin-
Trihydrofluorid in THF in exzellenter Ausbeute (96%) selektiv zu der einfach

Isopropyliden-geschuitzten Verbindung 209 entschitzt werden (Abb. 110).

EtsN3HF, THF,
Rt, 10 min

9%6%

212 209
Abb. 110 Darstellung von 209 durch Fluorid-Entschiitzung von 212

Die weitere Umsetzung von 209 erfolgte dann gemaly des in Abb. 107 (S. 134)
gezeigten Retrosyntheseschemas. Das Chlorphosphit 208 konnte in reiner Form
(Reinheit laut "H-NMR > 95%) mit einer Ausbeute von 83% isoliert werden. Die
anschlielRende Umsetzung zum Triester 207 gelang mit einer guten Ausbeute von
45%, wobei auch hier ein Uberschuss an d4T 2 eingesetzt und Oxone® als

Oxidationsmittel verwendet wurde (Abb. 111).

1) PCl3, abs. Et,0, -20 °C, 10 min

O 2) abs. Pyridin, abs. Et,O, 20 °C, 3h
I 3)R, 1h

(@]
® =

1) 1.2 Aq. 2, DIPEA, abs.
CHCN, -20°C-Rt, 1h
2) Oxone®, -10 °C - Rt, 10 min

45%

Abb. 111 Synthese von 207 aus 209
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Zur Entschitzung des Isopropylidenacetals 207 konnte, wie schon flr alle anderen
im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Spaltungen von Isopropylidenacetalen, die
Methode der HCl-sauren Spaltung mit kurzem Erwarmen zur Siedehitze verwendet
werden. Dabei war hier nur ein einziger Erhitzungsvorgang notwendig, um 207
quantitativ zu entschutzen. Durch sofortiges Verdunnen der Reaktionslésung mit
Wasser und anschlieRender Extraktion mit Ethylacetat konnte diese Reaktion ohne
Zersetzung des Produkts 206 und Bildung von Nebenprodukten durchgefuhrt
werden. Letztendlich konnte 206 mit einer sehr guten Ausbeute von 85% isoliert
werden (Abb. 112).

Q o Q o
d4TO-P~ CH;CNHO/THF, o-P
s HCI, 15 sec, A s
O N.__O O
O ? 85% | Y OH
2N ™
o OH
207 O 206

Abb. 112 Saure Entschiitzung von 207 zur Referenzverbindung 206

Somit stand also auch die Referenzverbindung 206 fur weitere Untersuchungen zur
Verfligung. Die hier gezeigte Syntheseroute sollte prinzipiell auch fur die in den
jeweiligen 3-Positionen alkylierten Verbindungen zu verwenden sein. Fur die Methyl-
substituierte Verbindung wurde noch ein weiterer Zugang zur Verfugung stehen.
Wahrend der Entschitzung des 3,3’-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5-dimethyl-4,4’-
diol-bis-isopropylidenacetals 198 zum  3,3’-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5'-
dimethyl-4,4’-diol 201 (vgl. Abb. 103, S. 131) konnte dinnschichtchromatografisch
die Entstehung eines Zwischenprodukts beobachtet werden. Da dieses als die nur
einfach geschutzte Verbindung 213 vermutet wurde, wurde die Entschutzungs-
reaktion von 198 in milderer Form erneut durchgefihrt. Verbindung 213 konnte so mit
einer Ausbeute von 43% dargestellt werden. Zusatzlich konnten 20% Edukt 198 und

37% der doppelt entschutzten Verbindung 201 isoliert werden.

. 9
A

198 213 (43%)

CH;CN/H,O A/
(kat.) HCl, A O + 201 (37%)

+ 198 (20%)

Abb. 113 Partielle Entschutzung von 198 zu 213
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5.3. Charakterisierung der 5,5-Bis-(cycloSal-d4T-monophosphate) und der
Referenzverbindung 206

Die 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196 sowie die Referenzverbindung 206 wurden
hinsichtlich ihres Hydrolyseverhaltens in Phosphatpuffer (pH = 7.3 und 7.6) und im
Zellinkubationsmedium RPMI/FCS(10%) untersucht. In Diagramm 7 sind dabei
zunachst die im Phosphatpuffer (pH = 7.3) bestimmten Werte im Vergleich zu den flr
die 3,3-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35 und 36 erhaltenen Werte®" aufgefiihrt. Des
Weiteren sind die Werte zweier Vergleichsverbindungen — 3-Phenyl- (214; 3-Ph)
bzw. 5-Phenyl-cycloSal-d4TMP (215; 5-Ph)*” — mit aufgefiihrt.
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Diagramm 7 Hydrolyse-Halbwertszeiten der 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196, der Referenzverbin-
dung 206, der 3,3’- Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35, 36 sowie der Vergleichsverbindungen 214, 215 in
Phosphatpuffer (pH = 7.3, 37 °C)

Im Vergleich der Diastereomerengemische der 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196
ist erkennbar, dass die Alkylgruppen in den jeweiligen 3-Positionen
erwartungsgemall zu einer Erhdhung der Stabilitat gegenuber der chemischen
Hydrolyse fuhren. Die tert-Butyl-Verbindung 196-mix ist mit einer Halbwertszeit von
4.7 Stunden dabei deutlich stabiler als die unsubstituierte (194-mix; ti» = 1.7 h) bzw.
die Methyl-substituierte Verbindung (195; t2 = 2.2 h). Verglichen mit den
3,3’-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35 (ti2 = 8.2 h) und 36 (t42 = 12 h) sind diese
Verbindungen allerdings deutlich hydrolyselabiler. Dies war auf Grund der
Halbwertszeiten der Vergleichsverbindungen 3-Phenyl- (214; ti2 = 5.1 h) und
5-Phenyl-cycloSal-d4TMP (215; t1», = 3.1 h) tendenziell so erwartet worden.

Angesichts einer Halbwertszeit von 4.4 Stunden fir das unsubstituierte cycloSal-
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d4TMP 8 (vgl. Tab. 1, S. 10) wirkt der zweite Phenylring in 3-Position somit als
leichter Elektronendonor, in der 5-Position hingegen als leichter Akzeptor. In den
Hydrolyse-Halbwertszeiten der getrennten Diastereomere der unsubstituierten
Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35 und 194 sind sehr starke Unterschiede zu finden. Beim
3,3’-Bis-(cycloSal-d4TMP) 35 ist das einzelne Diastereomer 35-fast (t1, = 3.2 h)
deutlich hydrolyselabiler als das Gemisch aus den beiden anderen Diastereomeren
(35-slow; ty2 = 8.5 h). FUr das einzeln erhaltene Diastereomer von 194 (194-slow,
ti2 = 3.3 h) wurde hingegen eine signifikant hohere Halbwertszeit im Vergleich zu
den zwei in 194-fast enthaltenen Diastereomeren (ti2 = 1.0 h) bestimmt. Die
einzelnen Diastereomere von 196 zeigen hingegen mit Halbwertszeiten von
4.3-5.3 Stunden nur leicht voneinander abweichende Hydrolysestabilitaten. Mit
zunehmender Substitution am Aromaten scheint also die Differenz der
konfigurationsabhangigen  Hydrolysestabilitdt abzunehmen. Die Hydrolyse-
Halbwertszeit der Referenzverbindung 206 ist mit 2.2 Stunden im Vergleich zu der
von 194-mix leicht erhoéht, sodass die Moglichkeit des Nachweises von 206 wahrend

der Hydrolyse von 194-mix potenziell gegeben war (vgl. Kapitel 5.3.1.).

Die Halbwertszeiten der Hydrolysen der 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196 und der
Referenzverbindung 206 in RPMI/FCS(10%) sowie im Phosphatpuffer (pH = 7.6)

sind vergleichend zu den im Phosphatpuffer (pH = 7.3) bestimmten in Diagramm 8

gezeigt.
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.*5 7,0
@ 60 pH=7.3
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Diagramm 8 Hydrolyse-Halbwertszeiten der 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196 und der
Referenzverbindung 206 in Phosphatpuffer (pH = 7.3 und pH = 7.6) sowie in RPMI/FCS(10%)



Resultate und Diskussion 140

Wahrend die Hydrolysestabilitaten der Verbindungen 195, 196 und 206 bei dem
leicht basischeren pH-Wert von 7.6 nahezu unverandert bleiben, zeigt die
unsubstituierte Verbindung 194 eine starke Beeinflussung. So reduziert sich die
Halbwertszeit fur 194-mix und 194-fast in Phosphatpuffer (pH = 7.6) auf ungefahr ein
Drittel im Vergleich zu den Studien in Phosphatpuffer (pH = 7.3). Bei 194-slow ist die
Reduktion noch ausgepragter. Hier sinkt die Halbwertszeit von 3.3 Stunden auf
0.7 Stunden ab, sodass 194-fast und 194-slow bei diesem basischeren pH-Wert
annahernd vergleichbare Hydrolysestabilititen zeigen. Dieser Trend ist auch im
Zellinkubationsmedium wiederzufinden (194-fast: t1, = 0.6 h; 194-slow: t2 = 1.0 h).
Fir Verbindung 196 wurden in RPMI/FCS(10%) deutlich erhdhte Werte gefunden.
Sowohl das Diastereomerengemisch 196-mix als auch die einzelnen Diastereomere
weisen eine um ungefahr den Faktor zwei erhohte Halbwertszeit im Vergleich zu den
Hydrolysen im Phosphatpuffer auf. Diese sind, wie es bereits fur die sehr lipophilen
5-Diisobutyryloxymethyl-cycloSal-d4TMPs 103 und 104 beobachtet wurde (vgl.
Diagramm 4, S. 61), mit Loéslichkeitsproblemen der Verbindungen im wassrigen
Medium zu erklaren. Auch hier blieb am Anfang der Hydrolysen immer ein Teil der
Substanz ungeldst und Ioste sich erst im Laufe der Hydrolyse, sodass insgesamt

deutlich verzogerte Substanzabnahmen beobachtet wurden.

Zu bemerken ist, dass die Hydrolyse von 195 nicht vollstandig dem Verlauf einer
Kinetik erster Ordnung folgt. So ist zunachst eine schnelle Abnahme der Verbindung
195 zu beobachten, die im Laufe der Hydrolyse allerdings wesentlich langsamer wird.
Die in Diagramm 8 (S. 139) angegebene Halbwertszeit von 2.3 Stunden bezieht sich
nur auf die Messwerte zwischen dem Start und einer Inkubationszeit von einer
Stunde. Die Werte der Hydrolysestudie von 195 in RPMI/FCS(10%) (auf den
Ausgangswert der Hydrolyse (tp) normiert) sowie exponentielle Ausgleichskurven (fur
alle Werte: gestrichelte Linie; fur die Werte zwischen 0-1 h Inkubationszeit:
durchgangige Linie) sind in Diagramm 9 (S. 141; Erlauterung der allgemeinen
Auswertung in Kapitel 9.3.) dargestellt. Der dort gezeigte Verlauf der Messwerte
entspricht dem typischen Verlauf von Hydrolysen beim Vorliegen von unspezifischen
Proteinbindungen. Bei diesem Phanomen findet zunachst eine schnelle Adsorption
des Moleklls an Proteine statt, die zu einer scheinbar schnellen Abnahme der
Verbindung wahrend der Hydrolyse fuhren. Hat sich das Gleichgewicht zwischen

geldster und Protein-gebundener Form eingestellt, fungiert das Protein als Depot und
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die Hydrolyse erscheint nun stark verlangsamt. Solch ein Verhalten war bereits fur
das unsubstituierte cycloSal-d4TMP 8 beobachtet worden.>” Die beiden anderen
5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194 und 196 zeigten solch ein Verhalten nicht, wobei
diese Aussage fur 196 auf Grund der Loslichkeitsprobleme unter Vorbehalt

betrachtet werden muss.
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Diagramm 9 Auswertung der Hydrolyse von 195 in RPMI/FCS(10%)

Einige cycloSal-d4TMPs der ersten Generation (vgl. Kapitel 2.3.2.), also
Verbindungen ohne enzymatisch spaltbaren Substituenten, waren auf eine
potenzielle Beteiligung von Enzymen an ihrem Abbau hin untersucht worden. Durch
Studien sowohl in CEM/0-Zellextrakten als auch in RPMI/FCS(10%) konnte dies
allerdings ausgeschlossen werden.”® Die Untersuchungen in CEM/0-Zellextrakten
wurde fir die 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) beispielhaft mit der Verbindung 195
durchgefihrt. Wie schon in RPMI/FCS(10%) (vgl. Diagramm 9) verlauft auch hier die
Hydrolyse nicht vollstandig nach erster Ordnung (Diagramm 10, S. 142). Anhand der
exponentiellen Ausgleichskurven (fur alle Werte: gestrichelte Linie; fur die Werte
zwischen 0-2 h Inkubationszeit: durchgangige Linie) ist zu erkennen, dass im
Zellextrakt die unspezifische Proteinbindung deutlich ausgepragter ist als noch in
RPMI/FCS(10%). Hier weicht die fur alle Werte bestimmte Ausgleichskurve
wesentlich starker von dem Verlauf der Kurve fur die Werte zu Beginn der Hydrolyse
ab. Da die Hydrolyse also deutlich von einer Kinetik nach erster Ordnung abweicht,
kann auch keine Halbwertszeit angegeben werden. Die anhand der Ausgleichskurve
fur die Werte zwischen 0-2 Stunden Inkubationszeit (durchgangige Linie in Diagramm
10, S. 142) bestimmte Halbwertszeit entspricht mit 2.2 h genau den bereits in

anderen Medien bestimmten Halbwertszeiten von 195 (vgl. Diagramm 8, S. 139).
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Diagramm 10 Auswertung der Hydrolyse von 195 im CEM/0-Zellextrakt

Die mittels analytischer HPLC (Methoden | und Il) untersuchte Hydrolyse von 195 in
CEM/0-Zellextrakten lieferte anhand der beobachteten Signale keine Hinweise auf

eine enzymatische Beteiligung am Abbau dieser Verbindung.

Bevor nun auf die Ergebnisse der antiviralen in vitro-Tests dieser Verbindungen
eingegangen wird, soll zunachst genauer auf die mdglichen Hydrolysewege der
5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) eingegangen werden, die beispielhaft an der Hydrolyse

der unsubstituierten Verbindung 194 untersucht wurde.

5.3.1. Untersuchungen zum Hydrolyseweg des 5,5-Bis-(cycloSal-d4T-
monophosphats) 194

Wie bereits in Abb. 106 (S. 133) angedeutet, kann das 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMP)
194 auf zwei moglichen Wegen hydrolysiert werden. Diese Hydrolysewege sind in
Abb. 114 (S. 143) noch einmal in detaillierter Form dargestellt. Der simultane
Hydrolyseweg wirde Uber den Bis-(Benzylphosphatdiester) 216 flihren. Dieser kann
ebenfalls entweder simultan oder konsekutiv zerfallen. Der simultane Zerfall fihrte zu
einer Freisetzung von zwei Aquivalenten d4TMP sowie 200. Die konsekutive
Hydrolyse von 216 wiirde zunachst unter Freisetzung von einem Aquivalent d4TMP
zu dem Intermediat 218 fiihren. Aus diesem resultieren dann ein weiteres Aquivalent
d4TMP sowie 200. Die konsekutive Hydrolyse von 194 wurde zunachst die Bildung
des Benzylphosphatdiesters 217 bedingen, der dann unter Freisetzung von d4TMP

und der Referenzverbindung 206 weiter zerfallen sollte. Aus der weiteren Hydrolyse
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wiirden dann tber 218 wieder Verbindung 200 und ein weiteres Aquivalent d4TMP

resultieren.

konsekutiv _Sé'ﬁﬂ'tanp
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Abb. 114 Detaillierte Darstellung der potenziellen Hydrolysewege des 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194

In der Hydrolyse von 194 in Phosphatpuffer (pH = 7.3) konnte das Entstehen der
Referenzverbindung 206 mittels Coinjektion zweifelsfrei nachgewiesen werden. In
Abb. 115 (S. 144) sind die analytischen HPL-Chromatogramme des Starts der
Hydrolyse von 194, nach einer Stunde Inkubationszeit sowie der analytische
Vergleichslauf der Referenzverbindung 206 gezeigt. Dadurch ist belegt, dass 194

mindestens anteilig Uber den konsekutiven Weg hydrolysiert wird.
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Abb. 115 HPLC-analytischer Nachweis des Entstehens von 206 in der Hydrolyse von 194
(Methode 1)

Bei der fur die Vermessung der in Abb. 115 gezeigten Chromatogramme
verwendeten Methode | (Wasser mit einem Acetonitril-Gradienten (5-100%)) eluieren
polare Verbindungen wie beispielsweise das zweifach negativ geladene d4TMP sehr
schnell von der RP-Saule und erzeugen Signale im Retentionszeitenbereich von
0-3 Minuten. Das Signal des Bis-Benzylphosphatdiesters 216, so er denn entsteht,
ware also auch in diesem Bereich zu erwarten. Auf Grund der Uberlagerung mit dem
d4TMP-Signal sowie dem recht deutlichen Einspritzpeak (vor allem durch das
verwendete DMSO bedingt) kann Uber dessen (Nicht-)Vorhandensein hier keine
Aussage getroffen werden. Die nur einfach geladenen Intermediate 217 und 218

sollten auf Grund der geringeren Polaritat erst mit einem héheren Acetonitrilanteil von
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der RP-Saule eluiert werden. Ihre Signale sollten also bei hdheren Retentionszeiten
zu finden sein. Die im nach einer Stunde Inkubationszeit aufgenommenen
Chromatogramm deutlich vorhandenen Signale b (tr = 7.4 min) und c (tr = 7.8 min)
verschwinden im Laufe der Hydrolyse wieder, sodass diese Signale moglicherweise
von diesen Hydrolyseintermediaten stammen. In der unter gleichen Bedingungen
durchgefiihrten Hydrolyse der Referenzverbindung 206 (HPL-Chromatogramme im
Anhang lll, S. VIIl) wurde ein Signal in diesem Bereich bei einer Retentionszeit von
6.5 Minuten detektiert. Dies ist exakt die Retentionszeit die das in Abb. 115 (S. 144)
nur in Spuren vorhandene Signal a aufweist. Somit ist davon auszugehen, dass
dieses Signal von der Verbindung 218 stammt, die zu diesem Zeitpunkt der Hydro-
lyse noch nicht in gro3er Menge gebildet worden ist. Zu diesem Zeitpunkt ebenfalls
erst in Spuren zu detektieren ist das Salicylalkoholderivat 200 (tgr = 9.7 min), also das
neben d4TMP auftretende Endprodukt der Hydrolyse (in Abb. 115, S. 144, mit d
gekennzeichnet; Referenz-HPL-Chromatogramm im Anhang Ill, S. VIII). Die beiden
Signale b und c sollten also von dem Intermediat 217 stammen. Da das
Phosphoratom der nicht hydrolysierten cycloSal-d4TMP-Einheit sowohl Rp- als auch
Sp-konfiguriert sein kann, entstehen in dem Hydrolyseschritt von 194 zu 217 zwei
Diastereomere, die je ein Signal erzeugen kénnen. Es ist also denkbar, dass die
Signale b und c je einem dieser Diastereomere zugeordnet werden kénnen. Da die
Intermediate 216-218 allerdings nicht als Referenzverbindungen synthetisiert werden
konnen, kann die hier erfolgte Signalzuordnung nicht endgultig bewiesen werden.
Nichtsdestoweniger weist vieles darauf hin, dass 194 vornehmlich auf dem
konsekutiven Weg hydrolysiert wird. Der potenzielle simultane Hydrolyseweg kann

allerdings nicht ganzlich ausgeschlossen werden.

Eine weitere Methode, die zur Untersuchung der Hydrolyse von cycloSal-Nucleotiden
genutzt wird, ist die Hydrolyseverfolgung mittels *'P-NMR (vgl. Priifung der
selektiven Freisetzung von d4TMP aus 63-mix (Abb. 32, S. 38) und 111-mix
(Abb. 86, S. 97)). Diese wurde auch zur Aufklarung des Hydrolyseweges von 194
genutzt. Zunachst wurde allerdings die Hydrolyse der Referenzverbindung 206
untersucht, um die Signale, die aus dieser Hydrolyse resultieren, spater in der
Hydrolyse von 194-mix identifizieren zu konnen. Ausgewahlte Spektren der

¥P-NMR-spektroskopischen Verfolgung der Hydrolyse von 206 in einem

Imidazol/Salzsaure-Puffer (pH 7.3) bei Raumtemperatur sind nachfolgend in
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Abb. 116 gezeigt. Zu Beginn der Hydrolyse ((a) in Abb. 116) sind nur die zwei
Signale der beiden Diastereomere von 206 im Spektrum enthalten. Im weiteren
Verlauf entsteht zunachst ein neues Signal bei ungefahr -0.1 ppm ((b) in Abb. 116),
das dem Benzylphosphatester 218 zugeordnet werden kann. Aus diesem wird dann
d4TMP freigesetzt ((c) in Abb. 116), welches am Ende der Hydrolyse als einzig
detektierbares Produkt vorliegt ((d) in Abb. 116). Somit wird also auch die
Verbindung 206 selektiv zum d4TMP hydrolysiert.

206
N~

(a) Beginn

d4TMP

15 0.5 0.5 -15 25 -35 -45 -5.5 6.5 75 -85 95
(ppm)

Abb. 116 31P-NMR-spektroskopisc:he Verfolgung der Hydrolyse des 5-(Saligen-5’-yl)-cycloSal-d4T-
monophosphats 206 in einem Imidazol/Salzsaure-Puffer (pH = 7.3, Raumtemperatur)

In Abb. 117 (S. 147) sind ausgesuchte Spektren der unter gleichen Bedingungen
durchgefuhrten NMR-Hydrolyse von 194-mix gezeigt. Zu Beginn der Hydrolyse ((i) in
Abb. 117) sind drei Signale in dem flr cycloSal-NMPs typischen Bereich (von -10 bis
-6 ppm) im *'P-NMR-Spektrum sichtbar, die alle der Verbindung 194-mix zugehdrig
sind. Im Verlauf der Hydrolyse werden zunachst ((ii) in Abb. 117) neue Signale bei
-0.12 ppm sowie bei -7.9 ppm und -8.2 ppm erkennbar. Die beiden letzteren sind
eindeutig der Verbindung 206 zuzuordnen (vgl. (a) in Abb. 116). Das Signal bei
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-0.12 ppm kénnte somit vom Benzylphosphatdiester 217 stammen, aus dem 206
entsteht. Die beiden Signale der noch nicht hydrolysierten cycloSal-d4TMP-Einheit
von 217 sind mit hoher Wahrscheinlichkeit durch die Signale der Verbindung 194-mix
Uberlagert. Es ware zwar ebenso denkbar, dass die Signale von 217 gar nicht zu
detektieren sind und das Signal bei -0.12 ppm schon vom Intermediat 218 stammt,
allerdings ware dies auf Grund der guten Nachweisbarkeit dieser Verbindung in der
mittels analytischer HPLC vermessenen Hydrolyse (vgl. Abb. 115, S. 144)

verwunderlich.

194
(M Beginn
217(?) 27\‘?
MMWWWWWWW

218(?)

(iii)

(ppm)

Abb. 117 ¥*'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse des 5,5'-Bis-(cycloSal-d4T-
monophosphats) 194 in einem Imidazol/Salzsaure-Puffer (pH = 7.3, Raumtemperatur)

In der weiteren Folge der Hydrolyse ((iii) in Abb. 117) war die Bildung eines weiteren
Signals (6 = -0.01 ppm) zu beobachten, dass ebenfalls im typischen Bereich fir
Benzylphosphatdiester liegt. Dieses ware nach der logischen Folge des Hydrolyse-
verlaufes dem Intermediat 218 zuzuordnen. Dass die chemische Verschiebung
dieses Signals nicht mit der in Spektrum (c) der Abb. 116 (S. 146) identisch ist, hangt
mit der leichten, konzentrationsabhangigen Beeinflussung der Signale durch die

Anwesenheit anderer Verbindungen ab. Dieses Phanomen wurde schon in vielen
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vergleichbaren Hydrolysen beobachtet. Um zu zeigen, dass das in Abb. 117 (S. 147)
unter (iii) der Verbindung 218 zugeordnete Signal tatsachlich dieser entstammt, sind
diese beiden Spektren noch einmal zueinander im Vergleich in Abb. 118 gezeigt.
Dabei wurden beide Spektren auf dieselbe chemische Verschiebung des d4TMPs
kalibriert, wodurch die Signale der Verbindung 206 nicht mehr gleich verschoben
sind. Durch die Differenz der Verschiebung der Benzylphosphatdiestersignale zum
d4TMP wird deutlich, dass das in Spektrum (iii)) weiter ins Tieffeld verschobene

Signal tatsachlich 218 zuzuordnen ist.
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Abb. 118 Vergleichende Darstellung von ¥'P_.NMR-Spektren aus den Hydrolysen von 206 ((c) aus
Abb. 116) und 194 ((iii) aus Abb. 117) kalibriert auf das Signal des d4TMPs

Im Spektrum (iv) der Abb. 117 (S. 147) ist neben d4TMP nur noch das Signal eines
Benzylphosphatdiesters sichtbar. Dieses sollte auf Grund des Fehlens von Signalen
im Bereich von -10 bis -6 ppm ebenfalls der Verbindung 218 zugeordnet werden
konnen, auch wenn die chemische Verschiebung wiederum leicht verandert ist. Am
Ende der Hydrolyse von 194 war ausschlieBlich d4TMP zu detektieren, das
Spektrum entsprach somit genau dem Spektrum (d) der Abb. 116 (S. 146).
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Obgleich eine simultane Hydrolyse auf Grund von moglichen Signalliberlagerungen
nicht vollstandig ausgeschlossen werden kann, so zeigen diese *'P-NMR-Hydrolysen
dennoch, dass die Verbindung 194 zum Grolteil, vermutlich sogar ausschlieflich,
Uber den konsekutiven Weg hydrolysiert wird. Ein ahnliches Ergebnis war bereits aus
den 3'P-NMR-Hydrolysestudien des 3,3-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35 abgeleitet
worden. Da dort allerdings die zu 206 analoge Referenzverbindung 169 (Struktur
Abb. 95, S. 118) in den Spektren nicht nachgewiesen werden konnte®, sind die hier

durchgefuhrten Experimente ein wesentlich nachhaltigerer Beleg.

5.4. Antivirale in vitro-Tests der 5,5'-Bis-(cycloSal-d4T-monophosphate)

Die Daten der erneut in Kooperation mit Prof. Dr. J. Balzarini von der Universitat in
Leuven (Belgien) ermittelten antiviralen in vitro-Aktivitaten der 5,5-Bis-(cycloSal-
d4TMPs) 194-196 sowie der Referenzverbindung 206 gegen HIV-1 und HIV-2 sind in
Tab. 20 (S. 150) aufgefihrt. Dort sind zum Vergleich auch die antiviralen Daten der
3,3"-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35 und 36°" mit aufgenommen. Da diese aus zwei
unterschiedlichen Testreihen stammen, ist fur jede Testreihe der entsprechene
Referenzwert fur d4T 2 mit angegeben. Der im Zuge der Messungen der
5,5’-Verbindungen bestimmte Wert ist sowohl in CEM/0- als auch in CEM/TK™-Zellen
etwas hoher, liegt aber vor allem in den CEM/TK™-Zellen auf einem vergleichbaren
Niveau, sodass auch ein abschatzender qualitativer Vergleich der antiviralen Wirkung
der 5,5’-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196 mit der Aktivitat der 3,3’-Derivate 35 und 36

maglich ist.

Die antiviralen Aktivitaten der Bis-(cycloSal-d4TMPs) in den CEM/O-Wildtypzellen
entsprechen im Rahmen der Standardabweichung ungefahr der von d4T 2. Da hier
aus einer Verbindung zwei Moleklle d4TMP freigesetzt werden, ware eigentlich eine
verbesserte antivirale Aktivitat zu erwarten. Ein denkbarer Grund ist eine schlechtere
Membrangangigkeit der Bis-(cycloSal-d4TMPs) auf Grund ihres hohen Molekular-
gewichts. In CEM/TK'-Zellen ist fur nahezu alle Bis-(cycloSal-d4TMPs) sowie fur die
Referenzverbindung 206 ein Verlust an antiviraler Aktivitdt im Vergleich zu den
Aktivitaten in CEM/0-Zellen zu beobachten. Der nicht vollstandige TK-Bypass dieser
Verbindungen ist ebenfalls ein Hinweis auf eine eingeschrankte Membran-
penetration, die wahrscheinlich zu der Hydrolyse eines Teils der Prodrugs im
extrazellularen Raum fuhrt. Im Vergleich der 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196 mit
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den 3,3’-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35 und 36 ist erkennbar, dass die 5,5-Derivate
deutlich weniger an Aktivitat verlieren.

Das 5,5’-Bis-(3-methyl-cycloSal-d4TMP) 195 weist als einzige dieser Verbindungen
sogar einen vollen Erhalt an anti-HIV-2-Aktivitat in CEM/TK™-Zellen auf. Ob dies im
Zusammenhang mit den oben erlauterten unspezifischen Proteinbindungen

(vgl. S. 140-142) in Verbindung steht, kann allerdings nur vermutet werden.

ECso” [UM] CCso” [uM]
CEM/0 CEM/TK" CEM/O
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
5,5-Bis-(3-H) 194-mix 0.51+0.21 0.62+0.51 12+8.8 115 + 58
5,5’-Bis-(3-H) 194-fast 0.46 +0.27 1.2+0.0 44+21 107 + 39
5,5’-Bis-(3-H) 194-slow 047+020 1.2+0.21 3.3+1.8 78 £2.1
5-Sal 206 0.73+£0.042 091+0.28 3.7+1.1 82+14
5,5’-Bis-(3-Me) 195 040+0.0 0.83+0.24 0.85+0.61 64 +7.1
5,5’-Bis-(3-tBu) 196-mix 088+0.18 1.3+0.071 29+1.2 20+ 0.71
5,5’-Bis-(3-tBu) 196-fast 0.81+£025 1.6+0.95 28+1.7 18+1.4
5,5’-Bis-(3-tBu) 196-middle 0.49+0.45 1.0+0.085 3.2+0.64 19+0.0
5,5’-Bis-(3-tBu) 196-slow 0.86 £ 0.31 20+0.0 2.6+0.85 2014
d4T2  056£020 079+019 2938  >250
3,3’-Bis-(5-H) 35-mix 0.19+0.05 0.27+011 233+0.58 27.8+11.0
3,3’-Bis-(5-H) 35-fast 0.25+0.14 0.30+0.09 3.33+231 10713
3,3’-Bis-(5-H) 35-slow 0.21+0.17 0.22+0.16 2.37+£1.48 90.7 +16.1
3,3’-Bis-(5-Me) 36 037+025 041+019 160+£057 671+7.1
d4T2 025000 0.19+0.10 2174104 10578
°50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation. °50% cytotoxische
Konzentration.

Tab. 20 Antivirale in vitro-Aktivitdten der 5,5’-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 194-196, des 5-(Saligen-5’-yl)-
cycloSal-d4TMPs 206, der 3,3’-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35, 36 sowie der Referenzverbindung 2

Im Vergleich der getrennten Diastereomere von 194 und 196 untereinander konnte
wie schon flur 35 kein signifikanter Unterschied in der antiviralen Aktivitat festgestellt
werden. Neben diesen Verbindungen wurden auch 200-202 auf ihr Verhalten in den
anti-HIV-Tests untersucht (Tab. 21, S. 151). Hierbei wurden sehr interessante
Beobachtungen gemacht. So ist zwar fir alle drei Verbindungen die antivirale
Aktivitat in CEM/0-Zellen deutlich geringer als fur d4T 2, dennoch nimmt diese mit

zunehmender Verzweigung und damit mit der Starke des Donorsubstituenten in den
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jeweiligen 3-Positionen zu. Das 3,3’-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5’-tert-butyl-4,4’-
diol 202 weist in CEM/TK™-Zellen sogar eine bessere antivirale Aktivitat als das d4T 2
auf. Der ECso-Wert fur 200 in CEM/TK™-Zellen ist logisch nicht zu erklaren. Hier
musste, wie fur 201 und 202 gefunden, eine ahnliche Aktivitdt wie in den CEM/O-
Zellen vorliegen. Somit ist hier von einem Messfehler oder einem Fehler in der
Datenubermittlung auszugehen.

ECso” [uM] CCso” [uUM]
CEM/0 CEM/TK" CEM/0
Verbindung HIV-1 HIV-2 HIV-2
200 (H) 99+4.9 117+41 18+ 0.71 > 250
201 (Me) 20+ 2.8 >50 >50 96 + 0.71
202 (tBu) 7.9+3.0 79430 6.9+27 20+0.71
d4T 2 056£020 079+019 29438  >250

°50% effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation. °50%
cytotoxische Konzentration.

Tab. 21 Antivirale in vitro-Aktivitaten der Salicylalkoholderivate 200-202 sowie von d4T 2

Anhand des fur die Verbindung 202 erhaltenen Cytotoxizitatswerts ist deutlich zu
erkennen, dass die Cytotoxizitdt der Verbindung 196 aus der Giftigkeit der
freigesetzten Maske resultiert, was neben den bereits in Kapitel 5.3. beschriebenen
Ldslichkeitsproblemen die Verbindung 196 fur eine potenzielle Verwendung als
Medikamentenvorlaufer ausschliel3t. Der Grund fur die antivirale Wirkung von 202 ist
noch unklar. Sollte sich diese in einem Wiederholungsexperiment bestatigen lassen,
konnten hierzu weitere Studien durchgefuhrt werden. Da die antivirale Wirkung
allerdings nicht bahnbrechend gut ist und 202 im Vergleich zu dieser eine recht hohe

Cytotoxizitat aufweist (Sl = 3) kann der Nutzen dieses Aufwands bezweifelt werden.
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6. Zusammenfassung

Die hier vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Synthese und Untersuchungen
zur Struktur-Aktivitats-Beziehung einer neuen Klasse von cycloSal-Pronucleotiden
— den enzymatisch aktivierbaren cycloSal-d4T-monophosphaten — sowie der

Darstellung und Analyse von neuartigen 5,5-Bis-(cycloSal-d4 T-monophosphaten).

Aufbauend auf eigenen Vorarbeiten wurde zunachst die allgemeine Anwendbarkeit
der bereits zur Synthese von 33 entwickelten Syntheseroute zu neuen
5-Diacetoxymethyl-3-alkyl-cycloSal-d4 TMPs (40, 41) gepruft und bestatigt (S. 23-32).

Anhand detaillierter Untersuchungen in Hydrolysestudien und in vitro anti-HIV-Tests

konnte die Abhangigkeit der antiviralen Aktivitat dieser

o/go Verbindungen von der Stabilitat gegenuber der che-

o) o) mischen und der enzymatischen Spaltung, ihrer
/§O O/'?’\(‘)Od” Lipophilie, den Eigenschaften der aus ihnen durch
Y enzymatische Spaltung freigesetzten 5-Formyl-cycloSal-

¥ = H(33).Me(40).tBu(41) d4TMPs (34, 62, 63) sowie der absoluten Konfiguration

gezeigt werden. Bei den 5-Diacetoxymethyl-cycloSal-d4TMPs weist vor allem die
3-tert-Butyl-substituierte Verbindung (Sp)-41 eine vielversprechende antivirale
Aktivitat auf. Allerdings wurde fur alle 5-Diacetoxymethyl-cycloSal-d4TMPs ein
starker Verlust an Hydrolysestabilitat im Inkubationsmedium der antiviralen Tests
(RPMI/FCS(10%)) sowie eine anteilige Spaltung der Acylalfunktion in diesem
Medium festgestellt (S. 35-44).

Daher wurden 3-Diacetoxymethyl-5-alkyl- (73, 74) und 3-Formyl-5-alkyl-cycloSal-
d4TMPs (76, 77), also die analogen Verbindungen mit getauschten Positionen der
Substituenten am aromatischen Ring der cycloSal-Maske, synthetisiert (S. 45-56),

um die Stabilitat der Diacetoxymethylfunktion in dieser Position X

0
zu untersuchen. Diese zeigen, wie konzeptionell erwinscht, o/é\_Od“
eine deutlich groRere Differenz in der chemischen CH(OAc)ZO

Hydrolysestabilitat zueinander als die 5-Diacetoxymethyl- zu X = Me(73),tBu(74)
den 5-Formyl-Derivaten. Allerdings erwiesen sich die 3-Diacetoxymethyl-cycloSal-
d4TMPs im Vergleich in ihrer antiviralen Wirkung nur als gleichwertig bzw. schlechter
und waren dabei cytotoxischer. Auch wurde hier ebenfalls eine Spaltung der
Acylalfunktionen in RPMI/FCS(10%) festgestellt (S. 56-59).
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Da durch diese Verschiebung der Substituenten die Problematik der Acylalspaltung
im Inkubationsmedium nicht behoben werden konnte, wurden cycloSal-d4TMPs mit
einer starker verzweigten Acylalfunktion in der 5-Position der cycloSal-Maske
entwickelt. Diese 5-Diisobutyroxymethyl-5-alkyl-cycloSal-d4TMPs (103, 104) wiesen

auch die erwartete deutlich hohere Stabilitat

o IPFO gegenuber einer enzymatischen Spaltung auf. Die

o o Spaltung in RPMI/FCS(10%) konnte hierdurch stark
ipr/go O/|§\\—od4T verringert, wenn auch nicht vollstandig verhindert
% © werden. Erstaunlicherweise fihrte die hohere

Y = Me(103),tBu(104) Verzweigung der Acylalfunktion zu einem deutlichen

Verlust an chemischer Hydrolysestabilitat. AulRerdem traten bei diesen sehr
lipophilen Verbindungen grofie Loslichkeitsprobleme in wassrigen Medien auf,
sodass im Hinblick auf die antivirale Aktivitdt auch hier keine Verbesserung erzielt
werden konnte (S. 60-65).

Infolgedessen wurde ein weiterer Typ von enzymatisch aktivierbaren cycloSal-
Pronucleotiden — die Enolester-substituierten cycloSal-d4TMPs — entwickelt. Um
diesen Substanztyp grundlegend zu untersuchen, wurden verschiedene
5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs 106-108 dargestellt, wobei hier der Alkyl-
substituent in der 3-Position der cycloSal-Maske variiert wurde (S. 67-90). Fur diese
Enolester konnte die erwartete enzymatische Spaltung zu o
den entsprechenden 5-Acetyl-3-alkyl-cycloSal-d4TMPs O)K

109-111 belegt werden. AuRerdem konnte die effektive,

0
P—Od4T
7\
%

selektiv verlaufende Freisetzung von d4TMP aus diesen

Verbindungen gezeigt werden. Die 5-Acetyl-cycloSal- Y
d4TMPs 109-111 weisen im Vergleich zu den Y =H(106),Me(107),Bu(108)
5-Formyl-cycloSal-d4TMPs 34, 62 und 63 eine deutlich hdhere chemische
Hydrolysestabilitat auf (S. 94-102). Dies hat zur Folge, dass fur das
5-(1-Acetoxyvinyl)-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMP 108 der gewunschte Effekt einer
enzymatischen Aktivierung durch die Freisetzung der entsprechenden Acetyl-
Verbindung 111 ausbleibt. 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-methyl-cycloSal-d4TMP 107 hinge-
gen lieferte aussichtsreiche antivirale Daten, die auch auf einen erfolgreichen
Zelleinschluss des aus dieser Verbindung enzymatisch freigesetzten 5-Acetyl-3-
methyl-cycloSal-d4TMPs 110 zurlckzufuhren ist (S. 102-104). Allerdings wurde auch
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bei allen 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs 106-108 eine anteilige Spaltung im
RPMI/FCS(10%) beobachtet (S. 96). Im Hinblick darauf ist eine zukunftige
Entwicklung weiterer 5-(1-Acyloxyvinyl)-3-methyl-cycloSal-d4TMPs zu empfehlen,
deren Enolesterfunktionen eine hohere Stabilitdt gegenuber der enzymatischen
Spaltung aufweisen (siehe Abb. 119, S. 158).

Die absolute Konfiguration aller im Rahmen dieser Arbeit diastereomerenrein
erhaltenen cycloSal-d4TMPs (41, 63, 104, 108, 111) konnte auf Grundlage einer
Rontgenkristallstruktur von (Rp)-63, der ersten existierenden Rontgenkristallstruktur
eines diastereomerenreinen cycloSal-Nucleosidmonophosphats Uberhaupt, eindeutig
zugeordnet werden (S. 33-34, 38-39, 60-61, 98-100). Bei all diesen Verbindungen
weist das Sp-konfigurierte Diastereomer die bessere anti-HIV-2-Aktivitat in Thymidin-
Kinase defizienten CEM-Zellen auf. Mittels eines photometrisch verfolgten Assays
zur Starke der Butyrylcholinesterase-Inhibition der reinen Diastereomere wurde ein
bereits flr andere diastereomerenreine cycloSal-d4TMPs beobachteter Zusammen-
hang zwischen der absoluten Konfiguration am Phosphoratom und dem Inhibitions-
potenzial sowie der antiviralen Effektivitat bestatigt. So inhibiert in allen Fallen
dasjenige Diastereomer die humane Butyrylcholinesterase schwacher oder
uberhaupt nicht, das die bessere antivirale Aktivitat besitzt. Fur die im Zuge dieser
Arbeit synthetisierten Verbindungen war dies in allen Fallen das Sp-konfigurierte
Diastereomer. Dies stellte genau den Gegensatz zu der in vorigen Arbeiten
getroffenen Zuordnung dar (S. 115-117). Aus diesem Grund wurde die seinerzeit
anhand von Ergebnissen aus der CD-Spektroskopie getroffene Zuordnung tberpruft.
Durch einen Vergleich der dort zur Zuordnung verwendeten CD-Spektren mit denen
der in dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen konnte eindeutig belegt werden,
dass die damals getroffene Zuordnung nicht korrekt war (S. 117-121). Durch dieses
nun schlissige Gesamtbild des von der absoluten Konfiguration abhangigen
biologischen Verhaltens der diastereomerenreinen cycloSal-d4TMPs steht tUber die
Korrelation der antiviralen Aktivitat mit den Ergebnissen des Butyrylcholinesterase-
Inhibitions-Assays eine Moglichkeit zur Verfigung, die absolute Konfiguration neuer

diastereomerenreiner cycloSal-d4TMPs auch ohne Kristallstruktur abzuleiten.

Des Weiteren wurden im Rahmen dieser Arbeit neuartige ,dimere® cycloSal-d4TMPs

synthetisiert und umfassend analysiert. In diesen 5,5-Bis-(cycloSal-d4TMPs)
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194-196 sind zwei gleichartige cycloSal-d4TMP-Einheiten Uber die jeweiligen 5-Posi-

tionen der aromatischen Ringe miteinander verknlpft. Uber zuséatzliche Alkyl-

Y substituenten in den jeweiligen 3-Positionen
0]
d4TO—\\I3/O O wurde auch hier die Hydrolysestabilitat variiert.
O O o Die Synthese dieser Verbindungen konnte
S
O/P\\(—)Od” analog zum Syntheseweg der Dbereits

bekannten 3,3’-Bis-(cycloSal-d4TMPs) 35 und

Y = H(194),Me(195),1Bu(196) 36, mit einer Eisen(lll)-acetylacetonat-
vermittelten Homokupplung entsprechender 4-Bromsalicylalkoholisopropyliden-
acetale als zentralem Reaktionsschritt, durchgefiihrt werden. Durch Verwendung
einer alternativen Methode =zur Entschutzung der daraus resultierenden
Kupplungsprodukte konnte die Ausbeute dieses Reaktionsschritts erheblich
gesteigert (71-92% vs. 28%) und zeitgleich die Reaktionszeit deutlich minimiert
werden (wenige Minuten vs. 65 h). Durch leichte Anderungen in der
Reaktionsfihrung der beiden anschlielienden Schritte konnten wesentlich bessere
Ausbeuten der Zielverbindungen (28-37% vs. 8-11%) als zuvor erzielt werden
(S. 129-133). Trotz deutlich geringerer Hydrolysestabilitdten im Vergleich zu den
3,3’-Bis-(cycloSal-d4TMPs) (35, 36; S. 138-140) gelang mit der Synthese des
5,5-Bis-(3-methyl-cycloSal-d4TMPs) 195 erstmals die Darstellung eines Bis-
(cycloSal-d4TMPs), das einen vollen Erhalt der anti-HIV-2-Aktivitat in Thymidin-
Kinase defizienten CEM-Zellen zeigt (S. 150).
Ebenso war die detaillierte Untersuchung des Hydrolyseweges der 5,5-Bis-(cycloSal-
d4TMPs) (S. 143) Gegenstand dieser Arbeit. Dieser wurde am Beispiel der unsub-
stituierten Verbindung 194 analysiert. Durch o
Anwendung der Homokupplungsbedingungen fir 94TO—P~ O

@)
eine Heterokupplung zweier geschuitzter 4-Brom- O OH

salicylalkohole mit orthogonal spaltbaren Schutz- 206 OH

gruppen als Kernsyntheseschritt gelang die Darstellung des potenziellen
Hydrolyseintermediats 206, aus dem bereits ein Aquivalent d4TMP hydrolytisch
freigesetzt wurde (S. 134-137). Uber die Auswertung der Hydrolysestudien dieser
Verbindungen mittels analytischer RP-HPLC (S. 144-145) sowie durch *'P-NMR-
Hydrolysestudien (S. 145-149) konnte schlieBlich eindeutig die Bildung dieses
Intermediats nachgewiesen und somit der konsekutive Verlauf der Hydrolyse der Bis-

(cycloSal-d4TMPs) postuliert werden.
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7. Summary

This thesis deals with the synthesis and the investigation of the structure-activity-
relationship of a new class of cycloSal-pronucleotides — enzymatically activated
cycloSal-d4T-monophosphates — as well as with the synthesis and the analysis of

new 5,5’-bis-(cycloSal-d4T-monophosphates).

As one type of enzymatically activated cycloSal-d4TMPs different diacyloxymethyl-
substituted compounds have been synthesized. Using initially synthesized
5-diacetoxymethyl-cycloSal-d4 TMPs (33, 40, 41) with different substituents (H, CHs,
tBu) in the 3-position of the cycloSal-mask (p. 23-32), the general applicability with
regard to the designed concept was shown. A dependence of the antiviral in vitro
activity against HIV of these compounds on their hydrolysis behaviour, the absolute
configuration at the phosphorus atom as well as the properties of the released
respective 5-formyl-cycloSal-d4TMPs (34, 62, 63) has been found. But, as a general
problem, an enormous loss of hydrolysis stability and a partial cleavage of the acylal
function in the cell culture medium for the antiviral testings (RPMI/FCS(10%))
occurred (p. 35-44).

Moving the diacetoxymethyl group to the 3-position did not result in any improvement
(p- 45-59). So, 5-diisobutyroxymethyl-3-alkyl-cycloSal-d4TMPs (103, 104) have been
synthesized. These compounds showed the expected higher stability against
enzymatic cleavage and the decomposition of the acylal-group in the RPMI media
could be alleviated. However, these compounds have a decreased stability against
chemical hydrolysis and entailed solubility problems in aqueous media (p. 60-65).
Because no auspicious antiviral data were obtained, a new type of enzymatically

activated prodrugs was developed (p. 67-90).

These 5-(1-acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs (106-108) proved to release 5-acetyl
compounds (109-111) by intracellular enzymatic cleavage and were found to be more
stable against chemical hydrolysis compared to their respective acylal substituted
counterparts (p. 94-102). For the 3-alkyl substituted enolic esters promising antiviral
data were observed (p. 102-104). But only for the methyl substituted compound
further enhancements are reasonable because only the 5-acetyl-3-methyl-cycloSal-

d4TMP 110 ensures an effective intracellular trapping due to its lower lipophilicity and
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its faster chemical hydrolysis. Here, further studies are necessary because a partial
cleavage of the ester functionality in the cell culture medium was found for the
5-(1-acetoxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs (106-108) as well (p. 96). By the usage of acyl

residues with branched alkyl chains or a phenyl ring this problem might be solved.

Some of the synthesized compounds could be isolated as pure diastereomers by
preparative RP-HPLC. Based on a single crystal X-ray structure of (Rp)-63 all
absolute configurations could be attributed (p. 33-34, 38-39, 60-61, 98-100). All
Sp-configurated compounds showed better anti-HIV-activity. In a butyrylcholin-
esterase inhibition assay it was shown that these compounds always have the lower
inhibition potency, too. This coherence was found before but has been attributed to
the Rp-configuration (p. 115-117). This former attribution has been scrutinized and
was found to be wrong (p. 117-121). Now, it should be possible to attribute the
absolute configuration of new diasteromerically pure cycloSal-d4TMPs by the
correlation of the antiviral activity and the BChE-inhibition potency without having an

X-ray structure.

In a further project cycloSal-prodrugs with a mask-to-drug ratio of 1:2 have been
investigated and a highly efficient synthetic route to 5,5-bis-(cycloSal-d4TMPs)
(194-196) has been developed (p. 129-133). Although these compounds showed
lower hydrolysis stabilities compared to the already known 3,3’-derivatives (35, 36)
5,5-bis-(3-methyl-cycloSal-d4TMP) 195 was the only biaryl pronucleotide that
retained full antiviral activity in TK deficient CEM cells (p.150). The complex
hydrolysis pathway of these compounds (p. 143) has been studied exemplarily on the
hydrolysis of unsubstituted 5,5-bis-(cycloSal-d4TMP) 194. By the synthesis of the
possible hydrolysis intermediate 206 (p. 134-137) and detailed hydrolysis studies in
phosphate buffer (pH = 7.3) and in *'P-NMR experiments (p. 144-149) a consecutive
pathway could be postulated.
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8. Ausblick

Aus den im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen zu den enzymatisch
aktivierbaren cycloSal-d4T-monophosphaten Ilasst sich schlieRen, dass die
Enolester-substituierten Verbindungen die vielversprechenderen sind, da wie bereits
in Kapitel 4.1.8. angemerkt (vgl. S. 65), eine weitere Modifikation der
Diacyloxymethyl-Verbindungen nicht als zielfihrend erscheint. Eine weitere
Verzweigung der Alkylgruppe in der Acylalfunktion, die zu einer héheren Stabilitat
gegenuber der enzymatischen Spaltung fuhrte, wurde gleichzeitig sowohl die
Stabilitat gegenluber der chemischen Hydrolyse herabsetzen als auch noch gréfRere
Loslichkeitsprobleme in wassrigen Medien als Resultat haben. Aullerdem kénnte die
gewdulnschte intrazellulare enzymatische Spaltung so stark verlangsamt werden, dass
die chemische Hydrolyse der schneller verlaufende Schritt werden wirde, was dem
Konzept der enzymatischen Aktivierung widerspricht. Daher ist also eine
Konzentration auf die 5-(1-Acyloxyvinyl)-cycloSal-d4TMPs ratsam. Hier empfiehit
sich die Modifikation der Enolesterfunktion bei Verwendung eines
Methylsubstituenten in der 3-Position. Dieser ist fur eine ausreichend hohe
Hydrolysestabilitat unverzichtbar und das resultierende 5-Acetyl-3-methyl-cycloSal-
d4TMP 110 garantiert einen effektiven Zelleinschluss (vgl. S. 103-104). Um den
Enolester gegentber einer enzymatischen Spaltung, vor allem der unerwinschten in
RPMI/FCS(10%), zu stabilisieren, konnten auch hier starker verzweigte (Alkyl)-Reste

verwendet werden. Diese potenziellen Zielverbindungen sind in Abb. 119 gezeigt.

XY

o =iPr. 219
R =1tBu: 220
o R\;)O R=Ph: 221

Abb. 119 Mégliche zukinftige 5-(1-Acyloxyvinyl)-3-methyl-cycloSal-d4TMPs 219-221

Da hier im Vergleich zu den geminalen Dicarboxylaten anstatt zweier Acylreste nur
einer mit deutlich lipophileren Resten versehen werden wirde, sollten flr diese
potenziellen Verbindungen die Loslichkeitsprobleme noch keine entscheidende Rolle
spielen. Abzuwarten bleibt allerdings, wie sich diese Modifikationen der

Enolesterfunktion auf die chemische Hydrolysestabilitat auswirken. Die Verbindungen
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219-221 sollten prinzipiell Gber die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Route (vgl.
S. 84-90) zuganglich sein. Dazu mussten die entsprechenden Isopropenylester
222-224 fur eine Umwandlung des di-tert-Butylsilyl-4-acetyl-6-methylsalicylalkohols
155 in die entsprechenden Enolestern hergestellt werden. Fir die Isopropenylester
222 und 224 ist eine Synthese von Hanefeld et al.*® bekannt, die auch fir die
Darstellung von 223 anwendbar sein sollte. Da diese Produkte allerdings teilweise
als Ol oder Feststoff vorliegen, misste eine Synthese unter Verwendung eines

Losungsmittels entwickelt werden (Abb. 120).

®)
o O)J\R

g% X )LojiR Lésungsmittel? /\@CSI'OK
of 7< o 7<

R=iPr: 222
155 R=tBu: 223 —ipr
= P R=iPr: 225
R=Ph: 224 R=tBu: 226

R=Pnh: 227
Abb. 120 Entscheidener Syntheseschritt auf dem Weg zu den Zielverbindungen 219-221

Wie aber schon mehrfach in dieser Arbeit erwahnt, ist eine Untersuchung der
tatsachlichen in vivo-Aktivitat der cycloSal-d4TMPs gegen HIV unabdingbar, um
weitere sinnvolle Optimierungen dieses Prodrug-Systems vorzunehmen. Erst hieraus
konnte ein wirklich aussagekraftiger Vergleich der Effektivitat solcher enzymatisch
aktivierten cycloSal-Verbindungen zu dem in den in vitro-Tests bisher antiviral

aktivsten 3-Methyl-cycloSal-d4TMP 9 gezogen werden.

Im Hinblick auf das Erlangen weiterer Kenntnisse uber die potenziell unterschiedliche
Zellaufnahme und Zellverteilung der beiden Diastereomere von cycloSal-NMPs
sowie der daraus resultierenden unterschiedlichen antiviralen Aktivitat sollte der
Fokus auch auf die Entwicklung von Verbindungen gerichtet sein, die flr
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen geeignet sind. Einen vielversprechenden
Ansatz hierzu stellen cycloSal-Verbindungen mit BCNAs (bicyclic pyrimidine
nucleoside analogs) als Nucleosidbaustein dar. Diese von McGuigan et al.'®
entwickelten intrinsisch fluoreszierenden Nucleosidanaloga zeigen fur diese Analytik
sehr gut geeignete spektrale Eigenschaften. Die allgemeine Struktur solcher

potenziellen cycloSal-BCNA-monophosphate ist in Abb. 121 (S. 160) gezeigt.
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Abb. 121 Allgemeine Struktur der potenziellen cycloSal-BCNA-monophosphate

Wird der Rest R nicht zu grol3 gewahlt, sollten diese Verbindungen nur wenig von
den zu Grunde liegenden Pyrimidinstrukturen abweichen und so einen Vergleich des
Diffusionsverhaltens mit den cycloSal-d4TMPs zulassen. Ein noch exakterer
Vergleich ware naturlich moglich, wenn die Darstellung eines entsprechenden
d4-Derivats der BCNAs gelange. Im Hinblick auf den Vergleich der Eigenschaften
einer enzymatisch aktivierten Verbindung mit dem entsprechenden 3-Methyl-Derivat
ware also die Synthese der entsprechenden Verbindungen (X = 1-Acyloxyvinyl,
Y = CH3; sowie X = H, Y = CH3 in Abb. 121) von groRem Interesse.

Auch konnten Uber diese Verbindungen weitere Erkenntnisse Uber die Molekulfaltung
der cycloSal-Pronucleotide erhalten werden. Bei erfolgreicher Trennung der
Diastereomere waren potenziell Fluoreszenzstudien mdglich, wie sie mit den
Triestern 182 und 183 (vgl. S. 123-124) bereits durchgeflhrt wurden. Moglicherweise
konnte hier das ausschlie3lich von einem Diastereomer verursachte ,Fluoreszenz-

Quenching® belegt werden.



Experimentalteil 161

9. Experimentalteil

9.1. Allgemeines

9.1.1. Edukte und Reagenzien

Samtliche Edukte und Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den
Firmen Acros, Aldrich, Fluka und VWR in Synthesequalitdt bezogen und ohne
weitere Reinigung fur die Synthesen verwendet. 2’-Desoxythymdin wurde von der

Firma ChemGenes erworben.

Diisopropylethylamin (DIPEA): mehrere Tage unter Ruckfluss Uber Natrium/
Benzophenon getrocknet, unter Inertgas destilliert und unter Lichtausschluss

aufbewahrt.

Essigsaureanhydrid: unter Inertgas destilliert.

Isobuttersaureanhydrid: unter Inertgas destilliert.

Isopropenylacetat: unter Inertgas destilliert.

Phosphor(lll)-chlorid: unter Inertgas destilliert.

Triethylamin: mehrere Tage unter Ruckfluss Uber Natrium/Benzophenon getrocknet,

unter Inertgas destilliert und unter Lichtausschluss aufbewahrt.

9.1.2. Lésungsmittel

Die folgenden Losungsmittel wurden in technischer Qualitat bezogen und vor ihrer
Verwendung (Reaktionen und Arbeitsschritte ohne Inertgasbedingungen, Chromato-
grafie) gereinigt. Alle anderen Losungsmittel wurden ohne weitere Reinigung

eingesetzt.

Dichlormethan: Gber Calciumchlorid getrocknet und destilliert.
Diethylether: am Rotationsverdampfer destilliert, Gber KOH gelagert.
Ethylacetat: Gber Calciumchlorid getrocknet und destilliert.

Methanol: destilliert.
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9.1.3. Absolute Lésungsmittel
Fur Reaktionen unter Luft- und Feuchtigkeitsausschluss wurden die nachfolgend

aufgefuhrten absoluten Losungsmittel verwendet.

Acetonitril: mehrere Tage unter Ruckfluss Uber Calciumhydrid getrocknet, unter

Inertgas destilliert und Uber Molekularsieb (0.3 nm) aufbewahrt.
CDCls: uber Molekularsieb (0.4 nm) getrocknet.

Dichlormethan: unter Ruckfluss Uber Phosphor(V)-oxid getrocknet, unter Inertgas

destilliert und Uber Molekularsieb (0.4 nm) aufbewahrt.

Diethylether: unter Ruckfluss Uber Natrium/Benzophenon getrocknet, unter Inertgas

destilliert und Uber Molekularsieb (0.4 nm) aufbewahrt.
N,N-Dimethylacetamid: Fluka Nr. 38839, absolut Uber Molekularsieb.
N,N-Dimethylformamid (DMF): Fluka Nr. 40248, absolut Uber Molekularsieb.
Dimethylsulfoxid (DMSO): Fluka Nr. 41648, absolut Uber Molekularsieb.

DMSO-ds: Uber Natrium getrocknet, unter Inertgas destilliert und Gber Molekularsieb
(0.4 nm) aufbewabhrt.

Pyridin: mehrere Tage unter Ruckfluss Uber Calciumhydrid getrocknet, unter Inertgas

destilliert und Uber Molekularsieb (0.4 nm) aufbewahrt.

Tetrahydrofuran (THF): Uber Kaliumhydroxid vorgetrocknet, unter Ruckfluss Uber
Kalium/Benzophenon getrocknet, unter Inertgas destilliert und Uber Molekularsieb
(0.4 nm) aufbewabhrt.

9.1.4 Chromatografie

Dunnschichtchromatografie

Es wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator
(VWR Nr. 5554; Schichtdicke 0.2 mm) verwendet. Alle R-Werte wurden bei Kammer-
sattigung ermittelt. Die Detektion der UV-aktiven Verbindungen erfolgte mit einer UV-
Lampe bei einer Welllenlange von 254 nm. Nucleosidische Substanzen wurden

daruber hinaus mittels eines Gemischs aus p-Methoxybenzaldehyd (0.5 mL),
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Ethanol (20 mL), konz. Schwefelsaure (0.5 mL), Essigsaure (0.1 mL) und Wasser
(20 mL) angefarbt.

Zirkulare praparative Dinnschichtchromatografie (Chromatotron)

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 PF2s54 (VWR Nr. 7749) in Schichtdicken von 1, 2 und
4 mm auf Glasplatten (Durchmesser: 20 cm). Die Detektion der UV-aktiven

Substanzen erfolgte mit einer UV-Lampe bei einer Wellenlange von 254 nm.

Saulenchromatografie

FUr saulenchromatografische Trennungen wurde VWR Kieselgel 60 (0.040-
0.063 mm, 230-400 mesh ASTM) verwendet. Fur anspruchsvollere Trennprobleme
kam die klassische Saulenchromatografie zum Einsatz, fur einfachere Trenn-

probleme wurden Saulenfiltrationen in einer Glasfritte durchgefihrt.

Umkehrphasenchromatografie

Fur Dunnschichtchromatogramme wurde Kieselgel 60 RP-18 Fzsss DC-Folie (VWR
5559) verwendet, fur die Saulenchromatografie wurde LiChroprep RP-18 (40-63 puM)
eingesetzt.

Hochleistungsflissigkeitschromatografie (HPLC)
Die analytische Hochleistungsflissigkeitschromatografie wurde an einer Merck-
Hitachi-Anlage Modell D-7000 durchgefuhrt.

Software: Chromatography Data Station Software
Interface: D-7000

Pumpe: L-7100

Automatischer Probenwechsler: L-7200

Detektion: Diode Array Detector L-7455

Analytische Saule: LiChroCart 125-3 mit LiChrospher 100 RP 18

(5 ym) Fullmaterial
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Methoden:

Methode I: Von 0 bis 25 min Wasser mit einem Acetonitril-Gradienten (5-100%), bis
35 min isokratisch Acetonitril/Wasser 5:95 v/v, Flussrate 0.5 mL/min, UV-Detektion
(240-260 nm).

Methode II: Von 0 bis 22 min lonenpuffer mit einem Acetonitril-Gradienten (8-92%),
bis 27 min reines Acetonitril, bis 33 min isokratisch Acetonitril/lonenpuffer 8:92 v/v,
Flussrate 0.6 mL/min, UV-Detektion (240-260 nm).

Methode I1I: Von 0 bis 20 min isokratisch Acetonitril/Wasser 25:75 v/v, von 20 bis
40 min isokratisch Acetonitril/\WWasser 35:65 v/v, von 40 bis 50 min Wasser mit einem
Acetonitril-Gradienten (35-100%), dann fur 15 min isokratisch Acetonitril/\Wasser
25:75 vlv, Flussrate 0.5 mL/min, UV-Detektion (240-260 nm).

Methode IV: Von 0 bis 20 min isokratisch Acetonitril/Wasser 25:75 v/v, von 20 bis
45 min isokratisch Acetonitril/Wasser 55:45 v/v, von 45 bis 55 min Wasser mit einem
Acetonitril-Gradienten (55-100%), dann fur 15 min isokratisch Acetonitril/\WWasser
25:75 vlv, Flussrate 0.5 mL/min, UV-Detektion (240-260 nm).

Lésungsmittel:
Fur alle HPLC-Anwendungen wurde Acetonitrii des Reinheitsgrads ,HPLC grade”

(Firma Acros oder VWR) sowie Reinstwasser (Milli-Q) verwendet.

lonenpuffer:

Stammldsung (9.8 mM TBAH): Es wurden 1000 mL Wasser mit 6.6 mL einer Losung
von Tetrabutylammoniumhydroxid (TBAH) in Wasser (ca. 40%, 1.5 M) versetzt und
mit konzentrierter Phosphorsaure auf pH 3.8 eingestellt.

Verwendete Losung (0.55 mM TBAH): Es wurden 60 mL der 9.8 mM Stammlésung

mit 1000 mL Wasser verdinnt.

Die praparative Hochleistungsflissigkeitschromatografie wurde isokratisch mit einer
Merck-Hitachi L-6250 Intelligent Pump mit 5 mL-Schleife durchgeflhrt. 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) Fullmaterial. Die
Flussrate betrug 10 mL/min, die Detektion erfolgte bei 260 nm.
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Das zu trennende Gemisch wurde dabei, sofern nicht anders angegeben, im jeweils
verwendeten Eluenten geldést und vor der Injektion Uber einen Einmal-Filter
(Schleicher & Schuell Spartan 13/30, 0.2 yM) filtriert. Die fur einen einzelnen HPLC-
Lauf injizierten Mengen wurden so gewahlt, dass die injizierte Menge des
Substanzgemischs maximal 50 mg betrug. Fur anspruchsvollere Trennungen
(beispielsweise von Diastereomerengemischen) wurde die injizierte Menge pro
HPLC-Lauf auf maximal 25 mg begrenzt. Die Produkte wurden anschlieffend durch

direkte Gefriertrocknung der gesammelten Losungen isoliert.

9.1.5. Spektroskopie

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden in der spektroskopischen Abteilung des Instituts fur
Organische Chemie sowie des Instituts fur Anorganische Chemie der Universitat
Hamburg auf Bruker-Geraten aufgenommen. Auf den Modellen AMX 400 und
AV 400 wurden 400 MHz-"H-NMR-, 101 MHz-">C-NMR- und 162 MHz-*'"P-NMR-
Spektren, auf dem Modell DRX 500 wurden 500 MHz-"H-NMR- und 126 MHz-"C-
NMR-Spektren gemessen. Zusatzlich wurden auf den Modellen AV 400 und
DRX 500 von allen nicht luftempfindlichen Verbindungen 'H,'H- sowie
'H,"3C-Korrelationsspektren (H,H-COSY, HMQC, HMBC) aufgenommen. Samtliche
3P.-NMR-Spektren wurden 'H-entkoppelt gemessen.

Die chemische Verschiebung & [ppm] wurde auf die Losungsmittelsignale kalibriert,
wobei DMSO-ds auf 2.50 ("H) bzw. 39.52 (*C) ppm, CDCls auf 7.26 ('H) bzw.
77.16 ("*C) ppm und Benzol-dg auf 7.16 ("H) bzw. 128.06 (**C) ppm kalibriert wurde.
Die Verschiebungen der *'"P-NMR-Signale wurden gegen einen externen Standard
von 85%iger Phosphorsaure angegeben. Luftempfindliche Substanzen wurden in

zuvor getrocknetem CDCl; vermessen.

Massenspektrometrie (MS)

Die FAB-Massenspektren wurden an der Universitat Hamburg an einem doppel-
fokussierenden Spektrometer VG/70-250 F der Firma VG Analytical aufgenommen
Dabei wurde eine meta-Nitrobenzylalkohol-Matrix sowie Xenon als StoR3gas

verwendet.

Die ESI-Massenspektren wurden an der Universitat Hamburg an einem Finnigan
ThermoQuest MAT 95 XL-Spektrometer aufgenommen.
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Infrarotspektroskopie (IR)

Die IR-Spektren der als KBr-Presslinge oder mit Hilfe von NaCl-Platten vermessenen
Substanzen wurden an einem Thermo Nicolet AVATAR 370 FT-IR aufgenommen.
Fur alle direkt vermessenen Verbindungen wurde ein Alpha-P FT-IR-Spektrometer

der Firma Bruker verwendet.

Ultraviolett-Spektroskopie (UV) und Fotometrie

Als UV-Spektrometer und Fotometer kam ein Varian Cary 1E UV-Visible
Spectrophotometer mit einem Varian Cary Temperature Controller zum Einsatz. Fur
alle cycloSal-Nucleotide wurden die UV-Spektren der HPLC-Analysen zur

Auswertung verwendet.

Circularer Dichroismus
Die Messungen des Circular Dichroismus wurden an einem CD Instrument Model
215 der Firma AVIV durchgeflhrt.

9.1.6. Weitere verwendete Geréate

Gefriertrocknung

Die Gefriertrocknung wassriger oder wasserhaltiger Lésungen wurde an einer Christ
ALPHA 2-4-Gefriertrocknungsanlage durchgefuhrt.

Schmelzpunktbestimmung
Die Schmelzpunktbestimmung wurde mit einem Schmelzpunktbestimmer apotec der
Firma Otto Stein durchgefuhrt.

Thermomixer

Als Thermomixer wurde ein Eppendorf Thermomixer 5436 verwendet.

Zentrifuge

Als Zentrifuge kam eine Biofuge pico der Firma Heraeus zum Einsatz.



Experimentalteil 167

9.2. Synthesen
9.2.1. Synthese bereits bekannter Verbindungen
Folgende Substanzen wurden ohne Veranderung der Durchfihrung nach bereits in

der Literatur beschriebenen Verfahren dargestellit:

2’,3’-Didesoxy-2’,3’-didehydrothymidin (d4T, 2) aus 2’-Desoxythymidin Uber drei
Stufen®’, 5-Formyl-cycloSal-d4TMP (34) aus 5-Bromsalicylaldehyd (42) iber sechs
Stufen®®, 4-Brom-6-methylsalicylalkohol (48) aus 3-Methylsalicylsdure (50) (iber drei
Stufen®,  3-tert-Butylsalicylaldehyd  (54)%*,  6-Bromsalicylalkoholisopropyliden-
acetal (95)°°, 3-tert-Butyl-4-hydroxyacetophenon (140)°.

9.2.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Salicylalkohol-Derivaten durch
Reduktion von Carbonylverbindungen (AAV 1)

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgeflhrt. Es wurden
1.0 Aquivalente (fir Salicylaldehyde als Edukt) bzw. 2.0 Aquivalente (fir
Salicylsaureester als Edukt) Lithiumaluminiumhydrid in abs. THF suspendiert. Zu
dieser Suspension wurde bei Raumtemperatur unter Rihren eine Ldsung von
1.0 Aquivalenten der Carbonylverbindung in abs. THF innerhalb von 30-45 Minuten
getropft. Zunachst wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur, dann eine Stunde unter
Ruckfluss geruhrt. Nach Abkuhlen auf 0 °C wurde mit 2 N Salzsaure auf pH 4-5
angesauert. Durch die anschlieliende Zugabe von Wasser und Ethylacetat wurden
die Phasen getrennt und die wassrige Phase viermal mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die so erhaltenen Rohprodukte wurden

chromatografisch gereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur ortho-Chlormethylierung von Phenolen und
anschlieBender Umsetzung zu Salicylalkohol-Derivaten (AAV 2)

Es wurden 1.0 Aquivalente des jeweiligen Phenols in konzentrierter Salzsdure geldst,
mit 4.1 Aquivalenten einer 37%igen Formaldehyd-Lésung versetzt und fiir vier
Stunden bei 50 °C geruhrt. Die nach Filtration oder Extraktion erhaltenen rohen
Produkte wurden ohne weitere Reinigung in einer nucleophilen Substitutionsreaktion

zum jeweiligen Salicylalkohol umgesetzt.
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Ein Aquivalent des jeweiligen rohen ortho-Chlormethylphenols wurde in wassrigem
THF gelost, mit 1.5 Aquivalenten Calciumcarbonat und zusétzlichem Wasser
(4 mL pro 10 mL THF) versetzt und einen Tag bei Raumtemperatur gerthrt. Die
Reaktionslosung wurde anschliefend mit verdinnter Salzsaure auf einen pH-Wert
von 6 eingestellt, weiter mit Wasser (halbes Volumen der Lésung) verdunnt und
viermal mit Ethylacetat extrahiert. Nach Trocknung der organischen Phase uber
Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach

chromatografischer Reinigung konnten die reinen Salicylalkohole isoliert werden.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Isopropyliden-Schitzung von Salicyl-
alkoholen (AAV 3)

Es wurden 1.0 Aquivalente des jeweiligen Salicylalkohols in Aceton geldst und mit
funf Aquivalenten 2,2-Dimethoxypropan, drei Aquivalenten wasserfreiem Natrium-
sulfat und 0.1 Aquivalenten para-Toluolsulfonsdure-Monohydrat versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde drei Tage bei 40 °C geruhrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer abkondensiert und der Ruckstand in
Ethylacetat und Wasser aufgenommen. Die Phasen wurden getrennt und die
wassrige Phase mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden zweimal mit 1 M Natronlauge und einmal mit Wasser gewaschen. Nach
Trocknung Uber Natriumsulfat wurde das Loésungsmittel am Rotationsverdampfer

entfernt. Die erhaltenen Rohprodukte wurden chromatografisch gereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Bis-Silylschitzung von Salicylalkoholen
(AAV 4)

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden
1.0 Aquivalente des jeweiligen Salicylalkohols in abs. Pyridin geldst und mit
4.0 Aquivalenten des Chlorids der verwendeten Silylschutzgruppe sowie 7.0 Aquiva-
lenten Imidazol versetzt. Die Reaktionslosung wurde fur vier Tage bei Raum-
temperatur gerthrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser bei 0 °C
abgebrochen und anschlieRend dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotations-
verdampfer vom LoOsungsmittel befreit. Die resultierenden Rohprodukte wurden

chromatografisch gereinigt.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Di-tert-butylsilyl-Schitzung von Salicyl-
alkoholen (AAV 5)

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden
1.0 Aquivalente des jeweiligen Salicylalkohols in abs. Dichlormethan geldst und auf
0 °C abgekihlt. Die Lésung wurde mit 4.4 Aquivalenten abs. Pyridin sowie
1.3 Aquivalenten Di-tert-butylsilyl-bis-(trifluormethansulfonat) versetzt und anschlie-
Rend bis zum vollstandigen Umsatz bei Raumtemperatur geruhrt. Zum Abbruch der
Reaktion wurde die Reaktionslosung in Eiswasser gegeben. Nach zweifacher
Extraktion mit Dichlormethan wurden die vereinigten organischen Phasen Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
abkondensiert. Durch chromatografische Reinigung wurden die reinen Produkte

isoliert.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Formylierung von Brom-substituierten
Salicylalkoholen (AAV 6)

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden
1.0 Aquivalente des jeweiligen Brom-substituierten Salicylalkohols in abs. THF
gelést. Die Lésung wurde auf -78 °C (Innentemperatur) abgekuhlt und so mit
2.0 Aquivalenten einer 1.6 M n-Butyllithium-Lésung versetzt, dass die
Innentemperatur immer unter -78 °C blieb. Nach zwei Stunden Ruhren bei -78 °C
wurde eine Lésung aus 10 Aquivalenten abs. N,N-Dimethylformamid in abs. THF
(1:1 v/v) hinzugegeben. Die resultierende Lésung wurde noch 45 Minuten bei -78 °C
geruhrt und dann langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Nach Zugabe von Wasser
und Diethylether wurden die Phasen getrennt und die organische Phase zweimal mit
Wasser gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden noch einmal mit
Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit
gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und
am Rotationsverdampfer eingeengt. Eine abschlieBende chromatografische

Reinigung ergab jeweils die reinen Produkte.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von 1-Acetoxyvinyl-substituierten
Salicylalkoholen aus Acetyl-substituierten Salicylalkoholen (AAV 7)
Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. Der entsprechende

Acetyl-substituierte Salicylalkohol (1.0 Aquivalente) wurde in Isopropenylacetat gelst
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und mit para-Toluolsulfonsédure-Monohydrat (0.3 Aquivalente) versetzt. Die
Reaktionslésung wurde fur 18 Stunden bei 110 °C gerthrt. Anschlielliend wurden die
Phasen mit Diethylether und Wasser getrennt und die wassrige Phase noch zweimal
mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer

abkondensiert. Die Rohprodukte wurden chromatografisch gereinigt.

Allgemeine  Arbeitsvorschrift  zur Homokupplung Brom-substituierter
Salicylalkohole (AAV 8)

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefuihrt. Der jeweilige
Brom-substituierte Salicylalkohol (1.0 Aquivalente) wurde in abs. THF gel6st, diese
Losung auf -80 °C abgekihlt und mit 1.0 Aquivalenten einer 1.6 M n-Butyllithium-
Ldsung versetzt. Die Reaktionslésung wurde fur eine Stunde bei -80 °C geruhrt und
anschlieBend in ein auf -80 °C gekiihltes Gemisch von 1.1 Aquivalenten Eisen(lll)-
acetylacetonat in abs. THF Uberflhrt. Nach finfminitigem Ruahren bei -80 °C wurde
die Kuhlung entfernt und das Reaktionsgemisch fur die angegebene Zeit bei
Raumtemperatur geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde in Ethylacetat und
2 N Salzsaure aufgenommen und die Phasen getrennt. Die wassrige Phase wurde
zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
anschliefend dreimal mit 2 N Salzsaure, zweimal mit destillietem Wasser sowie
zweimal mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und Uber Natriumsulfat
getrocknet. Nach Einengen am Rotationsverdampfer wurden die Rohprodukte

chromatografisch gereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Entschitzung von Isopropyliden-geschitzten
Salicylalkoholen (AAV 9)

Variante |

Ein Aquivalent des jeweiligen Salicylalkoholisopropylidenacetals wurde in einem
Acetonitril/Wasser-Gemisch geldst und mit wenigen Tropfen rauchender Salzsaure
versetzt. Die Reaktionslosung wurde fur dreil3ig Sekunden zum Sieden erhitzt. Die
quantitative  Entschitzung wurde dinnschichtchromatografisch  (Laufmittel:
Dichlormethan) Uberpruft und die Prozedur gegebenenfalls mehrfach wiederholt.
AnschlieRend wurden mit Wasser und Ethylacetat die Phasen getrennt. Die wassrige

Phase wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen
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Phasen nach Trocknung Uber Natriumsulfat am Rotationsverdampfer eingeengt. Die

Rickstande wurden chromatografisch gereinigt.

Variante |
Die Synthese erfolgte analog zu Variante |, allerdings wurden einige Milliliter

rauchende Salzsaure eingesetzt und fir eine Minute zum Sieden erhitzt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Entschitzung von Silyl-geschitzten
Salicylalkoholen (AAV 10)

Variante | (mit Tetra-n-butylammoniumfluorid)

Es wurden 1.0 Aquivalente des jeweiligen Silyl-geschitzten Salicylalkohols in THF
(Uber KOH gelagert) geldst und mit 2.5 Aquivalenten Tetra-n-butylammoniumfluorid
(TBAF) versetzt. Die Reaktionslésung wurde bis zur vollstandigen Entschutzung bei
Raumtemperatur gerthrt (dinnschichtchromatografische Kontrolle) und anschlie-
Rend am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Eine abschlieliende

chromatografische Reinigung lieferte die reinen Produkte.

Variante 1l (mit Triethylamin-Trihydrofluorid)

Es wurden 1.0 Aquivalente des jeweiligen Silyl-geschiitzten Salicylalkohols in THF
(Uber KOH gelagert) geldst und mit 3.0 Aquivalenten Triethylamin-Trihydrofluorid
versetzt. Die Reaktionslosung wurde bis zur vollstandigen Entschutzung bei
Raumtemperatur gerihrt und die Phasen anschliel3end mit Diethylether und Wasser
getrennt. Die wassrige Phase wurde noch einmal mit Diethylether extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen dann mit einer 5%igen Natriumhydrogencarbonat-
Losung gewaschen. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und
durch anschlielende chromatografische Reinigung konnten die reinen Produkte

isoliert werden.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Saligenylchlorphosphiten
(AAV 11)
Variante |
Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgeflhrt. Es wurden
1.0 Aquivalente des jeweiligen Salicylalkoholderivats in abs. Diethylether geldst bzw.
suspendiert und auf -20 °C abgekihlt. Es wurden zundchst 1.2 Aquivalente

Phosphor(lll)-chlorid hinzugegeben. Nach zehn Minuten wurden Uber einen Zeitraum
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von 1.5 bis drei Stunden 2.3 Aquivalente abs. Pyridin, verdiinnt mit dem fiinffachen
Volumen an abs. Diethylether, zugetropft. Zur Synthese von Bis-(saligenyl-
chlorphosphiten) wurden entsprechend die doppelten Aquivalente PCl; und abs.
Pyridin verwendet. Nach beendeter Zugabe wurde die Reaktionslosung auf
Raumtemperatur erwarmt und anschlielend fir eine Stunde bei Raumtemperatur
geruhrt. Durch Aufbewahrung im Gefrierschrank (-27 °C) Uber Nacht wurde ein
moglichst  vollstandiges Ausfallen des entstandenen Pyridinhydrochlorids
herbeigefluhrt. Nach Filtration unter Stickstoff als Inertgas (Nachwaschen mit abs.
Diethylether) und Abkondensation des Lésungsmittels im Olpumpenvakuum wurde
das jeweilige Saligenylchlorphosphit als Rohprodukt erhalten, das ohne weitere
Reinigung zur Synthese der cycloSal-Nucleosidmonophosphate verwendet wurde.
Die Reinheit der isolierten Saligenylchlorphosphite wurde aus dem 'H-NMR-
Spektrum Uber das Verhaltnis der Integrale eines aromatischen Protons des
Chlorphosphits und des einzelnen Protons des Pyridinhydrochlorids bestimmt (bei
Bis-(saligenylchlorphosphiten) zwei Protonen vs. zwei Protonen des Pyridinhydro-
chlorids). Bei einer Reinheit von > 95% laut 'H-NMR-Spektrum wird hier die

Verbindung als rein angesehen.

Variante |l
Die Synthese erfolgte analog zu der Variante |, allerdings mit abs. THF als

Lésungsmittel (Waschen nach Filtration mit abs. Diethylether).

Variante I

Die Synthese erfolgte analog zu der Variante |, allerdings mit abs. THF als
Losungsmittel. Vor der Lagerung im Gefrierschrank wurde das THF im Olpumpen-
vakuum ankondensiert und der Ruckstand in der entsprechenden Menge abs.

Diethylether aufgenommen.

Variante 1V

Die Synthese erfolgte analog zu der Variante |, allerdings mit einem 3:1-Gemisch
(v/v) aus abs. Diethylether und abs. THF als Losungsmittel. Das abs. Pyridin wurde
mit dem funffachen Volumen an abs. Diethylether verdunnt (Waschen nach Filtration

mit abs. Diethylether).

Variante V

Die Synthese erfolgte analog zu der Variante |, allerdings bei -40 °C.



Experimentalteil 173

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von cycloSal-d4T-monophosphaten
(AAV 12)

Variante | (Uberschuss an Saligenylchlorphosphit)

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefluhrt. Es wurden
1.0 Aquivalente d4T 2 in abs. Acetonitril gelést und auf -20 °C abgekihlt. Zu dieser
Lésung wurden 1.6 Aquivalente DIPEA sowie 2.0 Aquivalente des cycloSaligenyl-
chlorphosphits (gelost in abs. Acetonitril) hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde
bis zum vollstandigen Umsatz des d4Ts 2 bei Raumtemperatur geruhrt
(DC-Verfolgung). AnschlieBend wurde auf -20 °C gekiihlt und 3.0 Aquivalente tert-
Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Nonan) tropfenweise zugegeben. Danach wurde bis
zur vollstandigen Oxidation bei Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von Wasser oder eines geeigneten Puffers beendet und dreimal mit
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die anschlieBRende
chromatografische Reinigung ergab die reinen Produkte meist als farblose Ole, die
nach einer Gefriertrocknung (Acetonitril/Wasser 1:1 v/v) als farblose Watten

vorlagen.

Variante Il (Uberschuss an d4T 2)

Die Synthese erfolgte analog zu der Variante |, allerdings wurden pro 1.0 Aquivalente
Saligenylchlorphosphit-Einheit 1.2 Aquivalente d4T 2, 1.9 Aquivalente DIPEA und
3.6 Aquivalente tert-Butylhydroperoxid (5.5 M in n-Nonan) verwendet.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Diacyloxymethyl-substituierten
cycloSal-d4T-monophosphaten aus Formyl-substituierten cycloSal-d4T-mono-
phosphaten (AAV 13)

Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Es wurde ein
Aquivalent des jeweiligen Formyl-substituierten cycloSal-d4TMPs in abs. Acetonitril
gelost und mit ungefdhr 25 Aquivalenten des jeweiligen S&ureanhydrids versetzt.
Nach der Zugabe von 0.5 Aquivalenten Zirkonium(IV)-chlorid wurde die Reaktions-
I6sung bei Raumtemperatur gertihrt und dabei diinnschichtchromatografisch verfolgt.
Nach Zugabe von Phosphatpuffer (pH = 7.3) und Ethylacetat wurden die Phasen
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel

am Rotationsverdampfer abkondensiert. Die Produkte wurden abschliel3end
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chromatografisch gereinigt und lagen nach einer Gefriertrocknung (Acetonitril/Wasser

1:1 v/v) als farblose Watten vor.

9.2.3. Synthese der 4-Formylsalicylalkohole

Synthese von 4-Brom-6-methylsalicylalkoholisopropylidenacetal 56

Die Reaktion wurde gemall der AAV 3 durchgefihrt. Es wurden 3.00 g (13.8 mmol)
4-Brom-6-methylsalicylalkohol 48, 8.70 mL (70.2 mmol) 2,2-Dimethoxypropan,
262 mg (1.38 mmol) para-Toluolsulfonsdure-Monohydrat und 6.0 g wasserfreies
Natriumsulfat in 60 mL Aceton eingesetzt. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron
(Petrolethersg7o/Dichlormethan (0—-30%)).

Ausbeute: 2.78 g (10.8 mmol, 83%) eines gelben Ols

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 7.22-7.20 (m, 1H, H-5),

7.12-7.10 (m, 1H, H-3), 4.78 (s, 2H, H-7), 2.08 (s, 3H, Aryl- B4 ~2~4
CHs), 1.46 (s, 6H, Acetal-CHs) ppm. C NMR (101 MHz, e O/%
DMSO-dg): 5= 148.16 (C-1), 131.14 (C-5), 127.99 (C-6), 125.03

(C-3), 121.36 (C-2), 111.09 (C-4), 99.63 (Acetal-C), 59.64 (C-7), 24.59 (Acetal-CHs),
14.81 (Aryl-CH3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.. 256.0 [M], gef.: 256.0. IR (NaCl):
v [cm'1] = 1471, 1384, 1374, 1279, 1263, 1245, 1202, 1139, 891, 840. UV
(Methanol): Amax [nm]: 286, 222. R--Wert = 0.67 (Dichlormethan).

Synthese von 4-Formyl-6-methylsalicylalkoholisopropylidenacetal 58

Die Reaktion wurde gemall der AAV 6 durchgefiihrt. Es wurden 2.20 g (8.56 mmol)
4-Brom-6-methylsalicylalkoholisopropylidenacetal 56 in 50 mL abs. THF, 10.7 mL
(171 mmol) 1.6 M n-Butyllithium-Lésung und 6.60 mL (85.7 mmol) abs.
N,N-Dimethylformamid in 6.6 mL abs. THF eingesetzt. Die Reinigung erfolgte am

Chromatotron (Petroletherso o).
Ausbeute: 1.40 g (6.79 mmol, 80%) eines braunen Ols

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 9.81 (s, 1H, H-8), 7.63-
7.60 (m, 1H, H-5), 7.53-7.50 (m, 1H, H-3), 4.92 (s, 2H, H-7),
2.17 (s, 3H, Aryl-CHs), 1.52 (s, 6H, Acetal-CHs) ppm. *C
NMR (101 MHz, DMSO-dg): § = 191.50 (C-8), 154.30 (C-1),
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130.06 (C-5), 128.48 (C-4), 126.15 (C-6), 125.35 (C-3), 119.40 (C-2), 100.62 (Acetal-
C), 59.93 (C-7), 24.73 (Acetal-CH3), 15.10 (Aryl-CH3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.:
207.1 [M+H"], gef.: 207.1. IR (NaCl): v [ecm™"] = 1692, 1602, 1483, 1386, 1376, 1300,
1278, 1260, 1205, 1128, 874. UV (Methanol): Amax [nm]: 278, 222. R-Wert = 0.49
(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).

Synthese von 4-Formyl-6-methylsalicylalkohol 60

Die Reaktion wurde gemal} der Variante | der AAV 9 durchgefiihrt. Es wurden 1.22 g
(5.92 mmol) 4-Formyl-6-methylsalicylalkoholisopropylidenacetal 58 in 30 mL
Acetonitril/Wasser (7:3 v/v) und drei Tropfen rauchende Salzsaure (funf Durchgange,
nach dem dritten erneut 20 mL Acetonitril/Wasser (7:3 v/v) zugegeben) eingesetzt.

Die Reinigung erfolgte am Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0—-2%)).
Ausbeute: 922 mg (5.55 mmol, 94%) eines gelben Feststoffs

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 9.78 (s, 1H, H-8), 7.71 (d,
*Jnn = 1.7 Hz, 1H, H-3), 7.56 (d, “Jun = 1.7 Hz, 1H, H-5), 4.59
(s, 2H, H-7), 2.23 (s, 3H, Aryl-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz,
DMSO-dg): 6 = 191.41 (C-8), 158.32 (C-1), 131.07 (C-5),
129.07 (C-4), 128.20 (C-2), 127.07 (C-3), 124.69 (C-6), 58.89 (C-7), 16.17 (Aryl-CHs)
ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 167.1 [M+H"], gef.: 167.1. IR (KBr): v [cm™] = 3411,
1673, 1590, 1480, 1313, 1197, 1139, 1070, 933. Smp.: 108-110 °C. UV (Methanol):
Amax [NM]: 280, 222. Ri-Wert = 0.42 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).

Synthese von 5-Brom-3-tert-butylsalicylaldehyd 55

Zu einer Lésung von 16.4 g (92.1 mmol) 3-tert-Butylsalicylaldehyd 54 in 46 mL
Essigsaure wurde innerhalb von 20 Minuten eine Losung aus 5.18 mL (102 mmol)
Brom in 20 mL Essigsaure getropft. Die Reaktionslosung wurde drei Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt und anschlieend mit Dichlormethan verdinnt. Durch
Waschen mit 39%iger Natriumhydrogensulfit-Lésung wurde Uberschussiges Brom
entfernt. AnschlieRend wurde die organische Phase mit Wasser, einer gesattigten
Natriumhydrogencarbonat-Losung und einer  gesattigten  Kochsalz-L6sung
gewaschen. Nach Trocknen uber Natriumsulfat wurde das Ldésungsmittel am
Rotationsverdampfer abkondensiert. Nach einer Saulenchromatografie (Petrol-

ethersgzo/Dichlormethan (0—20%)) wurde das reine Produkt erhalten.
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Ausbeute: 14.2 g (55.5 mmol, 60%) eines gelben Feststoffs

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 11.73 (s, 1H, Phenol-OH), 9.81
(s, 1H, H-7), 7.58 (d, “Jyn = 2.4 Hz, 1H, H-6), 7.52 (d, Iy = 2.4
Hz, 1H, H-4), 1.40 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101
MHz, CDCl3): 6 = 196.15 (C-7), 160.37 (C-2), 141.31 (C-3),
137.16 (C-6), 133.76 (C-4), 121.86 (C-1), 111.29 (C-5), 35.30
(Aryl-tBu-C), 29.17 (Aryl-tBu-CH3z) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 257.0 [M+H"], gef.:
257.0. IR (KBr): v [cm™] = 2969, 1659, 1429, 1303, 1273, 1197, 1166, 868, 768,
713. UV (Methanol): Amax [nm]: 344, 262, 222. Smp.: 58-60 °C. R-Wert = 0.76

(Dichlormethan).

Synthese von 4-Brom-6-tert-butylsalicylalkohol 49

Die Reaktion wurde gemal} der AAV 1 durchgefihrt. Es wurden 15.0 g (58.6 mmol)
5-Brom-3-tert-butylsalicylaldehyd 55 in 80 mL abs. THF und 2.29 g (57.8 mmol)
Lithiumaluminiumhydrid in 110 mL abs. THF eingesetzt. Die Reinigung erfolgte
mittels einer Kieselgelfiltration (Dichlormethan).

Ausbeute: 14.3 g (55.5 mmol, 95%) eines gelben Ols

'H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 5 = 8.77 (s, 1H, Phenol-OH), L35 T

7.23 (d, “Jun = 2.5 Hz, 1H, H-3), 7.23 (d, *Jun = 2.5 Hz, 1H, H- . o
.

5), 5.75 (s, 1H, Benzyl-OH), 4.58 (s, 2H, H-7), 1.34 (s, 9H, Aryl- o 1 OH

tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 = 151.81 (C-
1), 139.36 (C-6), 131.20 (C-2), 127.62 (C-3), 127.34 (C-5), 110.94 (C-4), 60.03 (C-7),
34.59 (Aryl-tBu-C), 29.31 (Aryl-tBu-CH3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 258.0 [M], gef.:
258.0. IR (NaCl): v [cm™] = 3371, 2958, 1471, 1441, 1419, 1392, 1224, 698. UV
(Methanol): Amax [nm]: 284, 230. R-Wert = 0.39 (Dichlormethan).

Synthese von 4-Brom-6-tert-butylsalicylalkoholisopropylidenacetal 57

Die Reaktion wurde gemaly der AAV 3 durchgefihrt. Es wurden 5.17 g (20.0 mmol)
4-Brom-6-tert-butylsalicylalkohol 49, 12.6 mL (102 mmol) 2,2-Dimethoxypropan,
379 mg (2.00 mmol) para-Toluolsulfonsaure-Monohydrat und 8.7 g wasserfreies
Natriumsulfat in 90 mL Aceton eingesetzt. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron
(Petrolethersg7o/Dichlormethan (0—-30%)).
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Ausbeute: 5.63 g (18.8 mmol, 94%) eines gelben Ols

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 7.17-7.15 (m, 1H, H-5),
7.15-7.12 (m, 1H, H-3), 4.81 (s, 2H, H-7), 1.48 (s, 6H, Acetal-
CHs), 1.30 (s, 9H, Aryl-tBu-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz,
DMSO-dg): 5= 148.56 (C-1), 139.68 (C-6), 127.30 (C-5), 125.50
(C-3), 122.11 (C-2), 111.68 (C-4), 99.08 (Acetal-C), 59.91 (C-7), 34.44 (Aryl-tBu-C),
29.09 (Aryl-tBu-CHs), 24.46 (Acetal-CHs) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 298.1 [M], gef.:
298.1. IR (NaCl): v [cm™"] = 2958, 1440, 1384, 13746, 1280, 1250, 1203, 1140, 891,
846. UV (Methanol): Amax [nm]: 282, 230. R-Wert = 0.78 (Dichlormethan).

Synthese von 4-Formyl-6-tert-butylsalicylalkoholisopropylidenacetal 59

Die Reaktion wurde gemaly der AAV 6 durchgefihrt. Es wurden 2.83 g (9.46 mmol)
4-Brom-6-tert-butylsalicylalkoholisopropylidenacetal 57 in 55 mL abs. THF, 11.8 mL
(18.9 mmol) 1.6 M n-Butyllithium-Lésung und 10.9 mL (142 mmol (15 Aquivalente,
Abweichung von der AAV 6)) abs. N,N-Dimethylformamid in 10.9 mL abs. THF
eingesetzt. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron (Petrolethersg7o/Dichlor-
methan (0-50%)).

Ausbeute: 1.66 g (6.68 mmol, 71%) eines gelben Ols

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 9.84 (s, 1H, H-8), 7.69-
7.66 (m, 1H, H-5), 7.54-7.51 (m, 1H, H-3), 4.93 (s, 2H, H-7),
1.54 (s, 6H, Acetal-CHs), 1.36 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs) ppm. *C
NMR (101 MHz, DMSO-dg): ¢ = 191.72 (C-8), 154.75 (C-1),
137.70 (C-6), 128.36 (C-4), 126.22 (C-5), 125.54 (C-3),
120.09 (C-2), 100.09 (Acetal-C), 60.18 (C-7), 34.36 (Aryl-tBu-C), 29.10 (Aryl-tBu-
CHs), 24.59 (Acetal-CH3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 249.1 [M+H"], gef.: 249.1. IR
(KBr): v [em™"] = 2998, 2960, 1685, 1589, 1387, 1375, 1278, 1258, 1210, 1127, 877.
UV (Methanol): Amax [nM]: 282, 222. R-Wert = 0.27 (Dichlormethan).

Synthese von 4-Formyl-6-tert-butylsalicylalkohol 61

Die Reaktion wurde gemaR der Variante |l der AAV 9 durchgefihrt. Es wurden
587 mg (2.36 mmol) 4-Formyl-6-tert-butylsalicylalkoholisopropylidenacetal 59 in
30 mL Acetonitril/Wasser (7:3 v/v) und 3 mL rauchende Salzsaure (zwei Durch-
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gange) eingesetzt. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron (Dichlormethan/
Methanol (0-5%)).

Ausbeute: 393 g (1.89 mmol, 80%) eines orangenen Ols

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5= 9.81 (s, 1H, H-8), 7.68 (d,
*Jun = 2.0 Hz, 1H, H-5), 7.65 (d, “Jqn = 2.0 Hz, 1H, H-3), 4.69
(s, 2H, H-7), 1.39 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101
MHz, DMSO-ds): 5= 191.61 (C-8), 159.92 (C-1), 136.97 (C-6),
128.37 (C-2), 127.97 (C-4), 127.58 (C-3), 127.32 (C-5), 60.59
(C-7), 34.45 (Aryl-tBu-C), 29.25 (Aryl-tBu-CH3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 209.1
[M+H*], gef.: 209.1. IR (NaCl): v [cm™] = 3311, 2958, 1676, 1596, 1431, 1388, 1294,
1263, 1206, 1139. UV (Methanol): Amax [nm]: 280, 230. R-Wert = 0.43 (Dichlor-
methan/Methanol 9:1 v/v)

Weitere Synthese:

Die Reaktion wurde gemaly der Variante Il der AAV 9 durchgeflhrt. Es wurden
1.88 g (7.57 mmol) 4-Formyl-6-tert-butylsalicylalkoholisopropylidenacetal 59 in 30 mL
Acetonitril/Wasser (7:3 v/v) und 1 mL rauchende Salzsaure (vier Durchgange, nach
zweitem erneute 20 mL Acetonitril/Wasser (7:3 v/v) zugegeben) eingesetzt. Die
Reinigung erfolgte am Chromatotron (Petrolethersg7o/Dichlormethan (50-75%), dann
Dichlormethan/Methanol (0-2%)). Mischfraktionen wurden erneut am Chromatotron

gereinigt (Petrolethersozo/Dichlormethan 1:3 v/v).
Ausbeute: 1.12 g (5.38 mmol, 71%) eines orangenen Ols

Die analytischen Daten entsprachen den oben angegebenen.

9.2.4. Synthese der 5-Formylsaligenylchlorphosphite

Synthese von 5-Formyl-3-methylsaligenylchlorphosphit 64

Die Reaktion wurde gemald der Variante Il der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden
750 mg (4.51 mmol) 4-Formyl-6-methylsalicylalkohol 60 in 35 mL abs. THF, 0.46 mL
(5.3 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 0.81 mL (10 mmol) abs. Pyridin (Zugabe-

zeitraum: 3 h) verwendet.
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Ausbeute: 623 mg (2.72 mmol, 60%) eines reinen, farblosen Ols als Gemisch zweier

Enantiomere

'H NMR (400 MHz, CDCl5): & = 9.89 (s, 1H, H-8), 7.70-7.66
(m, 1H, H-6), 7.42—-7.38 (m, 1H, H-4), 5.50 (dd, 2J4 = 14.3 Hz,
*Jup = 2.8 Hz, 1H, H-7a), 5.10 (dd, 2Jqn = 14.1 Hz, *Jyp=9.6
Hz, 1H, H-7b), 2.32 (s, 3H, Aryl-CHs) ppm. *'P NMR (162
MHz, CDCl3): 6= 141.1 ppm.

Synthese von 5-Formyl-3-tert-butylsaligenylchlorphosphit 65

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden
1.15 g (5.52 mmol) 4-Formyl-6-tert-butylsalicylalkohol 61 in 38 mL abs. Diethylether,
0.59 mL (6.7 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 1.05 mL (13.0 mmol) abs. Pyridin

(Zugabezeitraum: 1.5 h) verwendet.

Ausbeute: 860 mg (3.15 mmol, 57%) eines reinen, gelben Harzes als Gemisch

zweier Enantiomere

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 9.81 (s, 1H, H-8), 7.73-7.71
(m, 1H, H-4), 7.33-7.31 (m, 1H, H-6), 5.38 (dd, 2Jyn = 14.1
Hz, ®Jup = 2.8 Hz, 1H, H-7a), 5.02 (dd, 2Jun = 14.4 Hz, *Jup =
9.3 Hz, 1H, H-7b), 1.33 (s, 9H, Aryl-tBu-CH3) ppm. *'P NMR
(162 MHz, CDCl3): 5= 138.9 ppm.

Weitere Synthesen:

Die Reaktion wurde gemaly der Variante Il der AAV 11 durchgefihrt. Es wurden
144 mg (0.691 mmol) 4-Formyl-6-tert-butylsalicylalkohol 61 in 5 mL abs. THF, 70 L
(0.80 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 0.13 mL (1.6 mmol) abs. Pyridin (Zugabe-

zeitraum: 3 h) verwendet.

Ausbeute: 167 mg eines gelben Harzes mit einer Reinheit von 50% (entspricht

83.5 mg reinem 65 (0.306 mmol, 44%)) als Gemisch zweier Enantiomere

Die analytischen Daten entsprachen den oben angegebenen.
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Die Reaktion wurde gemall der Variante Ill der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden
280 mg (1.34 mmol) 4-Formyl-6-tert-butylsalicylalkohol 61 in 10 mL abs. THF,
0.14 mL (1.6 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 0.25 mL (3.1 mmol) abs. Pyridin
(Zugabezeitraum: 3 h) verwendet. Die Reaktionsldsung wurde in Abweichung von

der AAV 11 anschliel3end flir 1.5 h bei Raumtemperatur geruhrt.

Ausbeute: 135 mg eines gelben Ols mit einer Reinheit von 70% (entspricht 94.5 mg

reinem 65 (0.347 mmol, 26%)) als Gemisch zweier Enantiomere

Die analytischen Daten entsprachen den oben angegebenen.

9.2.5. Synthese der 5-Formyl-cycloSal-d4T-monophosphate

Synthese von 5-Formyl-3-methyl-cycloSal-d4T-monophosphat 62

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden
620 mg (2.71 mmol) 5-Formyl-3-methylsaligenylchlorphosphit 64 in 6 mL abs.
Acetonitril, 285 mg (1.27 mmol) d4T 2 gelost in 24 mL abs. Acetonitril, 0.35 mL
(2.0 mmol) DIPEA und 0.70 mL einer 5.5 M Loésung von tert-Butylhydroperoxid in
n-Nonan (3.9 mmol tert-Butylhydroperoxid) verwendet. Reaktionszeit: 3 h. Oxidation:
1.5 h. Reaktionsabbruch: 1 M Essigsaure/Natriumacetat-Puffer (pH = 5). Reinigung:
Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (+ 0.1% Essigsaure) (0-5%)).

Ausbeute: 282 mg (0.649 mmol, 51%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.9:1.0

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 5= 11.37 (s, 1H, 1 x NH), 11.34 (s, 1H, 1 x NH), 9.91
(s, 1H, 1 x H-8), 9.90 (s, 1H, 1 x H-8), 7.84-7.81 (m, 2 x 1H, 2 x H-4), 7.72-7.68 (m,
2 x 1H, 2 x H-6), 7.19 (d, *Jun= 1.0 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.16 (d, “J4 4= 1.0 Hz, 1H, 1
x Th-H-6), 6.81-6.76 (m, 2 x 1H, 2 x H-1"), 6.44—6.41 (m, 2 x 1H, 2 x H-3'), 6.05-6.00
(m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.64-5.53 (m, 2 x 1H, 2 x o
H-7a), 5.51-5.42 (m, 2 x 1H, 2 x H-7b), 4.98— g @55/
4.93 (m, 2 x 1H, 2 x H-4), 4.38-4.25 (m, 2 x o;\zN | .
2H, 2 x H-5), 2.29 (s, 3H, 1 x Aryl-CHs), 2.26 o

(s, 3H, 1 x Aryl-CHs), 1.67 (s, 2 x 3H, 2 x Th-
CHs) ppm. >°C NMR (101 MHz, DMSO-de): & =

191.49 (1 x C-8), 191.46 (1 x C-8), 163.63 (1 x Th-C-4), 163.60 (1 x Th-C-4), 152.24
(1 x C-2), 152.22 (1 x C-2), 150.62 (2 x Th-C-2), 135.62 (2 x Th-C-6), 132.71 (1 x C-
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3’), 132.61 (1 x C-3’), 132.36 (2 x C-4), 131.94 (2 x C-5), 127.30 (2 x C-2’), 125.17 (1
x C-6), 125.14 (1 x C-6), 122.00 (1 x C-1), 121.92 (1 x C-1), 109.62 (1 x Th-C-5),
109.51 (1 x Th-C-5), 89.26 (1 x C-1’), 89.21 (1 x C-1’), 84.05 (1 x C-4’), 83.98 (1 x C-
4’), 68.80 (d, 2Jcp=6.1 Hz, 2 x C-5'), 67.97 (d, 2Jcp= 8.1 Hz, 1 x C-7), 67.91 (d, 2Jcp
= 7.1 Hz, 1 x C-7), 14.80 (1 x Aryl-CHs), 14.71 (1 x Aryl-CHs), 11.79 (1 x Th-CHy),
11.75 (1 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-dg): & = -9.07, -9.53 ppm.
HRMS (ESI*, m/z): ber.: 457.0777 [M+Na"], gef.: 457.0787. UV (HPLC): Amax [nm]:
260. R-Wert = 0.44 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v). Analytische HPLC: tg = 11.7,
11.3 min (Methode I).

Synthese von 5-Formyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4T-monophosphat 63

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden
130 mg 5-Formyl-3-tert-butylsaligenylchlorphosphit 65 (Reinheit 70%, entspricht
91 mg reinem 65 (0.33 mmol (1.5 Aquivalente, Abweichung von der AAV 12))) in
4 mL abs. Acetonitril, 50 mg (0.22 mmol) d4T 2 geldst in 4 mL abs. Acetonitril, 60 pL
(0.34 mmol) DIPEA und 0.12 mL einer 5.5 M LOsung von tert-Butylhydroperoxid in
n-Nonan (0.67 mmol tert-Butylhydroperoxid) verwendet. Reaktionszeit: 3 h.
Oxidation: 1.5 h. Reaktionsabbruch: 1 M Essigsaure/Natriumacetat-Puffer (pH = 5).
Reinigung: Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (+ 0.1% Essigsaure) (0-5%)).

Ausbeute: 52 mg (0.11 mmol) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.7:1.0

Daten zur Charakterisierung des Diastereomerengemischs 63:
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): & = 11.35 (s,
1H, 1 x NH), 11.32 (s, 1H, 1 x NH), 9.96 (s, 2 x
1H, 2 x H-8), 7.94-7.91 (m, 2 x 1H, 2 x H-4),
7.78-7.75 (m, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.22 (s, 1H,
Th-H-6), 7.19 (s, 1H, Th-H-6), 6.84-6.77 (m, 2
x 1H, 2 x H-1"), 6.45-6.39 (m, 2 x 1H, 2 x H-3"),
6.06-6.01 (m, 2 x 1H, 2 x H-2"), 5.61-5.44 (m, 4 x 1H, 2 x H-7a, 2 x H-7b), 5.01-4.95
(m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.39-4.33 (m, 2 x 2H, 2 x H-5"), 1.61 (s, 3H, 1 x Th-CH3), 1.57
(s, 3H, 1 x Th-CHs), 1.38 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs), 1.35 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs) ppm. "*C
NMR (101 MHz, DMSO-dg): 5 = 191.95 (2 x C-8), 163.75 (1 x Th-C-4), 163.70 (1 x
Th-C-4), 153.07 (2 x C-2), 150.72 (2 x Th-C-2), 139.39 (1 x C-3), 139.32 (1 x C-3),
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135.88 (2 x Th-C-6), 132.94 (1 x C-3’), 132.90 (1 x C-3’), 131.96 (2 x C-5), 129.33 (2
x C-4), 127.47 (1 x C-2), 127.32 (1 x C-2’), 125.77 (2 x C-6), 123.89 (1 x C-1),
123.80 (1 x C-1), 109.70 (1 x Th-C-5), 109.59 (1 x Th-C-5), 89.35 (1 x C-1’), 89.22 (1
x C-1'), 84.11 (2 x C-4’), 69.28 (1 x C-5'), 69.23 (1 x C-5'), 67.85 (d, Jcp = 6.1 Hz, 2
x C-7), 34.57 (1 x Aryl-tBu-C), 34.50 (1 x Aryl-tBu-C), 29.28 (1 x Aryl-tBu-CHjs), 29.24
(1 x Aryl-tBu-CHs3), 11.82 (2 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-d¢): & =
-9.07, -9.46 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 499.1246 [M+Na"], gef.: 499.1252. UV
(HPLC): Amax [nm]: 260. RWert = 0.56 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v), 0.47
(Ethylacetat/Methanol 9:1 v/v).

Weitere Synthese:

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden
860 mg (3.15 mmol) 5-Formyl-3-tert-butylsaligenylchlorphosphit 65 in 25 mL abs.
Acetonitril, 332 mg (1.46 mmol) d4T 2 gelost in 27 mL abs. Acetonitril, 0.40 mL
(2.3 mmol) DIPEA und 0.80 mL einer 5.5 M Losung von tert-Butylhydroperoxid in
n-Nonan (4.5 mmol tert-Butylhydroperoxid) verwendet. Reaktionszeit: 3 h. Oxidation:
1 h. Reaktionsabbruch: 1 M Essigsaure/Natriumacetat-Puffer (pH = 5). Reinigung:
Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)).

Ausbeute: 246 mg (0.520 mmol, 36%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.7:1.0

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 181) angegebenen.

Aus 40 mg Diastereomerengemisch 63 konnten mittels praparativer RP-HPLC
(Acetonitril/Wasser 1:2 v/v + 0.5% Essigsaure) 18 mg 63-fast und 13 mg 63-slow

isoliert werden.

Daten zur Charakterisierung von 63-fast:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5= 11.35 (s, 1H, NH), 9.96 (s, 1H, H-8), 7.92 (s, 1H,
H-4), 7.79-7.75 (m, 1H, H-6), 7.22 (d, *Jun = 1.0 Hz, 1H, Th-H-6), 6.84-6.80 (m, 1H,
H-1’), 6.44-6.40 (m, 1H, H-3’), 6.05-6.01 (m, 1H, H-2’), 5.61-5.45 (m, 2 x 1H, H-7a,
H-7b), 5.00-4.96 (m, 1H, H-4’), 4.40-4.31 (m, 2H, H-5), 1.61 (s, 3H, Th-CH3), 1.35
(s, 9H, Aryl-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6 = 191.97 (C-8), 163.76
(Th-C-4), 153.06 (d, 2Jcp = 7.6 Hz, C-2), 150.73 (Th-C-2), 139.30 (C-3), 135.75 (Th-
C-6), 132.80 (C-3’), 131.92 (C-5), 129.35 (C-4), 127.38 (C-2’), 125.68 (C-6), 123.91
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(C-1), 109.71 (Th-C-5), 89.13 (C-1’), 84.08 (d, ®Jcp = 7.6 Hz, C-4’), 69.27 (d, 2Jcp =
7.6 Hz, C-5'), 67.87 (d, 2Jcp = 6.9 Hz, C-7), 34.51 (Aryl-tBu-C), 29.24 (Aryl-tBu-CHs),
11.84 (Th-CHs) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-ds): & = -9.43 ppm. Analytische
HPLC: tr = 14.2 min (Methode I); 16.1 min (Methode Ill); 18.7 min (Methode V).
Praparative HPLC: tr = 34.8 min (Acetonitril/Wasser 1:2 v/v + 0.5% Essigsaure).

Daten zur Charakterisierung von 63-slow:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5= 11.33 (s, 1H, NH), 9.97 (s, 1H, H-8), 7.93 (s, 1H,
H-4), 7.79-7.76 (m, 1H, H-6), 7.20 (d, *Jun = 1.0 Hz, 1H, Th-H-6), 6.82-6.79 (m, 1H,
H-1), 6.45-6.41 (m, 1H, H-3’), 6.07-6.03 (m, 1H, H-2’), 5.62-5.40 (m, 2 x 1H, H-7a,
H-7b), 5.01-4.97 (m, 1H, H-4), 4.41-4.34 (m, 2H, H-5'), 1.58 (d, *J41 = 1.0 Hz, 3H,
Th-CHs), 1.39 (s, 9H, Aryl-tBu-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): 5= 191.88
(C-8), 163.65 (Th-C-4), 152.97 (C-2), 150.66 (Th-C-2), 139.38 (C-3), 135.66 (Th-C-
6), 132.69 (C-3’), 131.90 (C-5), 129.20 (C-4), 127.36 (C-2’), 125.68 (C-6), 123.83 (C-
1), 109.55 (Th-C-5), 89.27 (C-1’), 84.06 (d, *Jcp = 8.1 Hz, C-4’), 69.13 (d, Jcp = 6.6
Hz, C-5), 67.84 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, C-7), 34.53 (Aryl-tBu-C), 29.26 (Aryl-tBu-CHs),
11.75 (Th-CHs) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-dg): & = -9.06 ppm. Analytische
HPLC: tr = 14.2 min (Methode 1); 17.0 min (Methode Ill); 19.7 min (Methode IV).
Praparative HPLC: tgr = 37.4 min (Acetonitril/Wasser 1:2 v/v + 0.5% Essigsaure).

9.2.6. Synthese der 5-Diacyloxymethyl-cycloSal-d4T-monophosphate
9.2.6.1. Vorbereitende Synthesen

Versuch der Synthese von Bis-(O-tert-butyldiphenylsilyl)-4-diisobutyroxy-
methylsalicylalkohol 69

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 185 mg
(0.294 mmol) Bis-(O-tert-butyldiphenylsilyl)-4-formylsalicylalkohol 68 in 0.5 mL abs.
Dichlormethan gel6st, mit 0.15 mL (0.90 mmol) Isobuttersaureanhydrid 67 versetzt
und auf 0 °C gekuhlt. Nach 15 Minuten Ruhren bei 0 °C wurden 3.2 mg (20 pmol)
wasserfreies FeCl; hinzugegeben. Die Losung wurde fur zwei Stunden bei 0 °C
geruhrt und die Reaktion dabei dunnschichtchromatografisch (Dichlormethan)
verfolgt. Da kein Umsatz erkennbar war, wurde die Reaktionslésung auf
Raumtemperatur erwarmt und fur einen Tag bei dieser Temperatur gertuhrt. Da auch

hiernach kein Umsatz erkennbar war, wurden weitere 0.45 mL (2.7 mmol) 67 und
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6.3 mg (39 upmol) wasserfreies FeCls zugegeben. Nach finf Tagen Ruhren bei

Raumtemperatur ohne erkennbaren Umsatz wurde die Reaktion abgebrochen.

Synthese von Diisobutyroxymethylbenzol 70

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgeflhrt. Es wurden 0.5 mL
(5 mmol) Benzaldehyd 66 mit 2.5 mL (15 mmol) Isobuttersdureanhydrid 67 sowie
58 mg (0.25 mmol) ZrCls versetzt. Die Mischung wurde fur eine Stunde bei
Raumtemperatur geruhrt und die Reaktion dabei dunnschichtchromatografisch
(Petroletherso7o/Ethylacetat 7:1 v/v) verfolgt. Die Reaktionslésung wurde mit
Ethylacetat verdinnt und anschlieBend je einmal mit einer 5%igen
Natriumhydrogencarbonat-Losung sowie einer gesattigten Natriumchlorid-L6sung
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Der Ruckstand wurde am Chromatotron

(Petroletherso7o/Ethylacetat (0—10%)) gereinigt.

Ausbeute: 1.56 g eines gelben Ols, das laut 'H-NMR aus 71% 70 und 29% 67

bestand

'H-NMR-spektroskopische Daten von Diisobutyroxymethylbenzol 70:

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 8.19 (s, 1H, CH), 7.66—7.62 (m, 2H, 2 x Aryl-Hortho),
7.24-7.13 (m, 3H, 2 x Aryl-Hmeta, Aryl-Hoara), 2.44 (hept, 2Jyn = 7.0 Hz, 2H, 2 x
CH(CHs),), 1.13 (d, 3Jun = 7.0 Hz, 6H, CH(CHa)z), 1.07 (d, %Jun = 7.0 Hz, 6H,
CH(CHz)2) ppm.

'H-NMR-spektroskopische Daten von Isobuttersdureanhydrid 67:

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 2.36 (hept, *Jun = 7.0 Hz, 1H, CH(CHa3)2), 2.36 (hept,
3Jin = 6.8 Hz, 1H, CH(CH3),), 1.06 (d, 2Jun = 6.8 Hz, 6H, CH(CHs)2), 1.03 (d, Jnn =
7.0 Hz, 6H, CH(CHs)2) ppm.

Weitere Synthesen:

Es wurden zwei separate Reaktionen unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es
wurden je 0.1 mL (1 mmol) Benzaldehyd 66 in 2.5 mL abs. Dichlormethan bzw. abs.
Acetonitril geldst und mit 0.5 mL (3 mmol) Isobuttersaureanhydrid 67 sowie 12 mg
(51 pmol) ZrCls versetzt. Die Mischungen wurden fiur zwei Stunden bei

Raumtemperatur geruhrt. Die Reaktionslésungen wurde mit Ethylacetat verdinnt und
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anschlieBend je einmal mit einer 5%igen Natriumhydrogencarbonat-Losung sowie
einer gesattigten Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde
uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.

Aus den 'H-NMR-Spektren der Rohprodukte war ersichtlich, dass bei dem
Reaktionsansatz in Dichlormethan kein Produkt 70 entstanden war. Das
Rohspektrum des in Acetonitril durchgeflihrten Ansatzes enthielt 70 und 66 im
Verhaltnis 64:36. Daher wurde Acetonitril als Ldésungsmittel fur den folgend

beschriebenen Vorversuch verwendet.

Synthese von  Bis-(O-tert-butyldiphenylsilyl)-4-diisobutyroxymethylsalicyl-
alkohol 69

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 204 mg
(0.324 mmol) Bis-(O-tert-butyldiphenylsilyl)-4-formylsalicylalkohol 68 in 0.3 mL abs.
Acetonitril geldst, mit 0.16 mL (0.93 mmol) Isobuttersaureanhydrid 67 und 4.0 mg
(17 umol) ZrCly versetzt und diese Lésung bei Raumtemperatur gertihrt. Die
dunnschichtchromatografische Kontrolle (Petrolethersqzo/Ethylacetat 4:1 v/v) zeigte
nach drei Stunden noch vorhandenen Salicylalkohol 68, was sich auch nach
20 Stunden Reaktionszeit nicht anderte. Die Reaktionslésung wurde mit Ethylacetat
verdinnt und anschliefend zweimal mit einer 5%igen Natriumhydrogencarbonat-
Losung sowie einmal mit einer gesattigten Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Der Rickstand wurde am Chromatotron (Petrolethersozo/Ethylacetat
(0-10%)) gereinigt.

Ausbeute: 240 mg (0.305 mmol, 94%) eines gelben Ols

"H NMR (400 MHz, Benzol-dg): &= 8.37 (d, “Jupn = 2.3 Q

Hz, 1H, H-3), 8.19 (s, 1H, H-8), 7.91-7.85 (m, 4H, i K

TBDPS-H), 7.67-7.63 (m, 4H, TBDPS-H), 7.27-7.20 979 o] @
4 2 7

(m, 6H, TBDPS-H), 7.13-7.05 (m, 6H, TBDPS-H), 7.01
(dd, 3Jup = 8.4 Hz, “Jun = 2.3 Hz, 1H, H-5), 6.55 (d, %05 ¥

3Jun = 8.3 Hz, 1H, H-6), 5.31 (s, 2H, H-7), 2.34 (hept, ©8>T
3Jun = 7.0 Hz, 2 x 1H, 2 x CH(CHzs),), 1.30 (s, 9H,

TBDPS-tBu-CHa), 1.04 (d, ®Jun = 7.0 Hz, 6H, CH(CHs),), 0.98 (d, *Jun = 6.8 Hz, 6H,
CH(CHs)2), 0.96 (s, 9H, TBDPS-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, Benzol-dg): & =
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174.54 (2 x OCO), 153.22 (C-1), 136.06 (TBDPS-Ctert), 135.65 (TBDPS-Ciert), 133.56
(TBDPS-Cquart), 132.41 (TBDPS-Cquart), 132.16 (C-2), 130.31 (TBDPS-Ctert), 130.10
(TBDPS-Ctert), 128.23 (TBDPS-Ciert), 127.75 (TBDPS-Ciert), 126.40 (C-5), 125.96 (C-
3), 118.44 (C-6), 90.20 (C-8), 62.23 (C-7), 34.15 (2 x CH(CHj3),), 27.23 (TBDPS-tBu-
CHs), 26.57 (TBDPS-tBu-CH3), 19.73 (TBDPS-tBu-C), 19.63 (TBDPS-tBu-C), 18.88
(CH(CH3)2), 18.65 (CH(CHs)2) ppm. R&Wert = 0.50 (Petroletherso7o/Ethylacetat
4:1 viv).

9.2.6.2. Synthese der 5-Diacetoxymethyl-cycloSal-d4T-monophosphate

Synthese von 5-Diacetoxymethyl-cycloSal-d4T-monophosphat 33

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 40 mg
(95 umol) 5-Formyl-cycloSal-d4TMP 34 in 0.5 mL abs. Acetonitril geldst und mit
30 L (0.32 mmol) Essigsaureanhydrid sowie 2.0 mg (8.6 uymol) ZrCls versetzt. Die
Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur geruhrt und dabei dunnschicht-
chromatografisch (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) verfolgt. Da nach einer Stunde
kein Umsatz erkennbar war, wurden weitere 0.10 mL (1.1 mmol) Essigsaureanhydrid
hinzugegeben. Nach weiteren 30 Minuten wurde auch weiteres ZrCls (3.0 mg,
13 umol) hinzugefiugt. Als nach weiteren 1.5 Stunden noch viel Edukt detektiert
werden konnte, wurden nochmals 0.10 mL (1.1 mmol) Essigsaureanhydrid und
(6.0 mg, 26 pmol) ZrCls hinzugegeben. Nach 30 Minuten war das Edukt 34
vollstandig umgesetzt und die Reaktion wurde durch Zugabe von Phosphatpuffer
(pH = 7.3) abgebrochen. Nach Zugabe von Ethylacetat wurden die Phasen getrennt
und die wassrige Phase dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron (Dichlormethan/Methanol

(0-5%)) gereinigt und anschlie3end gefriergetrocknet (Acetonitril/Wasser 1:1 v/v).

Ausbeute: 22 mg (42 uymol, 44%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): & = 11.37-11.31 (m, 2 x 1H, 2 x NH), 7.58-7.49 (m, 4
x 1H, 2 x H-4, 2 x H-8), 7.49-7.45 (m, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.25-7.14 (m, 4 x 1H, 2 x H-
4, 2 x Th-H-6), 6.85-6.76 (m, 2 x 1H, 2 x H-1’), 6.44-6.40 (m, 1H, 1 x H-3"), 6.39-
6.35 (M, 1H, 1 x H-3"), 6.06-5.98 (m, 2 x 1H, 2 x H-2"), 5.55 (dd, 2Jyn = 14.8 Hz, *Jyp
= 7.9 Hz, 1H, 1 x H-7a), 5.52 (dd, 2Jyn = 16.4 Hz, *Jyp=7.9 Hz, 1H, 1 x H-7a), 5.47—
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5.39 (m, 2 x 1H, 2 x H-7b), 4.99-4.93 (m, 2
x 1H, 2 x H-4’), 4.39-4.25 (m, 2 x 2H, 2 x H-
5’), 2.11 (s, 4 x 3H, 4 x OC(O)CH3), 1.67 (s,
3H, 1 x Th-CHs), 1.61 (s, 3H, 1 x Th-CH3)
ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): & =
168.57 (4 x OC(O)CHj3), 163.68 (2 x Th-C-
4), 150.66 (2 x Th-C-2), 149.42 (d, ?Jcp = 8.1 Hz, 2 x C-2), 138.72 (2 x C-3), 135.66
(1 x Th-C-6), 135.58 (1 x Th-C-6), 132.70 (2 x C-3’), 131.08 (1 x C-5), 131.06 (1 x C-
5), 127.36 (1 x C-2’), 127.31 (1 x C-2’), 125.59 (2 x C-4), 123.36 (d, ®Jcp= 8.1 Hz, 2
x C-1), 122.78 (2 x C-6), 109.68 (1 x Th-C-5), 109.61 (1 x Th-C-5), 89.19 (1 x C-1°),
89.06 (1 x C-1"), 88.60 (2 x C-8), 84.12 (d, *Jcp= 7.3 Hz, 1 x C-4’), 84.06 (d, Jcp =
5.9 Hz, 1 x C-4’), 68.92 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, 2 x C-5), 68.00 (d, *Jcp= 7.3 Hz, 1 x C-7),
67.98 (d, 2Jcp=6.6 Hz, 1 x C-7), 34.41 (1 x Aryl-tBu-C), 34.35 (1 x Aryl-tBu-C), 29.36
(1 x Aryl-tBu-CHs), 29.32 (1 x Aryl-tBu-CHj3), 20.51 (4 x OC(O)CHj3), 11.70 (2 x Th-
CHs) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-d¢): & = -9.52 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.:
545.0937 [M+Na®], gef.: 545.0939. UV (HPLC): Amax [NnmM]: 265. R-Wert = 0.55
(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v). Analytische HPLC: tgr = 13.2 min (Methode ).

Synthese von 5-Diacetoxymethyl-3-methyl-cycloSal-d4T-monophosphat 40

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurden 25 mg
(58 pmol) 5-Formyl-3-methyl-cycloSal-d4TMP 62 in 0.5 mL abs. Acetonitril gelést und
mit 20 uL (0.21 mmol) Essigsaureanhydrid sowie 1.3 mg (5.6 umol) ZrCl, versetzt.
Die Reaktionslosung wurde bei Raumtemperatur geruhrt und dabei dunnschicht-
chromatografisch (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) verfolgt. Da nach drei Stunden
kein Umsatz erkennbar war, wurden weitere 0.10 mL (1.1 mmol) Essigsaureanhydrid
hinzugegeben. Nach einer weiteren Stunde wurden zusatzliche 1.5 mg (6.4 umol)
ZrCly hinzugefligt. Zwanzig Minuten danach war kein Edukt 62 mehr zu detektieren.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von Phosphatpuffer (pH = 7.3) abgebrochen und
die Phasen nach Zugabe von Ethylacetat getrennt. Die wassrige Phase wurde
dreimal mit Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel mittels Rotationsverdampfer entfernt.
Das Rohprodukt wurde am Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)) gereinigt

und anschliel3end gefriergetrocknet (Acetonitril/Wasser 1:1 v/v).
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Ausbeute: 10 mg (19 umol, 32%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.7:1.0

'H NMR (500 MHz, DMSO-d): 8 = 11.36—11.31 (m, 2 x 1H, 2 x NH), 7.48 (s, 2 x 1H,
2 x H-8), 7.43-7.40 (m, 2 x 1H, 2 x H-4), 7.30-7.27 (m, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.19 (s, 2 X
1H, 2 x Th-H-6), 6.82-6.78 (m, 2 x 1H, 2 x H-1’), 6.43-6.40 (m, 1H, 1 x H-3’), 6.39—
6.35 (m, 1H, 1 x H-3’), 6.05-5.99 (m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.56-5.46 (m, 2 x 1H, 2 x H-
7a), 5.43-5.35 (m, 2 x 1H, 2 x H-7b), 4.98-
493 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.35-4.22 (m, 2 X
2H, 2 x H-5°), 2.24 (s, 3H, 1 x Aryl-CH3), 2.21
(s, 3H, 1 x Aryl-CHs), 2.10 (s, 4 x 3H, 4 x
OC(O)CHs3), 1.64 (s, 3H, 1 x Th-CH3), 1.62
(s, 3H, 1 x Th-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz,
DMSO-dg): 6 = 168.53 (4 x OC(O)CH3), 163.65 (2 x Th-C-4), 150.65 (2 x Th-C-2),
148.60 (d, 2Jcp= 7.6 Hz, 2 x C-2), 135.61 (2 x Th-C-6), 132.75 (1 x C-3"), 132.71 (1 x
C-3’), 129.12 (2 x C-4), 127.31 (1 x C-2), 127.29 (1 x C-2’), 122.75 (2 x C-1), 121.99
(2 x C-6), 109.68 (1 x Th-C-5), 109.63 (1 x Th-C-5), 89.19 (1 x C-1), 89.13 (1 x C-1),
88.34 (2 x C-8), 84.07 (d, ®Jcp=7.6 Hz, 1 x C-4’), 84.02 (d, *Jcp = 8.1 Hz, 1 x C-4),
68.67—68.55 (m, 2 x C-5'), 68.05 (d, 2Jcp= 7.1 Hz, 1 x C-7), 67.96 (d, 2Jcp = 7.1 Hz,
1 x C-7), 20.51 (4 x OC(O)CHj3), 14.84 (1 x Aryl-CH3), 14.71 (1 x Aryl-CH3), 11.77 (1
x Th-CHs), 11.69 (1 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-dg): & = -8.82, -8.93
ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 559.1094 [M+Na'], gef.: 559.1103. UV (HPLC): Amax
[nm]: 265. R-Wert = 0.51 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v). Analytische HPLC: tgr =
13.8 min (Methode I).

Auf Grundlage dieses Versuches und der zuvor beschriebenen Darstellung von 33
wurde die AAV 13 formuliert.

Weitere Synthese:

Die Reaktion wurde gemall der AAV 13 durchgefuhrt. Es wurden 50 mg
(0.12 mmol) 5-Formyl-3-methyl-cycloSal-d4TMP 62 in 0.5 mL abs. Acetonitril,
0.27 mL (2.8 mmol) Essigsaureanhydrid und 13 mg (56 umol) ZrCls; verwendet.
Reaktionszeit: 1 h. Reinigung: Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)).
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Ausbeute: 28 mg (52 umol, 45%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.8:1.0

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 188) angegebenen.

Synthese von 5-Diacetoxymethyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4T-monophosphat 41
Die Reaktion wurde gemall der AAV 13 durchgefihrt. Es wurden 39 mg
(82 pmol) 5-Formyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMP 63 in 1 mL abs. Acetonitril,
0.20 mL (2.1 mmol) Essigsaureanhydrid und 9.4 mg (40 pmol) ZrCls verwendet.
Reaktionszeit: 1 h. Reinigung: Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)).

Ausbeute: 11 mg (19 uymol, 23%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.7:1.0 sowie 9 mg produkthaltige Mischfraktionen

Daten zur Charakterisierung des Diastereomerengemischs 41:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5= 11.35 (s, 1H, 1 x NH), 11.33 (s, 1H, 1 x NH), 7.52
(s, 2x1H, 2 x H-8), 7.47-7.44 (m, 2 x 1H, 2 x H-4), 7.39-7.36 (m, 2 x 1H, 2 x H-6),
7.22 (d, “Jup= 1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.18 (d, “Jun = 1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 6.84—
6.78 (m, 2 x 1H, 2 x H-1"), 6.44-6.38 (m, 2 x 1H, 2 x H-3’), 6.06—6.01 (m, 2 x 1H, 2 x
H-2"), 5.54-5.36 (m, 4 x 1H, 2 x H-7a, 2 x H-
7b), 5.00-4.94 (m, 2 x 1H, 2 x H-4"), 4.40-
429 (m, 2 x 2H, 2 x H-5’), 2.11 (s, 4 x 3H, 4 x
OC(O)CHs3), 1.59 (d, *Jun = 1.3 Hz, 3H, 1 x
Th-CHs), 1.57 (d, *Jun = 1.3 Hz, 3H, 1 x Th-
CHs), 1.35 (s, 9H, 1 x Aryl-tBu-CH3s), 1.31 (s,
9H, 1 x Aryl-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 168.52 (4 x
OC(O)CHs3), 163.68 (1 x Th-C-4), 163.64 (1 x Th-C-4), 150.66 (2 x Th-C-2), 149.42
(d, 2cp = 8.1 Hz, 2 x C-2), 138.72 (2 x C-3), 135.66 (1 x Th-C-6), 135.58 (1 x Th-C-
6), 132.70 (2 x C-3’), 131.08 (1 x C-5), 131.06 (1 x C-5), 127.36 (1 x C-2’), 127.31 (1
x C-2’), 125.59 (2 x C-4), 123.36 (d, *Jcp= 8.1 Hz, 2 x C-1), 122.78 (2 x C-6), 109.68
(1 x Th-C-5), 109.61 (1 x Th-C-5), 89.19 (1 x C-1’), 89.06 (1 x C-1’), 88.60 (2 x C-8),
84.12 (d, ®Jcp=7.3 Hz, 1 x C-4’), 84.06 (d, *Jcp= 5.9 Hz, 1 x C-4"), 68.92 (d, 2Jcp =
6.6 Hz, 2 x C-5), 68.00 (d, 2Jcp= 7.3 Hz, 1 x C-7), 67.98 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, 1 x C-7),
34.41 (1 x Aryl-tBu-C), 34.35 (1 x Aryl-tBu-C), 29.36 (1 x Aryl-tBu-CHs), 29.32 (1 x
Aryl-tBu-CHs), 20.51 (4 x OC(O)CHs), 11.70 (2 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz,
DMSO-dg): 6 = -8.71, -9.06 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 601.1563 [M+Na"], gef.:
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601.1594. UV (HPLC): Amax [nm]: 265. RWert = 0.61 (Dichlormethan/Methanol
9:1 viv).

Weitere Synthese:

Die Reaktion wurde gemall der AAV 13 durchgefuhrt. Es wurden 44 mg
(92 pmol) 5-Formyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMP 63 in 1 mL abs. Acetonitril,
0.22 mL (2.3 mmol) Essigsaureanhydrid und 10.5 mg (45.1 umol) ZrCls; verwendet.
Reaktionszeit: 1.5 h. Reinigung: Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)) und
praparative RP-HPLC (Acetonitril/Wasser 1:2 v/v). Durch die Verwendung der
praparativen RP-HPLC konnten die Diastereomere von 41 erfolgreich getrennt

werden.

Ausbeute: 8 mg 41-fast und 8 mg 41-slow (insgesamt 16 mg (28 umol, 31%)) als

farblose Watten

Daten zur Charakterisierung von 41-fast:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 11.35 (s, 1H, NH), 7.52 (s, 1H, H-8), 7.47-7.44
(m, 1H, H-4), 7.39-7.36 (m, 1H, H-6), 7.22 (d, *J4n = 1.0 Hz, 1H, Th-H-6), 6.84-6.78
(m, 1H, H-1"), 6.42 (ddd, *J4 1= 6.0 Hz, ®Jun= 1.8 Hz, “J4n= 1.5 Hz, 1H, H-3’), 6.05-
6.01 (m, 1H, H-2'), 5.53-5.38 (m, 2 x 1H, H-7a, H-7b), 4.99-4.94 (m, 1H, H-4’), 4.38-
4.28 (m, 2H, H-5), 2.11 (s, 2 x 3H, 2 x OC(O)CHs), 1.59 (d, “J4n = 1.0 Hz, 3H, Th-
CHs), 1.31 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): 5 = 168.54 (2
x OC(O)CHs), 163.69 (Th-C-4), 150.69 (Th-C-2), 149.42 (d, “Jcp = 8.1 Hz, C-2),
138.73 (d, Jcp = 7.3 Hz, C-3), 135.66 (Th-C-6), 132.79 (C-3’), 131.06 (C-5), 127.31
(C-2'), 125.61 (C-4), 123.40 (C-1), 122.77 (C-6), 109.68 (Th-C-5), 89.06 (C-1’), 88.62
(C-8), 84.05 (d, *Jcp = 8.1 Hz, C-4’), 68.99 (d, Jcp = 5.9 Hz, C-5), 67.98 (d, 2Jcp =
6.6 Hz, C-7), 34.35 (Aryl-tBu-C), 29.32 (Aryl-tBu-CHzs), 20.52 (2 x OC(O)CHs), 11.69
(Th-CHs3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-dg): § = -9.06 ppm. Analytische HPLC:
tr = 15.7 min (Methode 1); 29.2 min (Methode Ill). Praparative HPLC: tg = 59.5 min
(Acetonitril/Wasser 1:2 v/v).

Daten zur Charakterisierung von 41-slow:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 11.31 (s, 1H, NH), 7.52 (s, 1H, H-8), 7.47-7.44
(m, 1H, H-4), 7.39-7.36 (m, 1H, H-6), 7.18 (d, *J4 = 1.3 Hz, 1H, Th-H-6), 6.82-6.79
(m, 1H, H-1"), 6.40 (ddd, *J4 1= 6.0 Hz, ®Jun= 1.8 Hz, “J4n = 1.8 Hz, 1H, H-3’), 6.06—
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6.02 (m, 1H, H-2'), 5.53-5.36 (m, 2 x 1H, H-7a, H-7b), 5.00-4.94 (m, 1H, H-4’), 4.40-
4.28 (m, 2H, H-5), 2.11 (s, 2 x 3H, 2 x OC(O)CH3), 1.57 (d, “Jun = 1.3 Hz, 3H, Th-
CHs), 1.35 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 = 168.54 (2
x OC(O)CHs), 163.64 (Th-C-4), 150.63 (Th-C-2), 149.39 (d, %Jcp = 7.9 Hz, C-2),
138.76 (d, *Jcp = 6.6 Hz, C-3), 135.52 (Th-C-6), 132.65 (C-3’), 131.09 (C-5), 127.43
(C-2'), 125.60 (C-4), 123.37 (d, *Jcp = 8.8 Hz, C-1), 122.79 (C-6), 109.63 (Th-C-5),
89.20 (C-1'), 88.61 (C-8), 84.08 (d, *Jcp = 7.3 Hz, C-4), 68.94 (d, ?Jcp = 5.9 Hz, C-
5'), 68.01 (d, 2Jcp = 7.3 Hz, C-7), 34.42 (Aryl-tBu-C), 29.37 (Aryl-tBu-CHs), 20.52 (2 x
OC(O)CHs), 11.74 (Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-ds): & = -8.71 ppm.
Analytische HPLC: tr = 16.0 min (Methode 1); 30.2 min (Methode IIl). Praparative
HPLC: tr = 67.4 min (Acetonitril/Wasser 1:2 v/v).

9.2.6.3. Synthese der 5-Diisobutyroxymethyl-cycloSal-d4T-monophosphate

Synthese von 5-Diisobutyroxymethyl-3-methyl-cycloSal-d4T-monophosphat
103

Die Reaktion wurde gemall der AAV 13 durchgefihrt. Es wurden 51 mg
(0.12 mmol) 5-Formyl-3-methyl-cycloSal-d4TMP 62 in 1 mL abs. Acetonitril,
0.20 mL (1.2 mmol) Isobuttersaureanhydrid 67 und 30 mg (0.13 mmol) ZrCl,
(Abweichung von der AAV 13: 1.0 Aquivalente) verwendet. Nach 45 Minuten sowie
nach 1.5 Stunden wurden jeweils 0.10 mL (0.60 mmol) Isobuttersaureanhydrid
hinzugegeben (Abweichung von der AAV 13: nur 20 Aquivalente, partielle Zugabe).
Reinigung: Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)).

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): & = 11.35— o
11.32 (M, 2 x 1H, 2 x NH), 7.49 (s, 2 x 1H, ;[o

2 x H-8), 7.42-7.39 (m, 2 x 1H, 2 x H-4),
7.30-7.28 (m, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.21-7.17
(m, 2 x 1H, 2 x Th-H-6), 6.82-6.78 (m, 2 x
1H, 2 x H-1’), 6.43-6.40 (m, 1H, 1 x H-3"),
6.39-6.35 (m, 1H, 1 x H-3’), 6.04-5.99 (m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.56-5.46 (m, 2 x 1H, 2
x H-7a), 5.45-5.35 (m, 2 x 1H, 2 x H-7b), 4.98-4.93 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.34-4.24
(m, 2 x 2H, 2 x H-5"), 2.61 (hept, Jy = 6.9 Hz, 4 x 1H, 4 x CH(CH3)y), 2.24 (s, 3H, 1
x Aryl-CH3), 2.21 (s, 3H, 1 x Aryl-CH3), 1.63—1.61 (m, 3H, 1 x Th-CH3), 1.61-1.59 (m,
3H, 1 x Th-CHa3), 1.11 (d, *Jyn = 7.1 Hz, 2 x 6H, 2 x CH(CHs),), 1.08 (d, *Jun = 6.9
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Hz, 2 x 6H, 2 x CH(CHs),) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6 = 174.20 (4 x
OCO), 163.34 (2 x Th-C-4), 150.65 (1 x Th-C-2), 150.56 (1 x Th-C-2), 148.19 (d, *Jcp
= 6.6 Hz, 2 x C-2), 135.62 (1 x Th-C-6), 135.58 (1 x Th-C-6), 132.75 (1 x C-3),
132.71 (1 x C-3’), 129.07 (1 x C-4), 129.03 (1 x C-4), 127.32 (2 x C-2’), 121.91 (2 x
C-6), 121.39 (2 x C-1), 109.64 (2 x Th-C-5), 89.19 (1 x C-1), 89.11 (1 x C-1’), 88.34
(2 x C-8), 84.26 (d, *Jcp=5.6 Hz, 1 x C-4’), 84.09 (d, *Jcp= 5.1 Hz, 1 x C-4), 69.07—
68.87 (m, 2 x C-5’), 68.05-67.86 (m, 2 x C-7), 33.02 (4 x CH(CHj3)2), 18.54 (2 x
CH(CHj3)2), 18.20 (2 x CH(CH3)2), 14.87 (1 x Aryl-CH3), 14.75 (1 x Aryl-CH3), 11.74 (1
x Th-CHs), 11.67 (1 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-dg): § = -8.73, -8.82
ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 615.1714 [M+Na'], gef.: 615.1704. UV (HPLC): Amax
[nm]: 263. R-Wert = 0.49 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v). Analytische HPLC: tgr =
18.1 min (Methode ).

Synthese von 5-Diisobutyroxymethyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4T-monophosphat
104

Die Reaktion wurde gemall der AAV 13 durchgefuhrt. Es wurden 98 mg
(0.21 mmol) 5-Formyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4TMP 63 in 2 mL abs. Acetonitril,
0.85 mL (5.1 mmol) Isobuttersaureanhydrid 67 und 24 mg (0.10 mmol) ZrCl4
verwendet. Nach einer Stunde wurden weitere 24 mg (0.10 mmol) ZrCl, zugegeben.
(Abweichung von der AAV 13: insgesamt 1.0 Aquivalente ZrCl,, partielle Zugabe).
Reaktionszeit: 2.5 h. Bei der Extraktion entstand ein polymerartiger Niederschlag, der
mittels Filtration abgetrennt wurde. Das erhaltene Filtrat wurde gemafl} der AAV 13
weiter extrahiert. Reinigung: Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)) und
praparative RP-HPLC (Acetonitri/Wasser 5:2 v/v (zur Isolierung des Diastereo-

merengemischs) bzw. Acetonitril/Wasser 3:2 v/v (zur Diastereomerentrennung)).

Ausbeute: Durch die Reinigung am Chromatotron wurden 46 mg produkthaltige
Fraktionen sowie 11 mg 63 isoliert. Die in zwei Portionen durchgeflhrte Reinigung
der produkthaltigen Fraktionen mittels praparativer RP-HPLC ergab 15 mg 104-mix,
8 mg 104-fast und 9 mg 104-slow (insgesamt 32 mg (50 umol, 25%)) als farblose
Watten.
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Daten zur Charakterisierung des Diastereomerengemischs 104:
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.35
(s, 2x 1H, 2 x NH), 7.54 (s, 2 x 1H, 2 x H-
8), 7.44 (s, 2 x 1H, 2 x H-4), 7.36 (d, *Jun
=2.0 Hz, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.21 (d, *Jyn =
1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.18 (d, *Jun =
1.0 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 6.83-6.79 (m, 2 x
1H, 2 x H-1), 6.42 (ddd, *Jyn = 6.0 Hz,
3Jun= 1.8 Hz, *Jyn = 1.5 Hz, 1H, 1 x H-3"), 6.40 (ddd, %Iy = 6.0 Hz, *Jp= 1.8 Hz,
*Jun = 1.8 Hz, 1H, 1 x H-3), 6.05-6.01 (m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.53-5.38 (m, 4 x 1H, 2
x H-7a, 2 x H-7b), 5.00-4.96 (m, 2 x 1H, 2 x H-4), 4.41-4.29 (m, 2 x 2H, 2 x H-5)),
2.62 (hept, Jyn = 7.0 Hz, 4 x 1H, 4 x CH(CH3)2), 1.57 (d, “Jun = 1.3 Hz, 3H, 1 x Th-
CHs), 1.54 (d, *Jun= 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CH3), 1.34 (s, 9H, 1 x Aryl-tBu-CHa), 1.31 (s,
9H, 1 x Aryl-tBu-CHs), 1.11 (d, ®Jun = 7.0 Hz, 2 x 6H, 2 x CH(CH3),), 1.09 (d, 2Jnn =
7.0 Hz, 2 x 6H, 2 x CH(CHs)2) ppm. "*C NMR (101 MHz, DMSO-dg): 5 = 174.20 (4 x
OCO), 163.68 (1 x Th-C-4), 163.62 (1 x Th-C-4), 150.69 (1 x Th-C-2), 150.66 (1 x Th-
C-2), 149.43-149.30 (m, 2 x C-2), 138.74 (d, *Jcp= 7.3 Hz, 1 x C-3), 138.72 (d, *Jcp
= 7.3 Hz, 1 x C-3), 135.66 (1 x Th-C-6), 135.59 (1 x Th-C-6), 132.80 (1 x C-3),
132.71 (1 x C-3’), 131.16 (2 x C-5), 127.38 (1 x C-2’), 127.33 (1 x C-2’), 125.24 (2 x
C-4), 123.47 (d, *Jcp= 8.8 Hz, 1 x C-1), 123.43 (d, *Jcp = 8.1 Hz, 1 x C-1), 122.67 (1
x C-6), 122.64 (1 x C-6), 109.68 (1 x Th-C-5), 109.61 (1 x Th-C-5), 89.18 (1 x C-1"),
89.06 (1 x C-1'), 88.45 (2 x C-8), 84.13 (d, *Jcp = 6.6 Hz, 1 x C-4’), 84.07 (d, *Jcp =
7.3 Hz, 1 x C-4"), 68.98 (d, 2Jcp= 5.9 Hz, 1 x C-5'), 68.94 (d, 2Jcp= 5.9 Hz, 1 x C-5),
68.00 (d, 2Jcp=5.1 Hz, 2 x C-7), 34.42 (1 x Aryl-tBu-C), 34.37 (1 x Aryl-tBu-C), 33.05
(4 x CH(CHs),), 29.35 (1 x Aryl-tBu-CHs), 29.32 (1 x Aryl-tBu-CHs), 18.49 (2 x
CH(CHzs),), 18.27 (2 x CH(CHs),), 11.67 (2 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz,
DMSO-de): & = -8.57, -8.96 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 657.2184 [M+Na'], gef.:
657.2184. UV (HPLC): Amax [Nnm]: 263. R--Wert = 0.60 (Ethylacetat/Methanol 9:1 v/v).
Praparative HPLC: tr = 15.2, 14.5 min (Acetonitril/Wasser 5:2 v/v).

Daten zur Charakterisierung von 104-fast:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6= 11.34 (s, 1H, NH), 7.54 (s, 1H, H-8), 7.44 (s, 1H,
H-4), 7.36 (d, “Jqn = 1.6 Hz, 1H, H-6), 7.21 (d, *J4n = 1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 6.83-
6.80 (m, 1H, H-1"), 6.42 (ddd, 2Jun = 6.0 Hz, *Jyn= 1.6 Hz, Iy = 1.6 Hz, 1H, 1 x H-
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3’), 6.04-6.01 (m, 1H, H-2'), 5.53-5.39 (m, 2 x 1H, H-7a, H-7b), 5.00-4.96 (m, 1H, H-
4’), 4.37-4.31 (m, 2H, H-5'), 2.62 (hept, *Jyn = 6.9 Hz, 2 x 1H, 2 x CH(CHs),), 1.57
(d, *Jun = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CHs), 1.31 (s, 9H, 1 x Aryl-tBu-CHa), 1.11 (d, *Jyn= 7.3
Hz, 6H, 1 x CH(CHs),), 1.10 (d, ®Jnn = 7.0 Hz, 6H, 1 x CH(CHzs)2) ppm. *C NMR (101
MHz, DMSO-ds): 5= 174.23 (2 x OCO), 163.71 (Th-C-4), 150.71 (Th-C-2), 149.41 (d,
2Jcp = 7.3 Hz, C-2), 138.72 (d, *Jcp = 6.4 Hz, C-3), 135.68 (Th-C-6), 132.83 (C-3"),
131.17 (C-5), 127.35 (C-2’), 125.32 (C-4), 123.42 (d, *Jcp = 8.8 Hz, 1 x C-1), 122.67
(1 x C-6), 109.70 (1 x Th-C-5), 89.06 (1 x C-1’), 88.48 (1 x C-8), 84.09 (d, Jcp= 8.3
Hz, 1 x C-4’), 69.01 (d, 2Jcp = 6.4 Hz, 1 x C-5'), 68.01 (d, 2Jcp = 6.4 Hz, 1 x C-7),
34.39 (1 x Aryl-tBu-C), 33.06 (2 x CH(CHs)2), 29.33 (1 x Aryl-tBu-CH3), 18.52 (1 x
CH(CHzs),), 18.28 (1 x CH(CHs),), 11.71 (1 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz,
DMSO-dg): 6 = -8.96 ppm. Analytische HPLC: tr = 19.9 min (Methode I); 30.6 min
(Methode V). Praparative HPLC: tr = 26.5 min (Acetonitril/Wasser 3:2 v/v).

Daten zur Charakterisierung von 104-slow:

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds): 6= 11.32 (s, 1H, NH), 7.54 (s, 1H, H-8), 7.44 (s, 1H,
H-4), 7.35 (d, “Jqn = 1.6 Hz, 1H, H-6), 7.18 (d, “J4 = 1.0 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 6.82—
6.79 (m, 1H, H-1"), 6.40 (ddd, *Ju = 6.0 Hz, *Jyn= 1.9 Hz, 3y = 1.6 Hz, 1H, 1 x H-
3’), 6.05-6.02 (m, 1H, H-2'), 5.53-5.38 (m, 2 x 1H, H-7a, H-7b), 5.00-4.96 (m, 1H, H-
4’), 4.40-4.30 (m, 2H, H-5), 2.62 (hept, *Jun = 6.9 Hz, 2 x 1H, 2 x CH(CH3),), 1.55
(d, “Jun= 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CH3), 1.34 (s, 9H, 1 x Aryl-tBu-CHs), 1.11 (d, *Jyn= 7.3
Hz, 6H, 1 x CH(CHs),), 1.10 (d, Iy 1= 7.0 Hz, 6H, 1 x CH(CHs),) ppm. "*C NMR (101
MHz, DMSO-dg): & = 174.22 (2 x OCO), 163.65 (Th-C-4), 150.69 (Th-C-2), 149.41
(C-2), 138.75 (d, *Jcp = 7.3 Hz, C-3), 135.62 (Th-C-6), 132.74 (C-3’), 131.18 (C-5),
127.41 (C-2), 125.31 (C-4), 123.50 (d, Jcp = 9.2 Hz, 1 x C-1), 122.71 (1 x C-6),
109.63 (1 x Th-C-5), 89.18 (1 x C-1’), 88.47 (1 x C-8), 84.16 (d, *Jcp=7.3 Hz, 1 x C-
4’), 68.96 (d, 2Jcp = 6.4 Hz, 1 x C-5"), 68.03 (d, *Jcp = 6.4 Hz, 1 x C-7), 34.35 (1 x
Aryl-tBu-C), 33.06 (2 x CH(CHs3)2), 29.36 (1 x Aryl-tBu-CHs), 18.53 (1 x CH(CHs),),
18.28 (1 x CH(CHjs),), 11.70 (1 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-dg): & =
-8.57 ppm. Analytische HPLC: tr = 20.2 min (Methode 1); 31.2 min (Methode V).
Praparative HPLC: tr = 28.3 min (Acetonitril/WWasser 3:2 v/v).
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9.2.7. Synthese der 6-Formylsalicylalkohole

Synthese von 6-Formylsalicylalkoholisopropylidenacetal 98

Die Reaktion wurde gemaly der AAV 6 durchgefihrt. Es wurden 3.10 g (12.8 mmol)
6-Bromsalicylalkoholisopropylidenacetal 95 in 70 mL abs. THF, 15.9 mL (25.5 mmol)
1.6 M n-Butyllithium-Lésung und 9.70 mL (125 mmol) abs. N,N-Dimethylformamid in
9.7 mL abs. THF eingesetzt. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron

(Petrolethersg7o/Dichlormethan 0-2%).
Ausbeute: 1.87 g (9.73 mmol, 76%) eines farblosen Feststoffs

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 10.29 (d, “Jqn = 0.5 Hz, 1H,
H-8), 7.61-7.57 (m, 1H, H-5), 7.42-7.37 (m, 1H, H-3), 7.04 (dd,
3Jun = 7.9 Hz, ®Jyn = 7.4 Hz, 1H, H-4), 4.91 (s, 2H, H-7), 1.55 (s,
6H, Acetal-CHs) ppm. ">*C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): 5= 188.48
(C-8), 153.52 (C-1), 131.57 (C-3), 126.24 (C-5), 123.47 (C-6), 120.94 (C-2), 119.99
(C-4), 100.54 (Acetal-C), 59.83 (C-7), 24.52 (Acetal-CH3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.:
193.1 [M+H"], gef.: 193.1. IR (KBr): v [cm™'] = 2864, 1700, 1685, 1595, 1457, 1396,
1385, 1285, 1250, 1132, 1057, 881. UV (Methanol): Amax [nm]: 323, 256, 216. Smp.:
61 °C. R-Wert = 0.44 (Dichlormethan).

Synthese von 6-Formylsalicylalkohol 81

Die Reaktion wurde gemal} der Variante | der AAV 9 durchgefuhrt. Es wurden 1.87 g
(9.73 mmol) 6-Formylsalicylalkoholisopropylidenacetal 98 in 60 mL Acetonitril/
Wasser (7:3 v/v) und zwei Tropfen rauchende Salzsaure (drei Durchgange)
eingesetzt. In Abweichung zur AAV 9 wurde die Reaktionslosung nach quantitativer
Entschutzung mit Dichlormethan und Wasser verdunnt und die Phasen getrennt. Die
organische Phase wurde dreimal mit Wasser extrahiert. Nach finfmaliger Extraktion
der vereinigten wassrigen Phasen mit Ethylacetat wurden die organischen Phasen
vereint, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die

Reinigung erfolgte am Chromatotron (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).

Ausbeute: 1.47 g (9.66 mmol, 99%) eines gelben Feststoffs
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 10.97 (s, 1H, Phenol-OH),
10.06 (s, 1H, H-8), 7.72-7.62 (m, 2H, H-3, H-5), 7.07 (dd, *Jun =
7.6 Hz, *Jyn = 7.6 Hz, 1H, H-4), 5.21 (s, 1H, Benzyl-OH), 4.56 (s,
2H, H-7), ppm. "*C-NMR (101 MHz, DMSO-d¢): & = 196.73 (C-8),
157.40 (C-1), 134.38 (C-3), 131.31 (C-5), 130.49 (C-2), 120.58 (C-6), 119.41 (C-4),
57.16 (C-7) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.: 175.0 [M+Na'], gef.: 174.9 [M+Na"]. IR (KBr):
v [em™ = 3308, 2930, 2866, 1655, 1619, 1442, 1304, 1225, 1067, 726, 650. UV
(Methanol): Amax [nm]: 329, 257, 217. Smp.: 62-63 °C. RWert = 0.05 (Dichlor-
methan), 0.47 (Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v).

Synthese von 5-Methylsalicylsauremethylester 90

Es wurden 5.00 g (32.9 mmol) 5-Methylsalicylsaure 89 in 80 mL Methanol gelost und
langsam bei 0 °C 16 mL (0.30 mol) konz. Schwefelsaure hinzugegeben. Die
Reaktionslésung wurde zwei Tage unter Rlckfluss erhitzt. AnschlieRend wurde das
Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekihlt und in 250 mL Eiswasser
gegossen. Die wassrige Phase wurde dreimal mit Dichlormethan extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotations-
verdampfer vom Losungsmittel befreit. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron

(Petrolethersp;zo/Dichlormethan 1:1 v/v).
Ausbeute: 5.18 g (31.2 mmol, 95%) einer farblosen Flussigkeit

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 10.30 (s, 1H, Phenol-OH),
7.59-7.56 (m, 1H, H-6), 7.34 (dd, ®Jun = 8.5 Hz, “Jyn = 2.3 Hz, 8.5 81 SN
1H, H-4), 6.88 (d, ®Jun = 8.5 Hz, 1H, H-3), 3.88 (s, 3H, OCH), 4
2.24 (s, 3H, Aryl-CH3) ppm. ™*C-NMR (101 MHz, DMSO-dg): & =

169.26 (C-7), 157.97 (C-2), 136.42 (C-4), 129.52 (C-6), 128.09 (C-5), 117.20 (C-3),
112.42 (C-1), 52.29 (OCHs), 19.77 (Aryl-CH3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 167.1
[M+H"], gef.: 167.1. IR (NaCl): v [cm™] = 3205, 1676, 1617, 1490, 1441, 1331, 1293,
1217, 1092, 795. UV (Methanol): Amax [nm]: 315, 239, 215. R-Wert = 0.62

(Dichlormethan).

Synthese von 3-Brom-5-methylsalicylsauremethylester 91
Es wurden 6.61 g (39.7 mmol) 5-Methylsalicylsauremethylester 90 in 65 mL
Chloroform vorgelegt und anschlieBend 2.02 mL (39.5 mmol) Brom in 40 mL
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Chloroform innerhalb von 45 Minuten zugetropft. Die Reaktion wurde
dinnschichtchromatografisch (Dichlormethan) verfolgt. Wahrend der Reaktion war
eine geringe Gasentwicklung zu beobachten, die nach einer Stunde Ruhren bei
Raumtemperatur nicht mehr auftrat. Die Reaktionslésung wurde noch einen Tag lang
weiter geruhrt und sodann mit einer gesattigten Natriumhydrogensulfit-Losung
gewaschen, um nicht umgesetztes Brom zu reduzieren. Im Anschluss wurde die
organische Phase zweimal mit Wasser gewaschen, dann uber Natriumsulfat
getrocknet und am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde aus Methanol umkristallisiert. Im Methanol verbliebenes Produkt

wurde mittels Chromatotron (Petrolethersg7o/Dichlormethan 3:1 v/v) gereinigt.
Ausbeute: 8.93 g (36.5 mmol, 92%) eines gelben Feststoffs

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6§ = 10.92 (s, 1H, Phenol-OH), 7.72—
7.69 (m, 1H, H-4), 7.64-7.60 (m, 1H, H-6), 3.92 (s, 3H, OCHs),
2.25 (s, 3H, Aryl-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): § =
168.99 (C-7), 154.47 (C-2), 139.17 (C-4), 129.77 (C-5), 129.20
(C-6), 113.52 (C-1), 110.22 (C-3), 52.83 (OCH3), 19.39 (Aryl-CH3) ppm. MS (FAB,
m/z): ber.: 244.0 [M], gef.: 244.0. IR (KBr): v [cm™] = 3101, 2958, 1442, 1337, 1255,
1214, 1195, 790, 781, 729. UV (Methanol): Amax [nm]: 321, 246, 213. Smp.: 102 °C.
R-Wert = 0.69 (Dichlormethan).

Synthese von 6-Brom-4-methylsalicylalkohol 79

Die Reaktion wurde gemald der AAV 1 durchgefihrt. Es wurden 3.80 g (15.5 mmol)
3-Brom-5-methylsalicylsauremethylester 91 in 50 mL abs. THF und 1.18 g
(31.1 mmol) Lithiumaluminiumhydrid in 80 mL abs. THF eingesetzt. Die Abtrennung
von Salzruckstanden erfolgte durch eine Kieselgelfiltration (Ethylacetat). Die
Abkondensation des Ethylacetats am Rotationsverdampfer ergab das Rohprodukt,

welches am Chromatotron (Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v) gereinigt wurde.
Ausbeute: 3.06 g (14.1 mmol, 91%) eines gelben Ols

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & = 8.85 (s, 1H, Phenol-OH), 4 32 1

OH
7.22-7.18 (m, 1H, H-5), 7.09-7.03 (m, 1H, H-3), 5.31 (s, 1H, :(;COH
6

Benzyl-OH), 4.52 (d, ®Jun = 3.3 Hz, 2H, H-7), 2.20 (s, 3H, Aryl- B
CH3) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 148.36 (C-1), 130.78 (C-2), 130.72
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(C-5), 129.76 (C-4), 127.30 (C-3), 110.34 (C-6), 59.29 (C-7), 19.77 (Aryl-CH3) ppm.
MS (FAB, m/z): ber.: 216.0 [M], gef.: 216.0. IR (NaCl): v [cm™"] = 3340, 2922, 1483,
1281, 1236, 1189, 1114, 1000, 857, 767. UV (Methanol): Amax [nm]: 290, 284, 218.
R+Wert = 0.46 (Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v).

Synthese von 6-Brom-4-methylsalicylalkoholisopropylidenacetal 96

Die Reaktion wurde gemal der AAV 3 durchgefiihrt, die Reaktionszeit allerdings auf
vier Tage verlangert. Es wurden 2.16 g (10.0 mmol) 6-Brom-4-methylsalicylalkohol
79, 6.32mL (51.0 mmol) 2,2-Dimethoxypropan, 191 mg (1.11 mmol) para-Toluol-
sulfonsaure-Monohydrat und 4.3 g wasserfreies Natriumsulfat in 45 mL Aceton
eingesetzt. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron (Petrolethersy7o/Dichlormethan
9:1 viv).

Ausbeute: 1.90 g (7.39 mmol, 74%) eines farblosen Ols

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 7.29-7.25 (m, 1H, H-5), 4 35 70
6.90-6.86 (m, 1H, H-3), 478 (s, 2H, H-7), 2.21 (s, 3H, Aryl-CHg), [l O/%
1.47 (s, 6H, Acetal-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): GBr
5=145.15 (C-1), 131.37 (C-5), 130.42 (C-4), 124.69 (C-3), 121.13 (C-2), 109.38 (C-
6), 100.30 (Acetal-C), 59.85 (C-7), 24.47 (Acetal-CH3), 19.69 (Aryl-CH3) ppm. MS
(FAB, m/z): ber.: 256.0 [M], gef.: 256.0. IR (NaCl): v [cm™"] = 2995, 2859, 1477,
1374, 1280, 1268, 1204, 1127, 1067, 883. UV (Methanol): Amax [nM]: 290, 283, 212.

R+Wert = 0.21 (Petrolether/Dichlormethan 9:1 v/v).

Synthese von 6-Formyl-4-methylsalicylalkoholisopropylidenacetal 99

Die Reaktion wurde gemal} der AAV 6 durchgefihrt. Es wurden 1.81 g (7.04 mmol)
6-Brom-4-methylsalicylalkoholisopropylidenacetal 96 in 40 mL abs. THF, 8.80 mL
(14.1 mmol) 1.6 M n-Butyllithium-Lésung und 543 mL (69.8 mmol) abs.
N,N-Dimethylformamid in 5.4 mL abs. THF eingesetzt. Die Reinigung erfolgte mittels
Chromatotron (Petrolethersg7o/Dichlormethan (0—40%)).

Ausbeute: 1.15 g (5.58 mmol, 80%) eines gelben Ols

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 10.26 (s, 1H, H-8), 7.41—
7.38 (m, 1H, H-5), 7.24-7.20 (m, 1H, H-3), 4.86 (s, 2H, H-7),
2.26 (s, 3H, Aryl-CH3), 1.54 (s, 6H, Acetal-CHs) ppm. *C NMR
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(101 MHz, DMSO-de): 6 = 188.35 (C-8), 151.48 (C-1), 131.92 (C-3), 128.88 (C-4),
126.08 (C-5), 123.18 (C-6), 120.73 (C-2), 100.23 (Acetal-C), 59.76 (C-7), 24.42
(Acetal-CH3), 19.77 (Aryl-CH3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 206.1 [M], gef.: 206.1. IR
(NaCl): v [em™] = 2995, 2945, 2858, 1685, 1600 1478, 1376, 1301, 1254, 1235,
1133, 8757. UV (Methanol): Amax [nm]: 334, 259, 216. R-Wert = 0.33 (Dichlor-

methan).

Synthese von 6-Formyl-4-methylsalicylalkohol 82

Die Reaktion wurde gemal} der Variante | der AAV 9 durchgefuhrt. Es wurden 1.87 g
(9.06 mmol) 6-Formyl-4-methylsalicylalkoholisopropylidenacetal 99 in 50 mL
Acetonitri/Wasser (7:3 v/v) und drei Tropfen rauchende Salzsaure (zwei
Durchgange) eingesetzt. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenfiltration (Dichlor-
methan/Methanol (0-3%)).

Ausbeute: 1.30 g (7.82 mmol, 86%) eines gelben Feststoffs

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 10.76 (s, 1H, Phenol-OH),
10.00 (s, 1H, H-8), 7.53-7.48 (m, 1H, H-3), 7.46-7.41 (m, 1H, H-
5), 5.21 (t, ®Jun = 5.5 Hz, 1H, Benzyl-OH), 4.53 (d, *Jun = 5.0 Hz,
2H, H-7), 2.29 (s, 3H, Aryl-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz,
DMSO-ds): &= 196.35 (C-8), 155.34 (C-1), 135.29 (C-3), 130.52 (C-5), 130.16 (C-2),
128.09 (C-4), 120.38 (C-6), 57.08 (C-7), 19.70 (Aryl-CH3z) ppm. MS (FAB, m/z): ber.:
167.1 [M+H"], gef.: 167.1. IR (KBr): v [cm"] = 3289, 1646, 1457, 1380, 1322, 1252,
1216, 1079, 1043, 740. Smp.: 70-72 °C. UV (Methanol): Amax [nm]: 341, 261, 216. Rs-
Wert = 0.59 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).

Synthese von 3-Brom-5-tert-butylsalicylaldehyd 94

Zu einer Losung von 4.35 g (24.4 mmol) 5-tert-Butylsalicylaldehyd 93 in 5 mL
Essigsaure wurde tropfenweise eine Losung von 1.29 mL (25.2 mmol) Brom in 12 mL
Essigsaure zugegeben. Die Reaktionslosung wurde 18 Stunden bei 50 °C geruhrt
und die Reaktion dabei dunnschichtchromatografisch (Petrolethersy7o/Ethylacetat
4:1 v/v) verfolgt. Nach drei Stunden wurden weitere 0.43 mL (8.4 mmol) Brom in
1.7 mL Essigsaure zugegeben. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung mit
Dichlormethan verdinnt und durch Waschen mit 39%iger Natriumhydrogensulfit-

Lésung Uberschussiges Brom entfernt. Die organische Phase wurde mit Wasser,
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gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und gesattigter Kochsalz-Lésung
gewaschen. Nach Trocknen Uber Natriumsulfat wurde das Lésungsmittel am
Rotationsverdampfer abkondensiert. Nach der Reinigung am Chromatotron

(Petroletherso70) wurde das reine Produkt erhalten.
Ausbeute: 5.79 g (22.5 mmol, 92%) eines gelben Feststoffs

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 11.41 (s, 1H, Phenol-OH), 9.85
(s, 1H, H-7), 7.81 (d, “Jun = 2.3 Hz, 1H, H-6), 7.51 (d, “Ju = 2.3
Hz, 1H, H-4), 1.33 (s, 9H, Aryl-tBu-CH3) ppm. *C NMR (101
MHz, CDCl3): 5 = 194.98 (C-7), 155.99 (C-2), 144.36 (C-5),
137.89 (C-6), 129.56 (C-4), 120.81 (C-1), 110.98 (C-5), 34.42 (Aryl-tBu-C), 31.32
(Aryl-tBu-CHs) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 256.0 [M], gef.: 256.0. IR (KBr): v [cm™] =
2964, 1659, 1457, 1381, 1265, 1220, 1161, 737, 695. UV (Methanol): Amax [nm]: 338,
262, 218. Smp.: 84-87 °C. R-Wert = 0.49 (Petroletherso7o/Ethylacetat 4:1 v/v).

Synthese von 6-Brom-4-tert-butylsalicylalkohol 80

Die Reaktion wurde gemaly der AAV 1 durchgefihrt. Es wurden 5.69 g (22.1 mmol)
3-Brom-5-tert-butylsalicylaldehyd 94 in 40 mL abs. THF und 750 mg (19.8 mmol)
Lithiumaluminiumhydrid in 60 mL abs. THF eingesetzt. Die Reinigung erfolgte durch

eine Kieselgelfiltration (Ethylacetat).
Ausbeute: 5.25 g (20.3 mmol, 92%) eines gelben Ols

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & = 8.89 (s, 1H, Phenol-OH),
7.34-7.28 (m, 2H, H-3, H-5), 5.34 (t, *Jyn = 5.4 Hz, 1H,
Benzyl-OH), 4.55 (d, ®Jun = 4.8 Hz, 2H, H-7), 1.24 (s, 9H, Aryl-
tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6 = 148.44 (C-
1), 143.27 (C-4), 130.29 (C-2), 127.27 (C-5), 123.67 (C-3), 110.26 (C-6), 59.57 (C-7),
33.84 (Aryl-tBu-C), 31.17 (Aryl-tBu-CHs) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 258.0 [M], gef.:
258.0. IR (NaCl): v [cm™"] = 3346, 2962, 1484, 1364, 1286, 1205, 1153, 1105, 1009,
714. UV (Methanol): Amax [nm]: 282, 220. R-Wert = 0.64 (Ethylacetat).

Synthese von 6-Brom-4-tert-butylsalicylalkoholisopropylidenacetal 97
Die Reaktion wurde gemaly der AAV 3 durchgefihrt. Es wurden 5.00 g (19.3 mmol)
6-Brom-4-tert-butylsalicylalkohol 80, 12.2mL (98.4 mmol) 2,2-Dimethoxypropan,



Experimentalteil 201

370 mg (1.92 mmol) para-Toluolsulfonsaure-Monohydrat und 8.4 g wasserfreies
Natriumsulfat in 90 mL Aceton eingesetzt. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron
(Petrolethersg7o/Dichlormethan (0—-30%)).

Ausbeute: 4.96 g (16.5 mmol, 86%) eines farblosen Feststoffs

'"H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5= 7.41 (d, *Jun = 2.5 Hz, 1H,
H-5), 7.12-7.08 (m, 1H, H-3), 4.82 (s, 2H, H-7), 1.48 (s, 6H,
Acetal-CH3), 1.24 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101
MHz, DMSO-ds): 5= 145.17 (C-1), 143.91 (C-4), 128.01 (C-5),
121.22 (C-3), 120.78 (C-2), 109.38 (C-6), 100.45 (Acetal-C), 60.13 (C-7), 33.94 (Aryl-
tBu-C), 31.04 (Aryl-tBu-CHs), 24.59 (Acetal-CHs3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 298.1
[M], gef.: 298.1. IR (KBr): v [cm™] = 2995, 2964, 2863, 1483, 1384, 1365, 1351,
1302, 1270, 1235, 1206, 721, 663. UV (Methanol): Amax [nm]: 288, 280, 220. Smp.:
111-113 °C. RWert = 0.71 (Dichlormethan).

Synthese von 6-Formyl-4-tert-butylsalicylalkoholisopropylidenacetal 100

Die Reaktion wurde gemal} der AAV 6 durchgefihrt. Es wurden 2.35 g (7.85 mmol)
6-Brom-4-tert-butylsalicylalkoholisopropylidenacetal 97 in 45 mL abs. THF, 9.0 mL
(14 mmol; in Abweichung zur AAV 6 nur 1.8 Aquivalente) 1.6 M n-Butyllithium-
Losung und 6.0 mL (78 mmol) abs. N,N-Dimethylformamid in 6 mL abs. THF
eingesetzt. Die Reinigung erfolgte mittels einer Saulenchromatografie

(Petroletherso;zo/Dichlormethan 1:2 viv).
Ausbeute: 1.48 g (5.96 mmol, 76%) eines gelben Feststoffs

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5 = 10.27 (s, 1H, H-8), 7.57 (d,
*Jun = 2.5 Hz, 1H, H-5), 7.47 (d, “Jun = 2.5 Hz, 1H, H-3), 4.89
(s, 2H, H-7), 1.53 (s, 6H, Acetal-CH3;), 1.26 (s, 9H, Aryl-tBu-
CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): &5 = 188.66 (C-8),
151.68 (C-1), 142.32 (C-4), 129.01 (C-3), 122.81 (C-6), 122.37 (C-5), 120.60 (C-2),
100.48 (Acetal-C), 60.12 (C-7), 33.97 (Aryl-tBu-C), 31.01 (Aryl-tBu-CHs3), 24.64
(Acetal-CH3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 248.1 [M], gef.: 248.1. IR (KBr): v [cm™] =
2954, 1683, 1599, 1485, 1396, 1382, 1243, 1221, 1140, 1112, 879. UV (Methanol):
Amax [NM]: 332, 260, 220. Smp.: 85-88 °C. R-Wert = 0.29 (Petrolethersgso/
Dichlormethan 1:2 v/v), 0.44 (Dichlormethan).
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Synthese von 6-Formyl-4-tert-butylsalicylalkohol 83

Die Reaktion wurde gemaf der Variante Il der AAV 9 durchgeflhrt. Es wurden 1.30 g
(5.24 mmol) 6-Formyl-4-tert-butylsalicylalkoholisopropylidenacetal 100 in 50 mL
Acetonitril/Wasser (7:3 v/v) und 3 mL rauchende Salzsaure (drei Durchgange)
eingesetzt. Die Reinigung erfolgte mittels einer Saulenchromatografie (Dichlor-
methan/Methanol (0-3%).

Ausbeute: 960 mg (4.61 mmol, 88%) eines orangenen Ols

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § = 10.82 (s, 1H, Phenol-OH),
10.05 (s, 1H, H-8), 7.75 (d, “Jun = 2.5 Hz, 1H, H-3), 7.64 (d,
*Jun = 2.5 Hz, 1H, H-5), 5.25 (t, *Jun = 5.4 Hz, 1H, Benzyl-
OH), 4.55 (d, 3Jyn = 4.8 Hz, 2H, H-7), 1.29 (s, 9H, Aryl-tBu-
CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-ds): § = 197.08 (C-8), 155.52 (C-1), 141.76
(C-4), 132.00 (C-3), 129.98 (C-6), 127.37 (C-5), 120.06 (C-2), 57.41 (C-7), 33.95
(Aryl-tBu-C), 31.10 (Aryl-tBu-CHs3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 208.1 [M], gef.: 208.1.
IR (NaCl): v [cm™'] = 3386, 2962, 1654, 1459, 1383, 1364, 1321, 1268, 1216, 1071,
1036, 731. UV (Methanol): Amax [nm]: 338, 261, 217. R-Wert = 0.59 (Dichlormethan/
Methanol 19:1 v/v)

9.2.8. Synthese der 3-Formylsaligenylchlorphosphite

Versuch der Synthese von 3-Formylsaligenylchlorphosphit 84

Die Reaktion wurde gemall der Variante Il der AAV 11 durchgefihrt. Es wurden
250 mg (1.65 mmol) 6-Formylsalicylalkohol 81 in 13 mL abs. THF, 0.18 mL
(2.1 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 0.31 mL (3.8 mmol) abs. Pyridin (Zugabe-
zeitraum: 3 h) verwendet. In Anweichung von der AAV 11 wurde anschlielend fur

1.5 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.
Ausbeute: 100 mg eines gelben Ols

Das '"P-NMR-Spektrum des erhaltenen Rohprodukts wies neben einem Signal bei
140.7 ppm weitere Signale auf, die wahrscheinlich aus einer Zersetzung von 84
stammen. Verbindung 84 scheint somit sehr labil zu sein. Da das "H-NMR-Spektrum
fast ausschlieRlich Pyridinhydrochlorid zeigte, war die Ausbeute an moglicherweise

entstandem Chlorphosphit 84 so gering, dass eine anschlieBende testweise
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Umsetzung zum Triester 75 keinen Erfolg brachte. Auch weitere, vergleichbare

Versuche zur Darstellung von 84 blieben ohne Erfolg.

Synthese von 3-Formyl-5-methylsaligenylchlorphosphit 85

Die Reaktion wurde gemaly der Variante Il der AAV 11 durchgefihrt. Es wurden
250 mg (1.51 mmol) 6-Formyl-4-methylsalicylalkohol 82 in 11 mL abs. THF, 0.16 mL
(1.8 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 0.28 mL (3.4 mmol) abs. Pyridin (Zugabe-

zeitraum: 3 h) verwendet.

Ausbeute: 75 mg eines gelblichen Ols, das neben 85 (als Gemisch zweier Enantio-
mere) noch zwei weitere Verbindungen X (vgl. Erlauterungen hierzu S. 49-52)
enthielt (Verhaltnis 85:X: 52:48); laut 'H-NMR war nur wenig Pyridinhydrochlorid

enthalten.

Weitere Synthesen (Anderung der Reaktionstemperatur):

Die Reaktion wurde gemafR der Variante |l der AAV 11 durchgefihrt. Allerdings
erfolgten die Zugaben von PCl; und der abs. Pyridin/THF-Mischung bei -55 °C. Es
wurden 312 mg (1.88 mmol) 6-Formyl-4-methylsalicylalkohol 82 in 14 mL abs. THF,
0.20 mL (2.3 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 0.35 mL (4.3 mmol) abs. Pyridin

(Zugabezeitraum: 3 h) verwendet.

Ausbeute: 310 mg eines gelblichen Ols, das neben 85 (als Gemisch zweier Enantio-
mere) noch zwei weitere Verbindungen X enthielt (Verhaltnis 85:X: 88:12); laut
"H-NMR kein Pyridinhydrochlorid enthalten

Die Reaktion wurde gemafl der Variante |l der AAV 11 durchgefuhrt. Allerdings
erfolgten die Zugaben von PCI3; und der abs. Pyridin/THF-Mischung bei -55 °C. Nach
beendeter Zugabe wurde ebenfalls bei -55 °C noch eine Stunde weitergeruhrt. Es
wurden 500 mg (3.01 mmol) 6-Formyl-4-methylsalicylalkohol 82 in 18 mL abs. THF,
0.25 mL (2.9 mmol (1.0 Aquivalente, Abweichung von der AAV 11) Phosphor(lll)-
chlorid und 0.46 mL (5.7 mmol (1.9 Aquivalente, Abweichung von der AAV 11)) abs.

Pyridin (Zugabezeitraum: 3 h) verwendet.

Ausbeute: 415 mg (1.81 mmol, 60%) eines reinen, gelben Feststoffs als Gemisch

zweier Enantiomere
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'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 10.39 (s, 1H, H-8), 7.64—7.61
(m, 1H, H-4), 7.05-7.02 (m, 1H, H-6), 5.48 (dd, 2J4 = 14.4 Hz,
3Jup = 2.5 Hz, 1H, H-7a), 5.05 (dd, Iy = 14.4 Hz, J4p = 9.6
Hz, 1H, H-7b), 2.34 (s, 3H, Aryl-CHs) ppm. *'P NMR (162
MHz, CDCl3): 5= 140.5 ppm.

Synthese von 3-Formyl-5-tert-butylsaligenylchlorphosphit 86

Die Reaktion wurde gemafl der Variante |l der AAV 11 durchgefuhrt. Allerdings
erfolgten die Zugaben von PCI3; und der abs. Pyridin/THF-Mischung bei -55 °C. Nach
beendeter Zugabe wurde ebenfalls bei -55 °C noch eine Stunde weitergeruhrt. Es
wurden 230 mg (1.10 mmol) 6-Formyl-4-tert-butylsalicylalkohol 83 in 8 mL abs. THF,
0.11 mL (1.3 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 0.21 mL (2.6 mmol) abs. Pyridin

(Zugabezeitraum: 3 h) verwendet.

Ausbeute: 295 mg eines gelben Ols mit einer Reinheit von 55% (entspricht

162 mg reinem 86 (0.594 mmol, 54%)) als Gemisch zweier Enantiomere

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 10.41 (s, 1H, H-8), 7.85-7.83
(m, 1H, H-4), 7.23-7.21 (m, 1H, H-6), 5.53-5.45 (m, 1H, H-7a),
5.13-5.04 (m, 1H, H-7b), 1.31 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs) ppm. *'P
NMR (162 MHz, CDCl3): 6= 140.9 ppm.

9.2.9. Synthese der 3-Formyl-cycloSal-d4T-monophosphate

Synthese von 3-Formyl-5-methyl-cycloSal-d4T-monophosphat 76

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden
410 mg (1.79 mmol) 3-Formyl-5-methylsaligenylchlorphosphit 85 in 14 mL abs.
Acetonitril, 170 mg (0.758 mmol) d4T 2 geldst in 21 mL abs. Acetonitril, 0.22 mL
(1.3 mmol) DIPEA und 0.43 mL einer 5.5 M Ldsung von tert-Butylhydroperoxid in
n-Nonan (2.4 mmol tert-Butylhydroperoxid) verwendet. Reaktionszeit: 3 h. Oxidation:
1 h. Reaktionsabbruch: 1 M Essigsaure/Natriumacetat-Puffer (pH = 5). Reinigung:

Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (+ 0.1% Essigsaure) 19:1 v/v).

Ausbeute: 145 mg (0.332 mmol, 44%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.7:1.0
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'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.32 (s, 1H, 1
x NH), 11.30 (s, 1H, 1 x NH), 10.26 (s, 1H, 1 x H-
8), 10.23 (s, 1H, 1 x H-8), 7.58-7.55 (m, 2 x 1H, 2
x H-4), 7.42-7.39 (m, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.16 (d,
*Jun=1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.15 (d, “Jypu= 1.5
Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 6.78-6.74 (m, 2 x 1H, 2 x H-
1’), 6.42 (ddd, Iy = 6.0 Hz, 3Jyn= 1.8 Hz, *Jpp =
1.5 Hz, 1H, 1 x H-3"), 6.35 (ddd, *Jy = 6.0 Hz, J4n = 1.8 Hz, 3y = 1.5 Hz, 1H, 1 x
H-3’), 6.04-5.97 (m, 2 x 1H, 2 x H-2"), 5.61-5.50 (m, 2 x 1H, 2 x H-7a), 5.48-5.36 (m,
2 x 1H, 2 x H-7b), 4.98-4.93 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.42-4.28 (m, 2 x 2H, 2 x H-5),
2.32 (s, 2 x 3H, 2 x Aryl-CH3), 1.66 (d, *J = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CH3), 1.62 (d, *Jp =
1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CHs3) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 = 187.67 (1 x C-8),
187.65 (1 x C-8), 163.61 (2 x Th-C-4), 150.60 (2 x Th-C-2), 149.38 (2 x C-2), 135.64
(1 x Th-C-6), 135.49 (1 x Th-C-6), 134.02 (2 x C-5), 132.78 (2 x C-4), 132.54 (2 x C-
3’), 128.31 (1 x C-6), 128.13 (1 x C-6), 127.36 (1 x C-2’), 127.34 (1 x C-2’), 122.21 (1
x C-1), 122.12 (1 x C-1), 109.64 (1 x Th-C-5), 109.54 (1 x Th-C-5), 89.22 (2 x C-1"),
84.08 (d, Jcp=8.1 Hz, 1 x C-4’), 83.92 (d, *Jcp= 8.1 Hz, 1 x C-4), 68.84 (d, 2Jcp =
5.9 Hz, 2 x C-5), 68.08 (d, 2Jcp= 6.6 Hz, 1 x C-7), 67.87 (d, 2Jcp= 7.3 Hz, 1 x C-7),
19.96 (2 x Aryl-CHs), 11.88 (1 x Th-CHs), 11.81 (1 x Th-CHs) ppm. *'P NMR (162
MHz, DMSO-dg): 6 = -9.62, -10.19 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 457.0777 [M+Na'],
gef.: 457.0785. UV (HPLC): Amax [nm]: 254. Ri-Wert = 0.34 (Ethylacetat/Methanol 9:1
v/v). Analytische HPLC: tr = 11.9, 11.6 min (Methode I). Praparative HPLC: tr = 12.4,
11.9 min (Acetonitril/Wasser 2:3 v/v).

Synthese von 3-Formyl-5-tert-butyl-cycloSal-d4T-monophosphat 77

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden
290 mg (1.06 mmol) 3-Formyl-5-tert-butylsaligenylchlorphosphit 86 in 10 mL abs.
Acetonitril, 110 mg (0.495 mmol) d4T 2 geldst in 15 mL abs. Acetonitril, 0.14 mL
(0.80 mmol) DIPEA und 0.26 mL einer 5.5 M Lésung von tert-Butylhydroperoxid in
n-Nonan (1.4 mmol tert-Butylhydroperoxid) verwendet. Reaktionszeit: 3 h. Oxidation:
1 h. Reaktionsabbruch: 1 M Essigsaure/Natriumacetat-Puffer (pH = 5). Reinigung:
Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (+ 0.1% Essigsaure) (0—-2%)).

Ausbeute: 86 mg (0.18 mmol, 36%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.7:1.0
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'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 5= 11.32 (s, 2 o
x 1H, 2 x NH), 10.27 (s, 1H, 1 x H-8), 10.26 (s,
1H, 1 x H-8), 7.77-7.72 (m, 2 x 1H, 2 x H-4),
7.71-7.68 (m, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.20 (d, *Jpp =
1.0 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.16 (d, *Ju = 1.0 Hz,
1H, 1 x Th-H-6), 6.82-6.77 (m, 2 x 1H, 2 x H-
1), 6.45-6.41 (m, 1H, 1 x H-3’), 6.38-6.34 (m, 1H, 1 x H-3"), 6.05-6.01 (m, 1H, 1 x
H-2'), 6.01-5.97 (m, 1H, 1 x H-2’), 5.61 (dd, 2Jun = 14.8 Hz, *J4p= 6.0 Hz, 1H, 1 x H-
7a), 5.57 (dd, 2Jyn = 15.1 Hz, *J4p=5.0 Hz, 1H, 1 x H-7a), 5.51-5.43 (m, 2 x 1H, 2 x
H-7b), 4.99-4.94 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.43-4.21 (m, 2 x 2H, 2 x H-5"), 1.65 (s, 3H, 1
X Th-CHs), 1.60 (s, 3H, 1 x Th-CHs), 1.29 (s, 2 x 9H, 2 x Aryl-tBu-CHs), ppm. *C
NMR (101 MHz, DMSO-ds): 5= 187.92 (1 x C-8), 187.87 (1 x C-8), 163.70 (1 x Th-C-
4), 163.67 (1 x Th-C-4), 150.71 (1 x Th-C-2), 150.67 (1 x Th-C-2), 149.40 (3Jcp= 4.6
Hz, 1 x C-2), 149.31 (3Jcp = 4.6 Hz, 1 x C-2), 147.04 (1 x C-3), 147.02 (1 x C-3),
135.72 (1 x Th-C-6), 135.56 (1 x Th-C-6), 132.86 (1 x C-3’), 132.69 (1 x C-3), 129.76
(1 x C-6), 129.71 (1 x C-6), 127.41 (2 x C-2’), 124.76 (1 x C-4), 124.48 (1 x C-4),
124.22 (1 x C-5), 124.19 (1 x C-5), 122.15 (d, *Jcp= 9.2 Hz, 1 x C-1), 122.10 (d, *Jcp
= 9.9 Hz, 1 x C-1), 109.71 (1 x Th-C-5), 109.66 (1 x Th-C-5), 89.21 (2 x C-1°), 84.11
(d, ®3Jcp=7.6 Hz, 2 x C-4’), 68.91 (d, 2Jcp= 5.3 Hz, 2 x C-5’), 68.30 (d, ?Jcp = 6.9 Hz,
1 x C-7), 68.16 (d, 2Jcp= 6.9 Hz, 1 x C-7), 34.39 (2 x Aryl-tBu-C), 30.85 (1 x Aryl-tBu-
CHs), 30.81 (1 x Aryl-tBu-CHs), 11.92 (1 x Th-CHs), 11.85 (1 x Th-CHs) ppm. *'P
NMR (162 MHz, DMSO-ds): 6 = -9.68, -10.03 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 499.1241
[M+Na'], gef.: 499.1242. UV (HPLC): Amax [Nm]: 254. R-Wert = 0.50 (Dichlormethan/
Methanol 9:1 v/v), 0.47 (Ethylacetat/Methanol 9:1 v/v). Analytische HPLC: tgr =
15.2 min (Methode |). Praparative HPLC: tg = 26.8 min (Acetonitril/Wasser 2:3 v/v),
15.3 min (Acetonitril/Wasser 1:1 v/v).

9.2.10. Synthese der 3-Diacetoxymethyl-cycloSal-d4T-monophosphate

Synthese von 3-Diacetoxymethyl-5-methyl-cycloSal-d4T-monophosphat 73

Die Reaktion wurde gemall der AAV 13 durchgefihrt. Es wurden 60 mg
(0.14 mmol) 3-Formyl-5-methyl-cycloSal-d4TMP 76 in 0.6 mL abs. Acetonitril,
0.32 mL (3.4 mmol) Essigsaureanhydrid und 16 mg (67 umol) ZrCl,; verwendet.
Reaktionszeit: 45 min. Reinigung: Chromatotron (Ethylacetat/Methanol 9:1 v/v) und
praparative RP-HPLC (Acetonitril/Wasser 2:3 v/v).
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Ausbeute: 14 mg (26 umol, 19%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier
Diastereomere im Verhaltnis 0.6:1.0; au3erdem wurden 14 mg (32 uM, 23%) Edukt

76 reisoliert.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 11.33 (s, 2
x 1H, 2 x NH), 7.78 (s, 1H, 1 x H-8), 7.74 (s,
1H, 1 x H-8), 7.39-7.35 (m, 2 x 1H, 2 x H-4),
7.21-7.16 (m, 4 x 1H, 2 x H-6, 2 x Th-H-6),
6.82-6.77 (m, 2 x 1H, 2 x H-1’), 6.41 (ddd,
*Jun = 6.0 Hz, 3Jyn = 1.8 Hz, *Jupn = 1.8 Hz,
1H, 1 x H-3"), 6.34 (ddd, 3Jun = 6.0 Hz, Jyn = 1.8 Hz, “Jyn = 1.8 Hz, 1H, 1 x H-3)),
6.05-5.98 (m, 2 x 1H, 2 x H-2'), 5.54-5.45 (m, 2 x 1H, 2 x H-7a), 5.41-5.32 (m, 2 x
1H, 2 x H-7b), 4.98-4.91 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.35-4.19 (m, 2 x 2H, 2 x H-5’), 2.31
(s, 3H, 1 x Aryl-CHa), 2.31 (s, 3H, 1 x Aryl-CHs), 2.12 (s, 3H, 1 x OC(O)CHa), 2.11 (s,
3H, 1 x OC(O)CHgs), 2.11 (s, 3H, 1 x OC(O)CHs), 2.10 (s, 3H, 1 x OC(O)CHs), 1.66
(d, *Jyn = 1.3 Hz, 3H, 1 x Th-CHs), 1.60 (d, *J41 = 1.3 Hz, 3H, 1 x Th-CHs3) ppm. "°C
NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 168.43 (1 x OC(O)CHzs), 168.36 (2 x OC(O)CHs),
168.34 (1 x OC(O)CHs), 163.66 (2 x Th-C-4), 150.65 (2 x Th-C-2), 145.13 (1 x C-2),
144.85 (1 x C-2), 135.64 (1 x Th-C-6), 135.46 (1 x Th-C-6), 134.00 (2 x C-5), 132.72
(1 x C-3'), 132.57 (1 x C-3"), 127.91 (2 x C-6), 127.54 (1 x C-4), 127.46 (1 x C-4),
127.37 (2 x C-2), 121.78 (2 x C-1), 109.67 (1 x Th-C-5), 109.65 (1 x Th-C-5), 89.16
(1 x C-1"), 89.09 (1 x C-1"), 84.22 (1 x C-8), 84.06 (1 x C-8), 83.99 (d, *Jcp = 8.1 Hz,
1 x C-4’), 83.97 (d, *Jcp= 8.1 Hz, 1 x C-4’), 68.63—68.52 (m, 2 x C-5), 68.14 (d, “Jcp
= 7.3 Hz, 1 x C-7), 68.11 (d, 2Jcp = 7.3 Hz, 1 x C-7), 20.39 (1 x OC(O)CHs), 20.38 (1
x OC(O)CHs), 20.36 (1 x OC(O)CHz), 20.34 (1 x OC(O)CHs), 20.17 (1 x Aryl-CH3),
20.15 (1 x Aryl-CHs), 11.80 (1 x Th-CHas), 11.67 (1 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162
MHz, DMSO-de): & = -9.56, -9.67 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 559.1094 [M+Na],
gef.: 559.1084. UV (HPLC): Amax [nm]: 266. R-Wert = 0.41 (Ethylacetat/Methanol
9:1 v/v). Analytische HPLC: tg = 14.1, 13.9 min (Methode |). Praparative HPLC: tr =
18.2, 17.5 min (Acetonitril/Wasser 2:3 v/v).

Synthese von 3-Diacetoxymethyl-5-tert-butyl-cycloSal-d4T-monophosphat 74

Die Reaktion wurde gemall der AAV 13 durchgefihrt. Es wurden 33 mg
(69 pmol) 3-Formyl-5-tert-butyl-cycloSal-d4TMP 77 in 1 mL abs. Acetonitril,
0.17 mL (1.8 mmol) Essigsaureanhydrid und 7.8 mg (33 pmol) ZrCls verwendet.



Experimentalteil 208

Reaktionszeit: 1 h. Reinigung: Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)) und
praparative RP-HPLC (Acetonitril/Wasser 2:3 v/v).

Ausbeute: Die Reinigung am Chromatotron ergab 15 mg farbloser Watten, die laut
¥’P.NMR aus 74 und einem weiteren Triester im Verhaltnis 1.0:0.7 bestanden. Nicht
umgesetztes Edukt 77 wurde bereits am Chromatotron abgetrennt. Das Chromato-
gramm der Trennung mittels praparativer HPLC zeigte neben Edukt 77 (nur in
geringem Male vorhanden) und Produkt 74 zwei weitere Verbindungen. Es konnten
in diesem Versuch allerdings keine charakterisierbaren Mengen dieser Verbindungen

isoliert werden, was auf Ldslichkeitsprobleme zurickgefuhrt werden konnte.

Weitere Synthesen:

Die Reaktion wurde gemall der AAV 13 durchgefihrt. Es wurden 42 mg
(88 pmol) 3-Formyl-5-tert-butyl-cycloSal-d4TMP 77 in 2 mL abs. Acetonitril,
0.22 mL (2.3 mmol) Essigsaureanhydrid und 19 mg (82 umol (1.0 Aquivalente,
Abweichung zur AAV 13)) ZrCls verwendet. Aullerdem wurden nach 30 Minuten
Reaktionszeit weitere 0.7 Aquivalente ZrCl, (15 mg, 64 pmol) zugegeben.
Reaktionszeit: 2.5 h. Reinigung: Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-2%); alle
triesterhaltigen Fraktionen vereinigt) und praparative RP-HPLC (Acetonitril/Wasser

1:1 vlv; Substanzgemisch zur Injektion in gekuhltem Losungsmittelgemisch gelost).

Ausbeute: 5 mg (9 umol, 10%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier Diastereo-
mere im Verhaltnis 0.9:1.0; auch in diesem Versuch reichten die Mengen an
isolierten Nebenprodukten (siehe oben) nicht zu einer Charakterisierung dieser aus.

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 11.34 (s, 2 e}
x 1H, 2 x NH), 7.79 (s, 1H, 1 x H-8), 7.76 (s, HN)!;jS/
1H, 1 x H-8), 7.51-7.47 (m, 2 x 1H, 2 x H-4), o)\zN | 6
7.46-7.42 (m, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.19 (d, *Jppn =
1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.17 (d, *Jun = 1.3 Hz,
1H, 1 x Th-H-6), 6.83-6.79 (m, 2 x 1H, 2 x H-
1’), 6.41 (ddd, %I = 6.0 Hz, Jyn = 1.8 Hz, *Jyn = 1.8 Hz, 1H, 1 x H-3), 6.34 (ddd,
3Jun = 6.0 Hz, *Jyn= 1.8 Hz, 3y = 1.8 Hz, 1H, 1 x H-3’), 6.07-5.97 (m, 2 x 1H, 2 x
H-2'), 5.59-5.48 (m, 2 x 1H, 2 x H-7a), 5.42 (dd, 2Jyn = 14.1 Hz, J4p= 5.8 Hz, 1H, 1
x H-7b), 5.39 (dd, 2Jp = 14.3 Hz, *Jyp= 6.5 Hz, 1H, 1 x H-7b), 4.99-4.93 (m, 2 x 1H,
2 xH-4), 4.37-4.22 (m, 2 x 2H, 2 x H-5’), 2.12 (s, 3H, 1 x OC(O)CH3), 2.12 (s, 3H, 1
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x OC(O)CHs), 2.11 (s, 3H, 1 x OC(O)CHs), 2.10 (s, 3H, 1 x OC(O)CHs3), 1.63 (d, *Jup
= 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CH3), 1.55 (d, *Jun = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CH3), 1.28 (s, 9H, 1 x
Aryl-tBu-CHs), 1.27 (s, 9H, 1 x Aryl-tBu-CHs) ppm. *C NMR (126 MHz, DMSO-ds): &
= 168.43 (4 x OC(O)CH3s), 163.73 (1 x Th-C-4), 163.71 (1 x Th-C-4), 150.70 (1 x Th-
C-2), 150.69 (1 x Th-C-2), 147.14 (1 x C-5), 147.12 (1 x C-5), 144.98 (2 x C-2),
135.51 (2 x Th-C-6), 135.12 (2 x C-6), 132.78 (1 x C-3’), 132.66 (1 x C-3’), 127.47 (1
x C-2’), 127.43 (1 x C-2’), 124.86 (1 x C-4), 124.83 (1 x C-4), 121.58 (1 x C-1),
121.50 (1 x C-1), 109.74 (1 x Th-C-5), 109.73 (1 x Th-C-5), 89.17 (1 x C-1’), 89.10 (1
x C-1'), 84.56 (1 x C-8), 84.47 (1 x C-8), 84.09 (d, *Jcp = 8.3 Hz, 1 x C-4), 84.03 (d,
*Jcp=8.3Hz, 1xC-4'),68.38 (d, “dcp=7.3 Hz, 2 x C-5), 67.49 (d, 2Jcp= 6.4 Hz, 1
x C-7), 67.37 (d, “Jcp = 6.4 Hz, 1 x C-7), 34.47 (1 x Aryl-tBu-C), 34.38 (1 x Aryl-tBu-
C), 30.94 (2 x Aryl-tBu-CHj3), 20.43 (1 x OC(O)CHj3), 20.41 (2 x OC(O)CHs), 20.37 (1
x OC(O)CHs), 11.78 (1 x Th-CH3), 11.65 (1 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz,
DMSO-dg): § = -9.52, -9.57 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 601.1558 [M+Na"], gef.:
601.1607. UV (HPLC): Amax [Nm]: 265. R-Wert = 0.42 (Ethylacetat/Methanol 9:1 v/v).
Analytische HPLC: tr = 16.9 min (Methode I). Praparative HPLC: tr = 46.5 min
(Acetonitril/Wasser 2:3 v/v), 21.2 min (Acetonitril/Wasser 1:1 v/v).

Die Reaktion wurde gemall der AAV 13 durchgefuhrt. Es wurden 50 mg
(0.10 mmol) 3-Formyl-5-tert-butyl-cycloSal-d4TMP 77 in 2 mL abs. Acetonitril,
0.26 mL (2.8 mmol) Essigsaureanhydrid und 24 mg (0.10 mmol (1.0 Aquivalente,
Abweichung zur AAV 13)) ZrCl; verwendet. Reaktionszeit: 1.5 h. Reinigung:
Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%); alle triesterhaltigen Fraktionen
vereinigt) und praparative RP-HPLC (Acetonitril/Wasser 2:3 v/v; Substanzgemisch

zur Injektion in Acetonitril/Wasser 1:1 v/v (gekuhlt) geldst).

Ausbeute: 10 mg (17 umol, 17%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.7:1.0.

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 208) angegebenen.
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9.2.11. Synthese der 4-Acetylsalicylalkohole

Synthese von 4-Acetylsalicylalkohol 112 durch Hydroxymethylierung von
4-Hydroxyacetophenon 130

Es wurden 6.80 g (49.9 mmol) 4-Hydroxyacetophenon 130 in 750 mL destilliertem
Wasser gelost und mit 150 mL konzentrierter Salzsaure und 30 mL Eisessig versetzt.
Nach Zugabe von 11.0 g (0.366 mol) para-Formaldehyd wurde die Reaktionslésung
zunachst funf Stunden bei Raumtemperatur und anschlie®end 13 Stunden bei 65 °C
geruhrt. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert
und die vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach
Entfernen des Loésungsmittels am Rotationsverdampfer wurde eine Saulen-
chromatografie (Ethylacetat/Petrolethersg7o/Dichlormethan 1:2.5:1.5 v/v/v) durch-
gefuhrt, wobei aus mehreren, neben dem Produkt 112 entstandenen Verbindungen
4-Acetylsalicylalkoholmethylenacetal 131 und 7-O-Acetyl-4-acetylsalicylalkohol 132

identifiziert werden konnten.

Ausbeute: 190 mg (1.14 mmol, 2%) eines farblosen Feststoffs sowie 750 mg
(4.21 mmol, 8%) 4-Acetylsalicylalkoholmethylenacetal 131 und 800 mg (3.84 mmol,
8%) 7-O-Acetyl-4-acetylsalicylalkohol 132 als ebenfalls farblose Feststoffe.

"H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 7.96-7.93 (m, 1H, H-3),

O
7.72 (dd, *Jun = 8.4 Hz, “Jun = 2.4 Hz, 1H, H-5), 6.84 (d, *Jun A 3,7
= 8.4 Hz, 1H, H-6), 4.49 (s, 2H, H-7), 2.47 (s, 3H, Acetyl-CHs) 8 oH
5
ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6 = 196.23 (C-8), 158.82 s 1 OH

(C-1), 128.78 (C-3), 128.75 (C-4), 128.41 (C-2), 127.94 (C-5), 114.25 (C-6), 57.84
(C-7), 26.23 (Acetyl-CH3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 167.1 [M+H'], gef.: 167.1. IR
(KBr): v [em™] = 3393, 3162, 1668, 1597, 1444, 1361, 1296, 1033, 964, 821, 603.
UV (Methanol): Amax [NM]: 276, 222. Smp.: 121 °C. R-Wert = 0.11 (Dichlormethan/
Methanol 19:1 v/v).

Analytische Daten von 4-Acetylsalicylalkoholmethylenacetal 131.:

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6= 7.78 (dd, 2y = 8.8 Hz, “Jyn = o
2.2 Hz, 1H, H-5), 7.64-7.61 (m, 1H, H-3), 6.91 (d, Jun = 8.8 ~ 81 X 0
Hz, 1H, H-6), 5.29 (s, 2H, OCH,0), 4.93 (s, 2H, H-7), 2.54 (s, SN o)

3H, Acetyl-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): § = 196.84 (C-8), 156.78 (C-1),
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130.76 (C-4), 129.11 (C-5), 126.18 (C-3), 121.14 (C-2), 116.94 (C-6), 91.69
(OCH,0), 56.35 (C-7), 26.43 (Acetyl-CH3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 179.1 [M+H"],
gef.: 179.1. IR (KBr): v [cm™] = 1694, 1608, 1247, 1168, 986, 964, 818, 693, 613.
UV (Methanol): Amax [Nm]: 268, 220. Smp.: 55-56 °C. R-Wert = 0.67 (Dichlormethan/
Methanol 19:1 v/v).

Analytische Daten von 7-O-Acetyl-4-acetylsalicylalkohol 132:

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 8.64 (s, 1H, Phenol-OH), o o
7.94 (d, *Jun = 2.3 Hz, 1H, H-3), 7.89 (dd, *Jyn = 8.6 Hz, e 2.2t O)k
*Jun = 2.3 Hz, 1H, H-5), 6.98 (d, ®Jun = 8.5 Hz, 1H, H-6), S P oH

5.15 (s, 2H, H-7), 2.56 (s, 3H, Acetyl-CH3), 2.12 (s, 3H,

OC(O)CH3) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCl3): 5= 196.99 (C-8), 173.86 (OC(O)CHs),
160.31 (C-1), 133.29 (C-3), 131.98 (C-5), 130.17 (C-4), 121.84 (C-2), 117.69 (C-6),
62.92 (C-7), 26.43 (Acetyl-CHj3), 20.98 (OC(O)CHj3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 209.1
[M+H*], gef.: 209.1. IR (KBr): v [em™"] = 3104, 2978, 1737, 1655, 1584, 1286, 1223,
1143, 824, 570. UV (Methanol): Amax [nm]: 272, 222. Smp.: 113-114 °C. R-Wert =
0.40 (Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v).

Versuch der Synthese von 4-Acetylsalicylalkohol 112 durch Entschitzung von
4-Acetylsalicylalkoholmethylenacetal 131

Es wurden 0.74 g (4.2 mmol) 4-Acetylsalicylalkoholmethylenacetal 131 in 10 mL
einer 2 M HCI-Lésung geldst und die Reaktionslosung fur zwei Stunden refluxiert.
Anschlielend wurde die Losung mit Wasser verdunnt und dreimal mit Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet
und am Rotationsverdampfer vom Ldsungsmittel befreit. Mittels Dunnschicht-
chromatografie (Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v) war zu erkennen, dass eine
vollstandige Zersetzung zu einer Vielzahl von Produkten stattgefunden hatte, wobei

112 nicht enstanden war.

Synthese von 4-Acetylsalicylalkohol 112 durch Entschitzung von
7-O-Acetyl-4-acetylsalicylalkohol 132

Es wurden 0.79 g (3.8 mmol) 7-O-Acetyl-4-acetylsalicylalkohol 132 in 20 mL 2 M
Salzsaure aufgenommen. Durch Zugabe von 20 mL Acetonitril wurde das Edukt

vollstandig geldst. Die Reaktionslésung wurde fur zwei Stunden refluxiert und
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anschlie3end dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die

Reinigung erfolgte mittels Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)).
Ausbeute: 89 mg (0.53 mmol, 15%) eines farblosen Feststoffs

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 210) angegebenen.

Synthese von 4-Acetylsalicylalkohol 112 durch Chlormethylierung von

4-Hydroxyacetophenon 130 und einer anschlielenden Substitutionsreaktion

Darstellung von 3-Chlormethyl-4-hydroxyacetophenon 133:

Fir die Chlormethylierung wurden zu einer Suspension aus 15.0 g (0.123 mol)
4-Hydroxyacetophenon 130 in 110 mL konzentrierter Salzsaure 37.4 mL (0.507 mol)
einer 37%igen Formaldehydldsung gegeben. Die Reaktionslésung wurde fur vier
Stunden bei 50 °C gerlhrt und nach Abkihlen auf Raumtemperatur der entstandene
rote Feststoff durch Filtration isoliert. Nach mehrmaligem Waschen mit destilliertem
Wasser und anschlieRender Gefriertrocknung wurden 18.6 g des rohen Produkts
gewonnen, welches ohne weitere Reinigung in der anschliefenden Substitutions-

reaktion eingesetzt wurde.

Versuche zur Darstellung von 4-Acetylsalicylalkohol 130 aus 3-Chlormethyl-4-
hydroxyacetophenon 133:

Um die Synthese moglichst effizient zu gestalten, wurde das rohe 3-Chlormethyl-4-
hydroxyacetophenon 133 mit verschiedenen Basen in verschiedenen Losungsmitteln
umgesetzt. Diese Versuche sind bereits in der Tab. 9 (S. 74) zusammengefasst

worden.

Unter Anwendung der effizientesten Reaktionsbedingungen wurden 12.5 g des rohen
3-Chlormethyl-4-hydroxyacetophenons 133 in 90 mL wassrigem THF geldst, mit
10 g (0.10 mol) CaCOs; versetzt und flr einen Tag bei Raumtemperatur geruhrt.
AnschlieRend wurde der pH-Wert des Reaktionsgemischs mit verdlinnter Salzsaure
auf sechs eingestellt, weiter mit Wasser verdiinnt und dann viermal mit Ethylacetat
extrahiert. Nach Trocknung Uber Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel mittels
Rotationsverdampfer entfernt. Fur die saulenchromatografische Reinigung wurde der

Rickstand in Dichlormethan aufgenommen. Dabei fiel ein leicht rosafarbener
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Feststoff aus, der durch Filtration abgetrennt wurde. Dieser konnte als das reine
3-Chlormethyl-4-hydroxyacetophenon 133 identifiziert werden. Nach Abkondensation
des Dichlormethans wurde der verbleibende Ruckstand saulenchromatografisch
(Petroletherso7o/Ethylacetat 1:1 v/v) gereinigt. Erhaltene unreine Fraktionen wurden
mittels einer weiteren Saulenchromatografie (Dichlormethan/Methanol (5-10%))

gereinigt.

Ausbeute: 2.12 g (12.8 mmol, 16%) eines farblosen Feststoffs sowie 5.60 g
(30.3 mmol) 3-Chlormethyl-4-hydroxyacetophenon 133 als leicht rosafarbenen
Feststoff

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 210) angegebenen.

Analytische Daten von 3-Chlormethyl-4-hydroxyacetophenon 133:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 10.87 (s, 1H, Phenol-OH), ')

7.98 (d, *Jun = 2.3 Hz, 1H, H-2), 7.82 (dd, 3Jyn = 8.4 Hz, *In 1 X2 N

= 2.3 Hz, 1H, H-6), 6.95 (d, *Jun = 8.6 Hz, 1H, H-5), 4.74 (s, e

2H, H-7), 2.48 (s, 3H, Acetyl-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): § = 195.92
(C-8), 160.24 (C-4), 131.73 (C-2), 130.98 (C-6), 128.58 (C-1), 123.88 (C-3), 115.32
(C-5), 41.61 (C-7), 26.28 (Acetyl-CH3z) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 185.0 [M+H"], gef.:
185.1. IR (KBr): v [cm™] = 3151, 1655, 1584, 1512, 1430, 1361, 1288, 1262, 1161,
1129, 1076, 985, 835, 616, 572. UV (Methanol): Amax [nm]: 272, 222. Smp.: 172-
174 °C (Sublimation und Zersetzung). R~Wert = 0.48 (Dichlormethan/Methanol

19:1 viv).

Umsetzung des reinen 3-Chlormethyl-4-hydroxyacetophenon 133:

Es wurden 1.00 g (5.42 mmol) 3-Chlormethyl-4-hydroxyacetophenon 133 in 20 mL
wassrigem THF geldst, mit 0.81 g (8.1 mmol) CaCOs; versetzt und fur einen Tag bei
Raumtemperatur gerthrt. Die dinnschichtchromatografische Kontrolle (Dichlor-
methan/Methanol 19:1 v/v) zeigte noch viel nicht umgesetztes Edukt. Nach der
Zugabe von 8.0 mL (0.44 mol) destilliertem Wasser und einem weiteren Tag Ruhren
bei Raumtemperatur zeigte die dlinnschichtchromatografische Kontrolle kein Edukt
mehr. Die Aufarbeitung erfolgte wie bereits oben (S. 212) bei der Umsetzung des
rohen 3-Chlormethyl-4-hydroxyacetophenons 133 beschrieben.

Analog wurden 4.00 g (21.7 mmol) 133 in 80 mL wassrigem THF mit 3.2 g (32 mmol)

CaCOs3 und 32 mL (1.8 mol) destilliertem Wasser flr einen Tag bei Raumtemperatur
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umgesetzt. Auch hier zeigte die dunnschichtchromatografische Kontrolle kein Edukt
mehr.

Die Ruckstande beider Ansatze wurden vereinigt und saulenchromatografisch
(Dichlormethan/Methanol (5-10%)) gereinigt.

Ausbeute: 3.98 g (24.0 mmol, 88%) eines farblosen Feststoffs

Die analytischen Daten von 112 entsprachen den oben (S. 210) angegebenen.

Die Bedingungen der Darstellung des rohen 3-Chlormethyl-4-hydroxyacetophenons
133 (S. 212) und der hier beschriebenen anschlielenden Umsetzung der reinen

Verbindung wurden zu der allgemeinen Arbeitsvorschrift AAV 2 zusammengefasst.

Darstellung von 4-Acetylsalicylalkohol 112 unter Verwendung der AAV 2:

Die Reaktion wurde gemal® der AAV 2 durchgeflhrt. FUr die Chlormethylierung
wurden 3.00 g (22.0 mmol) 4-Hydroxyacetophenon 130, 22 mL konz. Salzsaure und
7.5 mL (0.10 mol) einer 37%igen Formaldehydlésung verwendet. Durch Filtration
wurden 3.80 g des rohen 3-Chlormethyl-4-hydroxyacetophenons 133 als roter
Feststoff erhalten.

Diese wurden in 75 mL wassrigem THF mit 3.1 g (31 mmol) CaCO3 und 30 mL dest.
Wasser zum 4-Acetylsalicylalkohol 112 umgesetzt. Die Reinigung erfolgte

saulenchromatografisch (Dichlormethan/Methanol (5—10%)).
Ausbeute: 2.27 g (13.7 mmol, 62% Uber 2 Stufen) eines farblosen Feststoffs

Die analytischen Daten von 112 entsprachen den oben (S. 210) angegebenen.

Synthese von 4-Acetyl-6-methylsalicylalkohol 113

Die Reaktion wurde gemal der AAV 2 durchgeflhrt. Fur die Chlormethylierung
wurden 1.00 g (6.66 mmol) 4-Hydroxy-3-methylacetophenon 134, 5 mL konz.
Salzsaure und 2.0 mL (27 mmol) einer 37%igen Formaldehydlosung verwendet. Das
rohe Chlormethylierungsprodukt wurde erhalten, indem die wassrige Reaktions-
I6sung dreimal mit Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Phasen uber
Natriumsulfat getrocknet und das LOosungsmittel unter vermindertem Druck entfernt
wurde. Es wurden 1.30 g des rohen 3-Chlormethyl-4-hydroxy-5-methylacetophenons

136 als violetter Feststoff erhalten.
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Diese wurden in 10 mL wassrigem THF mit 0.98 g (9.8 mmol) CaCO3; und 10 mL
(0.55 mol) dest. Wasser zum 4-Acetyl-6-methylsalicylalkohol 113 umgesetzt. Die
Reinigung erfolgte saulenchromatografisch (Petrolethersg7o/Ethylacetat 1:1 v/v).

Ausbeute: 708 mg (3.93 mmol, 59% uber 2 Stufen) eines leicht orangefarbenen

Feststoffs

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 9.32 (s, 1H, Phenol-OH),
7.76 (d, *Jyn = 1.8 Hz, 1H, H-3), 7.64 (d, *Jun = 1.8 Hz, 1H, H-
5), 5.39 (s, 1H, Benzyl-OH), 4.58 (s, 2H, H-7), 2.47 (s, 3H,
Acetyl-CHs), 2.21 (s, 3H, Aryl-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz,
DMSO-dg): 6= 196.46 (C-8), 157.15 (C-1), 129.87 (C-5), 128.42 (C-4), 128.10 (C-2),
125.91 (C-3), 123.95 (C-6), 59.20 (C-7), 26.33 (Acetyl-CH3), 16.28 (Aryl-CH3) ppm.
MS (FAB, m/z): ber.: 181.1 [M+H"], gef.: 181.2. IR (KBr): v [cm™] = 3150, 1659,
1587, 1361, 1275, 1006, 883, 556. Smp.: 113-115 °C. UV (Methanol): Amax [nM]:
275, 221. R-Wert = 0.41 (Petroletherso7o/Ethylacetat 1:1 v/v).

Wiederholung der Synthese in gréRerem Mal3stab:

Dabei wurden 8.93 g (59.5 mmol) 4-Hydroxy-3-methylacetophenon 134, 45 mL konz.
Salzsaure und 18 mL (0.24 mol) 37%ige Formaldehydlésung eingesetzt. Die
erhaltenen 15.2 g des rohen 3-Chlormethyl-4-hydroxy-5-methylacetophenons 136
wurden in 290 mL wassrigem THF mit 11.9 g (118 mmol) CaCO3; und 117 mL
(6.50 mol) dest. Wasser zum 4-Acetyl-6-methylsalicylalkohol 113 umgesetzt. Die
Reinigung erfolgte zunachst saulenchromatografisch (Petrolethersy7o/Ethylacetat
1:1 v/v). Dabei erhaltene produkthaltige Mischfraktionen wurden am Chromatotron

erneut getrennt (Petrolethersq7o/Ethylacetat 4:1 v/v).

Ausbeute: 4.81 g (26.7 mmol, 45% uber 2 Stufen) eines leicht orangefarbenen

Feststoffs

Die analytischen Daten entsprachen den oben angegebenen.
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Synthese von 4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 114 aus 3-tert-Butyl-4-hydroxy-
acetophenon 135

Die Reaktion wurde gemal® der AAV 2 durchgefuhrt. Fur die Chlormethylierung
wurden 7.03 g (36.6 mmol) 3-tert-Butyl-4-hydroxyacetophenon 135, 36 mL konz.
Salzsaure und 12.4 mL (168 mmol) einer 37%igen Formaldehyd-Lésung verwendet.
In Abweichung zur AAV 2 wurde flr funf Stunden bei 50 °C gerthrt, wobei sich ein
Teil des Eduktes nicht |0ste. Das rohe Chlormethylierungsprodukt wurde erhalten,
indem die wassrige Reaktionslosung dreimal mit Ethylacetat extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldésungs-
mittel unter vermindertem Druck entfernt wurde. Es wurden 8.33 g des rohen 5-tert-
Butyl-3-chlormethyl-4-hydroxyacetophenons 137 als violetter Feststoff erhalten.
Diese wurden in 220 mL wassrigem THF mit 8.8 g (88 mmol) CaCO3; und 90 mL
(5.0 mol) dest. Wasser zum 4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 114 umgesetzt. Die
Reinigung erfolgte teilweise saulenchromatografisch (Petrolethersy7o/Ethylacetat
(20-35%)), teilweise mittels Chromatotron (Petrolethersq7o/Ethylacetat 4:1 v/v). Nicht
umgesetztes Edukt 135 fiel dabei beim Losen im Laufmittel aus und wurde vorab

durch Filtration zurickgewonnen.

Ausbeute: 894 mg (4.02 mmol, 11% Uber 2 Stufen) eines gelb- bis orangefarbenen

Feststoffs; aulerdem konnten 3.18 g (16.6 mmol) Edukt 135 reisoliert werden.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & = 9.54 (s, 1H, Phenol-OH),
7.72 (s, 2H, H-3, H-5), 5.97 (s, 1H, Benzyl-OH), 4.69 (s, 2H, H-
7), 2.48 (s, 3H, Acetyl-CHs), 1.38 (s, 9H, Aryl-tBu-CH3) ppm.
3C NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6 = 196.56 (C-8), 158.81 (C-
1), 136.25 (C-6), 128.14 (C-2), 127.32 (C-4), 126.71 (C-3),
125.57 (C-5), 60.96 (C-7), 34.46 (Aryl-tBu-C), 29.34 (Aryl-tBu-CH3), 26.26 (Acetyl-
CHa) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 223.1 [M+H"], gef.: 223.3. IR (KBr): v [cm™"] = 3224,
2953, 1653, 1587, 1313, 1293, 1024, 8806, 572. Smp.: 136-138 °C. UV (Methanol):
Amax [NM]: 279, 224. Ri-Wert = 0.54 (Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v).

Weitere Synthese:
Es wurden 2.66 g (13.8 mmol) 3-tert-Butyl-4-hydroxyacetophenon 135 in 27 mL konz.
Salzsaure gelost, mit 5.8 mL (65 mmol) einer 37%igen Formaldehyd-Losung versetzt

und far 2.5 Stunden bei 100 °C geruhrt. Danach war in der dunnschicht-
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chromatografischen Kontrolle (Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v) kein Edukt mehr zu
detektieren. Nach AbklUhlen der Reaktion auf Raumtemperatur wurde der
entstandene violette Feststoff durch Zugabe von Ethylacetat und Wasser gel6st und
die Phasen getrennt. Die wassrige Phase wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das so erhaltene rohe 5-tert-Butyl-
3-chlormethyl-4-hydroxyacetophenon 137 (4.04 g) wurde ohne weitere Reinigung
und Charakterisierung umgesetzt.

Dazu wurde es in 110 mL wassrigem THF gelost, mit 4.2 g (42 mmol) CaCO; und
44 mL (2.4 mol) dest. Wasser versetzt und fir sechs Stunden bei 50 °C geruhrt. Die
Aufarbeitung wurde gemalf’ der AAV 2 durchgefuhrt. Die Reinigung erfolgte zunachst
saulenchromatografisch (Petroletherso7o/Ethylacetat 4:1 v/v). Dabei erhaltene Misch-
fraktionen wurden mittels Chromatotron (Petroletherso7o/Ethylacetat 4:1  v/v)

nochmals gereinigt.

Ausbeute: 895 mg (4.03 mmol, 29% uber 2 Stufen) eines gelb- bis orangefarbenen
Feststoffs. Als das hauptsachliche Nebenprodukt dieser Reaktion konnte das
4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkoholmethylenacetal 143 (gelb- bis orangefarbener,
klebriger Feststoff) identifiziert werden (grotenteils in Mischfraktionen mit weiteren

Verbindungen isoliert).

Die analytischen Daten des Produkts 114 entsprachen den oben (S. 216)

angegebenen.

Analytische Daten von 4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkoholmethylenacetal 138:
'H NMR (400 MHz, CDCl3): §=7.80 (d, “Jun = 2.0 Hz, 1H, H-5),
7.49-7.45 (m, 1H, H-3), 5.33 (s, 2H, OCH;0), 4.95 (s, 2H, H-7),
2.54 (s, 3H, Acetyl-CHs), 1.40 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs) ppm. *C
NMR (101 MHz, CDCls): 6 = 197.25 (C-8), 155.99 (C-1), 138.39
(C-6), 130.14 (C-2), 125.87 (C-3), 124.29 (C-5), 121.12 (C-4),
91.05 (OCH0), 66.52 (C-7), 34.98 (Aryl-tBu-C), 29.45 (Aryl-tBu-CHj3), 26.41 (Acetyl-
CHa) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 235.1 [M+H"], gef.: 235.3. IR (KBr): v [cm™"] = 3001,
2955, 2913, 2869, 1672, 1591, 1359, 1235, 1187, 1084, 989. UV (Methanol):
Amax [NM]: 220, 268. Ri-Wert = 0.90 (Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v).
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9.2.12. Synthese der 5-Acetylsaligenylchlorphosphite

Synthese von 5-Acetylsaligenylchlorphosphit 115

Die Reaktion wurde gemalR der Variante IV der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden
500 mg (3.01 mmol) 4-Acetylsalicylalkohol 112 in 40 mL abs. Diethylether/THF
(3:1 viv), 0.25 mL (2.9 mmol (1.0 Aquivalente, Abweichung von der AAV 11))
Phosphor(lll)-chlorid und 0.44 mL (5.4 mmol (1.8 Aquivalente, Abweichung von der
AAV 11)) abs. Pyridin (Zugabezeitraum: 3 h) verwendet. In Abweichung von der
AAV 11 wurde anschlielend 1.5 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.

Ausbeute: 616 mg (2.67 mmol, 89%) eines reinen, farblosen Ols als Gemisch zweier

Enantiomere

"H NMR (400 MHz, CDCls): 5 = 7.89-7.85 (m, 1H, H-4), 7.66—
7.64 (m, 1H, H-6), 7.05 (d, 3Juy = 8.6 Hz, 1H, H-3), 549 (dd, § &

5 1
2Jun = 14.4 Hz, *Jpy = 2.5 Hz, 1H, H-7a), 5.09 (dd, *Jup = 8 g

4 ~
14.4 Hz, 3Jpy = 9.7 Hz, 1H, H-7b), 2.57 (s, 3H, Acetyl-CHs) 3 20 d

ppm. >'P NMR (162 MHz, CDCls): = 140.9 ppm.

Synthese von 5-Acetyl-3-methylsaligenylchlorphosphit 116

Die Reaktion wurde gemal der Variante IV der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden
500 mg (2.77 mmol) 4-Acetyl-6-methylsalicylalkohol 113 in 40 mL abs. Diethylether/
THF (3:1 v/v), 0.23 mL (2.6 mmol (1.0 Aquivalente, Abweichung von der AAV 11))
Phosphor(lll)-chlorid und 0.40 mL (4.9 mmol (1.8 Aquivalente, Abweichung von der
AAV 11)) abs. Pyridin (Zugabezeitraum: 2.5 h) verwendet. In Abweichung von der

AAV 11 wurde anschlielend 1.5 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.

Ausbeute: 610 mg (2.50 mmol, 90%) eines reinen, farblosen Ols als Gemisch zweier

Enantiomere

'H NMR (400 MHz, CDCls): §= 7.74 (s, 1H, H-4/H-6), 7.48 (s,
1H, H-4/H-6), 5.47 (dd, 2Jyn = 14.1 Hz, Jp = 2.8 Hz, 1H, H-
7a), 5.09 (dd, 2y = 14.1 Hz, *Jpy = 9.6 Hz, 1H, H-7b), 2.56
(s, 3H, Acetyl-CH3), 2.30 (s, 3H, Aryl-CHs) ppm. *'P NMR
(162 MHz, CDCls): 5= 141.2 ppm.
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Synthese von 5-Acetyl-3-tert-butylsaligenylchlorphosphit 117

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 11 durchgefluhrt. Es wurden
500 mg (2.25 mmol) 4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 114 in 30 mL abs. Diethyl-
ether, 0.19 mL (2.2 mmol (1.0 Aquivalente, Abweichung von der AAV 11))
Phosphor(lll)-chlorid und 0.32 mL (4.0 mmol (1.8 Aquivalente, Abweichung von der
AAV 11)) abs. Pyridin (Zugabezeitraum: 3 h) verwendet. In Abweichung von der
AAV 11 wurde anschlielend 1.5 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.

Ausbeute: 629 mg (2.19 mmol, 97%) eines reinen, gelben Ols als Gemisch zweier

Enantiomere

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6= 7.91 (d, “Jqn = 2.1 Hz, 1H, H-
4), 7.49-7.47 (m, 1H, H-6), 5.45 (dd, 2Jun = 14.1 Hz, Jpy =
2.8 Hz, 1H, H-7a), 5.07 (dd, 2Jyn = 14.1 Hz, ®Jp 4 = 9.3 Hz, 1H,
H-7b), 2.57 (s, 3H, Acetyl-CHs), 1.42 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs)
ppm. *'P NMR (162 MHz, CDCls): 5= 139.6 ppm.

9.2.13. Synthese der 5-Acetyl-cycloSal-d4T-monophosphate

Synthese von 5-Acetyl-cycloSal-d4T-monophosphat 109

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden
305 mg (1.26 mmol) 5-Acetylsaligenylchlorphosphit 115 in 4 mL abs. Acetonitril,
195 mg (0.870 mmol) d4T 2 gelést in 9 mL abs. Acetonitril, 0.22 mL
(1.3 mmol) DIPEA und 0.48 mL einer 5.5 M Losung von tert-Butylhydroperoxid in
n-Nonan (2.7 mmol tert-Butylhydroperoxid) verwendet. Reaktionszeit: 3 h. Oxidation:
1 h. Reaktionsabbruch: 1 M Essigsaure/Natriumacetat-Puffer (pH = 5). Reinigung:
Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)).

Ausbeute: 83 mg (0.19 mmol, 22%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.4:1.0

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § = 11.36-11.33 (m, 2 x 1H, 2 x NH), 7.97-7.91 (m, 4
x 1H, 2 x H-4, 2 x H-6), 7.26 (d, *Jun = 8.5 Hz, 1H, 1 x H-3), 7.22 (d, Iy n = 8.5 Hz,
1H, 1 x H-3), 7.17 (d, “Jun = 1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.16 (d, “Ju= 1.3 Hz, 1H, 1 x
Th-H-6), 6.81-6.78 (m, 1H, 1 x H-1"), 6.78-6.75 (m, 1H, 1 x H-1"), 6.43 (ddd, 3Jyn =
6.0 Hz, ®Jun = 1.8 Hz, *Jun = 1.8 Hz, 1H, 1 x H-3"), 6.37 (ddd, *Jun = 6.0 Hz, 2Jyn =
1.8 Hz, *Jun = 1.5 Hz, 1H, 1 x H-3’), 6.04—6.00 (m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.62-5.53 (m, 2
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x 1H, 2 x H-7a), 5.49-5.37 (m, 2 x 1H, 2 x H-7b), o
4.98-4.94 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.38-4.24 (m, 2 o HNiﬁs/
x 2H, 2 x H-5"), 2.56 (s, 2 x 3H, 2 x Acetyl-CHa), )JS\T(:KO 2 | 6
1.67 (d, *Jun = 1.3 Hz, 3H, 1 x Th-CHa), 1.62 (d, NS5 dl%o .

*Jun = 1.3 Hz, 3H, 1 x Th-CHs) ppm. *C NMR ’ © 4
(101 MHz, DMSO-dg): & = 196.25 (2 x C-8),
163.65 (2 x Th-C-4), 152.74 (2 x C-2), 150.63 (2 x Th-C-2), 135.61 (2 x Th-C-6),
133.07 (2 x C-5), 132.73 (1 x C-3’), 132.65 (1 x C-3’), 130.20 (1x C-4), 130.13 (1 x C-
4), 127.35 (1 x C-2’), 127.31 (1 x C-2’), 126.80 (1 x C-6), 126.70 (1 x C-6), 121.40 (1
x C-1), 121.30 (1 x C-1), 118.45 (1 x C-3), 118.37 (1 x C-3), 109.60 (1 x Th-C-5),
109.58 (1 x Th-C-5), 89.25 (1 x C-1’), 89.21 (1 x C-1"), 84.01 (d, *Jcp=7.3 Hz, 2 x C-
4’), 68.63 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, 1 x C-5), 68.58 (d, “2Jcp = 5.9 Hz, 1 x C-5'), 68.15 (d,
2Jop = 7.3 Hz, 1 x C-7), 67.98 (d, 2Jcp = 7.3 Hz, 1 x C-7), 26.58 (2 x Acetyl-CHs),
11.89 (1 x Th-CHs), 11.83 (1 x Th-CHs) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-dg): & =
-9.81, -10.01 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 457.0777 [M+Na'], gef.: 457.0788. UV
(HPLC): Amax [nm]: 254. R+Wert = 0.42 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).
Analytische HPLC: tr = 11.1 min (Methode ).

Weitere Synthese:

Um andere Oxidationsmittel (Oxone® (2 KHSOsKHSO4K2SO,) bzw. ein Pyridin/lod-
Gemisch) im Vergleich zum standardmafig verwendeten tert-Butylhydroperoxid zu
testen, wurde zunachst das 5-Acetylsaligenylchlorphosphit 115 synthetisiert und
dann gleichmaRig auf drei Reaktionen zu 109 aufgeteilt. Alle Reaktionen wurden
dabei zunachst identisch durchgefuhrt, die Oxidationen sowie die Aufarbeitungen

erfolgten dann nach individuellen Protokollen.

Reaktion: Die Reaktionen wurden unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es
wurden je 56 mg (0.25 mmol) d4T 2 in 5.5 mL abs. Acetonitril gelost und diese
Losungen auf -20 °C abgekuhlt. Zu diesen Losungen wurden je 70 pyL (0.40 mmol)
DIPEA sowie 115 mg (0.499 mmol) 5-Acetylsaligenylchlorphosphit 115 (in 2 mL abs.
Acetonitril) hinzugegeben. Die Reaktionslésungen wurden fur 1.5 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt (dunnschichtchromatografische Kontrolle mit Dichlor-
methan/Methanol 19:1 v/v)).
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Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid: Es wurde auf -20 °C gekuhlt und 0.14 mL einer

5.5 M Ldsung von tert-Butylhydroperoxid in n-Nonan (0.77 mmol tert-Butylhydro-
peroxid) wurden zugegeben. Danach wurde fur 30 Minuten bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Wasser beendet und zweimal mit
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde zunachst Uber eine Saulenfiltration (Dichlormethan/Methanol
19:1 v/v) vorgereinigt. Nach der Reinigung mittels Chromatotron (Dichlormethan/
Methanol (0-5%)) und einer anschlieRenden Gefriertrocknung (Acetonitril/Wasser

1:1 v/v) wurde das reine Produkt isoliert.

Ausbeute: 20 mg (46 pmol, 19%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.4:1.0

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 219) angegebenen.

Oxidation mit Oxone®: Es wurde auf -20 °C gekuhlt und 614 mg (1.00 mmol) Oxone®

in 5 mL kaltem, destilliertem Wasser wurden zugegeben. Nach erfolgter Zugabe
wurde das Kihlbad entfernt und flr zehn Minuten geruhrt. Die Reaktion wurde dann
sofort zweimal mit Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Phasen uber
Natriumsulfat getrocknet und das LOsungsmittel abkondensiert. Das Rohprodukt
wurde zunachst Uber eine Saulenfiltration (Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v)
vorgereinigt. Nach der Reinigung mittels Chromatotron (Dichlormethan/Methanol
(0-5%)) und einer anschlieRenden Gefriertrocknung (Acetonitril/Wasser 1:1 v/v)

wurde das reine Produkt isoliert.

Ausbeute: 20 mg (46 pmol, 19%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.4:1.0

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 219) angegebenen.

Oxidation mit einer Pyridin/lod-Lésung: Es wurde auf -20 °C gekdhlt und 5 mL einer

frisch angesetzten Pyridin/lod-Losung (0.1 mL Reinstwasser, 1 mL abs. Pyridin, 4 mL
abs. THF, 130 mg lod) wurden zugegeben. Nach erfolgter Zugabe wurde das
Kdhlbad entfernt und fur zehn Minuten gerihrt. Anschliefend wurden nach Zugabe

von Ethylacetat und einer 22%igen Natriumhydrogensulfit-Losung sofort die Phasen
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getrennt. Die wassrige Phase wurde noch zweimal mit Ethylacetat extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde zunachst
Uber eine Saulenfiltration (Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v) vorgereinigt. Nach der
Reinigung mittels Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-3%)) und einer
anschliellenden Gefriertrocknung (Acetonitril/Wasser 1:1 v/v) wurde das noch leicht

verunreinigte Produkt isoliert.

Ausbeute: 12 mg (26 pmol, 11%) einer leicht verunreinigten gelben Watte als

Gemisch zweier Diastereomere im Verhaltnis 0.4:1.0

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 219) angegebenen.

Synthese von 5-Acetyl-3-methyl-cycloSal-d4T-monophosphat 110

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden
605 mg (2.47 mmol) 5-Acetyl-3-methylsaligenylchlorphosphit 116 in 5 mL abs.
Acetonitril, 283 mg (1.26 mmol) d4T 2 gelost in 25 mL abs. Acetonitril, 0.34 mL
(2.0 mmol) DIPEA und 0.70 mL einer 5.5 M Loésung von tert-Butylhydroperoxid in
n-Nonan (3.9 mmol tert-Butylhydroperoxid) verwendet. Reaktionszeit: 2 h. Oxidation:
30 min. Reaktionsabbruch: 1 M Essigsaure/Natriumacetat-Puffer (pH = 5). Reini-
gung: Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)).

Ausbeute: 143 mg (0.319 mmol, 26%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.5:1.0

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § = 11.33 (s,
1H, 1 x NH), 11.31 (s, 1H, 1 x NH), 7.87 (s, 2 x
1H, 2 x H-4), 7.75 (s, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.19 (d,
“Jun= 1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.15 (d, *Iyp =
1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 6.81-6.77 (m, 2 x 1H,
2 x H-1), 6.43 (ddd, *Jun = 6.0 Hz, *Jyp=1.8
Hz, *“Jun = 1.8 Hz, 1H, 1 x H-3’), 6.38 (ddd,
3Jun = 6.0 Hz, *Jyn= 1.8 Hz, 3y = 1.5 Hz, 1H, 1 x H-3’), 6.05-6.00 (m, 2 x 1H, 2 x
H-2’), 5.61-5.49 (m, 2 x 1H, 2 x H-7a), 5.48-5.37 (m, 2 x 1H, 2 x H-7b), 5.00-4.92
(m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.36—4.23 (m, 2 x 2H, 2 x H-5), 2.54 (s, 2 x 3H, 2 x Acetyl-
CHs), 2.27 (s, 3H, 1 x Aryl-CHa), 2.24 (s, 3H, 1 x Aryl-CHs), 1.66—-1.60 (m, 2 x 3H, 2 x
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Th-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-de): = 196.42 (1 x C-8), 196.40 (1 x C-8),
163.65 (1 x Th-C-4), 163.61 (1 x Th-C-4), 151.33 (1 x C-2), 151.32 (1 x C-2), 150.64
(2 x Th-C-2), 135.62 (2 x Th-C-6), 132.75 (1 x C-3’), 132.65 (1 x C-3’), 132.53 (2 x C-
5), 131.13 (1x C-4), 131.10 (1 x C-4), 127.31 (2 x C-2'), 127.24 (1 x C-3), 127.22 (1 x
C-3), 124.22 (2 x C-6), 121.31 (1 x C-1), 121.22 (1 x C-1), 109.63 (1 x Th-C-5),
109.54 (1 x Th-C-5), 89.25 (1 x C-1’), 89.22 (1 x C-1’), 84.07 (1 x C-4’), 84.00 (1 x C-
4’), 68.74 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, 1 x C-5"), 68.68 (d, “Jcp = 5.9 Hz, 1 x C-5'), 68.06 (d,
2Jcp = 6.6 Hz, 1 x C-7), 67.92 (d, 2cp = 6.6 Hz, 1 x C-7), 26.55 (2 x Acetyl-CHs),
14.87 (1 x Aryl-CHs), 14.77 (1 x Aryl-CHs), 11.81 (1 x Th-CHs), 11.76 (1 x Th-CHa)
ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-d¢): & = -8.87, -9.33 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.:
471.0928 [M+Na'], gef.: 471.0931. UV (HPLC): Amax [nm]: 256. R-Wert = 0.24
(Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v). Analytische HPLC: tg = 11.9, 11.6 min
(Methode I).

Synthese von 5-Acetyl-3-tert-butyl-cycloSal-d4T-monophosphat 111

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden
620 mg (2.16 mmol) 5-Acetyl-3-tert-butylsaligenylchlorphosphit 117 in 10 mL abs.
Acetonitril, 246 mg (1.10 mmol) d4T 2 geldst in 25 mL abs. Acetonitril, 0.30 mL
(1.7 mmol) DIPEA und 0.60 mL einer 5.5 M Lésung von tert-Butylhydroperoxid in
n-Nonan (3.3 mmol tert-Butylhydroperoxid) verwendet. Reaktionszeit: 3 h. Oxidation:
2 h. Reaktionsabbruch: 1 M Essigsaure/Natriumacetat-Puffer (pH = 5). Reinigung:
Saulenfiltration (Ethylacetat/Methanol 9:1 v/v) und Chromatotron (Dichlormethan/
Methanol (0-5%)).

Ausbeute: 97 mg (0.20 mmol, 18%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.8:1.0

Daten zur Charakterisierung des Diastereomerengemischs 111:
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): & = 11.35 (s,
1H, 1 x NH), 11.32 (s, 1H, 1 x NH), 7.90-7.85
(m, 4 x 1H, 2 x H-4, 2 x H-6), 7.22 (d, *Jyn =
1.0 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.19 (d, *Ju = 1.0 Hz,
1H, 1 x Th-H-6), 6.86-6.78 (m, 2 x 1H, 2 x H-
1’), 6.46-6.39 (m, 2 x 1H, 2 x H-3’), 6.07-6.01
(m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.59-5.39 (m, 4 x 1H, 2 x H-7a, 2 x H-7b), 5.01-4.96 (m, 2 x
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1H, 2 x H-4’), 4.38-4.30 (m, 2 x 2H, 2 x H-5’), 2.56 (s, 2 x 3H, 2 x Acetyl-CH3), 1.60
(d, “Jup = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CH3), 1.59 (d, *Jyn = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CHs), 1.37 (s,
9H, 1 x Aryl-tBu-CHs), 1.34 (s, 9H, 1 x Aryl-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz,
DMSO-ds): 6 = 196.56 (2 x C-8), 163.68 (2 x Th-C-4), 152.16 (2 x C-2), 150.73 (1 x
Th-C-2), 150.71 (1 x Th-C-2), 138.59 (2 x C-3), 135.67 (2 x Th-C-6), 132.75 (1 x C-
3’), 132.70 (1 x C-3), 132.41 (2 x C-5), 127.32 (2 x C-2’), 127.00 (1x C-4), 126.96 (1
x C-4), 125.37 (2 x C-6), 123.07 (2 x C-1), 109.71 (1 x Th-C-5), 109.59 (1 x Th-C-5),
89.26 (1 x C-1’), 89.11 (1 x C-1°), 84.13 (d, *Jcp= 7.6 Hz, 1 x C-4’), 84.08 (d, Jcp =
7.6 Hz, 1 x C-4’), 69.18 (d, 2Jcp = 6.1 Hz, 1 x C-5'), 69.05 (d, “Jcp = 6.8 Hz, 1 x C-5),
68.03 (d, 2Jcp = 6.8 Hz, 1 x C-7), 67.99 (d, 2Jcp = 6.8 Hz, 1 x C-7), 34.52 (1 x Aryl-
tBu-C), 34.45 (1 x Aryl-tBu-C), 29.29 (1 x Aryl-tBu-CHs;), 29.24 (1 x Aryl-tBu-CHjs),
26.53 (2 x Acetyl-CHs), 11.75 (2 x Th-CHs) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-dg): & =
-9.12, -9.42 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 513.1397 [M+Na"], gef.: 513.1397. UV
(HPLC): Amax [nm]: 256. R-Wert = 0.50 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).

Aus 45 mg Diastereomerengemisch 111 konnten mittels praparativer RP-HPLC

(Acetonitril/Wasser 1:2 v/v) 21 mg 63-fast und 17 mg 63-slow isoliert werden.

Daten zur Charakterisierung von 111-fast:

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 = 11.35 (s, 1H, NH), 7.88-7.85 (m, 2H, H-4, H-6),
7.22 (s, 1H, Th-H-6), 6.83-6.79 (m, 1H, H-1"), 6.46-6.40 (m, 1H, H-3’), 6.06—-6.01 (m,
1H, H-2’), 5.58-5.42 (m, 2H, H-7a, H-7b), 5.01-4.96 (m, 1H, H-4’), 4.38—4.30 (m, 2H,
H-5), 2.56 (s, 3H, Acetyl-CH3), 1.60 (s, 3H, Th-CH3), 1.34 (s, 9H, Aryl-tBu-CH3) ppm.
3C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & = 196.58 (C-8), 163.70 (Th-C-4), 152.09 (C-2),
150.69 (Th-C-2), 138.63 (d, *Jcp = 7.0 Hz, C-3), 135.68 (Th-C-6), 132.76 (C-3’),
132.42 (C-5), 127.33 (C-2'), 127.02 (C-4), 125.39 (C-6), 123.06 (d, *Jcp = 8.1 Hz,
C-1), 109.67 (Th-C-5), 89.12 (C-1’), 84.05 (d, *Jcp = 7.3 Hz, C-4’), 69.15 (d, 2Jcp =
6.6 Hz, C-5"), 67.96 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, C-7), 34.42 (Aryl-tBu-C), 29.25 (Aryl-tBu-CHs),
26.55 (Acetyl-CHs), 11.76 (Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-dg): & = -9.42
ppm. Analytische HPLC: tg = 14.2 min (Methode I); 21.5 min (Methode Ill). Prapara-
tive HPLC: tr = 39.3 min (Acetonitril/Wasser 1:2 v/v).

Daten zur Charakterisierung von 111-slow:
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg): 6 = 11.32 (s, 1H, NH), 7.90-7.85 (m, 2H, H-4, H-6),
7.19 (s, 1H, Th-H-6), 6.83-6.78 (m, 1H, H-1’), 6.43-6.39 (m, 1H, H-3’), 6.07-6.02 (m,
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1H, H-2’), 5.59-5.39 (m, 2H, H-7a, H-7b), 5.01-4.96 (m, 1H, H-4’), 4.39-4.31 (m, 2H,
H-5), 2.56 (s, 3H, Acetyl-CH3), 1.59 (s, 3H, Th-CH3), 1.37 (s, 9H, Aryl-tBu-CH3) ppm.
3C NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 196.57 (C-8), 163.65 (Th-C-4), 152.11 (C-2),
150.66 (Th-C-2), 138.64 (d, *Jcp = 6.6 Hz, C-3), 135.65 (Th-C-6), 132.70 (C-3’),
132.42 (C-5), 127.35 (C-2), 126.96 (C-4), 125.37 (C-6), 123.01 (d, %Jcp = 8.8 Hz,
C-1), 109.55 (Th-C-5), 89.27 (C-1’), 84.08 (d, *Jcp = 8.1 Hz, C-4’), 69.04 (d, 2Jcp =
6.6 Hz, C-5'), 67.98 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, C-7), 34.47 (Aryl-tBu-C), 29.29 (Aryl-tBu-CHj),
26.54 (Acetyl-CH3), 11.76 (Th-CHs) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-dg): & = -9.12
ppm. Analytische HPLC: tr = 14.4 min (Methode I); 22.7 min (Methode lll). Prapara-
tive HPLC: tr = 42.2 min (Acetonitril/Wasser 1:2 v/v).

9.2.14. Synthese der 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohole
9.2.14.1. Vorbereitende Versuche

Synthese von 1-Phenylvinylacetat 128 aus Acetophenon 129

Diese Reaktion wurde mehrfach durchgefuhrt, wobei Temperatur, Reaktionsdauer
sowie die Aquivalente der eingesetzten Reagenzien variiert wurden. Die Reaktion
wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefiihrt. Acetophenon 129 (1.0 Aquivalente;
AnsatzgroRe: 200-500 mg) wurde in Isopropenylacetat gelost und mit para-
Toluolsulfonsdure-Monohydrat versetzt. Die Reaktionslosung wurde fur die
angegebene Zeit bei der angegebenen Temperatur geruhrt. Anschlielend wurden
die Phasen mit Diethylether und Wasser getrennt und die wassrige Phase noch
zweimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
abkondensiert. Das Rohprodukt wurde saulenchromatografisch (Petrolethersozo/

Dichlormethan 1:1 v/v) gereinigt.

Die Ergebnisse dieser Reaktionen sind bereits in Tab. 8 (S. 71) zusammengefasst.

Aus diesen Ergebnissen wurde die AAV 7 abgeleitet.

Versuch der Synthese von 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohol 118 aus 4-Acetyl-
salicylalkohol 112

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefuhrt. Es wurde ein Gemisch
aus 50 mg (0.30 mmol) 4-Acetylsalicylalkohol 112, 12 mg (63 pmol) para-

Toluolsulfonsaure-Monohydrat und 1.3 mL Isopropenylacetat fur 18 Stunden bei
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110 °C geruhrt. Die resultierende braune, zahflussige Reaktionslésung wurde nach
Abkuhlen auf Raumtemperatur in Diethylether und Wasser aufgenommen und die
Phasen getrennt. Die organische Phase wurde einrotiert und am Chromatotron
(Petroletherso7o/Dichlormethan (67—100%)) gereinigt.

Ausbeute: 25 mg eines farblosen Ols, das sich als Gemisch des diacetylierten
4-Acetylsalicylalkohols 139 und des diacetylierten 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohols
140 im Verhaltnis 1.0:0.6 erwies.

'H-NMR-spektroskopische Daten von 1-O,7-O-Diacetyl-4-acetylsalicylalkohol 139:
'"H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 8.05 (d, *Jun = 2.3 Hz, 1H, o o
H-3), 7.96 (dd, ®Jun = 8.4 Hz, “Jun = 2.3 Hz, 1H, H-5), 7.22 4 321 O){
(d, Jyn = 8.6 Hz, 1H, H-6), 5.12 (s, 2H, H-7), 2.60 (s, 3H, 5 :
Acetyl-CH3), 2.35 (s, 3H, OyC(O)CHs3), 2.09 (s, 3H, ° O>:O
OpnC(O)CHs3) ppm.

'H-NMR-spektroskopische Daten von 1-O,7-O-Diacetyl-4-(1-acetoxyvinyl)-salicyl-
alkohol 140:
'H NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 7.53 (d, “Jun = 2.3 Hz, 1H,

H-3), 7.45 (dd, ®Jun = 8.4 Hz, “Jun = 2.3 Hz, 1H, H-5), 7.09 Oj\ o
(d, *Jun = 8.6 Hz, 1H, H-6), 5.46 (d, 2Jyn = 8.6 Hz, 1H, H- 4 3 21 O)k
9a), 5.06 (s, 2H, H-7), 5.05 (d, 2Juy = 8.6 Hz, 1H, H-9b), ° 85

2.32 (s, 3H, O,nC(0O)CH3), 2.27 (s, 3H, OC(O)CHs), 2.07 (s, 6 Oﬁo

3H, OpnC(O)CH3) ppm.

9.2.14.2. Synthese der 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohole unter Verwendung

acyclischer Silylether als Vorstufen

Synthese von Bis-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-acetylsalicylalkohol 141

Die Reaktion wurde gemald der AAV 4 durchgefihrt. Es wurden 500 mg (3.01 mmol)
4-Acetylsalicylalkohol 112, 14 mL abs. Pyridin, 1.44 g (21.1 mmol) Imidazol und
3.12 mL (12.0 mmol) tert-Butyldiphenylsilylchlorid eingesetzt. Die Reinigung erfolgte

durch zweimalige Saulenchromatografie (Dichlormethan).

Ausbeute: 1.74 g (2.71 mmol, 90%) eines viskosen, farblosen Ols
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'H NMR (400 MHz, CDCl;): § = 8.25-8.23 (m, 1H, H-3),

7.76-7.73 (m, 4H, TBDPS-H-2, TBDPS-H-6), 7.62-7.59 @ %
(m, 4H, TBDPS-H-2, TBDPS-H-6), 7.50 (dd, 3Jun = 8.6 o O,SiO
Hz, “Jun = 2.5 Hz, 1H, H-5), 7.48-7.37 (m, 8H, TBDPS-H- L 32,

3, TBDPS-H-4, TBDPS-H-5), 7.37-7.31 (m, 4H, TBDPS-

H-3, TBDPS-H-5), 6.38 (d, 3Juu = 8.5 Hz, 1H, H-6), 5.01 O

(s, 2H, H-7), 2.51 (s, 3H, Acetyl-CH3), 1.19 (s, 9H, @)T

TBDPS-tBu-CH3), 0.93 (s, 9H, TBDPS-tBu-CHs) ppm. °C

NMR (101 MHz, CDCls): 6 = 197.31 (C-8), 156.40 (C-1), 135.74 (TBDPS-C-2,
TBDPS-C-6), 135.37 (TBDPS-C-2, TBDPS-C-6), 133.55 (TBDPS-C-1), 131.95
(TBDPS-C-1), 131.48 (C-2), 130.69 (C-4), 130.30 (TBDPS-C-4), 129.91 (TBDPS-C-
4), 128.27 (C-3), 128.15 (C-5), 128.07 (TBDPS-C-3, TBDPS-C-5), 127.91 (TBDPS-
C-3, TBDPS-C-5), 118.27 (C-6), 61.70 (C-7), 27.08 (TBDPS-tBu-CHs), 26.51 (Acetyl-
CHs), 26.45 (TBDPS-tBu-CH3), 19.55 (TBDPS-tBu-C) ppm. MS (FAB, m/z): ber.:
643.3 [M+H"], gef.: 643.4. IR (KBr): v [cm™] = 3071, 3049, 2958, 2931, 2857, 1681,
1601, 1428, 1271, 1114, 928, 822, 701, 503. UV (Methanol): Amax [nM]: 272, 222.
R~-Wert = 0.56 (Dichlormethan).

Synthese von Bis-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-(1-acetoxyvinyl)-salicylalkohol
156

Die Reaktion wurde gemal} der AAV 7 durchgefihrt. Es wurden 3.02 g (4.67 mmol)
Bis-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-acetylsalicylalkohol 141, 40 mL Isopropenylacetat und
280 mg (1.47 mmol) para-Toluolsulfonsdure-Monohydrat eingesetzt. Die Reinigung

erfolgte durch eine Saulenchromatografie (Petrolethersgzo/Dichlormethan 1:1 v/v).

Ausbeute: 2.03 g (2.97 mmol, 64%) eines farblosen Ols

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.79-7.77 (m, 1H, H-3),
7.74-7.71 (m, 4H, TBDPS-H-2, TBDPS-H-6), 7.60-7.58 O Q %

Si
(m, 4H, TBDPS-H-2, TBDPS-H-6), 7.45-7.36 (m, 8H, OJ\ g O

TBDPS-H-3, TBDPS-H-4, TBDPS-H-5), 7.33-7.30 (m, 81 "\ 7

4H, TBDPS-H-3, TBDPS-H-5), 6.96 (dd, ®Jun = 8.5 Hz, 55710 O
*Jun = 2.5 Hz, 1H, H-5), 6.31 (d, Iy = 8.5 Hz, 1H, H-6), @S'
5.32 (d, 2Jupn = 2.0 Hz, 1H, H-9a), 4.97 (s, 2H, H-7), 4.86 /\

(d, 2Jun = 2.0 Hz, 1H, H-9b), 2.19 (s, 3H, OC(O)CHs), 1.16 (s, 9H, TBDPS-tBu-CHj),
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0.89 (s, 9H, TBDPS-tBu-CHs) ppm. C NMR (101 MHz, CDCls): § = 169.28
(OC(O)CHs, 153.09 (C-8), 152.72 (C-1), 135.73 (TBDPS-C-2, TBDPS-C-6), 135.44
(TBDPS-C-2, TBDPS-C-6), 133.65 (TBDPS-C-1), 132.46 (TBDPS-C-1), 131.54 (C-
2), 130.13 (TBDPS-C-4), 129.86 (TBDPS-C-4), 127.99 (TBDPS-C-3, TBDPS-C-5),
127.91 (TBDPS-C-3, TBDPS-C-5), 126.89 (C-4), 123.99 (C-3), 123.51 (C-5), 118.17
(C-6), 100.12 (C-9), 61.85 (C-7), 27.11 (TBDPS-tBu-CHj3), 26.52 (TBDPS-tBu-CH3),
21.06 (OC(O)CHz), 19.59 (TBDPS-tBu-C), 19.54 (TBDPS-tBu-C) ppm. HRMS (ESI",
m/z): ber.: 707.2983 [M+Na®], gef.: 707.2991. IR (NaCl): v [cm] = 2931, 2857,
1765, 1497, 1428, 1272, 1206, 1114, 701. UV (Methanol): Amax [nm]: 257, 215.
R+Wert = 0.25 (Petroletherso7o/Dichlormethan 1:1 v/v).

Synthese von 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohol 118 durch Entschitzung von
156 mit TBAF

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 10 durchgefuhrt. Es wurden
130 mg (0.190 mmol) Bis-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-acetylsalicylalkohol 156, 3 mL
Tetrahydrofuran (Uber KOH gelagert) und 0.57 mL einer 1 M TBAF-LOsung
(0.57 mmol) verwendet. In der dinnschichtchromatografischen Verfolgung (Dichlor-
methan/Methanol 19:1 v/v) wurde dabei eine anteilige Zersetzung des entstehenden
Produkts 118 detektiert. Die Reaktionszeit betrug eine Stunde, die Reinigung erfolgte

am Chromatotron (Dichlormethan).
Ausbeute: 11 mg (53 ymol, 28%) eines leicht gelben Ols

"H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 9.69 (s, 1H, Phenol-OH),

O
7.43 (d, *Jun = 2.4 Hz, 1H, H-3), 7.19 (dd, Iy = 8.4 Hz, “Ju OJ\
= 2.4 Hz, 1H, H-5), 6.75 (d, *J4n = 8.4 Hz, 1H, H-6), 5.38 (d, el 3 21 oH
2Jun = 2.0 Hz, 1H, H-9a), 5.02 (s, 1H, Benzyl-OH), 4.79 (d, 5

2Jun = 2.0 Hz, 1H, H-9b), 4.46 (s, 2H, H-7), 2.23 (s, 3H,
OC(O)CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 168.74 (OC(O)CHzs), 154.96
(C-8), 152.74 (C-1), 128.68 (C-2), 124.43 (C-4), 123.96 (C-3), 123.77 (C-5), 114.49
(C-6), 99.13 (C-9), 57.95 (C-7), 20.66 (OC(O)CHs) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 208.2
[M], gef.: 208.1. IR (NaCl): v [cm™"] = 3456, 3260, 3133, 1734, 1646, 1437, 1371,
1280, 1232, 987, 829. UV (Methanol): Amax [nm]: 260, 205. R-Wert = 0.17
(Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v).
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Weitere Synthese:

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 10 durchgefuhrt. Es wurden
440 mg (0.642 mmol) Bis-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-acetylsalicylalkohol 156, 14 mL
Tetrahydrofuran (Uber KOH gelagert) und 1.95 mL einer 1 M TBAF-LOsung
(1.95 mmol) verwendet. Die Reaktionszeit betrug zehn Minuten, die Reinigung

erfolgte am Chromatotron (Dichlormethan).
Ausbeute: 93 mg (0.44 mmol, 69%) eines leicht gelben Ols

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 228) angegebenen.

Synthese von 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohol 118 durch Entschitzung von
156 mit Triethylamin-Trihydrofluorid

Die Reaktion wurde gemal® der Variante Il der AAV 10 durchgefuhrt. Es wurden
1.67 g (2.44 mmol) Bis-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-acetylsalicylalkohol 156, 80 mL
Tetrahydrofuran (Uber KOH gelagert) und 1.2 mL (7.5 mmol) Triethylamin-Trihydro-
fluorid verwendet. Reaktionszeit: 30 Minuten. Die Reinigung erfolgte am
Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-3%)).

Ausbeute: 420 mg (2.02 mmol, 83%) eines leicht gelben Ols

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 228) angegebenen.

Synthese von Bis-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-acetyl-6-methylsalicylalkohol
142

Die Reaktion wurde gemaly der AAV 4 durchgefihrt. Es wurden 3.94 g (21.9 mmol)
4-Acetyl-6-methylsalicylalkohol 113, 100 mL abs. Pyridin, 10.5 g (0.154 mol) Imidazol
und 22.8 mL (87.7 mmol) tert-Butyldiphenylsilylchlorid eingesetzt. Die Reinigung
erfolgte durch zweimalige Saulenchromatografie (Petrolethersyzo/Dichlormethan
2:1 viv).

Ausbeute: 4.72 g (7.19 mmol, 33%) eines farblosen Feststoffs

'"H NMR (400 MHz, CDCls): 6= 8.11 (d, “Jun = 2.0 Hz, 1H, H-3), 7.60 (d, “Jqn = 2.0
Hz, 1H, H-5), 7.58-7.53 (m, 4H, TBDPS-H-2, TBDPS-H-6), 7.53-7.47 (m, 4H,
TBDPS-H-2, TBDPS-H-6), 7.45-7.37 (m, 2H, TBDPS-H-4), 7.36-7.29 (m, 6H,
TBDPS-H-3, TBDPS-H-4, TBDPS-H-5), 7.25-7.18 (m, 4H, TBDPS-H-3, TBDPS-H-
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5), 4.71 (s, 2H, H-7), 2.54 (s, 3H, Acetyl-CHs), 1.90 (s, 3H,
Aryl-CH3), 1.08 (s, 9H, TBDPS-tBu-CHs), 0.90 (s, 9H,
TBDPS-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): & =
197.73 (C-8), 155.01 (C-1), 135.66 (TBDPS-C-2, TBDPS-
C-6), 134.92 (TBDPS-C-2, TBDPS-C-6), 133.58 (TBDPS-
C-1), 133.45 (TBDPS-C-1), 131.68 (C-2), 130.88 (C-4),
130.18 (C-5), 130.04 (TBDPS-C-4), 129.77 (TBDPS-C-4),
128.06 (C-6), 127.85 (TBDPS-C-3, TBDPS-C-5), 127.83 (TBDPS-C-3, TBDPS-C-5),
126.33 (C-3), 62.54 (C-7), 27.02 (TBDPS-tBu-CH3), 26.82 (TBDPS-tBu-CHjs), 26.52
(Acetyl-CHs), 20.18 (TBDPS-tBu-C), 19.42 (TBDPS-tBu-C), 19.22 (Aryl-CH3) ppm.
MS (FAB, m/z): ber.: 657.3 [M+H"], gef.: 657.5. IR (KBr): v [cm™] = 2928, 1678,
1471, 1427, 1319, 1188, 1112, 878, 740, 703, 505. UV (Methanol): Amax [nm]: 268,
216. Smp.: 110-112 °C. R-Wert = 0.58 (Dichlormethan).

Synthese von Bis-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-(1-acetoxyvinyl)-6-methylsalicyl-
alkohol 157

Die Reaktion wurde gemaly der AAV 7 durchgefihrt. Es wurden 2.91 g (4.54 mmol)
Bis-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-acetyl-6-methylsalicylalkohol 142, 38 mL Isopropenyl-
acetat und 266 mg (1.40 mmol) para-Toluolsulfonsaure-Monohydrat eingesetzt. Die
Reinigung erfolgte durch eine Saulenchromatografie (Petrolethers7o/Dichlormethan
(25-50%)).

Ausbeute: 2.19 g (3.14 mmol, 69%) eines farblosen Ols

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.67 (d, *Jun = 2.2 Hz,
1H, H-3), 7.58-7.53 (m, 4H, TBDPS-H-2, TBDPS-H-6),
7.53-7.48 (m, 4H, TBDPS-H-2, TBDPS-H-6), 7.43-7.38
(m, 2H, TBDPS-H-4), 7.36-7.28 (m, 6H, TBDPS-H-3,
TBDPS-H-4, TBDPS-H-5), 7.24-7.17 (m, 4H, TBDPS-H-
3, TBDPS-H-5), 7.06 (d, “Jyn = 2.2 Hz, 1H, H-5), 5.38 (d,
2Jun = 2.2 Hz, 1H, H-9a), 4.89 (d, 2Jun = 2.2 Hz, 1H, H- | Z )T

9b), 4.69 (s, 2H, H-7), 2.20 (s, 3H, OC(O)CHs), 1.83 (Aryl-CHs), 1.06 (s, 9H, TBDPS-
tBu-CHs), 0.85 (s, 9H, TBDPS-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCl): & =
169.41 (OC(O)CHs, 153.21 (C-8), 151.26 (C-1), 135.61 (TBDPS-C-2, TBDPS-C-6),
134.92 (TBDPS-C-2, TBDPS-C-6), 133.94 (TBDPS-C-1), 133.44 (TBDPS-C-1),
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131.76 (C-2), 129.87 (TBDPS-C-4), 129.70 (TBDPS-C-4), 127.82 (TBDPS-C-3,
TBDPS-C-5), 127.76 (TBDPS-C-3, TBDPS-C-5), 127.49 (C-6), 127.09 (C-4), 126.62
(C-3), 121.16 (C-5), 100.19 (C-9), 62.65 (C-7), 27.00 (TBDPS-tBu-CHs3), 26.76
(TBDPS-tBu-CHj3), 21.12 (OC(O)CHjs), 20.11 (TBDPS-tBu-C), 19.44 (TBDPS-tBu-C),
19.39 (Aryl-CH3) ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 721.3145 [M+Na'], gef.: 721.3129. IR
(NaCl): v [cm™] = 2931, 2858, 1761, 1471, 1428, 1218, 908, 700, 608. UV
(Methanol): Amax [nm]: 260, 214. R-Wert = 0.60 (Petrolethersyzo/Dichlormethan
1:1 viv).

Synthese von 4-(1-Acetoxyvinyl)-6-methylsalicylalkohol 119 durch
Entschitzung von 157

Die Reaktion wurde gemaly der Variante Il der AAV 10 durchgefihrt. Es wurden
990 mg (1.42 mmol) Bis-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-(1-acetoxyvinyl)-6-methylsalicyl-
alkohol 157, 50 mL THF und 0.72 mL (4.4 mmol) Triethylamin-Trihydrofluorid
eingesetzt. Reaktionszeit: 30 Minuten. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron
(Dichlormethan/Methanol (0-10%)).

Ausbeute: 259 mg (1.17 mmol, 82%) eines rétlichen Ols

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 5= 7.78 (s, 1H, Phenol-OH), 7.17
(d, *Jun = 1.8 Hz, 1H, H-5), 6.94 (d, “J4n = 2.0 Hz, 1H, H-3),
5.28 (d, “2Jun = 2.3 Hz, 1H, H-9a), 4.86 (d, Iy = 2.3 Hz, 1H,
H-9b), 4.78 (s, 2H, H-7), 2.76 (s, 1H, Benzyl-OH), 2.25 (s, 3H,
OC(O)CHs), 2.23 (s, 3H, Aryl-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz,
CDCl3): § = 169.64 (OC(O)CHs), 155.51 (C-1), 153.02 (C-8), 127.42 (C-5), 125.86
(C-6), 125.82 (C-4), 124.01 (C-2), 122.23 (C-3), 100.25 (C-9), 64.93 (C-7), 21.14
(OC(O)CHa), 15.87 (Aryl-CH3) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.: 245.08 [M+Na'], gef.:
245.01. IR (NaCl): v [em™ = 3373, 2923, 1743, 1599, 1488, 1370, 1315, 1186,
1023, 875. UV (Methanol): Amax [nM]: 262, 220. R-Wert = 0.38 (Dichlormethan/
Methanol 19:1 v/v).

Versuch der Synthese von Bis-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-acetyl-6-tert-
butylsalicylalkohol 143a

Die Reaktion wurde gemal der AAV 4 durchgefihrt. Es wurden 883 mg (3.97 mmol)
4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 114, 20 mL abs. Pyridin, 1.91 g (28.1 mmol)
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Imidazol und 4.10 mL (15.8 mmol) tert-Butyldiphenylsilylchlorid eingesetzt. Die
Reinigung erfolgte durch eine Saulenchromatografie (Petrolethersg7o/Dichlormethan
1:1 viv).

Das gewunschte Produkt konnte nicht isoliert werden. Als Hauptprodukt dieser
Reaktion konnte allerdings das einfach TBDPS-geschutzte Produkt 144a (vorliegend
als farbloses Ol) identifiziert werden. Da es zum Grof3teil in Mischfraktionen mit dem
hydrolysierten Schutzgruppenreagenz vorlag, wird hier auf die Angabe einer

Ausbeute verzichtet.

Analytische Daten von 7-O-(tert-Butyldiphenylsilyl)-4-acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol
144a:

'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 9.00 (s, 1H, Phenol-OH),

7.87 (d, *Jun = 2.1 Hz, 1H, H-3), 7.69-7.61 (m, 4H, Q %
TBDPS-H-2, TBDPS-H-6), 7.50-7.43 (m, 2H, TBDPS-H- S

4), 7.43-7.35 (m, 4H, TBDPS-H-3, TBDPS-H-5), 7.16 (d, \©
“Jun = 2.1 Hz, 1H, H-5), 4.91 (s, 2H, H-7), 2.44 (s, 3H,
Acetyl-CH3), 1.48 (s, 9H, Aryl-tBu-CH3), 1.07 (s, 9H,
TBDPS-tBu-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): & =
197.15 (C-8), 160.68 (C-1), 137.49 (C-6), 135.71 (TBDPS-C-2, TBDPS-C-6), 131.86
(TBDPS-C-1), 130.45 (TBDPS-C-4), 128.84 (C-4), 128.15 (TBDPS-C-3, TBDPS-C-
5), 127.53 (C-3), 126.45 (C-5), 124.20 (C-2), 67.16 (C-7), 35.08 (Aryl-tBu-C), 29.55
(Aryl-tBu-CH3), 26.82 (TBDPS-tBu-CHs), 26.33 (Acetyl-CH3), 19.28 (TBDPS-tBu-C)
ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 461.7 [M+H"], gef.: 461.3. IR (NaCl): v [cm™"] = 3312,
2957, 2859, 1675, 1591, 1472, 1428, 1361, 1222, 1114, 1046, 701. UV (Methanol):
Amax [nM]: 260, 214. Ri-Wert = 0.59 (Dichlormethan).

Versuch der Synthese von Bis-O-(tert-butyldimethylsilyl)-4-acetyl-6-tert-
butylsalicylalkohol 143b

Die Reaktion wurde gemall der AAV 4 durchgefihrt. Es wurden 100 mg
(0.450 mmol) 4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 114, 5 mL abs. Pyridin, 283 mg
(4.15 mmol) Imidazol und 273 mg (1.81 mmol) tert-Butyldimethylsilylchlorid

eingesetzt. Die Reinigung erfolgte mittels Chromatotron (Petrolethersg7o).
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Das gewunschte Produkt konnte nicht isoliert werden. Als Hauptprodukt dieser
Reaktion konnte allerdings das einfach TBDMS-geschutzte Produkt 144b (vorliegend
als farbloses Ol) identifiziert werden. Da es zum GroRteil in Mischfraktionen mit dem
hydrolysierten Schutzgruppenreagenz vorlag, wird hier auf die Angabe einer

Ausbeute verzichtet.

Analytische Daten von 7-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-4-acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol
144b:

'H NMR (400 MHz, CDCls): 5= 8.99 (s, 1H, Phenol-OH),
7.86 (d, *Jun = 1.7 Hz, 1H, H-3), 7.49 (d, “Jyn = 1.7 Hz,
1H, H-5), 4.93 (s, 2H, H-7), 2.54 (s, 3H, Acetyl-CHs),
1.43 (s, 9H, Aryl-tBu-CH3), 0.92 (s, 9H, TBDMS-tBu-
CHs), 0.13 (s, 6H, TBDMS-CH3) ppm. *C NMR (101
MHz, CDCl3): 6= 197.32 (C-8), 160.84 (C-1), 137.31 (C-6), 127.93 (C-4), 127.66 (C-
3), 125.88 (C-5), 124.46 (C-2), 66.35 (C-7), 35.00 (Aryl-tBu-C), 29.46 (Aryl-tBu-CHs),
26.39 (Acetyl-CHs), 25.77 (TBDMS-tBu-CHs), 17.03 (TBDMS-tBu-C), -5.35 (TBDMS-
CHs) ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 359.2018 [M+Na'], gef.: 359.2025. IR (NaCl): v
[cm™] = 3292, 2954, 1675, 1595, 1472, 1420, 1392, 1244, 1053, 890. UV (Methanol):
Amax [NM]: 278, 225. Re-Wert = 0.59 (Petroletherso7o/Ethylacetat 2:1 v/v).

Versuch der Synthese von 7-O-(tert-Butyldiphenylsilyl)-4-(1-acetoxyvinyl)-6-
tert-butylsalicylalkohol 145

Die Reaktion wurde gemall der AAV 7 durchgefihrt. Es wurden 170 mg
(0.369 mmol) 7-O-(tert-Butyldiphenylsilyl)-4-acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol  144a,
3.2 mL Isopropenylacetat und 22 mg (0.12 mmol) para-Toluolsulfonsaure-Mono-
hydrat eingesetzt. Die Reinigung erfolgte mittels Chromatotron (Petrolethersozo/
Dichlormethan (50-100%)).

Ausbeute: Das Produkt 145 konnte nicht isoliert werden. Stattdessen wurden 20 mg
1-O-Acetyl-7-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 146  als
leicht verunreinigtes, gelbes Ol, 15 mg 1-O-Acetyl-7-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-
(1-acetoxyvinyl)-6-tert-butylsalicylalkohol 147 als verunreinigtes, farbloses Ol sowie

30 mg Mischfraktionen dieser beiden Produkte isoliert.
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Analytische Daten von 1-O-Acetyl-7-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-acetyl-6-tert-
butylsalicylalkohol 146:

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6= 8.16 (d, “Jun = 2.0 Hz, 1H,
H-3), 8.00 (d, “Jun = 2.0 Hz, 1H, H-5), 7.69-7.64 (m, 4H,
TBDPS-H-2, TBDPS-H-6), 7.47-7.35 (m, 6H, TBDPS-H-3,
TBDPS-H-4, TBDPS-H-5), 4.60 (s, 2H, H-7), 2.60 (s, 3H,
OpnC(O)CH3), 2.13 (s, 3H, Aryl-CH3), 1.35 (s, 9H, Aryl-tBu-
CHs), 1.11 (s, 9H, TBDPS-tBu-CHs) ppm. MS (ESI*, m/z):
ber.. 541.2 [M+K], gef.: 541.3. Rr-Wert = 0.24 (Petrolethersyzo/Dichlormethan
1:2 viv).

Analytische Daten von 1-O-Acetyl-7-O-(tert-butyldiphenylsilyl)-4-(1-acetoxyvinyl)-6-
tert-butylsalicylalkohol 147:

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6= 7.73 (d, “Jun = 1.8 Hz, 1H,
H-3), 7.69-7.64 (m, 4H, TBDPS-H-2, TBDPS-H-6), 7.46 (d,
*Jun = 2.3 Hz, 1H, H-5), 7.44-7.35 (m, 6H, TBDPS-H-3,
TBDPS-H-4, TBDPS-H-5), 5.48 (d, 2Jun = 2.3 Hz, 1H, H-
9a), 5.03 (d, 2Jyn = 2.0 Hz, 1H, H-9b), 4.54 (s, 2H, H-7),
2.24 (s, 3H, OxC(O)CH3), 2.08 (s, 3H, OC(O)CHs), 1.32
(s, 9H, Aryl-tBu-CHs), 1.09 (s, 9H, TBDPS-tBu-CHs) ppm.
MS (ESI*, m/z): ber.: 583.2 [M+K"], gef.: 583.2. R-Wert = 0.30 (Petroletherszo/

Dichlormethan 1:2 v/v).

9.2.14.3. Synthese der 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohole unter Verwendung

cyclischer Silylether als Vorstufen

Synthese von 1-0,7-0-(1,1,3,3-Tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)-6-tert-butyl-
salicylalkohol 150 (Modellreaktion)

Es wurden 100 mg (0.555 mmol, 1.0 Aquivalente) 6-tert-Butylsalicylalkohol 148 in
10 mL abs. THF geldst und anschlieRend 0.62 mL (4.4 mmol, 4.0 Aquivalente) abs.
Triethylamin sowie 0.24 mL (1.1 mmol, 2.0 Aquivalente) 1,3-Dichlor-1,1,3,3-
tetraisopropyldisiloxan hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde bei Raum-
temperatur gerihrt und dabei dinnschichtchromatografisch verfolgt (Petrolethersg7o/
Dichlormethan 1:2 v/v). Nach einem Tag war kein Edukt 148 mehr detektierbar und

die Reaktion wurde durch Hydrolyse in Eiswasser abgebrochen. Nach zweimaliger
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Extraktion mit Ethylacetat wurden die organischen Phasen vereinigt, Uber
Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Nach
anschlielfender Reinigung am Chromatotron wurden 81 mg Mischfraktionen, die, wie
die NMR-spektroskopische und die massenspektrometrische Untersuchung zeigte,
aus dem gewdulnschten Produkt 150 und einer Verbindung 151 bestanden, in der zwei
Moleklle des 6-tert-Butylsalicylalkohols 148 jeweils mit der benzylischen
Hydroxyfunktion Uber die Schutzgruppe miteinander verknupft waren. Diese konnten
nach zahlreichen Trennversuchen letztendlich Uber eine RP-18 Phase mit Acetonitril
als Eluent getrennt werden. Auf Grund der vielen versuchten Trennungen kdénnen
hier keine genauen Ausbeuten flir 150 und 151 angegeben werden. Laut des
'H-NMR-Spektrums der bei der Chromatotrontrennung erhaltenen Mischfraktionen
lagen die beiden Verbindungen im Verhaltnis 2.5:1.0 vor, was ungefahr 58 mg
(0.14 mmol, 25%) 150 und 23 mg (38 pmol, 14%) 151 entspricht. Des Weiteren
wurden bei der Trennung mittels Chromatotron 60 mg (0.14 mmol, 25%) der
Verbindung 149 (gelbliches QOl) isoliert, in der nur die benzylische Hydroxyfunktion
mit dem Schutzgruppenreagenz reagiert hat und das zweite Chlorid durch die

wassrige Aufarbeitung in eine Hydroxygruppe uberfuhrt wurde.

'"H NMR (400 MHz, CDCls): 5= 7.30 (dd, Jun = 7.9 Hz, *Jun L %
= 1.8 Hz, 1H, H-5), 7.13 (dd, ®Jyn = 7.4 Hz, *Jyp = 1.8 Hz, 4 O\Si

1H, H-3), 6.87 (dd, *Jun = 7.6 Hz, *Jyn = 7.6 Hz, 1H, H-4), 5 S 1(}&,6\(
4.75 (s, 2H, H-7), 1.40 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs), 1.29-1.20 (m, /< 77
2H, Si-iPr-CH), 1.14 (d, *Jun = 6.9 Hz, 12H, Si-iPr-CHs), 1.11

(d, 3Jun = 7.4 Hz, 12H, Si-iPr-CHs), 1.05-0.95 (m, 2H, Si-iPr-CH) ppm. *C NMR
(101 MHz, CDCl3): 6 = 153.07 (C-1), 139.82 (C-6), 130.64 (C-3), 129.16 (C-2),
127.87 (C-5), 120.94 (C-4), 63.32 (C-7), 35.26 (Aryl-tBu-C), 30.46 (Aryl-tBu-CHs),
17.93, 17.78, 17.12 (Si-iPr-CHs), 14.58, 13.16 (Si-iPr-CH) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.:
461 [M+K™], gef.: 461. IR (NaCl): v [ecm™"] = 2947, 2868, 1465, 1433, 1252, 1064,
1014, 933, 885, 748, 692, 598. UV (Methanol): Amax [Nm]: 275, 217. R-Wert = 0.74
(Petroletherso7o/Dichlormethan 1:2 v/v), 0.20 (Acetonitril).
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Analytische Daten von 7-O-(3-Hydroxy-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan-1-yl)-6-tert-
butylsalicylalkohol 149:

'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 8.15 (s, 1H, Phenol-

OH), 7.22 (dd, 3Jun = 7.8 Hz, *Jun = 1.8 Hz, 1H, H-5), 3 AZ ZP
6.83 (dd, *Jun = 7.3 Hz, “Jun = 1.8 Hz, 1H, H-3), 6.75 oo o
(dd, 3Jup = 7.8 Hz, *Jun = 7.3 Hz, 1H, H-4), 501 (s, & 1 OH

2H, H-7), 1.98 (s, 1H, Si-OH), 1.41 (s, 9H, Aryl-tBu-

CHs), 1.08-1.00 (m, 28H, Si-iPr-CH, Si-iPr-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls):
6= 155.96 (C-1), 137.44 (C-6), 126.62 (C-5), 125.21 (C-3), 124.74 (C-2), 119.09 (C-
4), 65.91 (C-7), 34.88 (Aryl-tBu-C), 29.68 (Aryl-tBu-CHs), 17.28,17.26, 17.24, 17.21
(Si-iPr-CHs), 13.34, 12.86 (Si-iPr-CH) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.: 463.27 [M+Na'],
gef.: 463.29. IR (NaCl): v [cm™"] = 3369, 2945, 2868, 1464, 1443, 1234, 1038, 885,
795, 747, 691. UV (Methanol): Amax [nm]: 276, 216. R-Wert = 0.46 (Petroletherso7o/

Dichlormethan 1:2 v/v).

Analytische Daten von 1,3-Di-(6-tert-butylsaligen-7-O-yl)-1,1,3,3-tetraisopropyl-
disiloxan 151:

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.24-7.19 (m, 2H,

H-5), 6.86-6.81 (m, 4H, H-3, H-4), 4.96 (s, 4H, H- . 3, i\s'(o’\s'(/L

7), 1.42 (s, 18H, Aryl-tBu-CHs), 1.21-1.11 (m, 4H,
Si-iPr-CH), 1.09 (d, *J4n = 6.6 Hz, 12H, Si-iPr-
CHs), 1.06 (d, ®Jun = 6.9 Hz, 12H, Si-iPr-CHa)
ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): § = 152.99 (C-1), 138.93 (C-6), 127.27 (C-2),
126.29 (C-5), 124.46 (C-3), 120.34 (C-4), 65.30 (C-7), 34.98 (Aryl-tBu-C), 29.94
(Aryl-tBu-CHj3), 16.69, 16.66 (Si-iPr-CH3), 12.88 (Si-iPr-CH) ppm. MS (ESI*, m/z):
ber.: 625 [M+Na®], gef.: 625. IR (NaCl): v [cm™] = 2949, 2868, 1464, 1439, 1246,
1228, 1055, 907, 803, 762, 746. UV (Methanol): Amax [nm]: 275, 216, 207. R-Wert =
0.70 (Petrolether/Dichlormethan 1:2 v/v), 0.37 (Acetonitril).

5

Weitere Synthesen:

Die Durchflihrung erfolgte analog zu der ersten Synthese (S. 234), allerdings wurde
6-tert-Butylsalicylalkohol 148 in 20 mL abs. THF gelost, katalytisch DMAP als
Aktivator zugesetzt und die Reaktionslosung fir zwei Tage bei Raumtemperatur

geruhrt. Nach dieser Zeit waren dunnschichtchromatografisch (Petrolethersgzo/
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Dichlormethan 1:2 v/v) weder das Edukt 148 noch 149 zu detektieren. Zunachst
wurde mittels Saulenchromatografie das Gemisch aus Produkt 150 und Verbindung
151 aus dem Rohgemisch isoliert. Durch anschlielende Saulenchromatografie tUber
eine RP-18 Phase (Acetonitril) konnten auch diese beiden Verbindungen getrennt

werden.

Ausbeute: 117 mg (0.277 mmol, 50%) 150 als farbloses Ol sowie 17 mg
(28 umol, 10%) 151 als farbloses Ol

Die analytischen Daten von 150 (S. 235) und 151 (S. 236) entsprachen den oben

angegebenen.

Die Durchfuhrung erfolgte analog der zweiten Synthese, allerdings wurden 0.93 mL
(6.6 mmol, 6.0 Aquivalente) abs. Triethylamin und 0.36 mL (1.7 mmol, 3.0 Aquiva-

lente) 1,3-Dichlor-1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan verwendet.

Ausbeute: 116 mg (0.275 mmol, 50%) 150 als farbloses Ol sowie 17 mg (28 pymol,
10%) 151 als farbloses Ol

Die analytischen Daten von 150 (S. 235) und 151 (S. 236) entsprachen den oben

angegebenen.

Diese Synthesen sind auch in Tab. 10 (S. 83) zusammengefasst.

Synthese von Di-tert-butylsilyl-6-tert-butylsalicylalkohol 152 (Modellreaktion)
Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. Es wurden
100 mg (0.555 mmol) 6-tert-Butylsalicylalkohol 148 in 15 mL abs. Dichlormethan
gelést und auf 0 °C abgekuhlt. Die Lésung wurde mit 0.20 mL (2.5 mmol) abs.
Pyridin und 0.24 mL (0.73 mmol) Di-tert-butylsilyl-bis-(trifluormethansulfonat) versetzt
und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt (dinnschichtchromatografische
Kontrolle: Petrolethersgzo/Dichlormethan 1:2 v/v). Die Reaktionslésung wurde in
Eiswasser gegeben und zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer abkondensiert. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron
(Petrolethersg7o/Dichlormethan (0—-10%)).
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Ausbeute: 145 mg (0.452 mmol, 86%) eines farblosen Ols

'"H NMR (400 MHz, CDCl3): 6= 7.21 (dd, *Jyn = 7.4 Hz, *Jup =
2.2 Hz, 1H, H-3), 6.85-6.76 (m, 2H, H-4, H-5), 5.02 (s, 2H, H-7),
1.45 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs;), 1.08 (s, 18H, Si-tBu-CH3) ppm. *C
NMR (101 MHz, CDCl3): 6= 153.17 (C-1), 138.78 (C-6), 126.42
(C-2), 126.16 (C-3), 124.34 (C-5), 120.31 (C-4), 65.77 (C-7), 35.05 (Aryl-tBu-C),
30.23 (Aryl-tBu-CHj), 27.12 (Si-tBu-CH3), 21.60 (Si-tBu-C) ppm. IR (NaCl): v [cm™]
= 2936, 2861, 1473, 1440, 1245, 1230, 1070, 905, 828, 791, 655. UV (Methanol):
Amax [NM]: 276, 216. Ri-Wert = 0.75 (Petrolethersg7o/Dichlormethan 1:2 v/v).

1 O’

Auf Grundlage dieser Reaktion wurde die AAV 5 formuliert.

Synthese von Di-tert-butylsilyl-4-acetyl-6-methylsalicylalkohol 155

Die Reaktion wurde gemal der AAV 5 durchgeflhrt. Es wurden 400 mg (2.22 mmol)
4-Acetyl-6-methylsalicylalkohol 113 in 60 mL abs. Dichlormethan, 0.79 mL
(9.8 mmol) abs. Pyridin und 0.95 mL (2.9 mmol) Di-tert-butylsilyl-bis-(trifluormethan-
sulfonat) eingesetzt. Die dunnschichtchromatografische Kontrolle (Petrolethersozo/
Ethylacetat 1:1 v/v) zeigte nach zwei Stunden einen kompletten Umsatz des Edukts
113. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron (Petrolethersg7o/Dichlormethan
1:2 viv).

Ausbeute: 445 mg (1.39 mmol, 63%) eines gelben Feststoffs

'H NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.71 (d, *Jyn = 1.5 Hz, 1H,
H-5), 7.46 (d, *Jqn = 1.7 Hz, 1H, H-3), 5.02 (s, 2H, H-7),
2.53 (s, 3H, Acetyl-CH3), 2.28 (s, 3H, Aryl-CHs), 1.05 (s,
18H, Si-tBu-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): & =
197.20 (C-8), 157.08 (C-1), 130.64 (C-5), 129.97 (C-4), 127.97 (C-6), 126.23 (C-2),
124.85 (C-3), 65.48 (C-7), 26.95 (Si-tBu-CHs), 26.41 (Acetyl-CHs), 21.49 (Si-tBu-C),
15.87 (Aryl-CH3) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.: 343.17 [M+Na"], gef.: 343.21. IR (KBr):
v [em™] = 2935, 2861, 1672, 1598, 1481, 1312, 1196, 1065, 1042, 853, 827, 667,
655. Smp.: 112-114 °C. UV (Methanol): Amax [nm]: 275, 222, 210. R-Wert = 0.33

(Petrolethersp;zo/Dichlormethan 1:2 v/v).
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Synthese von Di-tert-butylsilyl-4-(1-acetoxyvinyl)-6-methylsalicylalkohol 158

Die Reaktion wurde gemall der AAV 7 durchgefihrt. Es wurden 300 mg
(0.936 mmol) Di-tert-butylsilyl-4-acetyl-6-methylsalicylalkohol 155, 8.1 mL Isopro-
penylacetat und 56 mg (0.29 mmol) para-Toluolsulfonsaure-Monohydrat eingesetzt.

Die Reinigung erfolgte am Chromatotron (Petrolethersg7o/Dichlormethan 1:2 v/v).
Ausbeute: 234 mg (0.645 mmol, 69%) eines farblosen Ols

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6=7.17 (d, *Jun = 1.3 Hz, 1H,

H-5), 6.89 (d, “Jyn = 1.6 Hz, 1H, H-3), 5.32 (d, “Jyn = 1.9 o)k
Hz, 1H, H-9a), 4.97 (s, 2H, H-7), 4.88 (d, 2Jun = 2.2 Hz,
1H, H-9b), 2.27 (s, 3H, OC(O)CHs), 2.23 (s, 3H, Aryl-CHa),
1.04 (s, 18H, Si-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz,
CDCl3): 6 = 169.39 (OC(O)CHa), 153.34 (C-1), 153.01 (C-
8), 127.94 (C-6), 126.60 (C-5), 126.37 (C-4), 126.26 (C-2), 120.59 (C-3), 100.43 (C-
9), 65.65 (C-7), 27.01 (Si-tBu-CHs), 21.49 (Si-tBu-C), 21.22 (OC(O)CHs), 15.97 (Aryl-
CHs) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.: 416.10 [M+K*], gef.: 416.10. IR (NaCl): v [cm™] =
2935, 2861, 1757, 1698, 1604, 1475, 1232, 1185, 828, 656. UV (Methanol): Amax
[nm]: 268, 213. R-Wert = 0.46 (Petrolethersg7o/Dichlormethan 1:2 v/v).

if

Synthese von 4-(1-Acetoxyvinyl)-6-methylsalicylalkohol 119 durch
Entschitzung von 158

Es wurden 160 mg (0.441 mmol) Di-tert-butylsilyl-4-(1-acetoxyvinyl)-6-methylsalicyl-
alkohol 158 in 15 mL THF (Uber KOH gelagert) gelést und mit 0.22 mL (1.3 mmol)
Triethylamin-Trihydrofluorid versetzt. Die Reaktionsldsung wurde fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur geruhrt und anschliefend am Rotationsverdampfer eingeengt. Der
erhaltene Ruckstand wurde am Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-2%))

gereinigt.

Ausbeute: 52 mg (0.23 mmol, 53%) eines gelben Ols

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 231) angegebenen.
Weitere Synthese:

Die Reaktion wurde gemal® der Variante Il der AAV 10 durchgefuhrt. Es wurden
202 mg (0.557 mmol) Di-tert-butylsilyl-4-(1-acetoxyvinyl)-6-methylsalicylalkohol 158,
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20 mL THF und 0.28 mL (1.7 mmol) Triethylamin-Trihydrofluorid eingesetzt.
Reaktionszeit: 20 Minuten. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron (Dichlormethan/
Methanol (0-2%)).

Ausbeute: 105 mg (0.472 mmol, 85%) eines leicht rotlichen Ols

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 231) angegebenen.

Synthese von Di-tert-butylsilyl-4-brom-6-tert-butylsalicylalkohol 154

Die Reaktion wurde gemaly der AAV 5 durchgefihrt. Es wurden 7.75 g (30.0 mmol)
4-Brom-6-tert-butylsalicylalkohol 49 in 200 mL abs. Dichlormethan, 10.7 mL
(0.132 mol) abs. Pyridin und 12.8 mL (39.5 mmol) Di-tert-butylsilyl-bis-
(trifluormethansulfonat) eingesetzt. Die dunnschichtchromatografische Kontrolle
(Dichlormethan) zeigte nach zwei Stunden einen kompletten Umsatz des Edukts 49.

Die Reinigung erfolgte mittels Saulenfiltration (Petrolethersgzo/Dichlormethan 7:1 v/v).
Ausbeute: 10.7 g (26.8 mmol, 90%) eines gelben Ols

'H NMR (400 MHz, CDCls): 6= 7.29 (d, “Jun = 2.5 Hz, 1H,
H-5), 6.93 (d, “Jun = 2.5 Hz, 1H, H-3), 4.97 (s, 2H, H-7),
1.42 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs), 1.07 (s, 18H, Si-tBu-CH3) ppm.
3C NMR (101 MHz, CDCls): 6 = 152.29 (C-1), 141.23 (C-6),
129.21 (C-5), 128.25 (C-2), 126.90 (C-3), 112.80 (C-4), 65.17 (C-7), 35.26 (Aryl-tBu-
C), 29.93 (Aryl-tBu-CH3), 27.03 (Si-tBu-CH3), 21.58 (Si-tBu-C) ppm. MS (FAB, m/z):
ber.: 398.1 [M], gef.: 398.2. IR (NaCl): v [cm™] = 2960, 2861, 1468, 1439, 1242,
1169, 1078, 905, 837, 828, 654. UV (Methanol): Amax [nm]: 284, 231, 212. Re-Wert =
0.39 (Petrolethersg7o/Dichlormethan 7:1 v/v), 0.74 (Dichlormethan).

Synthese von Di-tert-butylsilyl-4-acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 153

Die Reaktion wurde unter Stickstoff als Inertgas durchgefihrt. Es wurden
3.33 g (8.34 mmol, 1.0 Aquivalente) Di-tert-butylsilyl-4-brom-6-tert-butylsalicylalkohol
154 in 35 mL abs. THF geldst, diese Losung auf -78 °C (Innentemperatur) abgekuhlt
und mit 6.28 mL (10.0 mmol, 1.2 Aquivalente) 1.6 M n-Butyllithium-Ldsung versetzt,
sodass die Innentemperatur immer unter -78 °C blieb. Nach zwei Stunden Rihren
bei -78 °C wurden 1.15 mL (12.4 mmol, 1.5 Aquivalente) abs. N,N-Dimethylacetamid

so hinzugegeben, dass die Innentemperatur unter -50 °C blieb. Die resultierende
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Lésung wurde noch 45 Minuten bei -50 °C gerthrt und dann in 100 mL einer Lésung
aus 1 N Salzsaure und Eiswasser (1:1 v/v) hydrolysiert. Nach dem Auftauen der
Losung auf Raumtemperatur wurde dreimal mit Diethylether extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron
(Petrolethersg7o/Dichlormethan (20—100%)).

Ausbeute: 1.67 g (4.61 mmol, 63%) eines leicht gelben Ols

'H NMR (400 MHz, CDCls): 5= 7.88 (d, “Jqn = 2.3 Hz, 1H,
H-5), 7.46-7.44 (m, 1H, H-3), 5.06 (s, 2H, H-7), 2.54 (s, 3H,
Acetyl-CH3), 1.45 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs), 1.08 (s, 18H, Si-
tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): 6 = 197.29 (C-
8), 157.81 (C-1), 139.10 (C-6), 129.81 (C-4), 127.05 (C-5), 126.25 (C-2), 125.42 (C-
3), 65.59 (C-7), 35.21 (Aryl-tBu-C), 30.08 (Aryl-tBu-CHs), 27.00 (Si-tBu-CH3), 26.40
(Acetyl-CH3), 21.57 (Si-tBu-C) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.: 385.12 [M+Na'], gef.:
385.22. IR (NaCl): v [cm™"] = 2956, 2860, 1670, 1475, 1362, 1233, 1158, 1085, 909,
856, 658. UV (Methanol): Amax [nM]: 275, 224, 214. R-Wert = 0.46 (Dichlormethan).

Weitere Synthesen:

Die Durchfuhrung erfolgte analog zu der ersten Synthese (S. 240). Es wurden
2.92 g (7.31 mmol, 1.0 Aquivalente) Di-tert-butylsilyl-4-brom-6-tert-butylsalicylalkohol
154 in 30 mL abs. THF, 9.14 mL (14.6 mmol, 2.0 Aquivalente) 1.6 M n-Butyllithium-
Lésung und 2.03 mL (21.9 mmol, 3.0 Aquivalente) abs. N,N-Dimethylacetamid

verwendet.
Ausbeute: 1.67 g (4.61 mmol, 63%) eines leicht gelben Ols

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 240) angegebenen.

Die Durchfuhrung erfolgte analog zu der ersten Synthese (S. 240). Es wurden
3.21 g (8.04 mmol, 1.0 Aquivalente) Di-tert-butylsilyl-4-brom-6-tert-butylsalicylalkohol
154 in 35 mL abs. THF, 10.0 mL (16.0 mmol, 2.0 Aquivalente) 1.6 M n-Butyllithium-
Losung und 7.44 mL (80.0 mmol, 10.0 Aquivalente) abs. N,N-Dimethylacetamid

verwendet.
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Ausbeute: 1.62 g (4.47 mmol, 56%) eines leicht gelben Ols

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 240) angegebenen.

Diese Synthesen sind auch in Tab. 11 (S. 85) zusammengefasst.

Synthese von 4-Acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 114 durch Entschitzung 153

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 10 durchgefuhrt. Es wurden
993 mg (2.74 mmol) Di-tert-butylsilyl-4-acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 153, 55 mL
Tetrahydrofuran (Uber KOH gelagert) und 6.8 mL einer 1 M TBAF-LOsung
(6.8 mmol) verwendet. Die Reaktionszeit betrug eine Stunde. Der Rickstand der
einrotierten Reaktionslosung wurde in Petroletherso7o0 aufgenommen. Dadurch fiel ein
Teil des Produkts als beiger Feststoff aus. Dieser wurde durch Filtration isoliert, das
Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt und der Rulckstand erneut in Petrol-
etherso;70 aufgenommen. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. So wurden
500 mg 114 isoliert. Der noch im Filtrat verbliebene Anteil von 114 wurde am
Chromatotron (Petroletherso7o/Dichlormethan 6:1 v/v) gereinigt, wodurch weitere

76 mg 114 isoliert wurden.
Ausbeute: 576 mg (2.59 mmol, 95%) eines beigen Feststoffs

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 216) angegebenen.

Synthese von Di-tert-butylsilyl-4-(1-acetoxyvinyl)-6-tert-butylsalicylalkohol 159

Die Reaktion wurde gemaly der AAV 7 durchgefihrt. Es wurden 1.60 g (4.41 mmol)
Di-tert-butylsilyl-4-acetyl-6-tert-butylsalicylalkohol 153, 38 mL Isopropenylacetat und
265 mg (1.39 mmol) para-Toluolsulfonsaure-Monohydrat eingesetzt. Die Reaktions-
zeit betrug — in Abweichung zu der AAV 7 — 90 Stunden. Die Reinigung erfolgte

mittels Saulenchromatografie (Dichlormethan).

Ausbeute: 1.05 g (2.60 mmol, 59%) eines gelben Feststoffs
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'H NMR (400 MHz, CDCls): 6= 7.32 (d, *Jun = 2.2 Hz, 1H,
H-5), 6.88 (d, “Jun = 2.5 Hz, 1H, H-3), 5.34 (d, “Jyn = 2.2
Hz, 1H, H-9a), 5.00 (s, 2H, H-7), 4.89 (d, 2Jun = 2.2 Hz,
1H, H-9b), 2.27 (s, 3H, OC(O)CHs), 1.43 (s, 9H, Aryl-tBu-
CHs), 1.07 (s, 18H, Si-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz,
CDCl3): 6 = 169.39 (OC(O)CHs), 154.06 (C-1), 153.21 (C-
8), 138.91 (C-6), 126.24 (C-2), 126.04 (C-4), 123.03 (C-5), 121.04 (C-3), 100.33 (C-
9), 65.76 (C-7), 35.12 (Aryl-tBu-C), 30.04 (Aryl-tBu-CHj), 27.06 (Si-tBu-CHs), 21.58
(Si-tBu-C), 21.16 (OC(O)CHs) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.: 443.2 [M+K"], gef.: 443.2.
IR (KBr): v [cm™] = 2965, 2862, 1764, 1646, 1474, 1369, 1240, 1206, 1165, 870,
828, 655. Smp.: 82-84 °C. UV (Methanol): Amax [nm]: 263, 214. R-Wert = 0.62

(Dichlormethan).

Synthese von 4-(1-Acetoxyvinyl)-6-tert-butylsalicylalkohol 120

Die Reaktion wurde gemald der Variante Il der AAV 10 durchgefihrt. Es wurden
790 mg (1.95 mmol) Di-tert-butylsilyl-4-(1-acetoxyvinyl)-6-tert-butylsalicylalkohol 159,
35 mL THF und 0.90 mL (5.5 mmol) Triethylamin-Trihydrofluorid eingesetzt.
Reaktionszeit: 20 Minuten. In Abweichung zur AAV 10 wurde Ethylacetat zur

Extraktion verwendet. Die Reinigung erfolgte am Chromatotron (Dichlormethan).
Ausbeute: 507 mg (1.92 mmol, 98%) eines orangefarbenen Feststoffs

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 8.97 (s, 1H, Phenol-OH),
7.23-7.14 (m, 2H, H-3, H-5), 5.87 (s, 1H, Benzyl-OH), 5.41 (d,
2Jun = 1.9 Hz, 1H, H-9a), 4.81 (d, 2Jun = 1.9 Hz, 1H, H-9b),
4.64 (s, 2H, H-7), 2.24 (s, 3H, OC(O)CHs), 1.37 (s, 9H, Aryl-
tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 168.82
(OC(O)CHs), 154.93 (C-1), 152.821 (C-8), 136.35 (C-6), 127.73 (C-2), 124.36 (C-4),
121.95 (C-3), 121.55 (C-5), 99.56 (C-9), 61.16 (C-7), 34.40 (Aryl-tBu-C), 29.40 (Aryl-
tBu-CH3), 20.66 (OC(O)CHzs) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.: 287.1 [M+Na"], gef.: 287.0.
IR (KBr): v [cm™] = 3463, 2963, 2945, 1742, 1644, 1269, 1253, 1232, 1202, 1028,
874. Smp.: 103-105 °C. UV (Methanol): Amax [nM]: 265, 216. Re-Wert = 0.51
(Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v).
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Zuvor durchgeflihrte Testansatze:

Es wurden 30 mg (74 pmol) Di-tert-butylsilyl-4-(1-acetoxyvinyl)-6-tert-butylsalicyl-
alkohol 159 in 1.5 mL THF (Uber KOH gelagert) gelost und mit 30 pL (0.18 mmol)
Triethylamin-Trihydrofluorid versetzt. Nach 30 Minuten Ruhren bei Raumtemperatur
wurde die Reaktionsldosung am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Die
Reinigung erfolgte am Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)). Aus einer

Vielzahl an Produkten konnte 120 nicht isoliert werden.

Es wurden 35 mg (87 umol) Di-tert-butylsilyl-4-(1-acetoxyvinyl)-6-tert-butylsalicyl-
alkohol 159 in 1.5 mL THF (Uber KOH gelagert) gelost und mit 40 pL (0.25 mmol)
Triethylamin-Trihydrofluorid versetzt. Nach 10 Minuten Ruhren bei Raumtemperatur
zeigte die dunnschichtchromatografische Kontrolle (Dichlormethan und Dichlor-
methan/Methanol 19:1 v/v) eine vollstandige Entschitzung zu einem Produkt. Zur
Uberpriifung einer mdglichen Zersetzung bei der Reaktion wurde dennoch weiter
geruhrt. Auch nach einer Stunde Ruhren bei Raumtemperatur zeigte die
dunnschichtchromatografische Kontrolle nur das eine Produkt. Die Phasen wurden
mit Wasser und Diethylether getrennt und die wassrige Phase anschlieend noch
einmal mit Diethylether extrahiert. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer
entfernt. Die anschlieBende dunnschichtchromatografische Kontrolle zeigte hier die

vollstandige Zersetzung des entstandenen Produkts in zwei neue Produkte.

Es wurden 30 mg (74 uymol) Di-tert-butylsilyl-4-(1-acetoxyvinyl)-6-tert-butylsalicyl-
alkohol 159 in 1.5 mL THF (Uber KOH gelagert) gelost und mit 30 pL (0.18 mmol)
Triethylamin-Trihydrofluorid versetzt. Nach 30 Minuten Ruhren bei Raumtemperatur
wurden die Phasen mit Wasser und Diethylether getrennt und die wassrige Phase
noch einmal mit Diethylether extrahiert. Die organische Phase wurde einmal mit einer
5%igen Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen und das Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Die anschlieRende dunnschichtchromatografische
Kontrolle zeigte das intakte Produkt (durch 'H-NMR-Spektrum des Rohprodukts
bestatigt).

Auf Grundlage dieser Testsynthesen wurde die AAV 10 (Variante Il) formuliert.
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9.2.15. Synthese der 5-(1-Acetoxyvinyl)-saligenylchlorphosphite

Synthese von 5-(1-Acetoxyvinyl)-saligenylchlorphosphit 121

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden
393 mg (1.89 mmol) 4-(1-Acetoxyvinyl)-salicylalkohol 118 in 20 mL abs. Diethylether,
0.20 mL (2.3 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 0.35 mL (4.4 mmol) abs. Pyridin
(Zugabezeitraum: 3 h) verwendet. In Abweichung von der AAV 11 wurde

anschliel3end zwei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.

Ausbeute: 340 mg (1.25 mmol, 66%) eines reinen, gelben Ols als Gemisch zweier

Enantiomere

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.36 (dd, *Jun = 8.6 Hz, °
*Jun = 2.0 Hz, 1H, H-4), 7.08 (d, *Jun = 2.0 Hz, 1H, H-6), O)k
6.96 (d, *Jyn = 8.6 Hz, 1H, H-3), 5.50-5.41 (m, 1H, H-7a), 5 8
5.40 (d, 2y = 2.3 Hz, 1H, H-9a), 5.11-4.97 (m, 1H, H-7b), 84
5.01 (d, 2Jun = 2.3 Hz, 1H, H-9b), 2.28 (s, 3H, OC(O)CHs) 3
ppm. >'P NMR (162 MHz, CDCls): 6= 140.7 ppm.

@
2 dp\o

9

Synthese von 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-methylsaligenylchlorphosphit 122

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden
415 mg (1.87 mmol) 4-(1-Acetoxyvinyl)-6-methylsalicylalkohol 119 in 20 mL abs.
Diethylether, 0.20 mL (2.3 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 0.35 mL (4.4 mmol) abs.
Pyridin (Zugabezeitraum: 3 h) verwendet.

Ausbeute: 435 mg eines orangefarbenen Ols mit einer Reinheit von 85% (entspricht

370 mg reinem 122 (1.29 mmol, 69%)) als Gemisch zweier Enantiomere

'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.25-7.23 (m, 1H, H-6),
6.92-6.88 (m, 1H, H-4), 5.49-5.39 (m, 1H, H-7a), 5.37 (d,
2Jun = 2.3 Hz, 1H, H-9a), 5.08-4.98 (m, 1H, H-7b), 4.98 (d,
2Jun = 2.3 Hz, 1H, H-9b), 2.28 (s, 3H, OC(O)CHs), 2.24 (s,
3H, Aryl-CHs) ppm. *'P NMR (162 MHz, CDCl3): & = 141.1
ppm.
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Synthese von 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-tert-butylsaligenylchlorphosphit 123

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden
500 mg (1.89 mmol) 4-(1-Acetoxyvinyl)-6-tert-butylsalicylalkohol 120 in 20 mL abs.
Diethylether, 0.20 mL (2.3 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 0.35 mL (4.4 mmol) abs.

Pyridin (Zugabezeitraum: 3 h) verwendet.

Ausbeute: 543 mg eines orangefarbenen Ols mit einer Reinheit von 78% (entspricht

424 mg reinem 123 (1.29 mmol, 68%)) als Gemisch zweier Enantiomere

'H NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.40-7.37 (m, 1H, H-4),
6.92-6.90 (m, 1H, H-6), 5.43-5.37 (m, 1H, H-7a), 5.40 (d,
2Jun = 2.3 Hz, 1H, H-9a), 5.06-4.98 (m, 1H, H-7b), 5.00 (d,
2Jun = 2.3 Hz, 1H, H-9b), 2.28 (s, 3H, OC(O)CHs), 1.39 (s,
3H, Aryl-tBu-CHs) ppm. *'P NMR (162 MHz, CDCls): & =
139.3 ppm.

9.2.16. Synthese der 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4T-monophosphate

Synthese von 5-(1-Acetoxyvinyl)-cycloSal-d4T-monophosphat 106

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden
335 mg (1.23 mmol) 5-(1-Acetoxyvinyl)-saligenylchlorphosphit 121 in 5 mL abs.
Acetonitril, 149 mg (0.665 mmol) d4T 2 geldst in 15 mL abs. Acetonitril, 0.17 mL
(0.98 mmol) DIPEA und 0.35 mL einer 5.5 M Lésung von tert-Butylhydroperoxid in
n-Nonan (2.0 mmol tert-Butylhydroperoxid) verwendet. Reaktionszeit: 1.5 h.
Oxidation: 30 min. Reaktionsabbruch: Phosphatpuffer (pH = 7.3). Reinigung:
Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-5%)).

Ausbeute: 61 mg (0.13 mmol, 19%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 0.6:1.0

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5= 11.34 (s, 2
x 1H, 2 x NH), 7.56-7.51 (m, 2 x 1H, 2 x H-4),
7.50-7.46 (m, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.20 (d, *Juu= o
1.1 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.18 (d, “Jun = 1.1 Hz,
1H, 1 x Th-H-6), 7.17-7.11 (m, 2 x 1H, 2 x H-
3), 6.84-6.76 (m, 2 x 1H, 2 x H-1’), 6.42 (ddd,
3Jun = 6.2 Hz, *3yn = 1.7 Hz, 3y = 1.7 Hz, 1H, 1 x H-3"), 6.36 (ddd, %Ju = 6.2 Hz,
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3Jun = 1.8 Hz, “J4n = 1.8 Hz, 1H, 1 x H-3'), 6.05-5.95 (m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.65—
5.64 (m, 2 x 1H, 2 x H-9a), 5.58-5.35 (m, 4 x 1H, 2 x H-7a, 2 x H-7b), 5.03 (d, 2Jup =
2.3 Hz, 2 x 1H, 2 x H-9b), 4.99-4.93 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.38-4.25 (m, 2 x 2H, 2 x
H-5'), 2.26 (s, 2 x 3H, 2 x OC(O)CHs), 1.68 (d, *Jun = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CH3), 1.63
(d, *Jun = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-d¢): 6 = 168.76
(2 x OC(O)CH3), 163.65 (2 x Th-C-4), 150.90 (2 x C-8), 150.66 (1 x Th-C-2), 150.64
(1 x Th-C-2), 149.77 (2 x C-2), 135.63 (2 x Th-C-6), 132.76 (1 x C-3’), 132.73 (1 x C-
3’), 130.23 (2 x C-5), 127.32 (1 x C-2), 127.29 (1 x C-2’), 126.19 (1 x C-4), 126.15 (1
x C-4), 124.96 (2 x C-1), 122.59 (2 x C-6), 118.42 (1 x C-3), 118.33 (1 x C-3), 109.63
(2 x Th-C-5), 102.97 (2 x C-9), 89.14 (2 x C-1’), 84.05 (1 x C-4’), 84.01 (1 x C-4),
68.47 (2 x C-5"), 68.21 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, 1 x C-7), 68.09 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, 1 x C-7),
20.65 (2 x OC(O)CHs), 11.86 (1 x Th-CHs), 11.79 (1 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162
MHz, DMSO-ds): & = -9.46, -9.49 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 499.0882 [M+Na],
gef.: 499.0879. UV (HPLC): Amax [nm]: 252. R-Wert = 0.17 (Dichlormethan/Methanol
19:1 v/v). Analytische HPLC: tr = 13.1 min (Methode I).

Synthese von 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-methyl-cycloSal-d4T-monophosphat 107

Die Reaktion wurde gemal der Variante | der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden
205 mg 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-methylsaligenylchlorphosphit 122 (Reinheit 85%,
entspricht 174 mg reinem 122 (0.607 mmol)) in 5 mL abs. Acetonitril, 68 mg
(0.30 mmol) d4T 2 geldst in 6 mL abs. Acetonitril, 80 pL (0.45 mmol) DIPEA und
0.16 mL einer 5.5 M Losung von tert-Butylhydroperoxid in n-Nonan (0.88 mmol tert-
Butylhydroperoxid) verwendet. Reaktionszeit: 1.5 h. Oxidation: 30 min. Reaktions-
abbruch: Wasser. Reinigung: Saulenfiltration (Ethylacetat/Methanol 9:1 v/v,
Chromatotron  (Dichlormethan/Methanol (0-5%)) und praparative RP-HPLC

(Acetonitril/Wasser 1:1 v/v).

Ausbeute: 28 mg (57 umol, 19%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 1.0:1.0

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.32 (s, 2 x 1H, 2 x NH), 7.47-7.43 (m, 2 x 1H, 2
x H-4), 7.30-7.27 (m, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.21 (d, *Jun = 1.0 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.20
(d, *Jyn = 1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 6.83-6.79 (m, 2 x 1H, 2 x H-1"), 6.41 (ddd, Iy =
6.0 Hz, ®Jun= 1.8 Hz, “Jun = 1.7 Hz, 1H, 1 x H-3"), 6.36 (ddd, *Jun = 6.0 Hz, Jyn =
1.8 Hz, “Jun= 1.5 Hz, 1H, 1 x H-3’), 6.06-5.99 (m, 2 x 1H, 2 x H-2'), 5.62 (d, Iy =
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2.3 Hz, 2 x 1H, 2 x H-9a), 5.54-5.33 (m, 4 x
1H, 2 x H-7a, 2 x H-7b), 5.01 (d, “Jyn = 2.3
Hz, 2 x 1H, 2 x H-9b), 4.98-4.92 (m, 2 x 1H,
2 x H-4), 4.34-4.22 (m, 2 x 2H, 2 x H-5),
2.26 (s, 2 x 3H, 2 x OC(O)CHs3), 2.23 (s, 3H,
1 x Aryl-CHs), 2.20 (s, 3H, 1 x Aryl-CH3), 1.66
(d, *Jun = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CH3), 1.64 (d, “Jqn = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CHs) ppm. "*C
NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6= 168.78 (2 x OC(O)CHs), 163.65 (2 x Th-C-4), 151.07
(2 x C-8), 150.65 (2 x Th-C-2), 148.32 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, 1 x C-2), 148.29 (d, 2Jcp =
7.3 Hz, 1 x C-2), 135.64 (2 x Th-C-6), 132.78 (1 x C-3"), 132.73 (1 x C-3’), 129.69 (2
x C-5), 127.30 (2 x C-2’), 127.24 (2 x C-3), 127.19 (2 x C-4), 121.40 (d, *Jcp=7.3
Hz, 1 x C-1), 121.31 (d, ®Jcp = 8.1 Hz, 1 x C-1), 120.10 (2 x C-6), 109.68 (1 x Th-C-
5), 109.66 (1 x Th-C-5), 102.75 (2 x C-9), 89.20 (1 x C-1’), 89.12 (1 x C-1’), 84.09 (d,
3Jcp=7.3Hz, 1xC-4), 84.03 (d, ®Jcp=8.1 Hz, 1 x C-4’), 68.62 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, 1
x C-5’), 68.56 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, 1 x C-5'), 68.14 (d, “Jcp = 7.3 Hz, 1 x C-7), 68.07 (d,
2Jcp=6.6 Hz, 1 x C-7), 20.69 (2 x OC(O)CHs), 14.88 (1 x Aryl-CHs), 14.74 (1 x Aryl-
CHs), 11.79 (1 x Th-CHs), 11.73 (1 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-ds):
5=-8.98, -9.02 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 513.1033 [M+Na"], gef.: 513.1039. UV
(HPLC): Amax [nm]: 253. R-Wert = 0.53 (Ethylacetat/Methanol 9:1 v/v). Analytische
HPLC: tr = 13.9 min (Methode 1). Praparative HPLC: tr = 11.7 min (Acetonitril/

Wasser 1:1 v/v).

Synthese von 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-tert-butyl-cycloSal-d4T-monophosphat 108

Die Reaktion wurde gemalR der Variante | der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden
534 mg 5-(1-Acetoxyvinyl)-3-tert-butylsaligenylchlorphosphit 123 (Reinheit 78%,
entspricht 417 mg reinem 123 (1.27 mmol)) in 8 mL abs. Acetonitril, 145 mg
(0.647 mmol) d4T 2 geldst in 14 mL abs. Acetonitril, 0.17 mL (0.96 mmol) DIPEA und
0.34 mL einer 5.5 M Losung von tert-Butylhydroperoxid in n-Nonan (1.9 mmol tert-
Butylhydroperoxid) verwendet. Reaktionszeit: 1.5 h. Oxidation: 1.5 h. Reaktions-
abbruch: Wasser. Reinigung: Saulenfiltration (Ethylacetat/Methanol 9:1 v/v),
Chromatotron (Dichlormethan/Methanol (0-3%)) und praparative RP-HPLC
(Acetonitril/Wasser 1:1 v/v (Isolierung des Diastereomerengemischs) bzw. Acetonitril/

Wasser 2:3 v/v (Diastereomerentrennung)).
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Ausbeute: 40 mg 108-mix, 18 mg 108-fast und 22 mg 108-slow (insgesamt 80 mg
(0.15 mmol, 23%)) als farblose Watten

Daten zur Charakterisierung des Diastereomerengemischs 108:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § = 11.34 (s, 2 0 o
x 1H, 2 x NH), 7.43-7.39 (m, 2 x 1H, 2 x H-4),
7.37-7.32 (m, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.23 (d, *Jppn =
1.0 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.20 (d, *Jun = 1.0 Hz,
1H, 1 x Th-H-6), 6.84-6.79 (m, 2 x 1H, 2 x H-
1’), 6.44-6.38 (m, 2 x 1H, 2 x H-3’), 6.06—6.00
(m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.67-5.63 (m, 2 x 1H, 2 x H-9a), 5.50-5.35 (m, 4 x 1H, 2 x H-
7a, 2 x H-7b), 5.05-5.01 (m, 2 x 1H, 2 x H-9b), 5.00-4.94 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.39-
4.28 (m, 2 x 2H, 2 x H-5'), 2.26 (s, 2 x 3H, 2 x OC(O)CHs), 1.61 (s, 3H, 1 x Th-CHs),
1.59 (s, 3H, 1 x Th-CHs), 1.35 (s, 9H, 1 x Aryl-tBu-CHa), 1.32 (s, 9H, 1 x Aryl-tBu-
CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 168.82 (2 x OC(O)CHs), 163.75 (1 x
Th-C-4), 163.71 (1 x Th-C-4), 151.24 (2 x C-8), 150.73 (1 x Th-C-2), 150.70 (1 x Th-
C-2), 149.02 (1 x C-2), 148.95 (1 x C-2), 138.63 (d, *Jcp = 6.4 Hz, 2 x C-3), 135.74 (1
x Th-C-6), 135.68 (1 x Th-C-6), 132.86 (1 x C-3’), 132.75 (1 x C-3’), 129.64 (1 x C-5),
129.61 (1 x C-5), 127.38 (1 x C-2’), 127.34 (1 x C-2’), 123.34 (1 x C-4), 123.32 (1 x
C-4), 123.26 (1 x C-1), 123.22 (1 x C-1), 120.95 (2 x C-6), 109.72 (1 x Th-C-5),
109.67 (1 x Th-C-5), 102.96 (2 x C-9), 89.22 (1 x C-1’), 89.06 (1 x C-1’), 84.16 (d,
%Jcp=8.3Hz, 1xC-4),84.08 (d, ®Jcp=9.2 Hz, 1 x C-4’), 69.00 (d, 2Jcp = 6.4 Hz, 1
x C-5'), 68.95 (d, 2Jcp = 6.4 Hz, 1 x C-5"), 68.13 (d, 2Jcp= 6.4 Hz, 1 x C-7), 68.10 (d,
2Jcp = 7.3 Hz, 1 x C-7), 34.45 (1 x Aryl-tBu-C), 34.38 (1 x Aryl-tBu-C), 29.38 (1 x
Aryl-tBu-CHs), 29.35 (1 x Aryl-tBu-CHs), 20.65 (2 x OC(O)CHs), 11.78 (2 x Th-CHa)
ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-ds): & = -8.80, -9.03 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.:
555.1503 [M+Na'], gef.: 555.1506. UV (HPLC): Amax [nm]: 254. Re-Wert = 0.23
(Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v). Praparative HPLC: tg = 18.0, 16.8 min

(Acetonitril/Wasser 1:1 v/v).

Daten zur Charakterisierung von 108-fast:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): §= 11.35 (s, 1H, NH), 7.43-7.39 (m, 1H, H-4), 7.37-
7.33 (m, 1H, H-6), 7.23 (d, “J4n = 1.3 Hz, 1H, Th-H-6), 6.84—6.80 (m, 1H, H-1’), 6.44—
6.39 (m, 1H, H-3’), 6.05-6.00 (m, 1H, H-2’), 5.65 (d, 2Jy = 2.3 Hz, 1H, H-9a), 5.50-
5.35 (m, 2H, H-7a, H-7b), 5.03 (d, 2Jyn = 2.5 Hz, 1H, H-9b), 5.00-4.94 (m, 1H, H-4"),
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4.35-4.29 (m, 2H, H-5'), 2.26 (s, 3H, OC(O)CHs3), 1.61 (d, *Jun = 0.8 Hz, 3H, Th-
CHa), 1.32 (s, 9H, Aryl-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 168.78
(OC(O)CHs), 163.73 (Th-C-4), 151.23 (C-8), 150.71 (Th-C-2), 149.01 (d, 2Jcp = 8.1
Hz, C-2), 138.63 (d, *Jcp = 7.3 Hz, C-3), 135.71 (Th-C-6), 132.82 (C-3’), 129.61 (C-
5), 127.33 (C-2'), 123.32 (C-4), 123.22 (C-1), 120.95 (C-6), 109.71 (Th-C-5), 102.92
(C-9), 89.06 (C-1’), 84.07 (d, *Jcp = 8.1 Hz, C-4), 68.99 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, C-5),
68.09 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, C-7), 34.37 (Aryl-tBu-C), 29.34 (Aryl-tBu-CH3), 20.63
(OC(O)CHs), 11.75 (Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-dg): & = -9.03 ppm.
Analytische HPLC: tg = 16.0 min (Methode 1), 31.3 min (Methode IIl). Praparative
HPLC: tr = 30.8 min (Acetonitril/Wasser 2:3 v/v).

Daten zur Charakterisierung von 108-slow:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.34 (s, 1H, NH), 7.44-7.38 (m, 1H, H-4), 7.37-
7.31 (m, 1H, H-6), 7.20 (s, 1H, Th-H-6), 6.84-6.77 (m, 1H, H-1’), 6.44-6.36 (m, 1H,
H-3'), 6.07-5.99 (m, 1H, H-2), 5.65 (d, “Jun = 1.5 Hz, 1H, H-9a), 5.51-5.34 (m, 2H,
H-7a, H-7b), 5.03 (d, 2Jun = 1.5 Hz, 1H, H-9b), 5.00-4.93 (m, 1H, H-4), 4.39-4.28
(m, 2H, H-5), 2.26 (s, 3H, OC(O)CHj3), 1.59 (s, 3H, Th-CHj3), 1.35 (s, 9H, Aryl-tBu-
CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 5§ = 168.78 (OC(O)CHs), 163.69 (Th-C-4),
151.23 (C-8), 150.68 (Th-C-2), 148.97 (d, Jcp = 8.1 Hz, C-2), 138.64 (d, *Jcp = 6.6
Hz, C-3), 135.65 (Th-C-6), 132.73 (C-3’), 129.64 (C-5), 127.37 (C-2’), 123.30 (C-4),
123.19 (C-1), 120.94 (C-6), 109.66 (Th-C-5), 102.93 (C-9), 89.22 (C-1’), 84.15 (d,
3Jcp = 7.3 Hz, C-4’), 68.95 (d, “Jcp = 6.2 Hz, C-5'), 68.11 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, C-7),
34.42 (Aryl-tBu-C), 29.37 (Aryl-tBu-CHj3), 20.62 (OC(O)CHz3), 11.75 (Th-CH3) ppm.
P NMR (162 MHz, DMSO-d;): ¢ = -8.80 ppm. Analytische HPLC: tg = 16.3 min
(Methode 1), 32.6 min (Methode Ill). Praparative HPLC: tg = 34.0 min (Acetonitril/
Wasser 2:3 v/v).

9.2.17. Versuch der Synthese von 6-(1-Acetoxyvinyl)-4-methylsalicylalkohol 161

Synthese von 6-Acetyl-4-methylsalicylalkohol 164

Die Reaktion wurde gemal der AAV 2 durchgeflhrt. Fir die Chlormethylierung
wurden 500 mg (3.33 mmol) 2-Hydroxy-5-methylacetophenon 162, 2.5 mL konz.
Salzsaure und 1.0 mL (14 mmol) einer 37%igen Formaldehydlésung verwendet.
Abweichend von der AAV 2 wurde die Reaktionslésung fur zwei Stunden bei 50 °C
und anschlieBend zwei Stunden bei 100 °C gerlthrt. Nach Abkuhlen der Reaktion auf
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Raumtemperatur wurden die Phasen durch Zugabe von Ethylacetat und Wasser
getrennt und die wassrige Phase noch einmal mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das so erhaltene rohe 3-Chlor-
methyl-2-hydroxy-5-methylacetophenon 163 (680 mg, orangefarbenes Ol) wurde
ohne weitere Reinigung und Charakterisierung umgesetzt.

Dazu wurde es in 5.2 mL wassrigem THF mit 514 mg (5.13 mmol) CaCO3; und
21 mL dest. Wasser zum 6-Acetyl-4-methylsalicylalkohol 161 umgesetzt. Die

Reinigung erfolgte am Chromatotron (Dichlormethan).

Ausbeute: 448 mg (2.49 mmol, 75% Uber 2 Stufen) eines farblosen Feststoffs

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 12.34 (s, 1H, Phenol-OH),
7.65-7.61 (m, 1H, H-5), 7.50-7.46 (m, 1H, H-3), 5.12 (s, 1H,
Benzyl-OH), 4.50 (s, 2H, H-7), 2.64 (s, 3H, Acetyl-CHj3), 2.30 (s,
3H, Aryl-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): & = 205.74
(C-8), 156.30 (C-1), 134.86 (C-3), 130.52 (C-2), 129.26 (C-5), 127.13 (C-4), 118.36
(C-6), 57.13 (C-7), 27.01 (Acetyl-CH3), 20.22 (Aryl-CHs) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.:
203.07 [M+Na®], gef.: 202.94. IR (KBr): v [cm™] = 3293, 2918, 1636, 1445, 1370,
1330, 1253, 1230, 1124, 1061, 796. Smp.: 83—-84 °C. UV (Methanol): Amax [nm]: 341,
258, 217. Ri-Wert = 0.13 (Dichlormethan).

Synthese von Di-tert-butylsilyl-6-acetyl-4-methylsalicylalkohol 165

Die Reaktion wurde gemal der AAV 5 durchgeflihrt. Es wurden 379 mg (2.10 mmol)
6-Acetyl-4-methylsalicylalkohol 164 in 30 mL abs. Dichlormethan, 0.75 mL
(9.3 mmol) abs. Pyridin und 0.90 mL (2.7 mmol) Di-tert-butylsilyl-bis-(trifluormethan-
sulfonat) eingesetzt. Die Reaktion wurde dunnschichtchromatografisch verfolgt
(Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v). Nach zwei Stunden war das Edukt 164
vollstdndig umgesetzt. Die Reinigung erfolgte saulenchromatografisch (Petrol-

ethersgso/Dichlormethan 1:1 v/v).
Ausbeute: 527 mg (1.64 mmol, 78%) eines farblosen Feststoffs

"H NMR (400 MHz, CDCl3): &= 7.53-7.48 (m, 1H, H-5), 6.95—
6.91 (m, 1H, H-3), 4.99 (s, 2H, H-7), 2.68 (s, 3H, Acetyl-CHs),
2.27 (s, 3H, Aryl-CHs), 1.06 (s, 18H, Si-tBu-CHs) ppm. '°C
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NMR (101 MHz, CDCl3): 6 = 199.44 (C-8), 152.22 (C-1), 131.49 (C-3), 130.13 (C-4),
129.84 (C-5), 128.64 (C-6), 127.34 (C-2), 65.40 (C-7), 32.34 (Acetyl-CH3), 26.98 (Si-
tBu-CH3), 21.52 (Si-tBu-C), 20.49 (Aryl-CH3) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.: 343.17
[M+Na*], gef.: 343.03. IR (KBr): v [cm™"] = 2963, 2862, 1668, 1466, 1267, 1230,
1067, 862, 827, 790, 657. Smp.: 99-100 °C. UV (Methanol): Amax [nm]: 315, 251,
217. R-Wert = 0.37 (Petrolethersgpso/Dichlormethan 1:1 v/v).

Synthese von Di-tert-butylsilyl-6-(1-acetoxyvinyl)-4-methylsalicylalkohol 166

Die Reaktion wurde gemal der AAV 7 durchgeflhrt. Es wurden 482 mg (1.50 mmol)
Di-tert-butylsilyl-6-acetyl-4-methylsalicylalkohol 165, 13 mL Isopropenylacetat und
90 mg (0.47 mmol) para-Toluolsulfonsaure-Monohydrat eingesetzt. Die Reinigung

erfolgte mittels Saulenchromatografie (Petrolethersg.so/Dichlormethan 1:1 v/v).
Ausbeute: 421 mg (1.16 mmol, 77%) eines gelben Feststoffs

'H NMR (400 MHz, CDCls): & = 7.03-7.00 (m, 1H, H-5),
6.75-6.73 (m, 1H, H-3), 5.75 (d, 2Jyn = 1.0 Hz, 1H, H-9a),
5.18 (d, 2Jun = 1.3 Hz, 1H, H-9b), 4.94 (s, 2H, H-7), 2.25 (s,
3H, Aryl-CH3), 2.24 (s, 3H, OC(O)CHs), 1.05 (s, 18H, Si-
tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): § = 169.28 (OC(O)CHs), 149.98 (C-8),
149.90 (C-1), 129.62 (C-4), 127.62 (C-2), 127.56 (C-5), 127.48 (C-3), 123.91 (C-6),
106.85 (C-9), 65.62 (C-7), 26.95 (Si-tBu-CH3), 21.47 (Si-tBu-C), 21.25 (C-8), 20.81
(OC(O)CHzs) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.: 385.18 [M+Na"], gef.: 385.04. IR (KBr): v
[cm™] = 2934, 2860, 1761, 1472, 1232, 1187, 881, 828, 789, 656. Smp.: 54-55 °C.
UV (Methanol): Amax [Nm]: 299, 248, 222. R-Wert = 0.44 (Petrolethersgso/Dichlor-

methan 1:1 v/v).

Versuch der Synthese von 6-(1-Acetoxyvinyl)-4-methylsalicylalkohol 161

Die Reaktion wurde gemal® der Variante Il der AAV 10 durchgefuhrt. Es wurden
330 mg (0.910 mmol) Di-tert-butylsilyl-6-(1-acetoxyvinyl)-4-methylsalicylalkohol 166,
33 mL THF und 0.46 mL (2.8 mmol) Triethylamin-Trihydrofluorid eingesetzt. Die

Reinigung erfolgte am Chromatotron (Petrolethersgso/Dichlormethan (35-100%)).

Ausbeute: 152 mg (0.684 mmol, 75%) eines gelben Feststoffs, bei dem es sich um
7-O-Acetyl-6-acetyl-4-methylsalicylalkohol 167 handelte.
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Analytische Daten von 7-O-Acetyl-6-acetyl-4-methylsalicylalkohol 167:
'"H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 12.46 (s, 1H, Phenol-OH), s 7 9
7.52-7.49 (m, 1H, H-5), 7.40-7.36 (m, 1H, H-3), 5.18 (s, 2H, Y O)k
H-7), 2.63 (s, 3H, Acetyl-CH3), 2.32 (s, 3H, Aryl-CH3), 2.11 (s, OH

3H, OC(O)CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): 6 = 204.67 80
(C-8), 171.10 (OC(O)CH3), 158.77 (C-1), 137.88 (C-3), 130.84 (C-5), 127.72 (C-4),
124.84 (C-2), 119.40 (C-6), 61.08 (C-7), 26.94 (Acetyl-CH3), 21.18 (OC(O)CHjs),
20.69 (Aryl-CH3) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.: 245.08 [M+Na'], gef.: 245.01 [M+Na’].
IR (KBr): v [cm™] = 1746, 1637, 1450, 1361, 1234, 1124, 1058, 816, 791. Smp.:
6566 °C. UV (Methanol): Amax [nm]: 340, 256, 220. R-Wert = 0.23 (Petrolethersgso/

Dichlormethan 1:1 v/v).

9.2.18. Synthese der 3,3'-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diole

Synthese von 3,3-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diol-bis-isopropyliden-
acetal 197

Die Reaktion wurde gemaf der AAV 8 durchgefuhrt. Es wurden 2.85 g (11.7 mmol)
4-Bromsalicylalkoholisopropylidenacetal 44 in 25 mL abs. THF, 7.35 mL (11.8 mmol)
1.6 M n-Butyllithium-Losung und 4.57 g (12.9 mmol) Eisen(lll)-acetylacetonat in
10 mL abs. THF eingesetzt. Reaktionszeit: 16 h. Die Reinigung erfolgte mittels

Saulenchromatografie (Dichlormethan).
Ausbeute: 1.08 g (3.31 mmol, 47%) eines farblosen Feststoffs

'"H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.38 (dd, *Jyn = 8.5
Hz, “Jun = 2.4 Hz, 2H, H-6), 7.31 (d, “Jyn = 2.4 Hz,
2H, H-2), 6.83 (d, *Jyn = 8.5 Hz, 2H, H-5), 4.86 (s,
4H, H-7), 1.48 (s, 12H, Acetal-CH3) ppm. *C NMR
(126 MHz, CDCls): § = 149.92 (C-4), 131.96 (C-1),
125.75 (C-6), 122.76 (C-2), 119.85 (C-3), 116.80 (C-5), 99.36 (Acetal-C), 60.16 (C-
7), 24.57 (Acetal-CHs3) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 326.2 [M], gef.: 326.2. IR (KBr):
v [em™ = 2993, 2939, 1615, 1585, 1492, 1375, 1280, 1257, 1123, 1057, 958, 896,
816. Smp.: 141-142 °C. UV (Methanol): Amax [nm]: 265, 210. Re-Wert = 0.28

(Dichlormethan).
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Weitere Synthese:

Die Reaktion wurde gemalR der AAV 8 durchgeflihrt. Es wurden 1.1 g (4.5 mmol)
4-Bromsalicylalkoholisopropylidenacetal 44 in 9.5 mL abs. THF, 2.8 mL (4.5 mmol)
1.6 M n-Butyllithium-Ldsung und 1.78 g (5.03 mmol) Eisen(lll)-acetylacetonat in 4 mL
abs. THF eingesetzt. Reaktionszeit: 42 h. Die Reinigung erfolgte mittels Saulen-

chromatografie (Dichlormethan).
Ausbeute: 558 mg (1.71 mmol, 75%) eines farblosen Feststoffs

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 253) angegebenen.

Synthese von 3,3'-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diol 200

Die Reaktion wurde gemaly der Variante | der AAV 9 durchgefuhrt. Es wurden
969 mg (2.97 mmol) 3,3-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diol-bis-isopropyliden-
acetal 197 in 90 mL Acetonitril/Wasser (7:3 v/v) und zwanzig Tropfen rauchende
Salzsaure eingesetzt. In Abweichung von der AAV 9 wurden zuséatzlich 25 mL THF
verwendet, um das Edukt 200 vollstandig in Losung zu bringen. Die Reinigung

erfolgte mittels Saulenchromatografie (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).
Ausbeute: 651 mg (2.64 mmol, 89%) eines farblosen Feststoffs

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 9.32 (s, 2H,
Phenol-OH), 7.51 (d, “Jun = 2.3 Hz, 2H, H-2), 7.24
(dd, *Jun = 8.3 Hz, “Jun = 2.5 Hz, 2H, H-6), 6.80 (d,
*Jun = 8.3 Hz, 2H, H-5), 5.01 (t, *Jyn = 5.7 Hz, 2H, 5 4 OH

Benzyl-OH), 4.52 (d, 3Jun = 5.7 Hz, 4H, H-7) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-ds):
5=152.99 (C-4), 131.36 (C-1), 128.77 (C-3), 124.96 (C-2), 124.77 (C-6), 114.90 (C-
5), 58.31 (C-7) ppm. MS (ESI*, m/z): ber.: 269.1 [M+Na®], gef.: 269.0. IR (KBr): v
[cm™] = 3159, 3021, 2953, 2896, 1614, 1501, 1426, 1267, 1133, 990, 896, 812.
Smp.: 191-192 °C. UV (Methanol): Amax [nM]: 267, 215. R-Wert = 0.32 (Dichlor-

methan/Methanol 9:1 v/v).

Synthese von 3,3-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5-dimethyl-4,4’-diol-bis-
iIsopropylidenacetal 198

Die Reaktion wurde gemal} der AAV 8 durchgefuhrt. Es wurden 451 mg (1.75 mmol)
4-Brom-6-methylsalicylalkoholisopropylidenacetal 56 in 4 mL abs. THF, 1.1 mL
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(1.8 mmol) 1.6 M n-Butyllithium-Losung und 686 mg (1.94 mmol) Eisen(lll)-
acetylacetonat in 1.5 mL abs. THF eingesetzt. Reaktionszeit: 36 h. Die Reinigung

erfolgte mittels Saulenchromatografie (Dichlormethan).
Ausbeute: 120 mg (0.339 mmol, 37%) eines farblosen Feststoffs

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.20-7.18 (m, 2H,
H-6), 6.97-6.94 (m, 2H, H-2), 4.88 (s, 4H, H-7), 2.22
(s, 6H, Aryl-CH3), 1.57 (s, 12H, Acetal-CH3) ppm.
®C NMR (101 MHz, CDCls): & = 148.66 (C-4),
132.81 (C-1), 127.66 (C-6), 126.57 (C-5), 120.28 (C-
2), 119.07 (C-3), 99.67 (Acetal-C), 61.27 (C-7), 25.07 (Acetal-CH3), 15.67 (Aryl-CH3)
ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 354.2 [M], gef.: 354.2. IR: v [cm'] = 3003, 2983, 2945,
2919, 2840, 1473, 1372, 1241, 1131, 1061, 957, 869, 703. Smp.: 158-159 °C. UV
(Methanol): Amax [nm]: 267, 211. R-Wert = 0.37 (Dichlormethan).

Synthese von 3,3'-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5-dimethyl-4,4’-diol 201

Die Reaktion wurde gemaly der Variante | der AAV 9 durchgefuhrt. Es wurden
162 mg (0.457 mmol) 3,3’-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5’-dimethyl-4,4’-diol-bis-
isopropylidenacetal 198 in 20 mL Acetonitri/Wasser (7:3 v/v) und funf Tropfen
rauchende Salzsaure (zwei Durchgange) eingesetzt. In Abweichung von der AAV 9
wurden zusatzlich 5 mL THF verwendet, um das Edukt 198 vollstandig in Losung zu
bringen. Die Reinigung erfolgte durch eine Saulenchromatografie (Dichlormethan/
Methanol 9:1 v/v).

Ausbeute: 115 mg (0.419 mmol, 92%) eines farblosen Feststoffs

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 8.38 (s, 2H,
Phenol-OH), 7.30 (d, *Jun = 2.3 Hz, 2H, H-2), 7.20 (d,
“Jun = 2.0 Hz, 2H, H-6), 5.30 (t, *Jyn = 5.5 Hz, 2H,
Benzyl-OH), 4.60 (d, 3Jun = 5.3 Hz, 4H, H-7), 2.21 (s,
6H, Aryl-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-ds):
5=151.36 (C-4), 131.42 (C-1), 128.32 (C-3), 126.53 (C-6), 124.37 (C-5), 122.62 (C-
2), 59.78 (C-7), 16.32 (Aryl-CHs) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 274.2 [M], gef.: 274.1.
IR: v [em™] = 3321, 3032, 2951, 2924, 2882, 1473, 1428, 1323, 1021, 1037, 1001,
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934, 862, 624. Smp.: 152-154 °C. UV (Methanol): Amax [nm]: 267, 209. R-Wert =
0.34 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).

Synthese von 3,3-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5-di-tert-butyl-4,4’-diol-bis-
iIsopropylidenacetal 199

Die Reaktion wurde gemaly der AAV 8 durchgefuhrt. Es wurden 1.1 g (3.7 mmol)
4-Brom-6-tert-butylsalicylalkoholisopropylidenacetal 57 in 9.5 mL abs. THF, 2.3 mL
(8.7mmol) 1.6 M n-Butyllithium-Lésung und 1.44 g (4.07 mmol) Eisen(lll)-
acetylacetonat in 4 mL abs. THF eingesetzt. Reaktionszeit: 36 h. Die Reinigung

erfolgte mittels Saulenchromatografie (Dichlormethan).

Ausbeute: 593 mg (1.23 mmol, 67%) eines farblosen Feststoffs

'H NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.29 (d, “Juqn = 2.2

Hz, 2H, H-6), 6.97—6.94 (m, 2H, H-2), 4.92 (s, 4H, H- AW
7), 1.59 (s, 12H, Acetal-CHs), 1.41 (s, 18H, Aryl-tBu- X
CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): § = 149.08

(C-4), 138.34 (C-5), 133.22 (C-1), 123.99 (C-6),

120.85 (C-2), 119.75 (C-3), 99.17 (Acetal-C), 61.60

(C-7), 34.94 (Aryl-tBu-C), 29.76 (Aryl-tBu-CHs), 25.04 (Acetal-CH3) ppm. MS (FAB,
m/z): ber.: 438.3 [M], gef.: 438.3. IR: v [cm™'] = 2990, 2956, 2910, 2861, 1441, 1365,
1272, 1242, 1138, 1066, 956, 889, 854. Smp.: 149151 °C. UV (Methanol): Amax
[nm]: 267, 211. Ri-Wert = 0.54 (Dichlormethan).

Synthese von 3,3'-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5’-di-tert-butyl-4,4’-diol 202

Die Reaktion wurde gemafR der Variante |l der AAV 9 durchgefihrt. Es wurden
206 mg (0.407 mmol) 3,3’-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5’-di-tert-butyl-4,4’-diol-bis-
isopropylidenacetal 199 in 50 mL Acetonitril/Wasser (5:1 v/v) und 3.5 mL rauchende
Salzsaure eingesetzt. In Abweichung von der AAV 9 wurden zusatzlich 5 mL THF
verwendet, um das Edukt 199 in Losung zu bringen. In Abweichung von der AAV 9
wurde die Reaktionslosung fur drei Minuten zum Sieden gebracht. Die Reinigung

erfolgte mittels Saulenchromatografie (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).

Ausbeute: 120 mg (0.335 mmol, 71%) eines farblosen Feststoffs
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'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 8.67 (s, 2H,
Phenol-OH), 7.25-7.22 (m, 2H, H-6), 7.22-7.19 (m,
2H, H-2), 5.84 (t, *Jyn = 5.2 Hz, 2H, Benzyl-OH), 4.69
(d, 3Jun = 4.8 Hz, 4H, H-7), 1.40 (s, 18H, Aryl-tBu-
CHs) ppm. C NMR (101 MHz, DMSO-dg): & =
152.98 (C-4), 136.47 (C-5), 131.76 (C-1), 127.89 (C-
3), 123.21 (C-6), 123.16 (C-2), 61.49 (C-7), 34.39 (Aryl-tBu-C), 29.58 (Aryl-tBu-CHj3)
ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 358.2 [M], gef.: 358.2. IR: v [cm"] = 3359, 3213, 2955,
2868, 1465, 1441, 1228, 1020, 1008, 997, 869, 618. Smp.: 168-171 °C. UV
(Methanol): Amax [nm]: 268, 208. Ri-Wert = 0.47 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).

9.2.19. Synthese der 5,5-Bis-(saligenylchlorphosphite)

Synthese von 5,5 -Bis-(saligenylchlorphosphit) 203

Die Reaktion wurde gemaly der Variante IV der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden
105 mg (0.426 mmol) 3,3’-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diol 200 in 22 mL abs.
Diethylether/abs. THF (1:1 v/v, Abweichung von der AAV 11), 0.10 mL (1.1 mmol)
Phosphor(lll)-chlorid und 0.17 mL (2.1 mmol) abs. Pyridin (Zugabezeitraum: 3 h)
verwendet. In Abweichung von der AAV 11 erfolgte die Zugabe der Reagenzien bei
-40 °C.

Ausbeute: 130 mg eines gelben Ols mit einer Reinheit von 68% (entspricht
88 mg reinem 203 (0.24 mmol, 55%)) als Gemisch zweier Enantiomere und einer zu

diesen diastereomorphen meso-Verbindung

'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6= 7.41 (dd, *Jy = 8.6
Hz, *Jun = 2.3 Hz, 2H, H-4), 7.12 (d, *J4n = 2.3 Hz,
2H, H-6), 7.05 (d, *Jun = 8.6 Hz, 2H, H-3), 5.50 (dd,
2Jun = 14.1 Hz, *Jup = 2.5 Hz, 2H, H-7a), 5.09 (dd,
2Jun = 14.4 Hz, 3Jup = 9.6 Hz, 2H, H-7b) ppm. *'"P NMR (162 MHz, CDCl5): 5 = 140.6
ppm.

Weitere Synthese:
Die Reaktion wurde gemal der Variante IV der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden
458 mg (1.86 mmol) 3,3’-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diol 200 in 90 mL abs.
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Diethylether/abs. THF (1:1 v/v, Abweichung von der AAV 11), 0.37 mL (4.2 mmol)
Phosphor(lll)-chlorid und 0.67 mL (8.3 mmol) abs. Pyridin (Zugabezeitraum: 3 h)
verwendet. In Abweichung von der AAV 11 erfolgte die Zugabe der Reagenzien bei
-40 °C.

Ausbeute: 682 mg eines farblosen Ols mit einer Reinheit von 89% (entspricht
607 mg reinem 203 (1.62 mmol, 87%)) als Gemisch zweier Enantiomere und einer zu

diesen diastereomorphen meso-Verbindung

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 257) angegebenen.

Synthese von 5,5-Bis-(3-methylsaligenylchlorphosphit) 204

Die Reaktion wurde gemal der Variante IV der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden
90 mg (0.33 mmol) 3,3-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5’-dimethyl-4,4’-diol 201 in
18 mL abs. Diethylether/abs. THF (1:1 v/v, Abweichung von der AAV 11), 70 uL
(0.79 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 0.14 mL (1.7 mmol) abs. Pyridin
(Zugabezeitraum: 3 h) verwendet. In Abweichung von der AAV 11 erfolgte die

Zugabe der Reagenzien bei -40 °C.

Ausbeute: 125 mg eines farblosen Ols mit einer Reinheit von 59% (entspricht
74 mg reinem 204 (0.18 mmol, 54%)) als Gemisch zweier Enantiomere und einer zu

diesen diastereomorphen meso-Verbindung

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.28-7.26 (m, 2H,
H-6), 6.96-6.93 (m, 2H, H-4), 5.48 (dd, Iy = 14.4
Hz, 3J4p = 2.5 Hz, 2H, H-7a), 5.06 (dd, 23y = 14.4
Hz, *Jup = 9.4 Hz, 2H, H-7b), 2.29 (s, 6H, Aryl-CHs)
ppm. 3'P NMR (162 MHz, CDCls): 5= 140.7 ppm.

Synthese von 5,5-Bis-(3-tert-butylsaligenylchlorphosphit) 205

Die Reaktion wurde gemal der Variante V der AAV 11 durchgeflhrt. Es wurden
170 mg (0.474 mmol) 3,3’-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5’-di-tert-butyl-4,4’-diol 202
in 36 mL abs. Diethylether, 0.10 mL (1.1 mmol) Phosphor(lll)-chlorid und 0.19 mL

(2.4 mmol) abs. Pyridin (Zugabezeitraum: 3 h) verwendet.
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Ausbeute: 206 mg eines farblosen Ols mit einer Reinheit von 62% (entspricht
128 mg reinem 205 (0.263 mmol, 55%)) als Gemisch zweier Enantiomere und einer

zu diesen diastereomorphen meso-Verbindung

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.38-7.36 (m, 2H,
H-6), 6.96-6.94 (m, 2H, H-4), 5.50-5.47 (m, 2H,
H-7a), 5.13-5.05 (m, 2H, H-7b), 1.43 (s, 18H, Aryl-
tBu-CHs) ppm. *'P NMR (162 MHz, CDCls): & =
138.8 ppm.

9.2.20. Synthese der 5,5 -Bis-(cycloSal-d4T-monophosphate)

Synthese von 5,5-Bis-(cycloSal-d4T-monophosphat) 194

Die Reaktion wurde gemal® der Variante Il der AAV 12 durchgefuhrt. Es wurden
130 mg 5,5-Bis-(saligenylchlorphosphit) 203 (Reinheit 68%, entspricht 88 mg reinem
203 (0.24 mmol)) in 4 mL abs. Acetonitril, 125 mg (0.557 mmol) d4T 2 geldst in
13 mL abs. Acetonitril, 0.15 mL (0.86 mmol) DIPEA und 0.30 mL einer 5.5 M Lésung
von tert-Butylhydroperoxid in n-Nonan (1.7 mmol tert-Butylhydroperoxid) verwendet.
Reaktionszeit: 1.5 h. Oxidation: 1 h. Reaktionsabbruch: Wasser. Reinigung:
Saulenfiltration (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) und praparative RP-HPLC
(Acetonitril/Wasser 1:2 v/v).

Ausbeute: 51 mg (65 pmol, 28%) einer farblosen Watte als Gemisch dreier

Diastereomere
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Daten zur Charakterisierung des Diastereomerengemischs 194:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6= 11.36—-11.32 (m, 6 x 1H, 6 x NH), 7.67-7.59 (m, 6
x 1H, 6 x H-4), 7.59-7.54 (m, 6 x 1H, 6 x H-6), 7.26-7.17 (m, 12 x 1H, 6 x H-3, 6 x
Th-H-6), 6.84-6.77 (m, 6 x 1H, 6 x H-1"), 6.46-6.36 (m, 6 x 1H, 6 x H-3’), 6.06-6.00
(m, 6 x 1H, 6 x H-2’), 5.61-5.41 (m, 12 x 1H, 6 x H-7a, 6 x H-7b), 4.98-4.95 (m, 6 x
1H, 6 x H-4’), 4.40—4.26 (m, 6 x 2H, 6 x H-5), 1.69 (s, 9H, 3 x Th-CH3), 1.63 (s, 9H, 3
x Th-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): 6 = 163.74 (6 x Th-C-4), 150.73 (3 x
Th-C-2), 150.70 (3 x Th-C-2), 149.13 (6 x C-2), 135.73 (3 x Th-C-6), 135.71 (3 x Th-
C-6), 135.11 (3 x C-5), 135.07 (3 x C-5), 132.86 (3 x C-3’), 132.79 (3 x C-3’), 127.97
(3 x C-4), 127.89 (3 x C-4), 127.35 (3 x C-2’), 127.32 (3 x C-2°), 124.42 (3 x C-6),
124.40 (3 x C-6), 121.64 (6 x C-1), 118.69 (d, *Jcp = 8.3 Hz, 6 x C-3), 109.68 (6 x Th-
C-5), 89.22 (6 x C-1°), 84.11 (d, *Jcp = 8.3 Hz, 6 x C-4’), 68.51-68.37 (m, 6 x C-5', 6
x C-7), 11.94 (3 x Th-CH3), 11.86 (3 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-ds):
0 =-9.48, -9.52 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 805.1282 [M+Na"], gef.: 805.1312. UV
(HPLC): Amax [nm]: 259. R¢Wert = 0.27 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).
Analytische HPLC: tg = 12.7 min (Methode |). Praparative HPLC: tr = 18.6, 17.4 min

(Acetonitril/Wasser 1:2 v/v).

Im Rahmen eines hier nicht dokumentierten Ansatzes konnte eine teilweise
Trennung der Diastereomere von 194 mittels praparativer RP-HPLC (Acetonitril/

Wasser 2:5 v/v) erreicht werden.

Daten zur Charakterisierung von 194-fast (2 Diastereomere):

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6= 11.32 (s, 4 x 1H, 4 x NH), 7.64-7.59 (m, 4 x 1H, 4
x H-4), 7.59-7.57 (m, 4 x 1H, 4 x H-6), 7.26-7.17 (m, 8 x 1H, 4 x H-3, 4 x Th-H-6),
6.84—-6.77 (m, 4 x 1H, 4 x H-1’), 6.43 (ddd, *Jy = 6.0 Hz, Iy = 1.8 Hz, “Jyy = 1.5
Hz, 3 x 1H, 3 x H-3’), 6.37 (ddd, *J4 = 6.0 Hz, 3Jy = 1.8 Hz, “Jyn = 1.8 Hz, 1H, 1 x
H-3’), 6.06-6.00 (m, 4 x 1H, 4 x H-2’), 5.61-5.41 (m, 8 x 1H, 4 x H-7a, 4 x H-7b),
4.99-4.94 (m, 4 x 1H, 4 x H-4’), 4.40-4.25 (m, 4 x 2H, 4 x H-5), 1.69 (d, *J4n = 0.7
Hz, 9H, 3 x Th-CHs), 1.63 (d, “Jun = 1.3 Hz, 3H, 1 x Th-CH3) ppm. *C NMR (101
MHz, DMSO-dg): 6 = 163.74 (3 x Th-C-4), 163.73 (1 x Th-C-4), 150.73 (3 x Th-C-2),
150.70 (1 x Th-C-2), 149.18 (3 x C-2), 149.12 (1 x C-2), 135.73 (3 x Th-C-6), 135.71
(1 x Th-C-6), 135.09 (1 x C-5), 135.06 (3 x C-5), 132.86 (3 x C-3’), 132.79 (1 x C-3),
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127.97 (3 x C-4), 127.88 (1 x C-4), 127.35 (3 x C-2'), 127.32 (1 x C-2’), 124.42 (1 x
C-6), 124.40 (3 x C-6), 121.66 (4 x C-1), 118.70 (d, ®Jcp= 7.3 Hz, 4 x C-3), 109.68 (4
x Th-C-5), 89.22 (4 x C-1°), 84.11 (d, *Jcp= 7.3 Hz, 4 x C-4’), 68.51-68.37 (m, 4 x C-
5, 4 x C-7), 11.94 (3 x Th-CH3), 11.86 (1 x Th-CHs) ppm. *'P NMR (162 MHz,
DMSO-dg): ¢ = -9.48, -9.52 ppm. Analytische HPLC: tg = 12.7 min (Methode I).
Praparative HPLC: tr = 35.8 min (Acetonitril/Wasser 2:5 v/v).

Daten zur Charakterisierung von 194-slow (1 Diastereomer):

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.33 (s, 2 x 1H, 2 x NH), 7.64-7.59 (m, 2 x 1H, 2
x H-4), 7.59-7.54 (m, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.22-7.17 (m, 4 x 1H, 2 x H-3, 2 x Th-H-6),
6.80-6.77 (m, 2 x 1H, 2 x H-1"), 6.38 (ddd, *Jy 4 = 6.0 Hz, *Jyp = 1.8 Hz, *Jyp = 1.8
Hz, 2 x 1H, 2 x H-3’), 6.04—-6.00 (m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.61-5.50 (m, 2 x 1H, 2 x H-
7a), 5.50-5.41 (m, 2 x 1H, 2 x H-7b), 4.98-4.95 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.41-4.25 (m, 2
x 2H, 2 x H-5"), 1.63 (d, “Jun = 1.3 Hz, 6H, 2 x Th-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz,
DMSO-ds): 6= 163.73 (2 x Th-C-4), 150.71 (2 x Th-C-2), 149.10 (2 x C-2), 135.73 (2
x Th-C-6), 135.12 (2 x C-5), 132.82 (2 x C-3’), 127.91 (2 x C-4), 127.34 (2 x C-2)),
124.42 (2 x C-6), 121.68 (d, %Jcp = 9.2 Hz, 2 x C-1), 118.71 (d, Jcp= 8.4 Hz, 2 x C-
3), 109.69 (2 x Th-C-5), 89.23 (2 x C-1’), 84.12 (d, ®Jcp = 7.6 Hz, 2 x C-4), 68.45-
68.40 (m, 2 x C-5', 2 x C-7), 11.89 (2 x Th-CHs) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-ds):
0 =-9.52 ppm. Analytische HPLC: tr = 12.7 min (Methode ). Praparative HPLC: tgr =
38.1 min (Acetonitril/Wasser 2:5 v/v).

Synthese von 5,5-Bis-(3-methyl-cycloSal-d4T-monophosphat) 195

Die Reaktion wurde gemall der Variante Il der AAV 12 durchgefihrt. Es wurden
122 mg 5,5-Bis-(3-methylsaligenylchlorphosphit) 204 (Reinheit 59%, entspricht
72 mg reinem 203 (0.18 mmol)) in 4 mL abs. Acetonitril (in Abweichung von der
AAV 12 wurden zur Losung von 203 zusatzlich 0.8 mL abs. THF zugegeben), 96 mg
(0.43 mmol) d4T 2 geldst in 9 mL abs. Acetonitril, 0.14 mL (0.82 mmol) DIPEA und
0.23 mL einer 5.5 M Ldésung von tert-Butylhydroperoxid in n-Nonan (1.3 mmol tert-
Butylhydroperoxid) verwendet. Reaktionszeit: 1 h. Oxidation: 1 h. Reaktionsabbruch:
Wasser. Reinigung: Saulenfiltration (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) und
praparative RP-HPLC (Acetonitril/Wasser 2:3 v/v).

Ausbeute: 43 mg (53 pmol, 30%) einer farblosen Watte als Gemisch dreier

Diastereomere
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'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.33 (s, 6 x 1H, 6 x NH), 7.56-7.52 (m, 6 x 1H, 6
x H-4), 7.41=7.37 (m, 6 x 1H, 6 x H-6), 7.23-7.18 (m, 6 x 1H, 6 x Th-H-6), 6.83—6.79
(m, 6 x 1H, 6 x H-1"), 6.43 (ddd, *J4 4 = 6.0 Hz, *Jy = 1.8 Hz, *Jyn = 1.8 Hz, 3 x 1H,
3 x H-3'), 6.38 (ddd, *Jyn = 6.0 Hz, *Jyn = 1.8 Hz, *Jun = 1.5 Hz, 3 x 1H, 3 x H-3),
6.06-6.00 (m, 6 x 1H, 6 x H-2"), 5.56-5.47 (m, 6 x 1H, 3 x H-7a, 3 x H-7b), 5.45-5.36
(m, 6 x 1H, 3 x H-7a, 3 x H-7b), 5.00-4.95 (m, 6 x 1H, 6 x H-4"), 4.37—4.23 (m, 6 X
2H, 6 x H-5"), 2.28 (s, 3 x 3H, 3 x Aryl-CH3), 2.25 (s, 3 x 3H, 3 x Aryl-CH3), 1.66 (d,
*Jun = 0.8 Hz, 3 x 3H, 3 x Th-CH3), 1.63 (d, *Jun = 1.0 Hz, 3 x 3H, 3 x Th-CHs) ppm.
3C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 5= 163.65 (6 x Th-C-4), 150.68 (3 x Th-C-2), 150.66
(3 x Th-C-2), 147.59 (d, 2Jcp = 7.3 Hz, 3 x C-2), 147.58 (d, 2Jcp = 7.3 Hz, 3 x C-2),
135.68 (3 x Th-C-6), 135.65 (3 x Th-C-6), 134.61 (3 x C-5), 134.59 (3 x C-5), 132.81
(3 x C-3"), 132.73 (3 x C-3'), 129.01 (6 x C-4), 127.36 (6 x C-3), 127.30 (6 x C-2)),
121.73 (6 x C-6), 121.57 (d, ®Jcp = 9.5 Hz, 3 x C-1), 121.51 (d, Jcp = 8.8 Hz, 3 x C-
1), 109.68 (3 x Th-C-5), 109.62 (3 x Th-C-5), 89.23 (3 x C-1’), 89.18 (3 x C-1’), 84.11
(d, ®Jcp= 7.3 Hz, 6 x C-4’), 68.52 (d, 2Jcp= 5.9 Hz, 6 x C-5’), 68.26 (d, *Jcp = 7.8 Hz,
3 x C-7), 68.19 (d, 2Jcp= 7.3 Hz, 3 x C-7), 14.98 (3 x Aryl-CHs), 14.86 (3 x Aryl-CHs),
11.81 (3 x Th-CHs), 11.73 (3 x Th-CHs) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-dg): & =
-8.75, -8.88 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 833.1595 [M+Na'], gef.: 833.1603. UV
(HPLC): Amax [nm]: 259. R¢Wert = 0.32 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).
Analytische HPLC: tg = 13.6 min (Methode I). Praparative HPLC: tg = 14.0 min
(Acetonitril/Wasser 2:3 v/v).
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Synthese von 5,5'-Bis-(3-tert-butyl-cycloSal-d4T-monophosphat) 196

Die Reaktion wurde gemaly der Variante |l der AAV 12 durchgeflihrt. Es wurden
96 mg 5,5-Bis-(3-tert-butylsaligenylchlorphosphit) 205 (Reinheit 62%, entspricht
59 mg reinem 205 (0.12 mmol)) in 4 mL abs. Acetonitril, 70 mg (0.31 mmol) d4T 2
gelést in 7 mL abs. Acetonitril, 84 pL (49 umol) DIPEA. Reaktionszeit: 1 h.
Abweichend von der AAV 12 erfolgte die Oxidation mit Oxone®. Dazu wurde die
Reaktionsldsung auf -20 °C gekiihlt und mit 0.32 g (0.52 mmol) Oxone® in 1.5 mL
kaltem, destilliertem Wasser versetzt. Nach erfolgter Zugabe wurde das Kuihlbad
entfernt und flr zehn Minuten gerlhrt. Die Reaktion wurde dann sofort zweimal mit
Ethylacetat extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel abkondensiert. Reinigung: Saulenfiltration
(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) und praparative RP-HPLC (Acetonitril/Wasser
4:5 viv).

Ausbeute: 33 mg (37 pmol, 30%) einer farblosen Watte als Gemisch dreier

Diastereomere

Daten zur Charakterisierung des Diastereomerengemischs 196:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5= 11.34 (s, 6 x 1H, 6 x NH), 7.50-7.44 (m, 12 x 1H,
6 x H-4, 6 x H-6), 7.24 (d, *Jun = 1.3 Hz, 3H, 3 x Th-H-6), 7.21 (d, “J4n = 1.0 Hz, 3H,
3 x Th-H-6), 6.85-6.79 (m, 6 x 1H, 6 x H-1"), 6.46-6.39 (m, 6H, 6 x H-3’), 6.07-6.01
(m, 6 x 1H, 6 x H-2’), 5.56-5.38 (m, 12 x 1H, 6 x H-7a, 6 x H-7b), 5.01-4.96 (m, 6 x
1H, 6 x H-4"), 4.41-4.28 (m, 6 x 2H, 6 x H-5’), 1.63-1.59 (m, 6 x 3H, 6 x Th-CHj3),
1.39 (s, 3 x 9H, 3 x Aryl-tBu-CHs), 1.36 (s, 3 x 9H, 3 x Aryl-tBu-CHs) ppm. *C NMR
(101 MHz, DMSO-dg): 6 = 163.73 (3 x Th-C-4), 163.68 (3 x Th-C-4), 150.72 (3 x Th-
C-2), 150.69 (3 x Th-C-2), 148.31 (d, 2Jcp = 7.3 Hz, 3 x C-2), 148.27 (d, 2Jcp= 7.3
Hz, 3 x C-2), 138.85 (d, *Jcp = 7.3 Hz, 6 x C-3), 135.73 (3 x Th-C-6), 135.68 (3 x Th-
C-6), 135.28 (6 x C-5), 132.86 (3 x C-3"), 132.78 (3 x C-3’), 127.35 (3 x C-2’), 127.32
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(3 x C-2), 125.71 (3 x C-4), 125.68 (3 x C-4), 123.49 (d, *Jcp = 8.8 Hz, 3 x C-1),
123.45 (d, ®Jcp = 8.8 Hz, 3 x C-1), 122.91 (6 x C-6), 109.71 (3 x Th-C-5), 109.61 (3 x
Th-C-5), 89.23 (3 x C-1"), 89.09 (3 x C-1’), 84.17 (d, ®Jcp = 7.3 Hz, 3 x C-4’), 84.13
(d, *Jcp = 6.6 Hz, 3 x C-4"), 68.99-68.80 (m, 6 x C-5'), 68.33—-68.09 (m, 6 x C-7),
34.50 (3 x Aryl-tBu-C), 34.44 (3 x Aryl-tBu-C), 29.51 (3 x Aryl-tBu-CHs), 29.48 (3 x
Aryl-tBu-CHs), 11.77 (6 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-d¢): & = -8.59,
-8.84 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.: 917.2534 [M+Na"], gef.: 917.2558. UV (HPLC):
Amax [NM]: 260. R-Wert = 0.38 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v). Praparative HPLC:
tr = 32.0, 28.2, 25.4 min (Acetonitril/\WWasser 4:5 v/v).

Weitere Synthese:

Die Reaktion wurde gemall der Variante Il der AAV 12 durchgefihrt. Es wurden
110 mg 5,5-Bis-(3-tert-butylsaligenylchlorphosphit) 205 (Reinheit 62%, entspricht
68 mg reinem 205 (0.14 mmol)) in 4 mL abs. Acetonitril, 70 mg (0.31 mmol) d4T 2
geldst in 7 mL abs. Acetonitril, 84 pyL (49 pmol) DIPEA und 0.17 mL einer 5.5 M
Lésung von tert-Butylhydroperoxid in n-Nonan (0.94 mmol tert-Butylhydroperoxid)
verwendet. Reaktionszeit: 1 h. Oxidation: 1 h. Reaktionsabbruch: Wasser. Reinigung:
Saulenfiltration (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) und praparative RP-HPLC
(Acetonitril/Wasser 2:3 v/v). Hier konnte eine Trennung aller drei Diastereomere

erzielt werden.

Ausbeute: 9 mg 196-fast, 25 mg 196-middle und 12 mg 196-slow (insgesamt 46 mg
(51 pmol, 37%)) als farblose Watten

Daten zur Charakterisierung von 196-fast:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.36 (s, 2 x 1H, 2 x NH), 7.47 (s, 4 x 1H, 2 x H-4,
2 x H-6), 7.24 (d, *Jupn = 1.3 Hz, 2 x 1H, 2 x Th-H-6), 6.84-6.80 (m, 2 x 1H, 2 x H-1’),
6.43 (ddd, ®Jyn = 6.0 Hz, ®Jyp = 1.8 Hz, “Jyn = 1.5 Hz, 2 x 1H, 2 x H-3’), 6.05-6.01
(m, 2 x 1H, 2 x H-2'), 5.55-5.39 (m, 4 x 1H, 2 x H-7a, 2 x H-7b), 5.03—4.95 (m, 2 x
1H, 2 x H-4’), 4.40-4.28 (m, 2 x 2H, 2 x H-5), 1.61 (d, “J41 = 1.0 Hz, 2 x 3H, 2 x Th-
CHs), 1.36 (s, 2 x 9H, 2 x Aryl-tBu-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-de): & =
163.73 (2 x Th-C-4), 150.72 (2 x Th-C-2), 148.31 (d, 2Jcp = 7.3 Hz, 2 x C-2), 138.84
(d, ®Jcp=6.6 Hz, 2 x C-3), 135.74 (2 x Th-C-6), 135.26 (2 x C-5), 132.86 (2 x C-3),
127.32 (2 x C-2'), 125.68 (2 x C-4), 123.45 (d, *Jcp = 8.8 Hz, 2 x C-1), 122.91 (2 x C-
6), 109.70 (2 x Th-C-5), 89.09 (2 x C-1°), 84.12 (d, *Jcp = 8.1 Hz, 2 x C-4’), 68.95 (d,
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2Jop = 6.6 Hz, 2 x C-5), 68.21 (d, 2Jcp = 5.1 Hz, 2 x C-7), 34.44 (2 x Aryl-tBu-C),
29.48 (2 x Aryl-tBu-CHs), 11.76 (2 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-ds):
0 = -8.83 ppm. Analytische HPLC: tr = 16.5 min (Methode ). Praparative HPLC: tgr =
45.4 min (Acetonitril/Wasser 2:3 v/v).

Daten zur Charakterisierung von 196-middle:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 11.37-11.32 (m, 2 x 1H, 2 x NH), 7.50-7.44 (m, 4
x 1H, 2 x H-4, 2 x H-6), 7.24 (d, “Jqn = 1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.21 (d, *Jun = 1.3
Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 6.84—6.80 (m, 2 x 1H, 2 x H-1"), 6.43 (ddd, *J4 = 5.8 Hz, Iy n =
1.8 Hz, *Jun = 1.5 Hz, 1H, 1 x H-3'), 6.42 (ddd, *J4n = 5.8 Hz, 2Jun = 1.8 Hz, *Jup =
1.5 Hz, 1H, 1 x H-3’), 6.07-6.02 (m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.55-5.39 (m, 4 x 1H, 2 x H-7a,
2 x H-7b), 5.01-4.96 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.40-4.28 (m, 2 x 2H, 2 x H-5'), 1.61 (d,
*Jun = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CH3), 1.60 (d, *Jun = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CH3), 1.39 (s, 9H,
1 x Aryl-tBu-CH3), 1.36 (s, 9H, 1 x Aryl-tBu-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-
ds): 6= 163.70 (1 x Th-C-4), 163.66 (1 x Th-C-4), 150.70 (1 x Th-C-2), 150.68 (1 x
Th-C-2), 148.29 (d, 2Jcp= 8.1 Hz, 1 x C-2), 148.25 (d, 2Jcp= 7.3 Hz, 1 x C-2), 138.84
(d, 3Jcp=6.5Hz, 2 x C-3), 135.71 (1 x Th-C-6), 135.66 (1 x Th-C-6), 135.27 (2 x C-
5), 132.83 (1 x C-3’), 132.76 (1 x C-3’), 127.34 (1 x C-2’), 127.31 (1 x C-2’), 125.69 (1
x C-4), 125.65 (1 x C-4), 123.46 (d, *Jcp= 8.8 Hz, 1 x C-1), 123.43 (d, ®Jcp = 8.8 Hz,
1 x C-1), 122.89 (2 x C-6), 109.69 (1 x Th-C-5), 109.60 (1 x Th-C-5), 89.23 (1 x C-1),
89.09 (1 x C-1°), 84.16 (d, *Jcp= 7.3 Hz, 1 x C-4’), 84.11 (d, *Jcp = 8.1 Hz, 1 x C-4),
68.94 (d, 2Jcp=6.6 Hz, 1 x C-5'), 68.84 (d, 2Jcp= 5.9 Hz, 1 x C-5"), 68.24 (d, 2Jcp =
6.6 Hz, 1 x C-7), 68.21 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, 1 x C-7), 34.48 (1 x Aryl-tBu-C), 34.42 (1 x
Aryl-tBu-C), 29.50 (1 x Aryl-tBu-CHs), 29.47 (1 x Aryl-tBu-CHs), 11.75 (1 x Th-CH3),
11.73 (1 x Th-CH3) ppm. *P NMR (162 MHz, DMSO-ds): & = -8.59, -8.84 ppm.
Analytische HPLC: tr = 16.7 min (Methode I). Praparative HPLC: tr = 51.1 min
(Acetonitril/Wasser 2:3 v/v).

Daten zur Charakterisierung von 196-slow:

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6= 11.33 (s, 2 x 1H, 2 x NH), 7.49-7.46 (m, 2 x 1H, 2
X H-4), 7.46-7.44 (m, 2 x 1H, 2 x H-6), 7.21 (d, *Jun = 1.3 Hz, 2 x 1H, 2 x Th-H-6),
6.83-6.79 (m, 2 x 1H, 2 x H-1"), 6.42 (ddd, *J = 5.8 Hz, *Jyp = 1.8 Hz, Iy = 1.5
Hz, 2 x 1H, 2 x H-3’), 6.07-6.03 (m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.55-5.38 (m, 4 x 1H, 2 x H-7a,
2 x H-7b), 5.01-4.96 (m, 2 x 1H, 2 x H-4’), 4.41-4.29 (m, 2 x 2H, 2 x H-5'), 1.60 (d,
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*Jun = 1.0 Hz, 2 x 3H, 2 x Th-CH3), 1.39 (s, 2 x 9H, 2 x Aryl-tBu-CHs) ppm. *C NMR
(101 MHz, DMSO-dg): 6= 163.68 (2 x Th-C-4), 150.69 (2 x Th-C-2), 148.25 (d, 2Jcp =
8.1 Hz, 2 x C-2), 138.85 (d, ®Jcp = 6.6 Hz, 2 x C-3), 135.67 (2 x Th-C-6), 135.29 (2 x
C-5), 132.78 (2 x C-3'), 127.35 (2 x C-2’), 125.67 (2 x C-4), 123.43 (d, ®Jcp = 8.8 Hz,
2 x C-1), 122.89 (2 x C-6), 109.61 (2 x Th-C-5), 89.23 (2 x C-1’), 84.17 (d, *Jcp=7.3
Hz, 2 x C-4"), 68.85 (d, 2Jcp = 5.9 Hz, 2 x C-5"), 68.25 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, 2 x C-7),
34.49 (2 x Aryl-tBu-C), 29.51 (2 x Aryl-tBu-CHs), 11.76 (2 x Th-CHs) ppm. *'P NMR
(162 MHz, DMSO-dg): 6 = -8.59 ppm. Analytische HPLC: tg = 17.0 min (Methode ).
Praparative HPLC: tgr = 59.8 min (Acetonitril/Wasser 2:3 v/v).

9.2.21. Synthese der Referenzverbindung 206

Synthese von Di-tert-butylsilyl-4-bromsalicylalkohol 210

Die Reaktion wurde gemaly der AAV 5 durchgefihrt. Es wurden 3.06 g (15.1 mmol)
4-Bromsalicylalkohol 43 in 100 mL abs. Dichlormethan, 5.3 mL (66 mmol) abs.
Pyridin und 6.4 mL (20 mmol) Di-tert-butylsilyl-bis-(trifluormethansulfonat) eingesetzt.
Die dunnschichtchromatografische Kontrolle (Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v)
zeigte nach 2.5 Stunden einen kompletten Umsatz des Edukts 43. Die Reinigung

erfolgte mittels Saulenfiltration (Petrolethersq7o/Dichlormethan 5:1 v/v).
Ausbeute: 4.15 g (12.1 mmol, 81%) eines farblosen Feststoffs

'"H NMR (400 MHz, CDCls): § = 7.26 (dd, 3J4n = 8.6 Hz, s 7

“Jun = 2.5 Hz, 1H, H-5), 7.07 (d, *Jun = 2.5 Hz, 1H, H-3), Br\ﬁ‘@??%
6.80 (d, %Jun = 8.6 Hz, 1H, H-6), 4.95 (s, 2H, H-7), 1.03 (s, 7 d%
18H, Si-tBu-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): & =

153.53 (C-1), 131.61 (C-5), 128.89 (C-3), 121.16 (C-6), 112.73 (C-4), 64.99 (C-7),
27.01 (Si-tBu-CHs), 21.53 (Si-tBu-C) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 342.1 [M], gef.:
342.1.IR: v [cm™"] = 2966, 2935, 2854, 1483, 1470, 1258, 1077, 902, 827, 813, 656.
Smp.: 6162 °C. UV (Methanol): Amax [nm]: 283, 229, 207. R-Wert = 0.50 (Petrol-

ethersozo/Dichlormethan 5:1 v/v).
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Synthese von 4,7-O-Di-tert-butylsilyl-3,3’-bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-
diol-4’,7’-O-isopropylidenacetal 212

Die Reaktion wurde gemaly der AAV 8 durchgefuhrt. Allerdings wurden 1.28 g
(5.27 mmol) 4-Bromsalicylalkoholisopropylidenacetal 44 und 1.81 g (5.27 mmol)
Di-tert-butylsilyl-4-bromsalicylalkohol 210 als aquimolares Gemisch in 25 mL abs.
THF eingesetzt. Aulterdem wurden 6.6 mL (11 mmol) 1.6 M n-Butyllithium-Ldsung
und 4.15 g (11.8 mmol) Eisen(lll)-acetylacetonat in 10 mL abs. THF verwendet.
Reaktionszeit: 60 h. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenchromatografie (Dichlor-

methan).

Ausbeute: Es wurden 701 mg (1.64 mmol, 31%; farbloser Feststoff) des
gewunschten Heterokupplungsprodukts 212 sowie die beiden Homokupplungs-
produkte 211 (642 mg (1.22 mmol, 46%); farbloser Feststoff) und 197 (267 mg
(0.818 mmol, 31%); farbloser Feststoff) isoliert.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 5= 7.38-7.30 (m, 2H,
H-6, H-6"), 7.15-7.12 (m, 1H, H-2), 7.09 (d, *Jun
= 2.2 Hz, 1H, H-2), 6.96 (d, ®Jyn = 8.2 Hz, 1H, H-
5), 6.86 (d, *Jun = 8.5 Hz, 1H, H-5"), 5.05 (s, 2H,
H-7), 4.89 (s, 2H, H-7"), 1.57 (s, 6H, Acetal-CHs),
1.06 (s, 18H, Si-tBu-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz, CDCls): 5= 153.58 (C-4), 150.51
(C-4’), 133.46 (C-1'), 133.29 (C-1), 127.06 (C-3), 127.02 (C-6), 126.62 (C-6'), 124.36
(C-2), 122.90 (C-2’), 119.69 (C-3’), 119.65 (C-5), 117.49 (C-5"), 99.78 (Acetal-C),
65.74 (C-7), 61.18 (C-7’), 27.11 (Si-tBu-CHs), 24.92 (Acetal-CHs), 21.59 (Si-tBu-C)
ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 426.2 [M], gef.: 426.4. IR: v [cm"] = 2951, 2933, 2855,
1485, 1274, 1257, 1239, 1118, 1083, 901, 815, 788, 655, 434. Smp.: 123 °C. UV
(Methanol): Amax [nm]: 265, 207. R-Wert = 0.54 (Dichlormethan).

Analytische Daten von Bis-di-tert-butylsilyl-3,3’-bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diol
211:

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & = 7.34 (dd,
*Jun = 8.2 Hz, “Jup = 2.2 Hz, 2H, H-6), 7.10
(d, *Jun = 2.2 Hz, 2H, H-2), 6.95 (d, 2Jpp =
8.2 Hz, 2H, H-5), 5.05 (s, 4H, H-7), 1.06 (s,
36H, Si-tBu-CHs) ppm. >C NMR (101 MHz,
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CDCly): § = 153.54 (C-4), 133.46 (C-1), 127.03 (C-6), 124.37 (C-2), 119.62 (C-5),
65.76 (C-7), 27.11 (Si-tBu-CHs), 21.58 (Si-tBu-C) ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 526.3
[M], gef.: 526.4. IR: ¥ [cm™"] = 2960, 2932, 2858, 1485, 1468, 1254, 1124, 1035, 904,
824, 779, 653. Smp.: 165 °C. UV (Methanol): Amax [NM]: 270, 208. Re-Wert = 0.77

(Dichlormethan).
Die analytischen Daten von 197 entsprachen den oben (S. 253) angegebenen.

Synthese von  3,3'-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diol 200 durch
Entschitzung von 211

Die Reaktion wurde gemal® der Variante Il der AAV 10 durchgefuhrt. Es wurden
610 mg (1.15 mmol) Bis-di-tert-butylsilyl-3,3’-bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diol
211, 50 mL THF und 1.1 mL (6.5 mmol) Triethylamin-Trihydrofluorid eingesetzt.
Reaktionszeit: 20 Minuten. In Abweichung zur AAV 10 wurde Ethylacetat zur
Extraktion verwendet. Die Reinigung erfolgte mittels Saulenfiltration (Dichlormethan/
Methanol 9:1 v/v).

Ausbeute: 250 mg (1.01 mmol, 88%) eines leicht gelben Feststoffs

Die analytischen Daten entsprachen den oben (S. 254) angegebenen.

Synthese von 3,3-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diol-4’,7’-O-isopropyliden-
acetal 209

Die Reaktion wurde gemal} der Variante Il der AAV 10 durchgefuhrt. Es wurden
0.35 g (0.82 mmol) 4,7-O-Di-tert-butylsilyl-3,3’-bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diol-
4’ 7’-O-isopropylidenacetal 212, 20 mL THF und 0.38 mL (2.3 mmol) Triethylamin-
Trihydrofluorid eingesetzt. Reaktionszeit: 10 Minuten. In Abweichung zur AAV 10
wurde Ethylacetat zur Extraktion verwendet. Die Reinigung erfolgte mittels
Saulenfiltration (Dichlormethan/Methanol (0-7%)).

Ausbeute: 226 mg (0.789 mmol, 96%) eines leicht gelben Feststoffs

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & = 9.41 (s, 1H,
Phenol-OH), 7.52 (d, “Jupn = 2.3 Hz, 1H, H-2"), 7.35
(dd, 3y = 8.7 Hz, “Jyn = 2.3 Hz, 1H, H-6), 7.27
(dd, 3Jup = 8.1 Hz, “Jyn = 2.3 Hz, 1H, H-6"), 7.26 (d,
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*Jun = 2.3 Hz, 1H, H-2), 6.82 (d, Iy n = 8.4 Hz, 1H, H-5"), 6.81 (d, *Jun = 8.1 Hz, 1H,
H-5), 5.00 (t, *Jun = 5.6 Hz, 1H, Benzyl-OH), 4.87 (s, 2H, H-7), 4.52 (d, *Jy = 5.6
Hz, 2H, H-7), 1.48 (s, 6H, Acetal-CH3) ppm. *C NMR (101 MHz, DMSO-dg): & =
153.40 (C-4), 149.55 (C-4"), 132.86 (C-1’), 130.45 (C-1), 128.87 (C-3), 125.54 (C-6),
125.16 (C-2’), 125.01 (C-6’), 122.40 (C-2), 119.81 (C-3’), 116.75 (C-5'), 114.95 (C-5),
99.29 (Acetal-C), 60.21 (C-7’), 58.26 (C-7), 24.60 (Acetal-CH3) ppm. MS (FAB, m/z):
ber.: 286.1 [M], gef.: 286.1. IR: v [cm™] = 3167, 2953, 2887, 2203, 1750, 1562,
1488, 1376, 1208, 1137, 987, 930, 877, 810, 760. Smp.: 137 °C. UV (Methanol):
Amax [NM]: 265, 206. Ri-Wert = 0.43 (Dichlormethan/Methanol 13:1 v/v).

Synthese von 5-(Isopropylidensaligen-5’-yl)-saligenylchlorphosphit 208

Die Reaktion wurde gemal® der Variante | der AAV 11 durchgefuhrt. Es wurden
188 mg (0.657 mmol) 3,3’-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-4,4’-diol-4’,7’-O-isopropyli-
denacetal 209 in 10 mL abs. Diethylether, 69 uL (0.79 mmol) Phosphor(lll)-chlorid
und 0.10 mL (1.3 mmol (1.9 Aquivalente; Abweichung von der AAV 11)) abs. Pyridin

(Zugabezeitraum: 1.5 h) verwendet.

Ausbeute: 192 mg (0.547 mmol, 83%) eines reinen, farblosen Ols als Gemisch

zweier Enantiomere

'H NMR (400 MHz, CDCl3): § = 7.41 (dd, 3J4 = 8.3
Hz, *Jun = 2.3 Hz, 1H, H-6), 7.32 (dd, Jun = 8.6
Hz, *Jun = 2.0 Hz, 1H, H-6'), 7.14-7.12 (m, 1H, H-
2), 7.12-7.10 (m, 1H, H-2"), 7.02 (d, *J4n = 8.3 Hz,
1H, H-5), 6.88 (d, *J4n = 8.6 Hz, 1H, H-5), 5.53-5.47 (m, 1H, H-7a), 5.12-5.03 (m,
1H, H-7b), 4.90 (s, 2H, H-7’), 1.57 (s, 6H, Acetal-CH3) ppm. 3*'P NMR (162 MHz,
CDCl3): 6=140.4 ppm.

Synthese von 5-(Isopropylidensaligen-5’-yl)-cycloSal-d4T-monophosphat 207

Die Reaktion wurde gemaly der Variante Il der AAV 12 durchgefihrt. Es wurden
129 mg (0.369 mmol) 5-(Isopropylidensaligen-5’-yl)-saligenylchlorphosphit 208 in
3 mL abs. Acetonitril, 101 mg (0.446 mmol) d4T 2 geldst in 14 mL abs. Acetonitril und
0.13 mL (0.75 mmol) DIPEA verwendet. Reaktionszeit: 1 h. Abweichend von der
AAV 12 erfolgte die Oxidation mit Oxone®. Dazu wurde die Reaktionslésung auf

-10 °C gekiihlt und mit 1.1 g (1.8 mmol) Oxone® in 5 mL kaltem, destilliertem Wasser
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versetzt. Nach erfolgter Zugabe wurde das Kihlbad entfernt und flr zehn Minuten
geruhrt. Die Reaktion wurde dann sofort zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit Wasser gewaschen, uber
Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel abkondensiert. Reinigung:
Saulenfiltration (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) und Chromatotron (Dichlormethan/
Methanol (0-5%)).

Ausbeute: 93 mg (0.17 mmol, 45%) einer farblosen Watte als Gemisch zweier

Diastereomere

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & =
11.36 (s, 1H, 1 x NH), 11.35 (s, 1H,
1 x NH), 7.62-7.55 (m, 2 x 1H, 2 x
H-4), 7.54-7.52 (m, 2 x 1H, 2 x H-6),
7.46-7.42 (m, 2 x 1H, 2 x Aryl-H-4),
7.38-7.35 (m, 2 x 1H, 2 x Aryl-H-6"),
7.22 (d, “Jqn = 1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-
6), 7.19 (d, *Jun = 1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.18 (d, *Jun = 8.5 Hz, 1H, 1 x H-3), 7.15
(d, ®Jun = 8.5 Hz, 1H, 1 x H-3), 6.87 (d, *Jun = 8.5 Hz, 2 x 1H, 2 x Aryl-H-3'), 6.83—
6.77 (m, 2 x 1H, 2 x H-1"), 6.43 (ddd, %Jun = 6.0 Hz, *Juy = 1.8 Hz, *Jyn = 1.8 Hz,
1H, 1 x H-3’), 6.37 (ddd, 3Jun = 6.0 Hz, Jun = 1.8 Hz, “Jyn = 1.8 Hz, 1H, 1 x H-3"),
6.05-5.99 (m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.56 (dd, 2J4n = 14.6 Hz, *J4p = 5.3 Hz, 1H, 1 x H-
7a), 5.52 (dd, 2Jyn = 14.6 Hz, ®Jup = 5.3 Hz, 1H, 1 x H-7a), 5.44 (dd, Iy = 14.6 Hz,
*Jup = 10.5 Hz, 2 x 1H, 2 x H-7b), 4.99-4.95 (m, 2 x 1H, 2 x H-4), 4.88 (s, 2 x 2H, 2
X H-7’), 4.42-4.25 (m, 2 x 2H, 2 x H-5"), 1.69 (d, “J4 = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CH3), 1.63
(d, “Jun = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CHs), 1.49 (s, 4 x 3H, 4 x Acetal-CHs) ppm. *C NMR
(101 MHz, DMSO-dg): § = 163.69 (1 x Th-C-4), 163.67 (1 x Th-C-4), 150.69 (1 x Th-
C-2), 150.66 (1 x Th-C-2), 150.58 (2 x Aryl-C-2’), 148.51 (d, 2Jcp = 6.6 Hz, 1 x C-2),
148.48 (d, 2Jcp=7.3 Hz, 1 x C-2), 136.14 (2 x Aryl-C-5’), 135.66 (1 x Th-C-6), 135.65
(1 x Th-C-6), 132.82 (1 x C-3’), 132.75 (1 x C-3’), 130.80 (1 x C-5), 130.78 (1 x C-5),
127.39 (2 x C-4), 127.32 (1 x C-2'), 127.29 (1 x C-2’), 126.19 (2 x Aryl-C-4’), 123.82
(2 x C-6), 123.26 (2 x Aryl-C-6"), 121.50 (d, ®Jcp= 8.8 Hz, 1 x C-1), 121.41 (d, *Jcp =
9.5 Hz, 1 x C-1), 120.00 (2 x Aryl-C-1’), 118.47 (d, Jcp = 8.0 Hz, 2 x C-3), 116.94 (2
x Aryl-C-3’), 109.66 (1 x Th-C-5), 109.64 (1 x Th-C-5), 99.51 (2 x Acetal-C), 89.18 (2
x C-1'), 84.09 (d, %Jcp = 7.3 Hz, 2 x C-4’), 68.45-68.31 (m, 2 x C-5', 2 x C-7), 60.10
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(2 x C-7’), 24.56 (2 x Acetal-CH3), 11.89 (1 x Th-CHs), 11.81 (1 x Th-CHs) ppm. 'P
NMR (162 MHz, DMSO-ds): & = -9.37 ppm. HRMS (ESI*, m/z): ber.. 577.1341
[M+Na™], gef.: 577.1345. UV (HPLC): Amax [nm]: 263. Re-Wert = 0.31 (Dichlormethan/
Methanol 19:1 v/v). Analytische HPLC: tg = 16.9 min (Methode I).

Synthese von 5-(Saligen-5’-yl)-cycloSal-d4T-monophosphat 206

Die Reaktion wurde gemaly der Variante | der AAV 9 durchgefuhrt. Es wurden
35 mg (63 umol) 5-(Isopropylidensaligen-5’-yl)-cycloSal-d4 T-monophosphat 207 in
20 mL Acetonitri/Wasser (7:3 v/v) und finfzehn Tropfen rauchende Salzsaure
eingesetzt. In Abweichung zur AAV 9 wurden die vereinigten organischen Phasen
noch zweimal mit Wasser gewaschen. Der nach der Abkondensation des
Lésungsmittels erhaltene Ruckstand wurde gefriergetrocknet (Acetonitril/\WWasser
1:1 v/v). Das so isolierte Produkt war bereits so rein, dass auf eine Chromatografie

verzichtet werden konnte.

Ausbeute: 28 mg (53 umol, 85%) eines farblosen Feststoffs als Gemisch zweier

Diastereomere im Verhaltnis 1.0:1.0

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & =
11.37 (s, 2 x 1H, 2 x NH), 9.58 (s, 2
x 1H, 2 x Phenol-OH), 7.60-7.47 (m,
6 x 1H, 2 x H-4, 2 x H-6, 2 x Aryl-H-
6’), 7.33 (dd, *Jyn = 8.3 Hz, “Jyp =
1.8 Hz, 2 x 1H, 2 x Aryl-H-4’), 7.22
(d, *Jun = 1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6),
7.19 (d, *Jyn = 1.3 Hz, 1H, 1 x Th-H-6), 7.17 (d, *Jyn = 8.5 Hz, 1H, 1 x H-3), 7.14 (d,
*Jun = 8.5 Hz, 1H, 1 x H-3), 6.84 (d, *Jun = 8.3 Hz, 2 x 1H, 2 x Aryl-H-3’), 6.83-6.77
(m, 2 x 1H, 2 x H-1"), 6.43 (ddd, *Jyn = 6.0 Hz, *Jyn = 1.8 Hz, Iy = 1.8 Hz, 1H, 1 x
H-3'), 6.38 (ddd, *Jyn = 6.0 Hz, *Jqn = 1.8 Hz, “Jun = 1.8 Hz, 1H, 1 x H-3’), 6.05—
5.99 (m, 2 x 1H, 2 x H-2’), 5.58 (dd, 2Jyn = 14.6 Hz, ®Jup = 6.0 Hz, 1H, H-7a), 5.53
(dd, 2Jun = 14.6 Hz, *Jup = 6.0 Hz, 1H, H-7a), 5.45 (dd, 2Jyn = 14.6 Hz, *Jup = 10.5
Hz, 2 x 1H, 2 x H-7b), 5.04 (t, *Jun = 5.5 Hz, 2 x 1H, Benzyl-OH), 4.99-4.94 (m, 2 x
1H, 2 x H-4’), 4.52 (d, ®Jyp = 5.5 Hz, 2 x 2H, 2 x H-7"), 4.38-4.26 (m, 2 x 2H, 2 x H-
5'), 1.69 (d, *Jun = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CHs), 1.63 (d, *Jun = 1.0 Hz, 3H, 1 x Th-CHa)
ppm. °C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 6 = 163.74 (1 x Th-C-4), 163.73 (1 x Th-C-4),
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154.10 (2 x Aryl-C-2), 150.73 (1 x Th-C-2), 150.71 (1 x Th-C-2), 148.21 (d, 2Jcp =
7.3 Hz, 1 x C-2), 148.18 (d, 2Jcp= 7.3 Hz, 1 x C-2), 137.03 (2 x Aryl-C-5'), 135.71 (2
x Th-C-6), 132.88 (1 x C-3’), 132.83 (1 x C-3’), 129.29 (1 x Aryl-C-1"), 129.28 (1 x
Aryl-C-1’), 129.10 (2 x C-5), 127.35 (1 x C-2'), 127.32 (1 x C-2’), 127.13 (1 x C-4),
127.06 (1 x C-4), 125.49 (2 x Aryl-C-4’, 2 x Aryl-C-6’), 123.48 (2 x C-6), 121.42 (d,
%Jcp = 9.5 Hz, 2 x C-1), 118.45 (d, 3Jcp = 9.5 Hz, 2 x C-3), 115.04 (2 x Aryl-C-3"),
109.71 (1 x Th-C-5), 109.69 (1 x Th-C-5), 89.17 (2 x C-1°), 84.14 (d, *Jcp= 7.3 Hz, 1
x C-4’), 84.11 (d, *Jcp = 7.3 Hz, 1 x C-4’), 68.55-68.39 (m, 2 x C-5', 2 x C-7), 58.17
(2 x C-7’), 11.94 (1 x Th-CHs), 11.85 (1 x Th-CH3) ppm. *'P NMR (162 MHz, DMSO-
de): 6=-9.24, -9.29 ppm. HRMS (ESI", m/z): ber.: 537.1033 [M+Na"], gef.: 537.1036.
UV (HPLC): Amax [nm]: 263. R-Wert = 0.13 (Dichlormethan/Methanol 19:1 v/v).
Analytische HPLC: tg = 11.7 min (Methode I).

Synthese von 3,3-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5-dimethyl-4,4’-diol-4’,7’-O-
isopropylidenacetal 213

Da in der dunnschichtchromatografische Kontrolle der bereits oben (S. 255)
beschriebenen Entschitzung von 198 zu 201 deutlich eine anteilige einfache
Entschitzung detektiert werden konnte, wurde hier, im Hinblick auf die Synthese
weiterer potenzieller Referenzverbindungen, versucht, diese einfach geschutzte
Zwischenverbindung 213 gezielt herzustellen.

Dazu wurden 115 mg (0.324 mmol) 3,3’-Bis-(hydroxymethyl)-biphenyl-5,5’-dimethyl-
4,4’ -diol-bis-isopropylidenacetal 198 in 24 mL Acetonitril/Wasser (5:1 v/v) aufge-
nommen und durch vorsichtiges Erwarmen mit dem Heilluftfon gelost. Zu der
warmen Losung wurden zwei Tropfen rauchende Salzsdure gegeben und noch
einmal bis zum Sieden erhitzt. Nach 20 Minuten wurde mit destilliertem Wasser
verdunnt und die wassrige Phase dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden zweimal mit Wasser gewaschen, uber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die Reinigung

erfolgte mittels einer Saulenchromatografie (Dichlormethan/Methanol (0-5%)).

Ausbeute: Es wurden 44 mg (0.14 mmol, 43%) 213 als farbloser Feststoff sowie
23 mg (65 pmol, 20%) 198 und 31 mg (0.12 mmol, 37%) 201 isoliert.
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'H NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 7.50 (s, 1H, Phenol-
OH), 7.24 (d, “Jun = 1.8 Hz, 1H, H-6), 7.17-7.15 (m,
1H, H-6’), 6.99 (d, *J4 = 2.0 Hz, 1H, H-2), 6.92 (d,
*Jun = 1.8 Hz, 1H, H-2)), 4.86 (s, 2H, H-7), 4.85 (s,
2H, H-7’), 2.54 (s, 1H, Benzyl-OH), 2.30 (s, 3H, Aryl-
CHs), 2.22 (s, 3H, Aryl-CH3), 1.57 (s, 6H, Acetal-CHs) ppm. *C NMR (101 MHz,
CDCI3): 6= 153.63 (C-4), 148.57 (C-4’), 132.65 (C-1, C-1’), 129.13 (C-6), 127.60 (C-
6’), 126.56 (C-5’), 125.79 (C-5), 124.26 (C-3), 123.69 (C-2), 120.02 (C-2’), 119.02
(C-3’), 99.69 (Acetal-C), 65.14 (C-7), 61.21 (C-7’), 25.03 (Acetal-CHs), 15.92 (Aryl-
CHa), 15.65 (Aryl-CH3') ppm. MS (FAB, m/z): ber.: 314.2 [M], gef.: 314.2. IR: v [cm™]
= 3358, 2991, 2918, 2858, 1471, 1263, 1230, 1199, 1133, 878, 861. UV (Methanol):
Amax [NM]: 267, 210. R-Wert = 0.60 (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v).

Die analytischen Daten von 198 und 201 entsprachenden den oben (S. 255)

angegebenen.

9.3. Hydrolyseexperimente
Verwendete Puffer und Lésungen

50 mM Phosphatpuffer nach Sérensen:

Es wurden 547 mg Dinatriumhydrogenphosphat und 155 mg Kaliumdihydrogen-
phosphat in 100 mL Wasser (Milli-Q) geldost. Der pH-Wert wurde gegebenenfalls
mittels verdinnter Phosphorsaure oder 1 M Natronlauge auf den bendétigten Wert
(pH = 6.8, pH = 7.3, pH = 7.6) eingestellt.

Interner Standard (AZT-L6sung):
Es wurden 5 mg AZT 1 in 500 uL Wasser (Milli-Q) gelost.

pH-Wert abhéangige chemische Hydrolyse

Die Halbwertszeiten der chemischen Hydrolyse wurden bei pH 7.3 und pH 7.6
ermittelt. Dazu wurde zunachst von jedem cycloSal-Nucleotid eine 50 mM Stamm-
[6sung in DMSO angesetzt. Von dieser Losung wurden 11.4 yL (5.7 pL bei Bis-
(cycloSal-Nucleotiden)) mit 288.6 pL (294.3 pL bei Bis-(cycloSal-Nucleotiden))
Wasser (Milli-Q) versetzt, um so 1.9 mM (0.95 mM) Hydrolysestammldsungen zu

erhalten. Bei sehr lipophilen Verbindungen wurde das Wasser durch DMSO ersetzt.
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Nach Zugabe von 5 L einer AZT-Lésung (als internem Standard) wurden zum Start
der Hydrolyse 300 uL des 50 mM Phosphatpuffers hinzugegeben. Durch kurzes
Durchmischen (Vortex) wurde die Hydrolyse gestartet und die Probe mit Hilfe des
Thermomixers auf 37 °C temperiert. Beim Hydrolysestart und nach variierenden
Zeitraumen wurden Aliquote (je 60 pL) aus dieser Loésung entnommen.
Saureunempfindliche Proben wurden mit zwei Tropfen konzentrierter Essigsaure
versetzt. Alle Proben wurden sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Saure-
empfindliche Proben wurden einzeln aufgetaut und sofort HPLC-analytisch
untersucht. Von jeder Probe wurden 40 pL in die analytische RP-HPLC injiziert (von
stark absorbierenden Verbindungen wurden nur 15-25 L injiziert). Die Hydrolyse-
studien bei pH 7.3 wurden jeweils in Doppelbestimmungen durchgefuhrt. Zur
Auswertung der Kinetiken wurde fur jede Probe der Quotient aus den Peakflachen
des Prodrugs und des internen Standards gebildet und gegen die Hydrolysedauer (in
Stunden) grafisch aufgetragen. Durch die experimentell bestimmten Messpunkte
wurden mit Hilfe eines Tabellenkalkulationsprogramms exponentielle Ausgleichs-
kurven gelegt, so dass sich Werte fur die jeweiligen Geschwindigkeitskonstanten k
der Hydrolyse ergaben. Aus den so erhaltenen Werten fur k konnten gemaf der

Formel

In2

t =
172 Kk

die Hydrolyse-Halbwertszeiten t, errechnet werden, da es sich auf Grund des
grollen Wasseruberschusses um Kinetiken pseudo-erster-Ordnung handelt. Dieser

Verlauf wurde fur alle cycloSal-Nucleotide angenommen.

Hydrolysen in humanem Zellextrakt

Es wurden 15 pL der 50 mM DMSO-Stammiésung des jeweiligen cycloSal-
Nucleotids mit 235 yL DMSO auf eine Konzentration von 3.0 mM verdinnt. Far
diastereomerenreine Verbindungen wurden die Untersuchungen auch mit 6.0 mM
Lésungen (30 pL 50 mM Stammldsung + 220 yL DMSO) durchgefihrt. Im Folgenden
wurden 100 uL Zellextrakt (CEM/0, pH = 6.8) mit 20 pyL einer 70 mM Magnesium-
chlorid versetzt. Die Hydrolyse wurde dann durch Zugabe von 20 uL der jeweiligen
Probenlésung und kurzes Durchmischen (Vortex) gestartet. Fir jeden Messwert
wurde eine separate Losung angesetzt und bei 37 °C im Thermomixer inkubiert.

Nach dem jeweils gewahlten Hydrolysezeitraum wurde die Hydrolyse durch Zugabe
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von 300 uL Methanol (bei saurestabilen Proben essigsaurer Methanol; 1 mL konz.
Essigsaure pro 20 mL Methanol) gestoppt und die Probe fir funf Minuten bei 0 °C
gelagert. AnschlieRend wurde fur zehn Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde filtriert (Einmal-Filter; Schleicher & Schiill Spartan 13/30, 0.2 uM)
und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Proben wurden mittels der analytischen
RP-HPLC untersucht (Injektion: 90 uL). Zur Auswertung wurde fir jede Probe der
Quotient aus der Peakflache des Prodrugs bei der jeweiligen Inkubationszeit und der
Peakflache des Prodrugs zum Start der Hydrolyse gebildet und gegen die
Hydrolysedauer (in Stunden) grafisch aufgetragen. Die Berechnung der
Halbwertszeit erfolgte wie bereits oben (S. 274) fur die chemischen Hydrolysen

beschrieben.

Hydrolysen in humanem Blutplasma
Die Hydrolysen in humanem Blutplasma erfolgten analog derer in humanem
Zellextrakt. Anstelle des Zellextrakts wurde verdinntes Blutserum (5% in 50 mM

Phosphatpuffer (pH 6.8)) verwendet.

Hydrolysen im Kulturmedium
Die Hydrolysen im Kulturmedium erfolgten analog derer in humanem Zellextrakt.
Anstelle des Zellextrakts wurde das Kulturmedium (RPMI-1640 (Firma Gibco,

Produktnummer 21875)) mit 10% hitzedeaktiviertem fotalem Kalberserum verwendet.

31p.NMR-Hydrolysestudien

Es wurden ca. 7 ymol des jeweiligen cycloSal-Nucleotids in 500 yL DMSO-ds gelost
und mit 500 pyL eines 50 mM Imidazol/Salzsaure-Puffers (pH 7.3) versetzt. Die
Proben wurden bei Raumtemperatur gelagert und regelmaRig *'P-NMR-spektros-

kopisch untersucht.
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9.4. Aufnahme der CD-Spektren

Zur Aufnahme der CD-Spektren wurde ca. 1 umol des jeweiligen cycloSal-Nucleotids
in 3 mL Methanol gelost und diese Losung bei Bedarf weiter verdunnt. Fur
unterschiedliche Diastereomere derselben Verbindung wurden immer gleiche

Probenkonzentrationen verwendet.

9.5. Butyrylcholinesterase-Inhibitions-Assay

9.5.1. Eingesetzte Reagenzien

Das fur diesen Assay verwendete humane Blutserum stammte fiur alle
durchgefiihrten Messungen vom selben Einzelspender (Messungen mit humanem
Blutserum aus einem Pool von funf Patienten zeigten vergleichbare Werte). Es wurde
sofort nach Erhalt aliquotiert (je 230 pL) und bei -80°C eingefroren. FUr die

Messungen wurden jeweils nur die gerade bendtigten Mengen frisch aufgetaut.

Die fur diesen Assay bendtigten Losungen konnten urspringlich in einem
Cholinesterase-Inhibitionstest-Kit der Firma Sigma (Produktnummer 420-MC)
kommerziell erworben werden. Dieses Kit ist seit einigen Jahren nicht mehr am Markt

erhaltlich, sodass die verwendeten Losungen selbst hergestellt werden mussten.

Natriumchlorid-Losung (0.15 M + 0.2% Chloroform):
Es wurden 1.75 g Natriumchlorid in 200 mL Wasser (Milli-Q) gelést und 0.4 mL

Chloroform zugegeben.

m-Nitrophenol-Losung in Phosphatpuffer (pH 7.8), 0.75 g/L:
Der 50 mM Phosphatpuffer nach Sorensen (vgl. S. 273) wurde mit 1 M Natronlauge
auf pH 7.8 eingestellt. Es wurden 150 mg m-Nitrophenol in 200 mL dieses Puffers

gelost.

Acetylcholinchlorid-Lésung:
Acetylcholinchlorid wurde von der Firma Sigma (Produktnummer: A2661) bezogen.
Die fUr den Assay verwendete Lésung wurde durch das Lésen von 750 mg

Acetylcholinchlorid in § mL Wasser (Milli-Q) hergestellt.
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Alle Lésungen wurden im Kuhlschrank aufbewahrt und erst kurz vor Gebrauch auf
Raumtemperatur erwarmt. Die Acetylcholinchlorid-Losung wurde unter diesen
Bedingungen maximal zwei Wochen verwendet. Das feste Acetylcholinchlorid wurde

im TiefkUhler gelagert.

Die verwendeten DMSO-L6sungen des jeweiligen cycloSal-Nucleotids wurden durch
Verdunnen der auch fur die HPLC-Analytik verwendeten 50 mM DMSO-Stamm-
I6sung und den daraus resultierenden weniger konzentrierten Losungen nach dem

folgenden Pipettierschema hergestellt:

gewUnsch.te Anteil Stammldsung . result.ie_rende
Konzentration _ (Konzentration) Anteil DMSO Inhlbltor_-
cycloSal-Nucleotid konzentration
12.5 mM 8 pL (50 mM) 24 uL 250 uM
10.0 mM 6 uL (50 mM) 24 uL 200 uM
7.5 mM 8 puL (10 mM) 24 yL 150 uM
5.0 mM 3 pL (50 mM) 27 uL 100 uM
2.5 mM 5 uL (50 mM) 95 uL 50 uM
1.5 mM 30 pL (2.5 mM) 20 L 30 uM
1.0 mM 20 pL (2.5 mM) 30 pL 20 uM
500 uM 10 uL (2.5 mM) 40 uL 10 uM
250 uyM 5 L (2.5 mM) 45 pL 5 uM
50 uM 10 pL (250 pM) 40 pL 1 uM
25 uM 5 uL (250 uM) 45 L 0.5 uM
5uM 1 uL (250 pM) 49 uL 0.1 uM

9.5.2. Durchfihrung und Auswertung

Es wurden 40 uL Natriumchlorid-Losung, 370 pyL m-Nitrophenol-Losung, 40 uL
Acetylcholinchlorid-L6sung, 20 pL einer Losung des jeweiligen cycloSal-Nucleotids in
DMSO sowie 430 uL Wasser (Milli-Q) in eine Quarzkuvette pipettiert. Die
enzymatische Reaktion wurde anschliel3end durch Zugabe von 100 uL des humanen
Blutserums (als BChE-Quelle) und Durchmischen gestartet. Die Klvetten wurden
sofort in das zuvor auf 25 °C temperierte UV-Spektrometer gestellt und die Extinktion
bei 420 nm (Zweistrahlmodus, gegen Wasser als Referenz) in Abstanden von einer
Minute Uber einen Zeitraum von maximal 17 Minuten gemessen. Eine Messung mit

reinem DMSO (taglich neu bestimmt) lieferte als Referenzwerte eine Abnahme der
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Extinktion von etwa 0.19 nach funf Minuten und von etwa 0.36 nach 15 Minuten

Reaktionszeit.

Stellte die getestete Substanz einen Cholinesterase-Inhibitor dar, so wurde zur
Auswertung die Abnahme der Extinktion bei der jeweiligen Inhibitorkonzentration
nach funf bzw. 15 Minuten ermittelt. Diese Werte wurden grafisch gegen die Inhibitor-
konzentration aufgetragen. Die so erhaltenen Kurven zeigten einen pseudolinearen
Bereich, in dem mit Hilfe eines Tabellenkalkulationsprogrammes eine lineare
Regression erfolgte. Aus den so erhaltenen Regressionsgeraden liel3 sich der
entsprechende ICso-Wert, reprasentiert durch eine Extinktionsabnahme von etwa

0.095 nach funf Minuten bzw. etwa 0.18 nach 15 Minuten, berechnen.

Das Vorgehen zur Berechnung wird im Folgenden beispielhaft an der Bestimmung
des ICso-Werts von 10-fast gezeigt. Im nachfolgenden Diagramm ist der Verlauf der

UV-Verfolgung der enzymatischen Reaktion ohne Inhibitor gezeigt (Referenzwert).

0.92 0.74 0.56

Pd
0,9

o) \
07 \
0,6

0,5
04 -
0,3 -

02
0,1 -

Absorption

0 2 s 6 8 10 12 1 " 18
Zeit [min]

Wie zu erkennen ist, hat die Absorption in der nicht inhibierten Reaktion hier nach
funf Minuten um 0.18 und nach 15 Minuten um 0.36 abgenommen. Die Inhibitor-
Konzentration wuirde also genau dann dem ICso-Wert entsprechen, wenn die
untersuchte Reaktion bei funf Minuten eine Absorptionsabnahme von 0.09 bzw. von
0.18 nach 15 Minuten zeigt, die Reaktion also zu 50% inhibiert wird. Die
experimentell ermittelten Absorptionsabnahmen bei unterschiedlichen Konzen-
trationen von 10-fast sind in der Tabelle auf der nachsten Seite zusammengefasst.
Diese wurden, wie oben fur den Referenzwert gezeigt, aus der fur jede Konzentration

erhaltenen Kurve bestimmt.
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Inhibitorkonzentration [UM] Aaps (5 min)  Aaps (15 min)

50 0.055836 0.063879
30 0.069488 0.08381

10 0.1438 0.211588
5 0.141546 0.245434

Die Werte flur Aaps wurden dann grafisch gegen die Inhibitorkonzentration aufge-

tragen. FUr beide Zeiten ist klar ein pseudolinearer Bereich zu erkennen.

5min  ----e--- 15 min
0,3
0,25 .-
0,2 _

0,15
0,1

AAbs

0,05

Inhibitorkonzentration [uM]

Durch die Messpunkte dieser Bereiche wurden dann lineare Ausgleichsgeraden

gelegt und aus den resultierenden Geradengleichungen die jeweiligen ICso-Werte

berechnet.
5min  -------- 15 min
03
025 <
0,2 e - y = -0,0064x + 0,2769
<§ 0,15 SR

0 5 10 15 20 2 2 %
Inhibitorkonzentration [uM]

Fir y wurde dabei der jeweilige aus der Referenzmessung mit reinem DMSO

bestimmte Wert, der einer Inhibition der enzymatischen Reaktion von 50% entspricht

(y = Aaps(Referenz) - 0.5), eingesetzt.
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Anhang I: Einkristallstrukturdaten der Verbindung (Rp)-63

Formel

M,
Messtemperatur
Wellenlange
Strahlung
Kristallsystem
Raumgruppe
Zellparameter

Volumen

z

Berechnete Dichte
Absorptionskoeffizient

F(000)

KristallgroR3e
Kristallbeschreibung

Theta range

Indices

Zahl der Reflexe, gesamt [® scan mode]
Zahl der Reflexe, unabhangig
Zahl der Reflexe, signifikant [| > 2c (1)]
Absorptionskorrektur

Programm zur Strukturlésung
Verfeinerungsmethode
Programm zur Verfeinerung
Zahl der verfeinerten Parameter
Goodness-of-fit F

Final R indices [l > 2o (1)]

R indices (all data)

Flack Parameter
Restelektronendichte

C22H25N20gP

476.41

153 (2) K

0.71073 A

Mo Ka

monoklin

P2,

a=8.3061 (11) A, a. = 90°
b =15.864 (2) A, p = 110.580 (2)°
c=9.0212 (12) A, y = 90°
1112.8 (3) A3

2

1.422 g/lcm?®

0.176 mm™

500
0.3mmx 0.2 mm x 0.2 mm
farbloser Block

1.2°-27°

h=-10-10, k =-20-20, | =-11->11

13064

4914

3458 [R (int) = 0.112]
keine

SHELXS-97

Full-matrix least-squares on F?
SHELXL-97

304

0.92

R; = 0.053, » R, = 0.0977
R; =0.115, ® R, = 0.1145
-0.29 (112)

0.41und -0.28 e A*
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Atomkoordinaten und isotrope bzw. aquivalente isotrope Auslenkparameter (A?) aller Nicht-H-Atome

(zusatzlich aufgefiihrt, da mit verfeinert: NH (H20, in Wasserstoffbriickenbindung involviert)

Atom X y z Ueg/Uiso*

P1 0.48996 (10) 0.40836 (5) -0.11028 (9) 0.03061 (19)
01 0.9471 (3) 0.26151 (18) 0.7262 (3) 0.0558 (7)
02 0.4923 (3) 0.32896 (13) -0.0010 (2) 0.0290 (5)
03 0.6685 (3) 0.45251 (14) -0.0280 (2) 0.0367 (5)
04 0.4447 (3) 0.37936 (15) -0.2723 (2) 0.0408 (6)
05 0.3681 (2) 0.47646 (14) -0.0828 (2) 0.0330 (5)
06 0.1113 (2) 0.52530 (13) 0.0409 (2) 0.0325 (5)
o7 0.2084 (2) 0.49027 (15) 0.3962 (2) 0.0386 (5)
08 0.7917 (3) 0.46974 (15) 0.5979 (2) 0.0369 (5)
N1 0.3616 (3) 0.55796 (16) 0.2641 (2) 0.0254 (5)
N2 0.5012 (3) 0.47782 (17) 0.4888 (3) 0.0292 (6)
H20 0.4950 0.4434 0.5631 0.020 (8)*
C1 0.7728 (4) 0.35258 (19) 0.1875 (3) 0.0281 (7)
Cc2 0.6073 (4) 0.32056 (17) 0.1559 (3) 0.0248 (6)
C3 0.5546 (4) 0.27734 (19) 0.2660 (3) 0.0268 (6)
C4 0.6812 (4) 0.26839 (19) 0.4162 (3) 0.0308 (7)
C5 0.8483 (4) 0.2994 (2) 0.4525 (3) 0.0328 (7)
C6 0.8935 (4) 0.34195 (19) 0.3390 (4) 0.0317 (7)
C7 0.8127 (4) 0.3984 (2) 0.0578 (4) 0.0342 (7)
C8 0.9750 (5) 0.2902 (2) 0.6140 (4) 0.0443 (9)
C9 0.3730 (4) 0.2403 (2) 0.2246 (4) 0.0290 (7)
C10 0.3487 (5) 0.2024 (3) 0.3716 (4) 0.0547 (11)
Cl1 0.3454 (4) 0.1697 (2) 0.1017 (4) 0.0492 (10)
C12 0.2333 (4) 0.3072 (2) 0.1590 (4) 0.0431 (9)
C13 0.1985 (4) 0.59034 (19) 0.1469 (3) 0.0292 (7)
Cl4 0.2261 (4) 0.6580 (2) 0.0430 (4) 0.0298 (7)
C15 0.1732 (4) 0.6326 (2) -0.1035 (4) 0.0323 (7)
C16 0.0993 (4) 0.5460 (2) -0.1182 (3) 0.0322 (7)
C17 0.1849 (4) 0.4785 (2) -0.1826 (3) 0.0344 (7)
Cc18 0.3466 (4) 0.50750 (19) 0.3834 (3) 0.0294 (7)
C19 0.6655 (4) 0.4965 (2) 0.4901 (3) 0.0284 (7)
C20 0.6701 (4) 0.54834 (19) 0.3593 (3) 0.0265 (7)
cz21 0.5203 (3) 0.5748 (2) 0.2533 (3) 0.0262 (6)
c22 0.8417 (4) 0.5733 (2) 0.3527 (4) 0.0388 (8)




Anhang 1l

Die Kiristallisation erfolgte mittels der Diffusionsmethode. Dazu wurden in einem
Praparateglas 3 mg (6 mmol) (Rp)-63 in 0.5 mL Ethylacetat geldst und dieses in ein
mit 5 mL Petrolethersg7o befllltes Rollrandglas (V = 50 mL) gestellt. Das Rollrandglas
wurde dann fest verschlossen bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach
24 Studen hatten sich farblose Kristalle gebildet.

Das ,Crystal Information File” (*.cif) der Verbindung (Rp)-63 kann kostenfrei unter
Bezugnahme  auf die  CCDC-Nummer 692174 im Internet unter

http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/csd/request/ angefordert werden.



Anhang v

Anhang Il: CD-Spektren diastereomerenreiner cycloSal-d4T-monophosphate

(Angegebene absolute Konfigurationen gemaf der in dieser Arbeit neu erfolgten
Zuordnung (vgl. Tab. 19, S. 121))

CD-Spektren der Verbindung 6

60
w p
Rp (slow)
20 4 . a
T
o s
O,F\’\E)Od4T
=20 4
6
-40 T
S;, (fast)
-60 T T T T T T T T
180 200 220 240 260 280 300 azo 340 360 nm

(verandert nach Referenz 85: Zuordnung der absoluten Konfiguration getauscht)

CD-Spektren der Verbindung 16

*fast*-Diastereomer " *slow"-Diastereomer
6 6!
Rp Sp
30/ 30 @]
S
R-Od4T
8 8 O’ A\
(@)
OMe
O 0
16
%o 250 300 350 oo 250 300 350
Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

(verandert nach Referenz 95: veranderte Zuordnung der absoluten Konfiguration eingefiigt)
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CD-Spektren der Verbindung 11

40
35—-
30—-
25

20 4

154 fast (S,)

104 slow (R,)

Age

-10 4

st F+7—7"—7
200 220 240 260 280 300 320 340

A [nm]

CD-Spektren der Verbindung 180

20 -
15 4
10 1
8 _ —fast (R,)
s slow (S,)
5

- ¥ 777
200 220 240 260 280 300 320 340
A [nm]

(in Acetonitril aufgenommen)

s
R-Od4T
N

o O

11

s
R-Od4T
N

o O
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CD-Spektren der Verbindung 181

20
i o
04 R-Od4T
- -~ fast (R,) oY%
slow (S,)
4 181
(@)
1 D
(@)
-10 T T T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340
A [nm]
(in Acetonitril aufgenommen)
CD-Spektren der Verbindung 41
25
20 —-
1 o/go
104 SN -~ fast (S,)
3 Ao o RoodT
(@)
41
-15 - —

T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340
A [nm]
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CD-Spektren der Verbindung 104

7 e -~ fast (S,)

] slow (R)) ;\(
5

3
%O O,F\’\(—)Od4T

104

Ag

-10

-15

-20

T T T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340
A [nm]

CD-Spektren der Verbindung 108
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104

~fast (S,)
*] slow (R,) o
4 R-OMT
4 \\
O o
04
5 108

— 71
200 220 240 260 280 300 320 340
A [nm]



Anhang VIII

Anhang lll: Ergédnzende HPL-Chromatogramme zur Aufklarung des Hydrolysewegs

von 194

HO
o L)
<« O OH
200 OH

Referenzlauf

Abb. 115
al | 4 Mitte (S.144)

HO
HO. ‘
O 3
P—0d4T
7\
AZT 1 o %

Hydrolyse 206
\ PBS (pH =7.3)
L Inkub.zeit: 1 h

T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Retentionszeit [min]

(Methode | (oben und Mitte ohne AZT 1))



Anhang IX

Gefahrstoffliste

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 symbole R-Satze S-Satze
Aceton Xi, F 11-36-66-67 9-16-26
Acetonitril Xn, F 11-20/21/22-36 16-36/37
Acetophenon Xn 22-36 26
Acetylchlorid F,C 11-14-34 9-16-26-45
Acetylcholinchlorid Xi 36/37/38 26-36/37
Aluminium(lll)-chlorid C 34 28-45-7/8
Benzaldehyd Xn 22 24
Benzophenon Xi, N 36/37/38-50/53 26-36-60-61
Brom T+ C,N 26-35-50 26-45-61-7/9
ortho-Bromphenol Xn, Xi 10-22-36/37/38 16-36/37/39
5-Bromsalicylaldehyd Xi 36/37/38 26-36
tert-Butylhydroperoxid (5.5 M C o0 7-10-20/21/22-34- 14-3/7
in n-Nonan) 53-65-67
n-Butyllithium (1.6 M in F,C,N 11-15-17-34- 16-26-36/37/39-
Hexan) 48/20-51/53-62- 43.11-45-61-62

65-67
2-tert-Butylphenol T 21/22-23-34 26-36/37/39-45
3-tert-Butylsalicylaldehyd Xi 36/37/38 26-36
Chloroform Xn 22-38-40- 36/37
48/20/22

Di-tert-butylsilylditriflat C 34 26-36/37/39
2’-Desoxythymidin - - 22-24/25
Dichlormethan Xn 40 23-24/25-36/37
Diethylether Xn, F+ 12-19-22-66-67 9-16-29-33
2,2-Dimethoxypropan F, Xi 11-36 26
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Gefahren-

Substanz symbole R-Satze S-Satze
DIPEA F,C 11-22-34-52/53 16-26-36/37/39-
45-60
N,N-Dimethylacetamid T 61-20/21 53-45
1,4-Dioxan F, Xn 11-19-36/37-40- 9-16-36/37-46
66
DMAP T 25-27-36/37/38  26-28.2-36/37/39-
45
DMF T 61-20/21-36 53.1-45
Eisen(lll)-acetylacetonat Xn, Xi 22-36 26
Eisen(lIl)-chlorid Xn 22-38-41 26-39
Essigsaure C 10-35 26-36/37/39-45
Essigsaureanhydrid C 10-20/22-34 26-36/37/39-45
Ethylacetat Xi, F 11-36-66-67 16-26-33
Formaldehyd (37%) T 23/24/25-34- 26-36/37/39-45-
39/23/24/25-40- 51
43
para-Formaldehyd C 20/22-34-40-43 26-36/37/39-45
4-Hydroxyacetophenon Xn 22 22-24/25
Imidazol C 22-34 26-36/37/39-45
lod Xn, N 20/21-50 23-25-61
Isobuttersdureanhydrid 34 26-36/37/39-45
Isopropenylacetat F 11 7/9-16
Kalium F,C 14/15-34 8-43-45
Kieselgel - - 22-24/25
Lithiumaluminiumhydrid F 15 24/25-43.12-7/8
Magnesiumchlorid - - 22-24/35
Methanol T, F 11-23/24/25- 7-16-36/37-45
39/23/24/25
3-Methylsalicylsaure Xn, Xi 22-37/38-41 26-36/39
Natrium F,C 14/15-34 8-43.12-45
Natriumcarbonat Xi 36 22-26
Natronlauge (1 M) C 34 26-37/39-45
m-Nitrophenol Xn, Xi 22-38-41 26-36/37
Oxone® o,C 8-34 26-36/37/39-45



Anhang XI
Substanz (i?/frigﬁg_ R-Satze S-Satze
Petroletherspso F, Xn, N 11-38-48/20- 16-33-36/37-60-
51/53-62-65-67 62
Petroletherso o Xn, F+ 12-65 9-16-29-33-62
Phenylboronsaure Xn 22 22-24/25
Phosphor(lll)-chlorid T+, C 14-26/28-29-35- 26-36/37/39-45-
48/20 7/8
Pyridin Xn, F 11-20/21/22 26/28
Salzsaure C 34-37 26-36/37/39-45
Schwefelsaure C 35 26-30-45
TBAF (1 M in THF) F,C 11-19-34 16-26-36/37/39-
45
TBDMS-CI F,C 11-35-37 16-26-36/37/39-
45
TBDPS-CI C 14-34-37 26-36/37/39-45
THF Xi, F 11-19-36/37 16-29-33
TIPDS-CI C 34 26-27-28-
36/37/39-45
Toluol Xn, F 11-20 16-25-29-33
para-Toluolsulfonsdure Xi 36/37/38 26
Triethylamin F,C 11-20/21/22-35 3-16-26-29-
36/37/39-45
Triethylamin-Trihydrofluorid T+ C 26/27/28-35 7/9-26-36/37/39-
45
Wasserstoffperoxid (30%) C 34 28.1-36/39-45
Zirkonium(IV)-chlorid C 14-22-34 8-26-36/37/39-45
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