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Einleitung 1

1 Einleitung

Vor 18 Jahren wurde der HI-Virus (Human Immunodeficiency Virus), der die Immun-
schwachekrankheit AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrom) auslost!" ;| entdeckt
und isoliert?3!,

Trotz erster Erfolge im Bereich der Chemotherapie musste die Wissenschaft in den
vergangenen Jahren erkennen, daly HIV ein hochvariabler Virus ist. Er bildet zwei
grol’e Familien, HIV-1 (Vorkommen vor allem in Nordamerika, Europa und Nordafri-
ka) und HIV-2 (wird meist in Asien gefunden), die ihrerseits weiter in Subtypen zer-
fallen. Genetisch unterscheiden sich die einzelnen Typen um etwa 30 % in ihren Er-
binformationen!®. Deshalb ist es bis heute nicht gelungen, einen Impfstoff zu entwik-
keln, der vor einer Infektion mit allen Typen schitzen kann. Zudem wird dies durch
die standigen Veranderungen (Mutationen) des HI-Virus nahezu unmdglich. Auch die
ersten antiviralen Medikamente unterliegen diesen variablen Bedingungen und ver-
lieren erwartungsgemal® nach einer gewissen Zeit ihre Wirksamkeit. Die Tabelle 1

gibt eine Ubersicht tiber Praparate zur HIV-Therapie! auf Nucleosid-Basis.

Tabelle 1:  Ubersicht liber Praparate zur HIV-Therapie auf Nucleosid-Basis
(Stand: Sommer 2001)

Handelsname Wirkstoff Hersteller
Retrovir® 2',3'-Didesoxy-3'-azidothymidin (AZT) 1 Glaxo Smith Kline
Videx® 2',3'-Didesoxyinosin (ddl) 2 Bristol-Myers Squibb
Hivid® 2',3'-Didesoxycytidin (ddC) 3 Hoffmann-La Roche

Zerit® 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin (d4T) 4 Bristol-Myers Squibb
Ziagen® Abacavir (ABC) 5 Glaxo Smith Kline

Epivir® L-2',3'-Didesoxy-3'-thiacytidin (3TC) 6 Glaxo Smith Kline

HIV gehort zur Familie der Retroviren, d. h. die genetische Information des Virus liegt

in Form von RNA vor, die dann mit Hilfe des ebenfalls im Viruspartikel enthaltenen



Einleitung 2

Enzyms Reverse Transkriptase (RT) in komplementare DNA transkribiert wird.

Abb. 1 zeigt den typischen Replikationszyklus eines Retrovirus!®.

Knospung
und Freisetzung

= @

Abb. 1:  Retroviraler Replikationszyklus!®

HIV befallt in der Regel CD4-positive Zellen, also Zellen, welche den Oberflachen-
rezeptor CD4 tragen (z. B. die T-Helferzellen des Immunsystems). In einem ersten
Schritt bindet der Virus Uber den aufleren Teil seines Glycoproteinkomplexes an

CD4, woraufhin die Virushille mit der Zellmembran verschmilzt. Das freiwerdende
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RNA-Genom des Virus (in Abb. 1 mit dem typischen Poly-A-Tail dargestellt) wird
durch die RT in doppelstrangige komplementare DNA transkribiert. Nach Eindringen
des Transkripts in den Zellkern wird dieses mit Hilfe der viralen Integrase (IN) in das
Genom der Wirtszelle integriert. Es folgt die Transkription der proviralen DNA durch
die RNA-Polymerase Il der Wirtszelle, die zunachst zur Bildung mehrfach gespleildter
MRNA fihrt (Schritt 1 in Abb. 1). Die Translation dieser mRNA liefert die regulatori-
schen Proteine Tat, Rev, Nef und Tev, deren Import in den Zellkern eine Amplifikati-
on der Transkription und die Bildung ungespleil3ter und einfach gesplei3ter mRNA
bewirkt (Schritt 2 in Abb. 1). Die Translation dieser mRNA-Strange im Cytosol fuhrt
nunmehr zur Bildung der viralen Strukturproteine, welche sich an der Cytoplasma-
membran mit den als Virusgenom dienenden mRNA zusammenlagern. Auf diese
Weise kommt es zur Knospung und Freisetzung noch unreifer Viruspartikel von der
Zelloberflache. Die Reifung zu infektiosen Partikeln erfolgt anschliefend durch die
Spaltung der Gag- und Gag/Pol-Vorlduferproteine durch die virale Proteasel®. Da die
RT des HI-Virus verhaltnismaRig fehlerhaft arbeitet (ca. 1 Fehler auf 2000 Nucleoti-
de), zeigt HIV eine stark erhdhte Mutationsrate, welche die Therapie zusatzlich er-
schwert!”,

Zur Bekampfung des HI-Virus erscheint es am aussichtsreichsten, in den Replika-
tionszyklus einzugreifen, da hier die meisten Angriffspunkte liegen. Der retrovirale

Replikationszyklus legt sechs Ansatzpunkte zur HIV-Therapie nahe!®:

Eine Blockade des Glycoproteins gp120 der Virushulle soll die Bindung von HIV

an den CD4-Rezeptor unterbinden.
e Die Inhibierung der RT soll die Bildung von DNA aus der viralen RNA verhindern.

e Eine Hybridisierung der mRNA mit Antisense-Oligonucleotiden soll die Translati-

on unterbinden.

e Die Bildung von Tripel-Helices kann eine Transkription der DNA in virale mRNA

verhindern.
e Protease-Inhibitoren sollen die Proteinsynthese hemmen.

e Eine weitere Moglichkeit stellt die Kombinationstherapie mit gleichzeitiger Appli-

kation von RT-Inhibitoren und Protease-Inhibitoren dar.
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Von den genannten Angriffspunkten ist vor allem der der Reversen Transkription von
besonderen Interesse, weil dieser Vorgang flr Retroviren charakteristisch, aber
gleichzeitig fur die Wirtszelle bedeutungslos ist. Hemmstoffe der RT waren die ersten
AIDS-Medikamente und sind bis heute am weitesten in der Entwicklung fortgeschrit-
ten. Die in Tabelle 1 (S. 1) vorgestellten Praparate sind allesamt RT-Inhibitoren.
Abb. 2 gibt die Strukturformeln dieser Wirkstoffe zusammen mit ihren nattrlichen

Stammverbindungen wieder.
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Abb. 2: Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (1-6) und ihre naturlichen Stamm-

verbindungen (7-9)
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Bei den RT-Inhibitoren handelt es sich in der Regel um Nucleosid-Analoga. So leiten
sich beispielsweise 2'3'-Didesoxy-3'-azidothymidin (AZT) 1 sowie 2'3'-Didesoxy-
2',3'-didehydrothymidin (d4T) 4 vom naturlichen 2'-Desoxythymidin (dT) 7 ab, 2',3'-
Didesoxyinosin (ddl) 2 ist ein Analogon des 2'-Desoxyinosins (dl) 8, 2'3'-
Didesoxycytidin (ddC) 3 hingegen ein Analogon des 2'-Desoxycytidins (dC) 9. Aba-
cavir (ABC) 5 stellt ein Basen-modifiziertes carbocyclisches Purin-Nucleosid dar,
L-2',3'-Didesoxy-3'-thiacytidin (3TC) 6 ein Glycon-modifiziertes L-Cytidin. Allen RT-
inhibierenden Nucleosid-Analoga ist gemein, dal® sie keine 3'-Hydroxygruppe besit-
zen. Werden sie also in einen entstehenden DNA-Strang eingebaut, so kann keine
weitere Elongation in 3'-Richtung erfolgen, so daf die reverse Transkription an dieser
Stelle abbricht. Im Gegensatz zur Reversen Transkriptase besitzen die kdrpereige-
nen DNA-Polymerasen ein "Proof-reading"-System (verwirklicht unter anderem durch
die 3'->5'-Exonucleaseaktivitat der 5- und e-DNA-Polymerasen), welches die in den
DNA-Strang eingebauten Nucleosid-Analoga erkennt und eliminiert. Der Replikati-
onszyklus der Wirtszelle sollte somit durch die Applikation der beschriebenen RT-
Inhibitoren nicht negativ tangiert werden. Es handelt sich also um selektive antiretro-
virale Wirkstoffe.

Andere Virusarten tragen ihre Erbinformation nicht in Form von RNA, sondern in
Form von DNA (DNA-Viren). Dies trifft fur den Herpes-Simplex-Virus (HSV), den
Epstein-Barr-Virus (EBV), den Hepatitis-B-Virus (HBV) sowie den Varizella-Zoster-
Virus (VZV) und den Cytomegalie-Virus (CMV) zu, die allesamt zur Familie der Her-
pes-Viren gehoren. Da die virale DNA-Polymerase der Herpes-Viren eine zentrale
Funktion im Replikationszyklus besitzt, stellt sie einen vielversprechenden Angriffs-
punkt in der antiviralen Herpes-Therapie dar. Zur Inhibition dieses Schlissel-Enzyms
werden vor allem acyclische Nucleosid-Analoga wie Acyclovir (ACV) 10, Penciclovir
(PCV) 11 und Ganciclovir (GCV) 12 eingesetzt (Abb. 3).

@) O @)

‘NjmeH N~""NH ﬂ:EkNH
<N|/* ‘Ki\ll/)\ <N|/*

N""NH,  HO

~_ 0 N° 'NH, HO oR N~ NH,
HO
OH OH
Acyclovir (ACV) 10 Penciclovir (PCV) 11 Ganciclovir (GCV) 12

Abb. 3: Antiviral aktive acyclische Nucleosid-Analoga
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Ein neuartiges Herpes-Therapeutikum stellt das cyclische Nucleosid-Analogon
(E)-5-(2-Bromvinyl)-2'-desoxyuridin (BVDU) 13 dar. Die Synthese der modifizierten
Nucleobase (E)-5-(2-Bromvinyl)-uracil (BVU) 14" sowie des entsprechenden
Desoxyribonucleosids BVDU 13 gelang erstmals in den 1970er Jahren und folgte
unmittelbar auf die von Fissekis et al. berichtete Darstellung von 5-Vinyluracill'®

(Abb. 4).

___Br
HO Py |
O

OH

(E)-5-(2-Bromvinyl)-2'-desoxyuridin  (E)-5-(2-Bromvinyl)-uracil
(BvDU) 13 (BvU) 14
Abb. 4: Das neuartige Herpes-Therapeutikum BVDU 13 und seine modifizierte
Nucleobase BVU 14

Nach der Entdeckung der guten antiviralen Eigenschaften von BVDU 13 im Jahre
1979 durch De Clercq et al.'"! erfolgten weitere Untersuchungen, in deren Verlauf
die Wirksamkeit von 13 gegenuber VZV, CMV sowie gegen HSV-1 nachgewiesen
werden konnte!'*'¥. Als problematisch erwies sich jedoch die in humanem Blut erfol-
gende enzymatische Spaltung von 13 zu BVU 14 und 2'-Desoxyribose!'. Die antivi-
rale Wirkung von 13 beruht zum einen auf der kompetitiven Inhibition der viralen
DNA-Polymerase durch das BVDU-Triphosphat, welches intrazellular durch enzyma-
tische Phosphorylierung von 14 gebildet werden muss. Andererseits kommt es zum
Einbau in die DNA, wonach die Bromvinyl-Funktion unter anderem durch Ausbildung
sogenannter "cross links" mit anderen DNA-Strangen die Ausbildung der nativen
DNA-Struktur stort und so die Funktion der synthetisierten DNA behindert.

Gegenwartig findet BVDU 13 unter dem Handelsnamen Brivudin® medizinische An-
wendung als Virustatikum und Iasst sich beispielsweise bei Herpes-Zoster-Erkran-

kungen deutlich niedriger dosieren als die acyclischen Nucleosid-Analoga 10-12["°.
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2 Kenntnisstand

2.1 Das Prodrug-Konzept

Da Nucleotide stets in der Form ihrer Nucleosid-Triphosphate als aktivierte Vorstufen
in DNA-Strange eingebaut werden, mussen auch die therapeutisch eingesetzten
Nucleosid-Analoga zu Triphosphaten metabolisiert werden!'”!. Dies geschieht in der
Regel durch die zelleigenen Kinasen, welche auch die naturlichen Nucleoside phos-
phorylieren!'®. Im Fall von BVDU 13 sind dariiber hinaus auch virale Kinasen am
Metabolismus beteiligt. Insgesamt miussen drei Phosphorylierungsreaktionen kataly-
siert werden (Abb. 5): d4T 4 beispielsweise wird von der zellularen Thymidin-Kinase
(TK), einem Enzym des "salvage pathways" fur Thymidin, zunachst zum 2'3'-
Didesoxy-2',3'-didehydrothymidylat (d4 TMP) phosphoryliert. Dieses wird nun wieder-
um durch die Thymidylat-Kinase zum 2'3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidin-
diphosphat (d4TDP) umgesetzt. Die Nucleosiddiphosphat-Kinase katalysiert schlief3-
lich die Reaktion von d4TDP zum biologisch aktiven 2'3'-Didesoxy-2',3'-
didehydrothymidintriphosphat (d4TTP).

) (0]

HN)ﬁ/ - HN)‘]/
ymidin-
Kinase (TK) “ )\N
—— G PY
@ =
d4T 4 d4TMP
Thymidylat-
Kinase
(0] (0]
Nucleosid-
HN diphosphat- H/]/,i
O Kinase 9 9 o N
@oP\ F’\ F’ 0o —— @O,g\o,g—o .
© @ © © O <=
d4TTP d4TDP

Abb. 5: Metabolisierung von d4T 4

Aufgrund der Substratspezifitat der beteiligten Kinasen konnen die Phosphorylier-
ungsschritte fir die Nucleosid-Analoga gehemmt sein!'”. Fiir d4T 4 Iasst sich fest-
stellen, dal} insbesondere die erste Phosphorylierung durch die Thymidin-Kinase nur

sehr langsam ablauft, wohingegen die nachfolgenden Reaktionen praktisch keine
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Beeintrachtigung der enzymkinetischen Parameter aufweisen. Somit sollte die di-
rekte Applikation von d4TMP die therapeutische Wirksamkeit der d4T-basierten Me-
dikamente entscheidend verbessern (TK-Bypass, Abb. 6).

-d4TMP
Nucleosid-
Thymidylat- diphosphat-
TK Kinase

Kinase
d4T -------------- » d4TMP ———————» d4TDP ————————>» d4TTP
biologisch
aktiv

Abb. 6: Schematische Darstellung des TK-Bypass-Konzeptes

Allerdings stellen phosphorylierte Nucleosid-Analoga biochemisch hochst problema-
tische Substanzen dar: Zum einen sind sie als geladene Molekule nicht ausreichend
lipophil fur einen passiven Transport durch die selektiv permeable Zellmembran; ein
aktiver Transportmechanismus existiert nicht'®. Darliber hinaus werden derartige
Verbindungen im Blut durch nichtspezifische Phosphatasen schnell dephosphoryliert,
was ihre Verfiigbarkeit im Organismus stark einschrankt®”. Ein Lésungsansatz fiir
das geschilderte Problem besteht in der intrazellularen Freisetzung der Nucleosid-5'-
Monophosphate (Nucleotide) aus Wirkstoff-Vorlaufern, sogenannten "Prodrugs" (hier:

Pro-Nucleotide). An ein Prodrug werden generell drei Anforderungen gestellt:

e Es muss lipophil genug sein, um passiv durch die Zellmembranen und die Blut-
Hirn-Schranke diffundieren zu kdnnen.

e Der Wirkstoff muss durch enzymatische oder hydrolytische Abspaltung einer so-
genannten "Maske" freigesetzt werden.

e Die Maske darf nicht toxisch sein.

In den letzten Jahren wurden einige mégliche Prodrug-Systeme entwickelt’?!!. Man
unterscheidet allgemein zwischen zwei- und dreiteiligen Prodrugs (Abb. 7, S. 9). Im
Fall des zweiteiligen Prodrug-Konzepts liegt der Wirkstoff in einer durch eine Ein-
Komponenten-Maske geschutzten, biologisch inaktiven Form vor. Die Abspaltung der
Maske fuhrt zur Freisetzung des aktiven Wirkstoffes. Beim dreiteiligen Prodrug-
Konzept hingegen wird der Wirkstoff durch eine Zwei-Komponenten-Maske ge-
schitzt. Die Abspaltung eines Teils der Maske fuhrt zur Aktivierung des verbliebenen
Teils der Maske (in Abb. 7, S. 9 durch ein " * " gekennzeichnet), so dal’ die spontane
Freisetzung des biologisch aktiven Wirkstoffes erfolgt.
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Zweiteiliges Prodrug-Konzept:

"Aktivierung"
= | Maske| + | Wirkstoff

Maske Wirkstoff

inaktiv aktiv

Dreiteiliges Prodrug-Konzept:

"Aktivierung"
Maske | Maske Il Wirkstoff
Zwei-Komponenten Maske inaktiv
"spontan” -
Maske I | + | Maske II* Wirkstoff | ——— | Maske II* | + | Wirkstoff
inaktiv aktiv

Abb. 7:  Schema zum zweiteiligen und dreiteiligen Prodrug-Konzept

Im Fall der Pro-Nucleotide muss man berlcksichtigen, dal® zwei Sauerstoffatome
anwesend sind, die unter physiologischen Bedingungen negativ geladen sein kon-
nen. Sie mussen maskiert und in neutrale, lipophile Phosphatester verwandelt wer-
den (Abb. 8).

Q
Og k0
0 S) O R @)o o)
OH OH
B = Nucleobase

Abb. 8: Vom Nucleotid zum Pro-Nucleotid

Notwendigerweise bendtigt man fur ein Nucleotid zwei Masken, die entweder einen
spezifischen Freisetzungsmechanismus oder intrazellular gegen extrazellular diffe-
renzierende Umsetzungsraten des Prodrugs zum Wirkstoff besitzen mussen, um ei-
ne effiziente, intrazellulare Freisetzung des Nucleotids aus dem Prodrug zu gewahr-
leisten. Erste Versuche mit Dialkylphosphatestern (zweiteiliges Prodrug-Konzept)
zeigten, dal® die Abspaltung einer Maske durch nucleophile Reaktion am Phosphor-
zentrum sehr wohl mdglich ist. Die negative Ladung des entstehenden Phosphatdie-
sters verhinderte jedoch eine weitere Hydrolyse, so dal’ es nicht zur Freisetzung des
Wirkstoffes kam??. Neuere dreiteilige Ansétze gehen von Masken aus, bei denen
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eine erste selektive chemische oder enzymatische Reaktion innerhalb der Maske zu
einer zweiten spontanen Reaktion flhrt, die schliellich das biologisch aktive Nucleo-

tid liefert. Als Beispiele fir enzymgesteuerte Systeme seien hier genannt:

Bis-(POM)-Nucleotide [Bis-(Pivaloyloxymethyl)-]i?*"]

e Bis-(POC)-Nucleotide [Bis-(iso-Propyloxycarbonyloxymethyl)-]®!

o Bis-(SDTE)-Nucleotide [Bis-(S-(2-Hydroxyethylsulfidyl)-2-thioethyl)-]**
e Bis-(SATE)-Nucleotide [Bis-(S-Acyl-2-thioethyl)-]**-33!

o Bis-(SGTE)-Nucleotide [Bis-(S-(B-Glucopyranosidyl)-2-thioethyl)-]*

e Phosphoramidat-Nucleoside!***?

Fiur all diese enzymatisch gesteuerten Systeme konnte erfolgreich die intramoleku-
lare Freisetzung von Nucleotiden demonstriert werden. Ein Pro-Nucleotid aus der
Bis-(POC)-Serie hat vor kurzem unter dem Handelsnamen Viread™ die klinische
Zulassung erhalten®®. Doch sind diese Systeme in ihrem Anwendungsbereich auf
solche Zellen beschrankt, die das entsprechende Enzym enthalten. Ein optimaler
und effektiver Wirkstoff sollte aber von solchen Einschrankungen befreit sein, um den
Virus im Organismus schnell und vollstandig zu eliminieren, ohne den Viren die Mdg-
lichkeit zur Resistenzbildung zu geben. C. Meier et al. haben einen neuen, ebenfalls
dreiteiligen Prodrug-Typus entworfen und synthetisiert: die cycloSaligenyl-Nucleosid-
monophosphate (cycloSal-NMP, vgl. Kap. 2.2). Das cycloSal-Konzept verwendet, im
Unterschied zu fast allen anderen Pro-Nucleotid-Systemen, nur eine cyclische Mas-
ke, so dass sich ein das gunstigere Verhaltnis WirkstoffMaske von 1:1 ergibt. Dar-
uber hinaus wird die Abspaltung der Maske ausschlielich durch chemische Hydro-
lyse induziert, so dal3 die Anwendung der cycloSal-Pro-Nucleotide nicht auf Zellen
beschrankt ist, welche die zur Abspaltung der Maske notwendigen Enzyme enthal-
ten.

Auch in der Herpes-Therapie ist eine Applikation von BVDU-Monophosphat
(BVDUMP) in Form eines geeigneten Pro-Nucleotids Uberaus winschenswert, da
beispielsweise fur EBV im Gegensatz zu HSV-1 und VZV keine virale TK existiert,
die eine Metabolisierung von BVDU 13 zu BVDUMP bewirkt*. Fir das BVDUMP
wurden bisher zwei Prodrug-Systeme erprobt, die jedoch beide nicht das ge-

wunschte Nucleosidmonophosphat freisetzten:

e Phenylester von 5',5'-Bis-Nucleotiden*®!
o Trimere 2',5"-Oligonucleotide mit BVDU am 2'-Endel*®!
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Zur Bereitstellung von BVDUMP erscheint daher eine Applikation des cycloSal-Kon-

zepts ebenfalls aussichtsreich.

2.2 Das cycloSal-Konzept

Bei der selektiven Freisetzung der Nucleosidmonophosphate aus den cycloSal-
NMPs ist die Kopplung der zwei Esterhydrolyse-Schritte von entscheidender Bedeu-
tung, da die chemische™’! bzw. oft auch die enzymatische Hydrolyse!® der interme-
diar gebildeten Phosphatdiester extreme Schwierigkeiten bereitet. Durch die Einfuh-
rung der unterschiedlich stabilen Phenyl-#*°% Benzyl-®"! und Alkyl-Phosphatester in
der cycloSal-Grundstruktur gelingt es jedoch, chemisch zwischen den einzelnen
Phosphatester-Bindungen zu diskriminieren und so eine kontrollierte Hydrolyse des
dreiteiligen Prodrug-Systems zu ermdglichen®?. So konnte fiir Bis-Phenyl-***% und
Bis-Benzylphosphattriester’®! gezeigt werden, dass diese selektiv zu Phenyl- bzw.
Benzylphosphatdiestern hydrolysieren.

Allerdings unterscheiden sich die jeweiligen Hydrolysemechanismen. So wird die
Spaltung der Bis-Phenylphosphattriester durch nucleophilen Angriff eines Hydroxid-
Anions auf das Phosphoratom eingeleitet. Spaltung einer der Phenylphosphatester-
Bindungen liefert dann einen Phenylphosphatdiester. Die dabei entstandene nega-
tive Ladung am Phosphoratom verhindert jedoch einen weiteren nucleophilen Angriff,
so daR die weitere Hydrolyse des Phenylphosphatdiesters unterbunden wird®?. Im
Fall der Bis-Benzylphosphattriester wird die Hydrolyse durch einen spontanen Ben-
zyl-C-O-Bindungsbruch eingeleitet. Das dabei entstehende Benzyl-Kation wird dann
durch Wasser abgefangen und liefert Benzylalkohol. Auch hier findet keine Spaltung
der zweiten Benzylphosphatester-Bindung mehr statt. Hier verhindert die durch die
erste Esterspaltung entstandene negative Ladung am Phosphoratom die Fahigkeit
des 5°-Nucleosidphosphat-Fragments, als Austrittsgruppe zu fungieren®".

Weiterhin konnte in Experimenten mit Bis-Phenylphosphattriestern die Abhangigkeit
der Hydrolysestabilitat vom Substitutionsmuster am Aromaten demonstriert werden.
So nimmt die Stabilitat der Bis-Phenylphosphattriester umso mehr ab, je starker

Elektronen-ziehend die Substituenten am Aromaten sind“®®"

. Umgekehrt zeigten
sich die Verhaltnisse fur Bis-Benzylphosphattriester: lhre Stabilitdt nahm umso mehr
ab, je starker die Elektronen-liefernden Eigenschaften der Aryl-Substituenten wa-

ren®",
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Auf diesen Ergebnissen basierend schien es aussichtsreich, eine bifunktionelle Mas-
ke zu entwickeln, die zur Phosphat-Gruppe eines Nucleotids sowohl eine Phenyl- als
auch eine Benzyl-Ester-Bindung ausbildet und die unterschiedlichen Spal-
tungsmechanismen dieser Ester zur selektiven und kontrollierten Freisetzung des
Nucleotids ausnutzt. Die Abbildung 9 zeigt Salicylalkohol 15a (X = H) als idealen Pro-
totypen fur eine solche bifunktionelle Maske, zusammen mit der allgemeinen Grund-

struktur eines cycloSal-Nucleotids.

Q B
,© o) — x— ] ©H
~Z oH
Y

Heterocyclus 15
H, Me, OMe, CI, NO,

B
X

Abb. 9: Allgemeine Struktur der cycloSal-Nucleotide und der Salicylalkohole 15

Die cycloSal-NMPs (Abb. 9) werden synthetisiert, um eine selektive und ausschliel3-
lich pH-gesteuerte, chemische Freisetzung von Nucleosid-Analoga zu realisieren®®.
Der labilste Ester in den cycloSal-NMPs (z.B. cycloSal-d4TMP 16a, X = H, Abb. 10)
ist der Phenylester, da nach seiner Spaltung zum 2-Hydroxybenzylphosphatdiester
17 (Schritt a, Abb. 10) die negative Ladung am Sauerstoff durch den aromatischen

Ring Mesomerie-stabilisiert werden kann.

Aktivierung
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X— I Od4T
= O,l?\—Od4T pH>7
(0] "selektiver
chemischer Schritt"
16
; induzierter "spontane C-O-
Schritt ¢ Schritt b Bindungsspaltung"
i X OH Schritt d - x OH TP
L o +
\F /06 "enzymatisch?" / OH
"P—0d4T
o]
20 15

X = H, Me, OMe, CI, NO,

Abb. 10: Selektive Freisetzung von d4TMP aus cycloSal-d4TMPs 16
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Die alternative Spaltung des Benzylesters in 16, die zum 2-Hydroxymethyl-
phenylphosphatdiester 20 flhrt (Schritt ¢, Abb. 10, S. 12), ist wegen des Phosphatre-
stes (Akzeptor-Substituent) in ortho-Position zum Benzylester unwahrscheinlich, da
Akzeptor-Substituenten am Aromaten die Hydrolyse von Benzylestern stark verlang-
samen". Daher wird im ersten Schritt der Phenylester selektiv gespalten, wodurch
der zur Benzylgruppe ortho-stehende Akzeptor-Substituent (Phosphat) in einen Do-
nor-Substituenten (Hydroxylat) verwandelt wird. Das Ergebnis dieser Umpolung des
ortho-Substituenten der Benzylgruppe ist die Aktivierung zur spontanen Spaltung des
Diesters 17 (Donor-Substituenten am Aromaten ermoglichen eine schnelle Hydrolyse
von Benzylestern®"), um in das Nucleotid d4TMP und, wahrscheinlich tiber ein zwit-
terionisches Intermediat, in das Diol 15 zu zerfallen (Tandem-Reaktion; Schritt b,
Abb. 10, S. 12).

Der Hydrolysemechanismus wurde mittlerweile durch die Verwendung multinuklearer
NMR-Spektroskopie ('H-, *C-, *'P-NMR)®*! und Massenspektrometrie genau aufge-
klart. Auch die chemische Hydrolyse von cycloSal-d4TMP-Derivaten 16 hat die Bil-
dung des Nucleotids und des Salicylalkohols 15" bestatigt. Erfolgreich verliefen
Tests mit den anti-HIV Nucleosiden d4T 4°** fiir den TK-Bypass sowie mit 2',3"-
Didesoxyadenin®®! (ddA 21, Abb.11, S.14) und weiteren Adenosin-Deriva-
tenl®®289 fijr den Adenosin-Desaminase- (ADA-) Bypass. Der Hauptunterschied zu
enzymatisch aktivierten Pro-Nucleotid-Konzepten (vgl. Kap. 2.1) liegt in der Notwen-
digkeit nur eines einzelnen Aktivierungsschritts, um bereits das Nucleotid bereitzu-
stellen. Bei enzymatischer Aktivierung hingegen sind oft Aktivierungsschritte fur bei-
de Esterspaltungen nétig. Aulderdem wird im Gegensatz zu fast allen anderen Pro-
Nucleotid-Systemen nur eine Maskengruppe freigesetzt, was auf das bidente Ver-
halten der cycloSal-Maske zurickzuflhren ist.

Die Effektivitat der cycloSal-Nucleotide wurde bei antiviralen in-vitro Tests de-
monstriert. Bei Hydrolysestudien wurde fur die cycloSal-d4TMPs 16 eine Korrelation
zwischen ihrer Struktur und der biologischen Aktivitat gefunden: Je starker die Elek-
tronendonor-Fahigkeit des Substituenten am Aromaten ist, desto besser ist die antivi-
rale Aktivitat gegen HIV-1 und HIV-2 in CEM/O Zellen. Die 3- und 5-Methyl- genauso
wie 3,5-Dimethyl-cycloSal-d4TMP weisen in Wildtyp-Zellinien sogar eine hohere an-
tivirale Wirksamkeit (0.09 uM) als d4T 4 (0.18 uM) auf®!. Der iiberzeugendste Be-
fund ist die Beibehaltung der biologischen Aktivitdt der meisten Verbindungen in

Thymidin Kinase-defizienten CEM/TK" Zellen. Nur das extrem labile 5-Nitro-cycloSal-
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d4TMP zeigt hierbei einen volligen Verlust der biologischen Aktivitat. Daruber hinaus
wurden Metabolismus-Studien mit Tritium-markierten cycloSal-Nucleotiden durch-
gefiihrt® ", Diese Ergebnisse bestérken die selektive intrazelluldre Freisetzung von
d4TMP und sind ein weiterer Beweis fur die Effizienz des TK-Bypasses.

Das cycloSal-Konzept wurde auch erfolgreich mit dem Nucleosid ddA 21 (Abb. 11)

zur Bereitstellung von ddAMP angewendet.

o)
NH, HN)E/F
N N/) X—I\ (I) HO X_'\ 9
HO = o h~OddA o - o h~OFdU
o) 0 0
OH
21 22 23 24

Abb. 11:  Strukturformeln fir 2',3'-Didesoxyadenin (ddA 21), 5-Fluor-desoxyuridin
(FdU 23), cycloSal-ddAMPs 22 und cycloSal-FdUMPs 24

Die cycloSal-ddAMPs 22 besitzen eine sehr hohe antivirale Aktivitat in CEM/O-Zellen
(0.03 uM, das ist einen Steigerung um das 100-fache verglichen mit ddA 21
(3.17 uM))®%L. Neben der hohen Aktivitit wurde eine Steigerung des Selektivitats-
index um das 15-fache festgestellt. Wieder sind die Ergebnisse ein Beweis fur die
effiziente Bereitstellung des Nucleotids ddAMP. Hervorzuheben ist weiter, dal} die
cycloSal-ddAMP-Triester 22 vollkommen stabil gegen enzymatische Desaminierung
durch die Adenosin-Desaminase (ADA) oder die Adenosin-Monophosphat-
Desaminase (AMPDA) sind™®®.

Neben den Dideoxynucleosiden d4T 4 und ddA 21 wurde das cycloSal-System auch
auf AZT 1 angewendet®. Erstaunlicherweise verloren die entsprechenden cycloSal-
AZTMP-Derivate beinahe die gesamte antivirale Aktivitat in mutierten CEM/TK" Zel-
len, obwohl die in-vitro-Aktivitat in den Wildtyp-CEM-Zellinien identisch mit der vom
Nucleosid AZT 1 war. Anscheinend gibt es eine besondere metabolische Limitierung,
die gegen die Beibehaltung der Aktivitat in TK™-Zellen agiert’®?.

Ein vergleichbarer Verlust der biologischen Aktivitat wurde ebenfalls bei verschie-
denen cycloSal-5-FdUMP-Phosphattriestern®”! 24 (Abb. 11) beobachtet. In diesen
Fallen war sogar die anti-Tumor-Aktivitat der Phosphattriester niedriger als die des
entsprechenden 5-FdUs 23 (Abb. 11).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass das cycloSal-System das erste Bei-

spiel fur ein erfolgreiches Nucleotid-freisetzendes Pronucleotidsystem ist, welches
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nicht enzymatisch gestartet werden muss, sondern durch einfache chemische Hy-
drolyse mittels einer Tandem-Reaktion den Wirkstoff freisetzt. Die Vorteile des cy-
cloSal-Konzepts liegen in der vergleichsweise einfachen synthetischen Verfugbarkeit
und in der befriedigenden Ldslichkeit der Verbindungen im wassrigen Medium.

Unter BerUcksichtigung der potentiellen Toxizitat der abgespaltenen Masken ergibt
sich ein weiterer Vorteil des cycloSal-Konzepts aus dem gunstigen Verhaltnis Wirk-
stoffMaske (1:1), das bei anderen Pronucleotid-Systemen, die eine enzymatische
Aktivierung bendtigen, 1:4 betragt (vgl. Imbach®®, Farquhar'®!, McGuigan!®?).

Die Ursache fur die in Zelltests gemessene Cytotoxizitdt (CCsp) der cycloSal-
Phosphattriester von d4T 4, AZT 1 und ddA 21 ist jedoch noch ungeklart. Betrachtet
man den Hydrolysemechanismus, besonders den zweiten Schritt (Abb. 10, S. 12;
induzierter Schritt b) genauer, so kann als Intermediat das reaktive Chinonmethid 18
nach Abspaltung der cycloSal-Maske von den cycloSal-Phosphattriestern auftreten
(Abb. 12).

mﬁ O ®
= -R~0 = X H,0 X
- X— |Jf\O 0d4T X< <—>x—()\/ —»x—:(;(\ oH
00 0 o© OH
d4TMP
17 18 15
X = H, Me, OMe, CI, NO, ll

Abb. 12: Potentielles Intermediat 18 bei der Hydrolyse von cycloSal-d4TMPs 16

Die Reaktion dieses Intermediates 18 mit Wasser liefert das Salicylalkoholderivat 15,
doch sind neben dem nucleophilen Angriff von Wasser auch Reaktionen mit anderen
in der Zelle vorhandenen Nucleophilen denkbar (z. B. nucleophile Stellen in der DNA,
in Proteinen, in Aminosauren u. a.). Diese Nebenprodukte bzw. deren Metabolite
konnten dann fur toxische Nebenwirkungen verantwortlich sein.

Glazier et al. stellten dhnliche Uberlegungen'®® an. Sie nahmen an, dass die Solvoly-
se der para-Hydroxybenzyl-Derivate 25 Uber das reaktive Chinonmethid-Intermediat
26 verlauft (Abb. 13, S. 16). Dieses liefert nach nucleophilem Angriff durch Wasser
den para-Hydroxybenzylalkohol 27, doch kann es auch mit anderen Nucleophilen

[66]

aus der Zellumgebung reagieren™ und auf diese Weise potentiell toxische Neben-

produkte verursachen.
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O@ i H H H @ H ] OH
2
o3 @ o) o9 OH
25 ) 26 ) 27

Abb. 13: Intermediat 26 bei der Solvolyse von para-Hydroxybenzyl-Derivaten 25

Um diese potentielle Quelle toxischer Nebenreaktionen auszuschlie3en, versuchten
Glazier et al. Benzylderivate zu entwerfen, die statt durch eine nucleophile Abfangre-
aktion (Sn1-Reaktion) durch eine intramolekulare Eliminierungsreaktion (E1-
Reaktion) abgebaut werden. Bei der Hydrolyse von 1-Chlor-1-phenylethan 28 wurde
neben der Bildung von 1-Phenylethanol 29 auch ein kleiner Anteil Styrol 29" (Elimi-
nierungsprodukt) beobachtet®”! (Abb. 14).

Cl HO

=
> +
28 29 29'
99.9 % 0.1 %

Abb. 14: Produktverteilung bei der Hydrolyse von 1-Chlor-1-phenylethan 28

Um bei Freisetzung von Acyclovirmonophosphat aus den Prodrugs 30 (Abb. 15) den
Reaktionsmechanismus in Richtung einer Eliminierung zu verschieben, haben Gla-
zier et al. die Energiebarriere fur eine Protonenabstraktion durch Einfihren der
Methoxycarbonylgruppe als einer Elektronen-ziehenden Gruppe (EWG) in der Nach-
barstellung zum Carbokation gesenkt.

0 R = Me (a), Et (b), Bu (c), tBu (d)
N6 )L
MeO,C o E o COzMe
c'>
L G
30a-d

Abb. 15: Benzyl-substituierte Acyclovirmonophosphat Prodrugs 30
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In einem durch das Enzym Carboxyesterase ausgeldsten Hydrolyse-Experiment!®
mit 30a konnten sie die Bildung von Essigsaure, Methanol, Acyclovirmonophosphat
und des Eliminierungsproduktes para-Hydroxyzimtsaure 32' (Abb. 16) 'H- bzw. *'P-
NMR-spektroskopisch eindeutig nachweisen. Das Enzym Carboxyesterase diente
dabei zur Auslosung der Freisetzung des Nucleotides durch enzymatische Hydrolyse
der mit Essigsaure veresterten para-Hydroxy-Gruppen in 30a. Den Hydrolysemecha-

nismus stellt man sich wie folgt vor'®! (Abb. 16):

MeO O MeO O MeO. O
(”) 9 @ |1
0-P—-OR Co-P-0R 0-P-OR @
OACy  Carboxyesterase N OACY - OACV X
\n/o OA)@ O@
o)
%(_J
=R 30a
HO._ _O MeO.__O MeO.__O MeO._O MeO.__O
H
X X H | | ®
- - X - -
OH OH o) 0 /e
32' B 31 -

Abb. 16: Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Eliminierung!®

Nach Freisetzen der para-Hydroxy-Gruppe in 30a |0st dies die Spaltung des Benzyl-
phosphatesters unter Bildung des Chinonmethid-Intermediates 31 aus. Dieses Inter-
mediat wird durch Resonanz mit dem aromatischen System stabilisiert. Durch die der
Benzylposition benachbarte elektronenziehende Gruppe (Methoxycarbonylgruppe)
ist dann die Geschwindigkeit der Eliminierung eines der Benzylposition benachbarten
Protons sehr viel héher als die Geschwindigkeit eines nucleophilen Angriffs durch
das Losungsmittel oder andere Nucleophile. Aulderdem kann auch die Methoxycar-
bonylgruppe in einer allgemeinen Basenkatalyse diese Eliminierung auslosen.

In in vivo-Experimenten konnten Glazier et al. zeigen, dal} die neu entworfenen Pro-
drugs 30 eine sehr niedrige Toxizitat besitzen. So liegt die maximal tolerierte Dosis

bei Mausen Uber 100 mg/kg Kérpergewicht. Diese Dosis Uberschreitet die Menge an
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Wirkstoff, die in therapeutischen Tests ortlich aufgenommen wird, um mindestens
das 1000-fachel®?.

Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurden zu den Arbeiten von Glazier analoge Unter-
suchungen mit Benzyl-substituierten cycloSal-Nucleotiden durchgefiihrt®®. Abbil-
dung 17 zeigt die zu diesem Zweck erstmalig synthetisierten Benzyl-
funktionalisierten cycloSal-d4TMPs 33a und 34a.

33a 34a

Abb. 17: Benzyl-funktionalisierte cycloSal-d4TMPs 33a-35a

Dabei stellte sich die Frage, ob es durch Anbringen von Substituenten mit Elektro-
nen-ziehenden Gruppen in der Benzylposition (Verbindungen 33a und 34a, Abb. 17)
analog zu Glazier™ et al. gelingt, die nucleophile Abfangreaktion des Chinonmethid-

Intermediats zugunsten einer Eliminierungsreaktion zurickzudrangen (Abb. 18).

R = CO,Et, SO,Me R R
Uber |
O Eliminierung
—————
R © OH
o -d4TMP 63'a, 64'a
l—l) - L. - 1
O "0d4T R R
(0]
33a, 34a = OH
>
0 Uber OH

nucleophilen
Abfang 63a, 64a

 53a,54a
Abb. 18: Denkbare Hydrolyseprodukte Benzyl-funktionalisierter cycloSal-d4TMPs

Zu Vergleichszwecken wurde ebenfalls Verbindung 35a dargestellt, die einen Benzyl-
Substituenten ohne zusatzliche EWG enthalt.

Verglichen mit den Prototypen cycloSal-d4TMP 16a ohne weitere Substituenten in
der Benzyl-Position deuteten Hydrolyseexperimente mit den Verbindungen 33a-35a
einen starken Einflu der Benzyl-Substitution auf das Hydrolyseverhalten an. Dieser

machte sich zum einen in einer deutlichen Verkirzung der Hydrolysehalbwertszeit,
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zum anderen in der Bildung von Konkurrenzprodukten bemerkbar. Es stellte sich
heraus, dass es im ersten Reaktionsschritt nicht mehr ausschlie3lich zur Spaltung
der Phenylphosphatester-Bindung durch einen nucleophilen Angriff auf das Phos-
phor-Atom kam (Weg A, Abb. 19).

R = H, COzEt, SOzMe R
A ot 63'a
— \>Od4T > d4TMP +- 64'a

R o %o 65a
OH 43a-45a
Aof _ .
g ('5 ~0d4T

® 83'a
33a-35a —B> /06 I {84'8 7%»
O—R

S og4T
73a-75a

Abb. 19: Konkurrierende Reaktionen A und B bei der Hydrolyse von 33a-35a

In Konkurrenz dazu muss fur die Benzyl-funktionalisierten Prodrugs 33a-35a die
Spaltung der Benzylphosphatester-Bindung als erster Schritt angenommen werden
(Weg B, Abb. 19). Die dabei gebildeten Phenylphosphatdiester 83'a, 84'a bzw. 85a
(Abb. 20) werden im folgenden auch kurz als "falsche Diester" bezeichnet, da sie
nicht zur Freisetzung von d4TMP fiahren, sondern unter den schwach basischen Hy-
drolysebedingungen (pH 7.3, 37 °C) stabil sind. Hingegen werden die Benzyl-
phosphatdiester 43a-45a (Weg A, Abb. 19) im folgenden auch als "richtige Diester"
bezeichnet, da sie die Freisetzung von d4TMP ermoglichen.

\\ //

‘?

-U\

®)
T
Q
™
—
=
U

O Od4T O Od4T O Od4T
83'a 84'a 85a

Abb. 20: Produkte d4TMP, 63'a, 64'a bzw. 65a und 83'a, 84'a bzw. 85a bei der
Hydrolyse der Prodrugs 33a-35a
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Erste Hinweise auf dieses Hydrolyseverhalten der Benzyl-funktionalisierten Phos-
phattriester 33a-35a konnten aus den entsprechenden HPLC-Chromatogrammen der
Hydrolyseldésungen sowie den UV-Spektren der Hydrolyseprodukte erhalten werden.
So konnte in allen Fallen die Bildung von d4TMP sowie der Abbauprodukte 63'a,
64'a und 65a (Abb. 20, S. 19) als Beleg fur Hydrolyse nach Weg A (Abb. 19, S. 19)
gewonnen werden. Gleichzeitig erschien die Bildung der "falschen Diester" 83'a, 84'a
bzw. 85a (Abb. 20, S. 19) als Erklarung fur die unerwarteten Hydrolyseprodukte und
somit als erster Beleg fur Konkurrenzreaktion B (Abb. 19, S. 19) plausibel.

Zwei Aufgaben bzw. Fragestellungen leiten sich aus meiner Diplomarbeit ab:

1. Die genaue mechanistische Klarung des Hydrolyseverhaltens Benzyl-
funktionalisierter cycloSal-Pro-Nucleotide sowie

2. die Frage, wie die unerwunschte Konkurrenzreaktion B zum ,falschen Diester”
(Abb. 19, S. 19) unterbunden werden kann.

Diese beiden Fragestellungen sind Gegenstand der nun vorliegenden Arbeit.



Kenntnisstand 21

2.3 Computerchemische Methoden

In Hydrolysestudien mit den Benzyl-funktionalisierten cycloSal-d4TMPs 33a-35a
konnte neben der Proliferation von d4TMP uber die intermediar auftretenden Benzyl-
phosphatdiester 43a-45a ("richtige Diester", Weg A, Abb. 19, S. 19) erstmals auch
die Bildung von Phenylphosphatdiestern ("falsche Diester", Weg B) beobachtet wer-
den. Diese unerwiunschten Nebenprodukte zeichneten sich u.a. dadurch aus, dass
sie in schwach basischer wassriger Losung (pH 7.3) nicht mehr zur Bereitstellung
von d4TMP in der Lage waren. Offensichtlich hangt die Entstehung dieser "falschen
Diester" entscheidend mit der Anwesenheit der Benzyl-Substituenten zusammen.
Erganzend zu experimentellen Arbeiten sollten zur Klarung dieses Einflusses erst-
mals in unserer Arbeitsgruppe auch quantenchemische Rechnungen mit Hilfe der
Dichtefunktional-Theorie durchgefuhrt werden.

2.31 Dichtefunktional-Theorie

Die moderne Dichtefunktional-Theorie (DFT) geht zurtick auf Hohenberg und Kohn,
die 1964 die beiden nach ihnen benannten und fiur die DFT zentralen Theoreme be-
wiesen haben®,

Das erste Hohenberg-Kohn-Theorem sagt vorher, dass die Grundzustandsenergie Ep

eines Systems ein Funktional der Grundzustandsdichte p,(r) ist (GI. 1).

Eo :Eo[po(F)] (GI. 1)

Da durch ein gegebenes externes Coulomb-Potential V_,(r) zwischen Elektronen
und raumfesten Kernen (Born-Oppenheimer-Naherung) die Wellenfunktion ‘¥,(r)
und auch die Grundzustandsdichte p,(r) eindeutig bestimmt sind (Gl. 2), enthalt die

Grundzustandsdichte alle Informationen Uber die das externe Potential bestimmen-
den GroRen: die Elektronenzahl N, die Kernladungszahl Z, und die Kernabstande
Ra.

Fo(f) o Veu(r) o po(F) (Gl. 2)
Dieses externe Potential V_,(r) geht als System-spezifischer Anteil in den Hamilton-

Operator H ein. Wendet man diesen auf die Grundzustandswellenfunktion an, so

erhalt man Informationen Uber alle Observablen, also auch die Grundzustandsener-
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gie. Dieser Sachverhalt ldsst sich auch in Form einer Kausalkette!’” (GI. 3) darstel-
len. Durch die Kausalkette kann somit die Verknlpfung der Energie des Grundzu-

stands mit der Grundzustandsdichte veranschaulicht werden (Gl. 1).
e = NZ,R,} = H => ¥, => E, (Gl. 3)

Das zweite Theorem besagt, dass das Funktional (Gl. 1) die Grundzustandsenergie
Eo nur dann liefert, wenn als Zustandsdichte die tatsachliche Grundzustandsdichte

p,(r) eingesetzt wird:

Eoloo(F)] < E,[o(F)] (Gl. 4)

Es bezieht sich somit auf die Anwendbarkeit des Variations- oder Minimierungsprin-
zip von Rayleigh und Ritz, wonach die wahre oder exakte Grundzustandsenergie Eg
eines Systems die untere Grenze ist, die durch Einsetzen normierter Testwellenfunk-

tionen erhalten werden kann:

.

Die soeben beschriebenen Hohenberg-Kohn-Theoreme sind von grundlegender Be-

~

H

~ ~

)= E, < E - (¥

~

b H

o

l?> (GI. 5)

deutung fur die DFT, doch allein gentgen sie zur Auffindung des universellen Funk-
tionals noch nicht. 1965 haben Kohn und Sham einen Weg zu seiner Auffindung vor-
geschlagen[”]. Dabei floss die Erkenntnis ein, dass die groRten Probleme bei der
Verwendung direkter Dichtefunktionale aus der Behandlung der kinetischen Energie
der Elektronen resultieren. Bei Orbital-basierten Methoden wie der Hartree-Fock
(HF)-Methode gelingt die Behandlung der kinetischen Energie der Elektronen bereits
sehr genau. Die zentrale ldee von Kohn und Sham war es daher, ein wechselwir-
kungsfreies Referenz-System Uber einen Satz von Orbitalen (d.h. Einelektronen-

Wellenfunktionen) zu konstruieren, das dieselbe Dichte p¢(r) wie auch das reale
System (p,(r)) besitzt. Damit lasst sich ein Grofdteil der kinetischen Energie der

Elektronen mit hoher Genauigkeit berechnen. Der verbleibende Anteil wird mit den
nicht-klassischen Beitrdgen aufgrund von Austauscheffekten (d.h. der Antisymmetrie
der Wellenfunktion) und Elektronen-Korrelationseffekten zusammen zur Elektron-
Elektron-AbstoRung verschmolzen. Diese Vorgehensweise ermdglicht es, soviel wie
irgend madglich an Information direkt zu berechnen. Lediglich ein kleiner Teil der Ge-

samtenergie wird noch in Form eines Austausch-Korrelations-Funktionals behandelt.
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Im folgenden wird die Vorgehensweise gemaly des Kohn-Sham (KS)-Formalismus
gegeben.

Die exakte Wellenfunktion fur den Grundzustand des von Kohn und Sham ange-
nommenen Referenzsystems kann in Form einer einzelnen Slater-Determinanten
wiedergegeben werden (Gl. 6). Diese Determinante ist als exakte Wellenfunktion ei-
nes Systems aus N nicht-wechselwirkenden Elektronen, d.h. "hypothetischen Elek-
tronen" (mit Spin Y2, aber keiner Ladung) zu verstehen. Diese "hypothetischen Elek-
tronen" wechselwirken nicht Uber Coulomb-Abstollungskrafte und bewegen sich in

einem effektiven Potential Vs. Die KS-Orbitale ¢,, welche Eingang in die Slater-
Determinante @, finden, sind ihrerseits Lésungen der KS-Gleichungen (Gl. 7; insge-

samt N an der Zahl) fur das jeweilige Einzelteilchenproblem. Der darin auftretende
Einteilchen-Operator ist der KS-Operator, in den das effektive Potential Vs eingeht
(Gl. 8).

1

@, =mdet{ 1(%4) @5(%,) ... O (X )} (Gl. 6)
fKS ¢ =€ (GL. 7)
fos =-%v2 +V(F) (Gl. 8)

Die Verknupfung dieses hypothetischen (nicht wechselwirkenden) Systems mit dem
realen System erfolgt Uber das effektive Potential Vs, das Uber den KS-Operator
(Gl. 8) in die KS-Gleichungen (Gl. 7) und damit in die KS-Orbitale eingeht. Vs muss

gerade so gewahlt werden, dass die sich daraus ableitende Dichte pg, die man
durch Summation der Betragsquadrate der KS-Orbitale erhalt, gleich der Dichte p,

des realen Systems ist:
N
ps(N =YY [oi(F.8) = po(F) (Gl. 9)

Der nachste Schritt besteht darin, eben dieses effektive Potential Vs zu finden. Dazu
separiert man die Gesamtenergie des wechselwirkenden Systems in den kinetischen
Beitrag Ts aus dem nicht-wechselwirkenden System, die klassische elektrostatische
Elektron-Elektron-Abstol3ung J, den Energiebeitrag Ene aufgrund der Wechselwir-
kung der Elektronen mit den Kernen und einen verbleibenden Anteil, der zur Aus-

tausch-Korrelationsenergie Exc (X = Exchange, C = Correlation) zusammengefasst
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wird (Gl. 10). Fir alle Terme, mit Ausnahme des Terms flir den Beitrag Exc, sind die
analytischen Ausdricke bekannt. Dieser letzte Beitrag Exc, der gewissermalen als
die grolde Unbekannte in der DFT angesehen werden kann, enthalt den quantenme-
chanischen Beitrag zur potentiellen Energie (Austausch und Korrelation) und auch
denjenigen Anteil der exakten kinetischen Energie, der nicht Uber den Ausdruck Ts

fur das nicht-wechselwirkende System abgedeckt wird.
Elp(f)] = Ts[o(F)]+ ()] + Exe[o(F)] + Exc[o(F)] (GI. 10)

Unter Anwendung des Variationsprinzips mussen nun die KS-Orbitale ¢, derart op-

timiert werden, dass der durch Gleichung 10 reprasentierte Energieausdruck minimal
wird. Dazu wird zunachst die Summe aus den Einteilchen-Gleichungen 7 fir das
nicht-wechselwirkende System mit dem durch Gleichung 10 dargestellten Ausdruck
fur das reale System verglichen. Dabei stellt sich heraus, dass das effektive Potential
Vs, das man bendtigt, um die korrekten Wellenfunktionen des nicht-
wechselwirkenden Systems zu erhalten (Gl. 7), genau gleich der Summe der folgen-
den Beitrage ist: die potentielle Energie Vng, das klassische Coulomb-Potential V¢
und das durch Exc generierte Potential, d.h. Vxc!".

Da das effektive Potential Vs selbst schon Uber den Coulomb-Term in Gleichung 10
von der Dichte und damit von den KS-Orbitalen abhangt, handelt es sich nicht um ein
gewohnliches Eigenwertproblem, das in geschlossener Form analytisch gelost wer-
den kann. Vielmehr stellt es ein Pseudo-Eigenwertproblem dar, das iterativ behandelt
werden muss. Die Losungsstrategie wird als Methode des selbstkonsistenten Feldes
(self-consistent field: SCF) bezeichnet, da die Orbitale Uber ihr eigenes effektives
Potential Vs berechnet werden.

Es muss betont werden, dass es sich bei der Kohn-Sham-Theorie um eine echte
Molekulorbital (MO)-Theorie handelt, da die KS-Orbitale (Gl. 7) nach Gleichung 10
die Elektronendichte aus reinen Orbitalrechnungen liefern. Im Rahmen der HF-
Theorie hingegen wird bereits ganz zu Anfang die Naherung gemacht, dass sich die
Gesamtwellenfunktion des realen Systems als einzelne Slater-Determinante darstel-
len lasst, was offensichtlich falsch ist, da hierbei die Korrelationsenergie vernachlas-
sigt wird. Im Gegensatz dazu ist die KS-Theorie exakt, denn die KS-Gleichungen
stellen echte Einteilchen-Gleichungen dar, mit der Einschrankung, dass man die ex-
akten Ausdrucke fur Exc bzw. Vxc nicht kennt. Ein zentrales Ziel der modernen DFT

ist es daher, immer bessere Naherungen flir diese Grolen zu finden, um mit Hilfe
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geeigneter analytischer Ausdriicke diese Beitrage im Rahmen des SCF-Verfahrens
berechnen zu kdénnen. Zu diesem Zweck wurden Dichtefunktionale sowohl fur den
Austausch- als auch den Korrelationsbeitrag entwickelt.

Um eine anschauliche Vorstellung des Austausch-Korrelations-Terms zu gewinnen,
muss man sich das fur die DFT wichtige Konzept der Lochfunktionen oder kurz Lo-
chern vergegenwartigen. Unter einem Loch versteht man in der DFT ein durch die
Anwesenheit eines Elektrons reduzierte Wahrscheinlichkeit, eben an diesem Ort
bzw. in unmittelbarer Nachbarschaft ein zweites Elektron anzutreffen. Das soge-
nannte Austausch- oder Fermi-Loch ist auf das Pauli-Prinzip zurtickzufihren. Als
Folgerung aus letzterem, d.h. der Antisymmetrie der Wellenfunktionen, ergibt sich
das Pauli-Verbot. Besitzen zwei Elektronen denselben Spin, so kdnnen sie sich nicht
gleichzeitig an einem Ort aufhalten. Neben ihrer Eigenschaft Fermionen zu sein, wei-
chen Elektronen auch aufgrund ihrer Ladung einander aus. Die aus der repulsiven
Elektron-Elektron-Wechselwirkung resultierende reduzierte Wahrscheinlichkeits-
dichte in Nachbarschaft eines Elektrons wird als Korrelations- oder Coulomb-Loch
bezeichnet. Im Allgemeinen sind die Austausch-Beitrage sehr viel groer als der be-
treffende Korrelationsanteil. Man muss betonen, dass nur die Summe aus Aus-

tausch- und Korrelations-Loch eine anschauliche physikalische Bedeutung besitzt.

2.3.2 Dichtefunktionale und Basissatze

Die einzigen beiden variablen GréRen bei Dichtefunktional-Rechnungen sind das
Austausch-Korrelations-Funktional und der verwendete Basissatz. Im folgenden Ab-
schnitt werden das in dieser Arbeit verwendete HF/DFT-Hybridfunktional B3LYP und
die Basissatze 6-31G* und 6-311G** vorgestellt.

Wie bereits im vorigen Unterkapitel angesprochen, ist eine der zentralen Fragen der
modernen DFT das Auffinden von guten Naherungen fir das Austausch-
Korrelations-Funktional Exc (vgl. Gl. 10, S. 24). Im Rahmen der Local Density Appro-
ximation (LDA), die auf Originalarbeiten von Kohn und Sham zuriickgeht!’" bedient
man sich des Modellsystems eines homogenen Elektronengases. In diesem bewe-
gen sich die Elektronen vor einem gleichférmigen positiven Hintergrund, so dass das
Gesamtsystem elektrisch neutral bleibt. Physikalisch entspricht das homogene Elek-
tronengas einem idealisierten Metall, dass aus einem perfekten Kristall mit Valenze-

lektronen und positiven Atomkernen besteht.
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Exc wird dann aufgeteilt in den Austausch-Anteil Ex und den Korrelations-Anteil Ec:
Exc[p(N)] = Ex[p(M]+Eclo(®]= [o(7) ex [o(M)]dF + [p(7) ec [p(D]dF (G 11)

wobei ex bzw. gc die Austausch- bzw. Korrelationsenergiedichte beschreiben, d.h.
letztlich die jeweiligen Energiebeitrage pro Teilchen. Diese Beitrage werden in Glei-

chung 11 dann mit der jeweiligen Wahrscheinlichkeit p(r) dr gewichtet, mit der sich

tatsachlich ein Elektron an der betreffenden Raumposition befindet. Wahrend fir den
Austausch-Anteil Ex ein expliziter analytischer Ausdruck angegeben werden kann, ist
der Korrelations-Anteil E¢ fur die LDA durch Quanten-Monte-Carlo-Simulationen nu-
merisch bestimmt wordenl">7"%!,

Wahrend die LDA den Elektronenspin noch unberucksichtigt lasst, setzt die Local
Spin-Density Approximation (LSDA) fur Elektronen mit entgegengesetztem Spin ver-
schiedene Spindichten p,(F)und p4(r) ein.

Um den Einflul® der Inhomogenitat der Elektronendichte zu berlcksichtigen, wurden

Funktionale entwickelt, die auRer der Elektronendichte p(r) an einem bestimmten

Punkt r zusatzlich noch die Information Uber den Gradienten der Ladungsdichte

Vp(r) enthalten. Solche Funktionale bezeichnet man als verallgemeinerte Gradien-

ten-Naherungen (Generalized Gradient Approximation: GGA). Ein Beispiel fir ein

nach dieser Methode bestimmtes Funktional ist das BLYP-Funktional. Es setzt sich

zusammen aus dem Austausch-Funktional E2 von Becke!® und dem Korrelations-
funktional EL"™ von Lee, Yang und Parr’"’,

Wie bereits bei der Diskussion des Fermi- bzw. Coulomb-Lochs angesprochen, sind
gewohnlich die absoluten Austausch-Beitrage deutlich gréRer als die betreffenden
Korrelations-Effekte. Das Auffinden eines madglichst prazisen Ausdrucks fur das
Austausch-Funktional ist somit ganz zentral, um sinnvolle Resultate mittels der DFT
zu erhalten. Da die HF-Theorie im Gegensatz zur DFT den Austausch exakt behan-
delt, werden auch DFT/HF-Hybrid-Funktionale verwendet, die eine Mischung aus
reinen Dichtefunktionalen fir den Austausch und dem exakten HF-Austausch dar-

stellen. Das z.Zt. am haufigsten anzutreffende und von Stevens et al.l”® vorgeschla-
gene Hybrid-Funktional B3LYP, welches wiederum das Korrelationsfunktional EL™
von Lee, Yang und Parr’”! verwendet. Das Akronym B3 reprasentiert die in diesem

Funktional auftretenden drei empirischen Parameter, die so gewahlt wurden, dass

sie die Atomisierungs- und lonisierungs-Energien, die Protonenaffinitaten und auch
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einige Gesamtenergien des sog. G2-Datensatzes optimal reproduzieren. Letzter ist
eine haufig benutzte und zitierte Referenz-Sammlung an thermochemischen Daten,
die urspriinglich von Curtiss et al.”® zusammengestellt wurde.

Im allgemeinen reproduzieren Hybrid-Funktionale wie das auch im Rahmen dieser
Arbeit verwendete Hybrid-Funktional B3LYP viele Molekuleigenschaften besser als
ihre reinen DFT-Analoga (in diesem Fall BLYP). Dazu zahlen neben Geometrien,
harmonischen Wellenzahlen und Dipolmomenten auch Bindungs-Dissoziations-
Kurven. Dies hat F. Jensen in seinem modernen Lehrbuch der Computerchemie ex-

emplarisch fiir das Wasser-Molekiil demonstriert!®®!.

Die zweite variable GroRe in der DFT ist der Basissatz®*®"! der die Einelektronen-
Wellenfunktionen (Atomorbitale) eines Systems reprasentiert. Fur ein einzelnes
Elektron haben die Wasserstoff-ahnlichen Atomorbitale, die sog. Slater Type Orbitals
(STO), folgende Form:

n°™ =Nr"" exp[-1] Y, (©, 9) (Gl. 12)

Analog zur Wellenfunktion fir das 1s-Atomorbital des H-Atoms enthalten STO
(Gl. 12) einen Normierungsfaktor N, eine radiale Eigenfunktion r""'exp[-{r] sowie

eine Kugelflachenfunktion Y, wobei die GréRen n, |, und m die Haupt-, die Drehim-
puls- und die Magnet- oder auch Orientierungs-Quantenzahl darstellen. Der Orbital-
Exponent (Q) ist die Grolde, die bestimmt, ob es sich bei dem entsprechenden STO
um ein kompaktes (grof’e Werte fur ¢) oder ein diffuses (kleines ) Orbital handelt.
Numerisch deutlich einfacher als STO zu handhaben sind allerdings Gaul3-
Funktionen (Gaussian Type Orbitals: GTO) der allgemeinen Form:

n°™° =Nx' y™ z" exp[-ar?] (Gl. 13)

Die GTO weisen den Orbital-Exponenten a auf, der die entsprechende Bedeutung
hat wie der Orbital-Exponent ¢ fur die STO. Die Gesamtdrehimpuls-Quantenzanhl
L = l+m+n gibt an, ob es sich um ein s-Orbital (L = 0), p-Orbital (L = 1) bzw. d-Orbital
(L = 2) handelt. Um sinnvolle Naherungen fur den Verlauf der Wellenfunktion in mo-
lekularen Systemen zu erhalten, werden pro Elektron mehrere GTO Uber Linearkom-
bination zu als Contracted Gaussian Functions (CGF) bezeichneten Funktionen zu-

sammengefasst, die einzelnen Gaul-Funktionen heil3en auch Primitive Gaussian:

A
n° =>d,ns™ (Gl. 14)
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Nimmt man pro Atomorbital zwei oder drei CGF an, handelt es sich entsprechend
auch um sog. Double- bzw. Triple-zeta-Basissatze. Fuhrt man dies nur fur die
Elektronen in Valenzorbitalen durch, d.h. diejenigen Elektronen, die flr die chemi-
sche Reaktivitdt mafRgeblich verantwortlich sind und nimmt fir die abgeschlossenen
inneren Schalen weiter nur eine einzige CGF an, so spricht man von den sehr haufig
verwendeten Split-Valence-Basissatzen.

In dieser Arbeit wurden ausschlieRlich Standard-Basissatze von Pople et al.[##%4
verwendet. Die Bezeichnung 6-31G* — oder gleichbedeutend auch 6-31G(d) — bringt
gemaln der Pople-Nomenklatur zum Ausdruck, dass fur das Rumpforbital eine CGF
verwendet wird, die zuvor aus 6 Primitive Gaussians kontrahiert wurde. Fur die Va-
lenzorbitale hingegen werden zwei CGF verwendet (Double-zeta-Basissatz), die aus
3 bzw. 1 Primitive Gaussians kontrahiert sind.

Das Kiirzel 6-311G** bzw. 6-311G(d,p) bedeutet entsprechend einerseits wieder die
Verwendung einer aus 6 primitiven Gauf3-Funktionen kontrahierten CGF fur die
Rumpforbitale. Fir jedes der Valenzorbitale hingegen wird ein Triple-zeta-Basissatz
verwendet, d.h. also drei CGF, die aus 3 bzw. 1 bzw. 1 Primitive Gaussians zusam-
mengefasst wurden.

Die Verwendung zusatzlicher Polarisationsfunktionen, charakterisiert durch die Dre-
himpuls-Quantenzahl I, wird hinter den Ubrigen Parametern angegeben. So bedeuten
die Bezeichnungen 6-31G(d) und 6-311G(d,p), dass fur die Elemente schwerer als
Helium noch zusatzliche d-Funktionen bzw. dass fur die Elemente Helium und Was-

serstoff auch p-Funktionen verwendet werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit berechneten Strukturen enthalten Atome mit freien
Elektronenpaaren bzw. Atome mit anionischem/ kationischem Charakter. Aus diesem
Grund wurde nach der Literaturempfehlung®®! zunéchst der Basissatz 6-31G(d) mit
zusatzlichen d-Funktionen (Polarisationsfunktionen) fur Elemente schwerer als Heli-
um verwendet. Aufgrund der zur Verfugung stehenden Rechnerkapazitat wurde in
einem zweiten Ansatz auch der gréRere Basissatz 6-311G(d,p) mit zusatzlichen Po-

larisationsfunktionen fiir Wasserstoffatome verwendet.
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3 Aufgabenstellung

Aus vorangegangenen Arbeiten zu meiner Diplomarbeit®® sind bereits erste Synthe-
sen Benzyl-funktionalisierter cycloSal-d4TMPs 33a-35a bekannt (Abb. 21).

o)
8
5 \(kNH
06 N
_P~0.
2°0 (II) o
33a 34a 35a

Abb. 21: Benzyl-funktionalisierte cycloSal-d4T-Monophosphate 33a-35a

Um den Einflu3 der Benzyl-Substituenten auf das Hydrolyseverhalten der cycloSal-
d4TMPs zu studieren und das Auftreten der unerwtinschten Phenylphosphatdiester,
der sog. "falschen Diester" 83'a, 84'a bzw. 85a zu unterbinden (WegB, Abb. 19,
S.19; Abb. 20, S. 19), erscheinen zwei Ansatzpunkte aussichtsreich (vgl. Abb. 22):

Untersuchungen mit weiteren funktionellen Substituenten R in Benzyl-Position
Untersuchung des Einflusses von zusatzlichen Substituenten X am Aryl-System

auf die konkurrierenden Reaktionswege

0
3 1R HN)j/
X— 0 O%N

4 _P~O
ol

z. B. X =3-Me, 5-Cl
R = CH,CO,Et, Me, nBu, CHClz.,) (0 =0, 1, 2)

Abb. 22: Untersuchte Ansatzpunkte R und X zur Einflussnahme auf das Hydrolyse-

verhalten Benzyl-funktionalisierter cycloSal-d4TMPs

Durch Variation des Substituenten R, insbesondere durch Vergleich des Einflusses
von Donor- (R=Me, nBu) vs. Akzeptor-Substituenten (R=CClz, CHCl,, CH.CI),
sollten hilfreiche Erkenntnisse zur mechanistischen Interpretation der Hydrolyse

Benzyl-funktionalisierter cycloSal-d4TMPs zu gewinnen sein.



Aufgabenstellung 30

Das urspringliche Ziel, in Analogie zu den Ergebnissen von Glazier et al. ein im
Verlauf der Hydrolyse von 33a intermediar entstehendes Chinonmethid 53a durch
eine intramolekular ablaufende Eliminierungsreaktion abzufangen, wurde bereits er-
reicht (Weg A, Abb. 23). Allerdings kam es auch in diesem Fall zur Bildung von "fal-
schem Diester” (Weg B, Abb. 23). Aus diesem Grunde scheint es ebenfalls interes-
sant, den Einfluss von zuséatzlichen Substituenten X am Aryl-System (Abb. 22, S.21)
auf die konkurrierenden Reaktionswege A und B (Abb. 23) zu untersuchen, mit dem

Ziel, Weg B mdglichst zu unterbinden.

o) i o) o | o)
5 OEt OEt oEt| OEt
— . Uber
0_0 viaWeg A @ 7 Eliminierung
,A\ IV’AT Hoar— — -~ _——
o”g“Od4T - d4TMP o® o) OH
33a - 53a - 63'a
O
| OEt
via Weg B
) OH
v
OO’?\Od4T
83'a

Abb. 23: Konkurrierende Reaktionswege A und B bei der Hydrolyse von 33a

Potentielle Zielmolekiile sollten analog zu vorangegangenen Synthesen®® erster
Benzyl-substituierter cycloSal-d4TMPs in 3- bzw. 4-stufigen Synthesen, ausgehend
von Salicylalkohol- bzw. Phenol-Derivaten, darstellbar sein.

Nach vollstandiger Charakterisierung sollen die Hydrolysehalbwertszeiten der neuen
cycloSal-d4TMPs in isotonischem Phosphatpuffer bei pH7.3 gemessen und die
Hydrolyseprodukte identifiziert werden. Dies soll durch *'P-NMR-spektroskopische
Verfolgung der Hydrolyse geschehen. Weitere Unterstitzung fir mechanistische h-
terpretationen sollte sich aus ab initio Rechnungen mit Gaussian "98 ergeben. In
Zelltests schliellich sollten die anti-HIV-Aktivitat und der Einflul3 der Hydrolyseeigen-
schaften auf die Wirksamkeit der Prodrugs untersucht werden.

Ausgewahlte Benzyl-funktionalisierte Masken sollen schlie3lich auch fir weitere anti-

viral aktive Nucleoside wie z.B. BVYDU 13 verwendet werden.
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4 Resultate und Diskussion

Um den Einfluss der Benzyl-Substituenten auf das Hydrolyseverhalten der cycloSal-
d4TMPs 33a-35a besser zu verstehen und das Auftreten der unerwinschten Phe-
nylphosphatdiester, der sog. "falschen Diester" zu unterbinden, wurden zwei Ansatz-
punkte im Rahmen dieser Arbeit verfolgt. Durch Variation des Substituenten R, ins-
besondere durch Vergleich des Einflusses von Donor- (R = Me, n-Bu) vs. Akzeptor-
Substituenten (R = CClz, CHCI,, CH,CI), sowie durch das Einflhren von zusatzlichen
Substituenten am Aryl-System (X = 3-Me, 5-ClI, 6-Cl, Abb. 24) bei gleichzeitiger An-
wesenheit von Benzyl-Substituenten (R = Me, CH,CO,Et, CH,SO,;Me) konnten hilf-
reiche Erkenntnisse zur mechanistischen Interpretation der Hydrolyse Benzyl-funkti-
onalisierter cycloSal-d4TMPs gewonnen werden. Ferner gelang es, die Konkurrenzre-
aktion, die zum "falschen Diester" fluhrt, zu unterbinden und die nucleophile Ab-
fangreaktion des im Verlauf der Hydrolyse auftretenden Chinonmethids zugunsten
einer Eliminierungsreaktion zurtckzudrangen, sobald der Benzyl-Substituent noch
eine C-H-acidifizierende Gruppe enthalt (R = CH,CO,Et, CH,SO,Me, CN).

Potentielle Zielmolekiile sollten analog zu vorangegangenen Synthesen!®® erster
Benzyl-substituierter cycloSal-d4TMPs in 3- bzw. 4-stufigen Synthesen, ausgehend
von Salicylalkohol- 103 bzw. Phenol-Derivaten 104, synthetisiert werden (Abb. 24).

0
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X
x5:\79 0N —> x L daT
NS o/IFI’WO\ NS O/P\CI
3 (o) (0] 3
3342 93-102 4
4 0
8 1
" 5: XY 7 H
N2 oH
R
6\ ~o 103
51 i
E— T — <
AN A
Z 2 0H 3
63-72 X
N2 on
104
o

Abb. 24: Syntheseweg zu Benzyl-funktionalisierten cycloSal-d4TMPs 33-42
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Die Darstellungen der Zielverbindungen 33-42 wurden dementsprechend mit der

Synthese der korrespondierenden Salicylalkohole 63-72 begonnen.

4.1 Synthese der Salicylalkohol-Derivate 63-72

Die Synthesen der Salicylalkohol-Derivate 63-66, 68 und 70 wurden realisiert durch
Angriff geeigneter Nucleophile auf die Carbonylgruppe in entsprechenden Salicylal-
dehyd-Derivaten 103 (Abb. 25).

X

R
6 ] 6 ] ol
51 XY 7 0OH x 57 Ny 7"H C)HRZ
4 3/2 OH 4 3/2 OH R = CO,Et, SO,Me, H, nPr, CN, NO,,

C(O)CHg3; Ry =H
63-66, 68, 70-72 103 R;=Cl, R, =Cl
X =H, 3-Me, 5-Cl, 6-Cl

Abb. 25: Allgemeines Schema zur Synthese der Salicylalkohole 63-66, 68, 70-72

Die Darstellung des Salicylalkohol-Derivates 67 gelang analog zu einer Variante der

Synthese von Salicylalkoholen nach Nagatal® (Abb. 26).

. ,CCls . ,CCls i
TOH ——> 5@\)7\ o /> 5©1\ + PhB(OH), + ClCCHO

Y 2 OH 4320/B\Ph 4320H

67 105 104a

Abb. 26: Darstellung von Salicylalkoholen nach der Variante von Nagata®

Der Salicylalkohol 69 konnte nach Reduktion des korrespondierenden a-Chlorketons
107 mit Lithiumaluminiumhydrid erhalten werden. Die vorherige a-Monochlorierung
von ortho-Hydroxy-acetophenon 106 gelang durch Umsetzung mit 2,3,4,5,6,6-He-
xachlor-2,4-cyclohexadien-1-on®® (Abb. 27).

] 4CHoCl A 8CH,CI . 8 o
: 1 1 cl
5 7 OH 5 >0 5 750 Cl
4@ — 4@ — N
Z20H Z2>0H Z20H ¢l cl
cl
69 107 106

Abb. 27: Darstellung von 7-Monochlormethyl-salicylalkohol 69
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411 Synthese der 7-Ethoxycarbonylmethyl-salicylalkohol-Derivate 63

Analog zu der in meiner Diplomarbeit®® beschriebenen Synthese von
7-Ethoxycarbonylmethyl-salicylalkohol 63a konnten auch die korrespondierenden
3-Methyl-, 5-Chlor- und 6-Chlor-Derivate 63b-d nach einer Variante der Reformatsky-
Reaktion von a-lod-ethylacetat und Indium mit entsprechenden Salicylaldehyd-Deri-
vaten 103 dargestellt werden (Abb. 28). Der Versuch, den Salicylaldehyd 103a unter
den klassischen Bedingungen der Reformatsky-Reaktion mit metallischem Zink und
a-Brom-ethylacetat zum Salicylalkohol 63a umzusetzen, war zuvor gescheitert®. Als
Ursache kommt die geringere Elektrophilie des Carbonylzentrums im Salicylaldehyd
103a in Betracht, was eine Reaktion unter klassischer Reaktionsfuhrung mit dem
Zink-Nucleophil verhindert. Dagegen gelang die klassische Reformatsky-Reaktion
mit Benzaldehyd. Auf einen erneuten Versuch mit den Salicylaldehyden 103b-d wur-
de daher verzichtet.

0
N H 2 Aquiv. In, 3 Aquiv. ICH,COOEt
X—i— >
Z0oH THF, Rt, 2-3 h, [Ar]
X=H (a), 3-Me (b), 63a: 75%
5-Cl (c), 6-Cl (d) 63b: 47%
63c: 89%
63d: 67%
103 63

Abb. 28: Darstellung der 7-Ethoxycarbonylmemethyl-salicylalkohole 63b-d

Die Salicylalkohole 63 konnten nach der modifizierten Reformatsky-Reaktion alle-
samt in zufriedenstellenden bis guten Ausbeuten erhalten werden (Abb. 28). Der fur
die Umsetzung bendtigte Salicylaldehyd 103a war kommerziell erhaltlich. Die  Sali-
cylaldehyde 103b und 103c konnten nach ortho-Formylierungen von ortho-Kresol
104b bzw. para-Chlorphenol 104c nach Casiraghi®®” erhalten werden (Abb. 29).

0
6
: AN (CHzo)n, (n-C8H17)3N, SnC|4, 5| \1 ™H
X—— - X—q
o _ 4
A on Toluol, 85 °C, 16-18h, [Ar] Z2 o
. o,
103b: 295 X = 3-Me (b), 5-CI (c)
104 103

Abb. 29: Darstellung von 3-Methyl-salicylaldehyd 103b
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Der Salicylaldehyd 103d wurde nach nucleophiler aromatischen Substitution zweiter
Ordnung (Sn2-Aryl) des Fluorid-Anions in 2-Chlor-6-fluor-benzaldehyd 108 durch ein
Hydroxid-Anion erhalten®®! (Abb. 30).

dLH NaOH 5&H

E H,0, 75 °C, 43 h i SN on
103d: 52%

108 103d

Abb. 30: Darstellung von 6-Chlor-salicylaldehyd 103d

4.1.2 Synthese der 7-Methansulfonylmethyl-salicylalkohol-Derivate 64

Die Synthese der Salicylalkohole 64b und 64c gelang analog der fur 7-Methansulfo-
nylmethyl-salicylalkohol 64a bereits beschriebenen Methodel®® (Abb. 31). Danach
wird zunachst mit Methyllithium das Lithiumsalz des Dimethylsulfons generiert. Nach
anschlieBender Zugabe der jeweiligen Salicylaldehyd-Derivate 103 wird ein Aquiva-
lent des Lithiumsalzes des Dimethylsulfons zunachst durch Deprotonierung der frei-
en Hydroxy-Gruppen in 103 verbraucht. Durch diese Deprotonierung wird allerdings
die Elektrophilie der Carbonyl-Kohlenstoff-Atome in 103 herabgesetzt. Das erzeugte
Methansulfonylmethyllithium-Reagenz wird jedoch in dreifachem Uberschuss einge-
setzt und ist zudem ein sehr starkes Nucleophil, so dass ein Angriff auf das Car-
bonyl-Zentrum in 103 erfolgt. Trotzdem konnte auf diese Weise lediglich der Sali-
cylalkohol 64a in sehr guter Ausbeute erhalten werden®®. Die Salicylalkohole 64b-c
hingegen lie3en sich nach dieser Methode nur in befriedigenden Ausbeuten darstel-
len (Abb. 31).

O \ 7/
N 3 Aquiv. ~S~ | 3 Aquiv. MeLi
X—— >
ZOH THF, Rt, 2.5 h, [Ar]
X =H (a), 3-Me (b), 64a: 85%
5-Cl (c) 64b: 38%
64c: 32%
103 64

Abb. 31: Darstellung der 7-Methansulfonylmemethyl-salicylalkohole 64a-c
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41.3 Synthese der 7-Methyl- und 7-Butyl-salicylalkohol-Derivate 65 und 66

Die Darstellung der Salicylalkohole 65d, 66a und 66d gelang entsprechend der flr
7-Methyl-salicylalkohol 65a beschriebenen Durchfiihrung®®, ausgehend von den Sa-
licylaldehyden 103a bzw. 103d. Als Alkylierungsreagenzien wurden LOsungen von
Methyllithium bzw. n-Butyllithium in Diethylether verwendet (Abb. 32).

0 . R
X_E\:fJ\H 3 Aquiv. RLi (R = Me, n-Bu) _ y 5! N 7 OH
Z > 0H Et,0, 0 °C, [Ar] “Fron
X=H(a), 6-Cl (d) 65a: 87% 66a: 84% R=Me (65)
65d: >99% 66d: 92% R =n-Bu (66)

103

Abb. 32: Darstellung der 7-Methyl- und 7-Butyl-salicylalkohole 65-66

Da die verwendeten Alkylierungsreagenzien gleichzeitig auch starke Basen sind,
wird zunéchst jeweils ein Aquivalent durch Deprotonierung der Hydroxy-Gruppe von
103a bzw. 103d verbraucht. Gleichzeitig wird durch diese Deprotonierung jedoch
auch die Elektrophilie der Carbonylzentren in 103a bzw. 103d herabgesetzt, doch
stellen die im Uberschuss eingesetzten Alkylierungsreagenzien ausreichend starke
Nucleophile dar, um auch die schwacher elektrophilen Carbonyl-Kohlenstoffe der
entstandenen Alkoholat-Anionen von 103a bzw. 103d anzugreifen.

Nach dieser Methode konnten der 6-Chlor-7-methyl-salicylalkohol 65d und die
7-Butyl-salicylalkohole 66a und 66d in guten Ausbeuten erhalten werden (Abb. 32).

41.4 Synthese von 7-Trichlormethyl-salicylalkohol 67

Nagata®! et al. beschreiben eine Methode zur Darstellung von Salicylalkoholen
durch ortho-Hydroxymethylierung der korrespondierenden Phenole mit Aldehyden in
Gegenwart von Phenylboronsaure. Dabei erhalt man die Salicylalkohole zunachst in
Form ihrer Phenylboronsaurediester, die auch isoliert werden kdénnen. Im nachsten
Schritt werden diese mit Hilfe einer Wasserstoffperoxid-Loésung oxidativ gespalten
und man erhalt die gewlunschten Salicylalkohole.

Nach dieser von Nagata® et al. beschriebenen Methode konnte auch der
7-Trichlormethyl-salicylalkohol 67 dargestellt werden (Abb. 33, S. 36). Zunachst

konnte nach Umsetzung von Phenol 104a mit Trichlormethyl-acetaldehyd (Chloral) in
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Gegenwart von Phenylboronsaure der Phenylboronsaurediester 105 in 30% Aus-
beute erhalten werden (Abb. 33).

PhB(OH),, ClsCCHO, s 85Ch . 8Tt
O\ C,H5COOH 570 30% H,0, 5 N7 0H
» | >
OH  Toluol, RiickfluR,8 h 4 22 oBpn THF,0°C,05h * Z20H
105: 30% 67: 30%
104a 105 67

Abb. 33: Darstellung von 7-Trichlormethyl-salicylalkohol 67

Oxidative Spaltung von 105 mit Wasserstoffperoxid-Losung lieferte dann

7-Trichlormethyl-salicylaldehyd 67 in 30% Ausbeute.

41.5 Synthese von 7-Dichlormethyl-salicylalkohol 68

Zur Darstellung von 68 sollte eine der Synthese der Salicylalkohole 64 entspre-
chende Strategie angewendet werden (vgl. Kap. 4.1.2). Dementsprechend musste
zunachst ein geeignetes Dichlormethylierungsreagenz generiert werden. Bei der Er-
zeugung von Dichlormethyllithium aus Dichlormethan mit starken Lithium-Basen be-
steht die Gefahr, hochreaktive Carbene zu erzeugen. In der Literatur wird die Dar-
stellung von Dichlormethyllithium aus Dichlormethan deshalb mit LDA als starker Ba-
se bei —78 °C beschrieben®. Es gelang daneben auch, dieses Reagenz aus

Dichlormethan mit der Base Methyllithium bei —78 °C zu erzeugen (Abb. 34).

o 8CHCI,

T (A) 3 Aquiv. LDA 6
d"' 6 Aquiv. CH,Cls, {(B) 3 Aquiv. MeLi 5(:167\@4
OH THF, -78 °C— Rt, [Ar] 4 Z 2 OH

(A) 68: 46%
(B) 68: >99%

103a 68

Abb. 34: Darstellung von 7-Dichlormethyl-salicylalkohol 68

Anschlieende Reaktion von Dichlormethyllithium mit Salicylaldehyd 103a lieferte
7-Dichlormethyl-salicylalkohol 68 in befriedigender Ausbeute bei Verwendung der

Base LDA und in quantitativer Ausbeute bei Verwendung der Base Methyllithium.
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41.6 Synthese von 7-Monochlormethyl-salicylalkohol 69

7-Monochlormethyl-salicylalkohol 69 konnte ausgehend von ortho-Hydroxy-
acetophenon 106 in zwei Stufen dargestellt werden (Abb. 35). In einer ersten Stufe
konnte 106 unter Verwendung von Hexachlor-2,4-cyclohexadien-1-on in der
a-Position monochloriert werden!®!. Das Hexachlor-2,4-cyclohexadien-1-on {ibertragt
dabei unter Rearomatisierung zu Pentachlorphenol ein elektrophiles Chloratom auf
die a-Position der Enolform von 106. 'H-NMR-spektroskopische Analyse des erhal-
tenen Rohprodukts ergab ein Produkt-Edukt-Verhaltnis von ca. 2 : 1 (Umsatz: 66%,
Lit.®®: 66%). Entgegen der Literaturvorschrift gelang es jedoch nicht, durch Umkri-
stallisation (Heptan/Dichlormethan =1 : 1 v/v) des Rohproduktes auch 66% Aus-
beute zu erhalten. Es fielen zunachst nur Produkt-Edukt-Mischfraktionen an, die zu-
dem noch Pentachlorphenol enthielten. Das Produkt 107 konnte auf diese Weise nur
in 21% rein isoliert werden (Lit.*®: 66%).

? ¢
Cl cl
- - . 18CH2<:| . 1BCHZCI
.o 4 °oC o 4
oy EtOH. Rickflug, 7 h, [No] Z3on MeOH, 0 °C~Rt Z20H
107: 21% 69: 65%
106 107 69

Abb. 35: Darstellung von 7-Monochlormethyl-salicylalkohol 69

Ausgehend von 107 konnte der Salicylalkohol 69 dann durch Reduktion der Carbo-
nylgruppe mit Natriumborhydrid in befriedigender Ausbeute erhalten werden
(Abb. 35).

4.1.7 Synthese von 7-Cyanomethyl-salicylalkohol 70

In Anlehnung an die in Kapitel 4.1.1 beschriebene Variante der Reformatsky-Reak-
tion konnte auch 7-Cyanomethyl-salicylalkohol 70 aus Salicylaldehyd 103a durch
Umsetzung mit zwei Aquivalenten Bromacetonitril in Gegenwart von zwei  Aquiva-
lenten metallischen Indiums dargestellt werden. AuBerdem wurden noch drei Aqui-

valente Trimethylsilylchlorid (TMSCI) zugegeben®®, um die freie Hydroxy-Gruppe in
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103a zu schutzen und gleichzeitig die Carbonylgruppe fur den nucleophilen Angriff
zu aktivieren. (Abb. 36).

(0] 8 CN
1
[::I:H\H 2Aquw.BK}hCN,2AquJn,3Aquw.TMSCI‘> 5 T OH
4
OH THF, Rt, 2 h, [Ar] Z 2 0H
70: 11%
103a 70

Abb. 36: Darstellung von 7-Cyanomethyl-salicylalkohol 70

Bei der anschlieRenden wassrigen Aufarbeitung wurden dann die zwischenzeitlich
als TMS-Ether geschitzten Benzyl- und Phenyl-Hydroxy-Gruppen in 70 wieder ent-
schutzt. 7-Cyanomethyl-salicylalkohol 70 konnte so in 11 % Ausbeute erhalten wer-
den (Ausbeute Lit.*": 27 %).

41.8 Synthese von 7-Nitromethyl-salicylalkohol 71

Die Synthese von 7-Nitromethyl-salicylalkohol 71 gelang ebenfalls durch nucleophile
Addition an Salicylaldehyd 103a. Aufgrund der relativ hohen C-H-Aciditat von Nitro-
methan genugte es, zur Erzeugung des Nucleophils aus Nitromethan durch Deproto-

nierung die Base Triethylamin in nur katalytischen Mengen zuzugeben (Abb. 37).

0 8 NO,
6
dJ\H CH3N02, NEt3 (kat) N 5 1 7 OH
OH EtOH, Rt, 93 h N2 o
71: 69%
103a 71

Abb. 37: Darstellung von 7-Nitromethyl-salicylalkohol 71

Das Produkt 71 konnte nach wurde 93 stindigem Ruhren der Reaktionslosung bei

Raumtemperatur in guter Ausbeute erhalten werden.
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41.9 Synthese von 6-Chlor-salicylalkohol 15d

Zu Vergleichszwecken sollte das 6-Chlor-cycloSal-d4TMP 16d synthetisiert werden.
In der ersten Stufe wurde 6-Chlor-salicylaldehyd 103d zum 6-Chlor-salicylalkohol
15d reduziert. Dies gelang bei Raumtemperatur mit Lithiumaluminiumhydrid in sehr
guter Ausbeute (Abb. 38).

cl O 1) LiAlH4, THF, Rt, 2 h, [No] Cl

6
@me 2) RiickfluB, 1 h, [No] s N7 OH
4
OH 2 OH

15d: 93% 3
103d 15d

Abb. 38: Darstellung von 6-Chlor-salicylalkohol 15d

Zur Vervollstandigung der Reduktion wurde die Reaktionslosung vor der Aufarbei-
tung noch fur 1 Stunde unter Ruckflufd erhitzt.

4.1.10 Versuch der Synthese von 7-Methancarbonylmethyl-salicylalkohol 72a

Um die Reihe der Benzyl-funktionalisierten cycloSal-d4TMPs 33-34 mit C-H-acidifi-
zierenden Gruppen in der Benzyl-Seitenkette (CO,Et, SO,Me) um die Verbindung 42
mit der Methancarbonyl-Gruppe (C(O)Me) als C-H-acidifizierndem Substituenten zu
erweitern, sollte zunachst 7-Methancarbonylmethyl-salicylalkohol 72a synthetisiert
werden.

In einer in der Literatur beschriebenen mehrstufigen Synthese wird 72a als Zwi-
schenprodukt postuliert, das jedoch nicht weiter aufgearbeitet wurde®"!. Geman die-
ser Vorschrift wurde Salicylaldehyd 103a in einer Aldol-Addition mit Aceton umge-
setzt. Als Base wurde Ammoniumacetat verwendet (Reaktion (A), Abb. 39, S. 40).
Das Produkt 72a konnte jedoch in einem vom Rohprodukt aufgenommenen 'H-NMR-
Spektrum nur in geringer Menge nachgewiesen werden. Es entstand ein Gemisch
aus nicht weiter identifizierten Produkten. Der Versuch, 72a durch Aldol-Addition von
Aceton an Salicylaldehyd zu erhalten, wurde noch zweimal unter Verwendung von
Triethylamin bzw. wassriger NaOH als Basen wiederholt (Reaktion (B) bzw. (C),
Abb. 39). In beiden Fallen konnten jedoch nach dunnschichtchromatographischer

Reaktionskontrolle keine Hinweise auf erfolgte Umsetzungen gewonnen werden.



Resultate und Diskussion 40

(A) 1.3 Aquiv. Aceton, 2 Aquiv. NH,OAc
EtOH, Ruckflu3, 3 h
(0]

(B) 2 Aquiv. Aceton, 1.1 Aquiv. NEt3 6
dH EtOH, Rt, 4 h /. s 7 OH
OH (C) 1.5 Aquiv. Aceton, 1.4 Aquiv. NaOH / 4

H,O, Rt, 20 h
103a 72a

Abb. 39: Versuch der Darstellung von 7-Methancarbonylmethyl-salicylalkohol 72a
durch Aldol-Additionen von Aceton an Salicylaldehyd 103a

Es wurde aullerdem versucht, das Diol 72a aus 103a durch Aldol-Addition von
O-Trichlorsilyl-2-hydroxypropen darzustellen®®® (Abb. 40). Die Reaktion des O-Tri-
ethylsilyl-geschutzten Salicylaldehyds 103e mit O-Trichlor-silyl-2-hydroxypropen
fuhrte zur Bildung des Triethylsilyl-geschutzten Salicylalkohols 72b in 85 % Aus-
beute. Bei der analogen Durchfuhrung mit ungeschutztem Salicylaldehyd 103a

konnte das gewlnschte Produkt 72a jedoch nicht isoliert werden.

o]
o} 0SiCl, 5 85 90
1
H /§ _ 5 7 OH
DCM, R, 4 h, [Ar] - 4
OX 37 2 0X
103a (X = H) 72a (X = H)
103e (X = SiEty) 72b (X = SiEty)

Abb. 40: Aldol-Addition von O-Trichlorsilyl-2-hydroxypropen an 103a und 103e

Es wurden anschlieend Versuche unternommen, den 2’-O-Triethylsilylether im Sali-
cylalkohol 72b zu entschutzen (Abb. 41, S. 41). Dabei wurden drei Verfahren ange-
wendet, die in der Literatur zur Spaltung von Phenyltriethylsilylethern beschrieben
sind. Bei der versuchten Entschitzung mit Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) in
THF® (Reaktion (A), Abb. 41, S.33) konnte das Eliminierungsprodukt (E)-4-(2'-
Hydroxy-phenyl)but-3-en-2-on 72'a isoliert werden, jedoch kein Produkt. Hier war
offensichtlich zusammen mit der gewlnschten Silyletherspaltung eine Kondensati-
onsreaktion abgelaufen.

Im Fall des Versuch der Entschiitzung mit Ammoniumfluorid in Methanol®* (Reaktion
(B), Abb. 41) konnte kein Produkt in einem 'H-NMR-Rohproduktspektrum nachge-

wiesen werden.
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Auch der Versuch den O-Triethylsilylether im Benzylalkohol sauer mit Essigsaure in

wassrigem THF® zu spalten, fiihrte nicht zum gewiinschten Diol 72a.

o) o)
(A) 1 Aquiv. TBAF, THF, Rt, 20 h 5 8g 910
OH (B)3 Aquiv. NH,F, MeOH, Rt, 16 h / 5 TOH
2.5 Aquiv. HOAc, 8 Aquiv. THF, B
OSiEt (©) 5 quiv. HOAc, 8 Aquiv o // <72 0H
3 Aquiv. H,0, Rt, 38 h ;
72b ! 72a
b >

Abb. 41: Versuche zur Spaltung des O-Triethylsilylethers in 72b

Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich, dass die freie Hydroxy-Gruppe in 103a die
Umsetzung des Trichlorsilylenolates mit der Carbonylgruppe verhindert. Dagegen
verlauft die Reaktion mit dem Triethylsilyl-geschutzten Salicylaldehyd 103e mit guten
Ausbeuten zum ebenfalls Triethylsilyl-geschutzten Diol 72b. Allerdings gelang die
selektive Entschitzung der Phenyl-OH-Gruppe nicht. Offensichtlich fihren die zur
Entschitzung von Triethylsilylethern gangigen Reagenzien aufgrund ihrer Saureei-
genschaften auch zur Bildung des Enol-Tautomers von 72b bzw. 72a, das anschlie-
Rend zum Kondensationsprodukt 72'b bzw. 72'a weiterreagieren kann.

Auler den Versuchen, 7-Methancarbonylmethyl-salicylalkohol 72a nach Aldol-Addi-
tion zu erhalten, war eine weitere Strategie, 72a durch Reformatsky-Reaktion darzu-
stellen. Ein erster Ansatz war, 72a durch Umsetzung von Salicylaldehyd 103a mit
a-Chloraceton in Gegenwart von Zinkpulver in Wasser herzustellen (Abb. 42).

0
0 (A) 1.5 Aquiv. CI\)J\,4Aquiv. Zn 85790

6
@H H,0, 35 °C, 5 h | s Ny T OH
OH i I 72 on

(8)3 Aquiv.l\)J\ , 2 Aquiv. In 3

103a THF, Rt, 2.5 h, [Ar]

72a
Abb. 42: Versuche zur Darstellung von 72a in einer Reformatsky-Synthese
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Nach Aufarbeitung und Analyse des 'H-NMR-Rohproduktspektrums konnte jedoch
Produkt 72a nur in Spuren nachgewiesen werden.

In Anlehnung an die zur Darstellung der Salicylalkohole 63 erfolgreich angewendete
Variante der Reformatsky-Reaktion mit Indium wurde auch versucht, 72a durch Um-
setzung von Salicylaldehyd 103a mit a-lodaceton und metallischem Indium in THF
unter Inertgas bei Raumtemperatur zu erhalten (Abb. 42, S. 41). Nach Aufarbeitung
wurde vom Rohprodukt ein 'H-NMR-Spektrum aufgenommen. In diesem waren je-

doch nur Eduktsignale zu erkennen.

4.1.11 Synthese von 7,7-bis-Ethoxycarbonylmethyl-Phthaldialkohol 109

Das Phthaldialkohol-Derivat 109 sollte sich in einer klassischen Reformatsky-Syn-
these aus Phthaldialdehyd 108 darstellen lassen, da in diesem keine anderen Funk-
tionalitaten die Reaktion beeintrachtigen konnen. Andererseits ergeben sich durch
die ortho-Standigkeit der Aldehyd-Gruppen in 108 potentiell Effekte wie z. B. eine
starke sterische Hinderung, die vermutlich daflr verantwortlich waren, dass die Syn-
these von 109 nur mihsam gelang. Sie gluckte schlieBlich unter Anwendung der
klassischen Reformatsky-Reaktion mit THF/Trimethylborat als Solvens. Die Variante
der Reformatsky-Reaktion mit Indium flhrte nicht zu dem gewlnschten Produkt.
Auch der Versuch einer Aldol-Reaktion von 108 mit Ethylacetat sowie ein zweistufi-
ger Syntheseansatz blieb erfolglos.

Die klassische Variante der Reformatsky-Reaktion wird fur die Umsetzung von
Benzaldehyd mit Ethylbromacetat und Zink beschrieben®®. Sie wurde auf die Um-
setzung von Phthaldialdehyd 108 Ubertragen (Reaktion (A), Abb. 43, S. 43). Als
Mengenverhaltnisse wurden ein Aquivalent 108 und je drei Aquivalente Ethylbrom-
acetat und Zink gewabhlt. Die Aufarbeitung fuhrte zu einem 6ligen braunen Rohpro-
dukt, dessen dunnschichtchromatographische Untersuchung ergab, dass es aus
mindestens zehn verschiedenen Substanzen bestand. Auf eine chromatographische
Aufreinigung wurde daher verzichtet.

Da die klassische Reformatsky-Synthese nicht den gewlnschten Erfolg brachte,
wurde zur Darstellung von 109 eine neuere Variante dieser Reaktion in fester Phase
erprobt®. Zu diesem Zweck wurden die Edukte Phthaldialdehyd 108 (ein Aquiva-
lent), Ethylbromacetat (sechs Aquivalente) und Zink (30 Aquivalente) zusammen mit

Ammoniumchlorid, welches die Reaktionsmischung "verdinnen" sollte, bei Raum-
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temperatur verrieben (Reaktion (B), Abb. 43). Nachdem die betrachtliche Warme-
entwicklung beim Verreiben der Substanzen bereits auf das Stattfinden einer Reak-
tion hingewiesen hatte, wurde die Reaktionsmischung noch einige Stunden bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

O (A) 3 Aquiv. BrCH,CO,Et, 3 Aquiv. Zn

H Toluol/Et,0, 55 °C, 3 h, [Ar] /.
H  (B)6 Aquiv. BrCH,CO,Et, 30 Aquiv.zn /|
o NH,CI, Rt, 3 h
108 109

Abb. 43: Versuche zur Synthese des Phthaldialkohols 109: durch Reformatsky-
Reaktion

Die anschlieliende Aufarbeitung fihrte jedoch zur Isolierung von nur 153 mg organi-
scher Substanz (100 % Ausbeute: 1.58 g), so dass auf eine chromatographische
Aufreinigung auch hier verzichtet wurde.

Als dritte Variante der Reformatsky-Reaktion wurde die Synthese in THF/Trimethyl-
borat als Lésungsmittel erprobt'®! (Abb. 44). Das Co-Solvens Trimethylborat als mil-
de Lewis-Saure aktiviert dabei die Carbonylgruppen in 108 und erleichtert so den

nucleophilen Angriff des aus Zink und Ethylbromacetat gebildeten Zink-Organyls.

o)
H 2.5 Aquiv. BrCH,CO,Et, 2.5 Aquiv. Zn o
H THF/B(OMe)s (1:1), Rt, 3 h, [Ar] -
o)
109: 38%
108 109

Abb. 44: Synthese des Phthaldialkohols 109 durch klassische Reformatsky-Reakti-
on in THF/Trimethylborat

Phthaldialdehyd 108 wurde mit 2.5 Aquivalenten Zinkstaub und 2.5 Aquivalenten
Ethyloromacetat bei Raumtemperatur und unter Inertgasbedingungen umgesetzt.
Nach Aufarbeitung und chromatographischer Aufreinigung konnte das Produkt 109 in
moderater Ausbeute erhalten werden.
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In Analogie zu der erfolgreichen Synthese der Salicylalkohol-Derivate 33 durch An-
wendung der Variante der Reformatsky-Reaktion mit Indium wurde auch die Dar-
stellung des Diols 109 mit Hilfe dieses Reaktionstyps erprobt®®. Die Reaktion wurde
wie bereits in Kapitel 4.1.1 fur Salicylaldehyde 103 als Edukte beschrieben durchge-
fuhrt. Statt der gewunschten Verbindung 109 ergab sich auf diese Weise das cycli-
sche Halbacetal 110 (Abb. 45), vermutlich durch intramolekularen Angriff der
B-standigen Hydroxy-Gruppe des monosubstituierten Intermediats auf seine noch

nicht umgesetzte Aldehyd-Funktion.

0]
H 6 Aquiv. BrCH,CO,Et, 4 Aquiv. In
H THF, Rt, 3.7 h, [Ar] g
0]
110: 68%
108 110

Abb. 45: Versuch der Synthese des Phthaldialkohols 109 durch Indium-Variante

der Reformatsky-Reaktion

Das Isobenzofuran 110 wurde nach chromatographischer Aufreinigung in 68 % Aus-
beute erhalten. Die intramolekulare Halbacetalbildung war wahrscheinlich durch die
starre ortho-Standigkeit der Substituenten am aromatischen Kern gegenuber einer
weiteren Reaktion des monosubstituierten Intermediats mit einem weiteren Aquiva-
lent der reaktiven Indium-Spezies zum Phthaldialkohol-Derivat 109 begunstigt wor-
den.

Weiterhin wurde der Versuch unternommen, Phthaldialdehyd 108 mit Ethylacetat und
einer starken Base (Natriumhydrid, LDA) in einer Aldol-Addition zum Pthaldialkohol
109 umzusetzen (Abb. 46, S. 45). Es wurde stets zunachst das Enolat des Ethyl-
acetats in einer Vorreaktion dargestellt. AnschlielRende Zugabe von 108 erfolgte bei
tiefer Temperatur, um eine mogliche Bildung von Aldol-Kondensationsprodukten zu
unterbinden. Anschlielende Aufarbeitung konnte jedoch fir keine der verwendeten
Basen die Zielverbindung 109 liefern. Auch hier erscheinen sterische Grunde fur das
Scheitern der Synthese am wahrscheinlichsten.
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0]
H 2.5 Aquiv. CH3CO,Et, 2.5 Aquiv. Base
H THF, [Ar]
0]
Base = NaH, LDA
108 109

Abb. 46: Versuche zur Synthese des Phthaldialkohols 109: Aldol-Reaktion von
Phthaldialdehyd mit Ethylacetat

Zusatzlich zu den geschilderten, erfolglosen einstufigen Versuchen einer Darstellung

von 109 wurden auch ein zweistufiger Syntheseansatz erprobt (Abb. 47).

Cl
Cl

111 109

Abb. 47: Zweistufiger Syntheseplan zur Darstellung des Phthaldialkohols 109

Mit dem reaktiven Acylierungsreagenz Phthaloyldichlorid sollte die Darstellung des
aromatischen p-Ketocarbonsaureesters 111 moglich sein, dessen selektive Reduk-
tion mit Natriumborhydrid dann den Alkohol 109 ohne Bildung des Kondensations-
produktes liefern kénnte. Zur Darstellung der Diketoverbindung 111 wurden zwei
Methoden erprobt : die Acylierung von Monoethylmalonat, gefolgt von Decarboxy-
lierung sowie die entsprechende Acylierung des Enolats von Ethylacetat mit Phtha-
loyldi-chlorid. Da die Darstellung von 111 in beiden Fallen misslang, konnte der er-
lauterte Syntheseweg nicht weiter verfolgt werden.

Dementsprechend fuhrte also auch der bereits erwahnte Versuch, 111 durch
Acylierung von Monoethylmalonat mit Phthaloyldichlorid und anschliel3ender
Decarboxylierung nach einer fiir Benzoylchlorid beschriebenen Methode!® zu syn-
thetisieren, nicht zum gewtnschten Produkt (Abb. 48, S. 46).
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O O
O o)
3.6 Aquiv.HOJ\/U\OEt, 7.5 Aquiv. nBuLi O
cl
> O/\
cl
THF, -65 °C, [A] \ o/
0
112: 35% 0

Abb. 48: Versuch der Synthese der Diketoverbindung 111

Anstelle von 111 konnte jedoch lediglich das Indan-Derivat 112 isoliert werden
(Abb. 48). Die Verbindung 112 bildete sich unter den Reaktionsbedingungen vermut-
lich durch intramolekulare Knoevenagel-Kondensation aus 111, das wahrscheinlich
intermediar entstanden war.

4.2 Synthese der Saligenylchlorphosphane 93-101 und 113

Die Synthesen der Saligenylchlorphosphane 93-101 sowie 113 erfolgten nach einer
bereits erprobten Methodik unter Inertgas, um Sauerstoff und Feuchtigkeit auszu-
schliessen®! (Abb. 49).

1) 1.1 Aquiv. PCl3, Et,0, -20 °C, [Ar]

2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Ar] 6
x @\)\OH 3) 1 h, Rt, [Ar] 551 NP0
I > I !
_P
= OH AN ~

£207
X = H, 3-Me, 5-Cl, 6-Cl
R = H, CH,CO,Et, CH,SO,Me, Me, nBu,
CClg, CHCly, CH,CI, CN, CH,NO,
63-71, 15d 93-101, 113

Abb. 49: Synthese der Saligenylchlorphosphane 93-101 und 113

Die Salicylalkohole 15d sowie 63-71 wurden als Losungen in abs. Diethylether vor-
gelegt und auf -20 °C abgekuhlt. Es wurde generell darauf geachtet, dass trockenes
Lésungsmittel und frisch destillierte Reagenzien verwendet wurden und dass sich die
Salicylalkohole 15d und 63-71 vollstandig in Losung befanden. Bei fortgesetzter
Kihlung wurden anschlieRend unter Rihren 1.1 Aquivalente Phosphor(lll)-chlorid
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sowie in einem Zeitraum von 1.5 h 2.2 Aquivalente Pyridin zugetropft. Nach been-
deter Zugabe liel® man die Reaktionsgemische auf Raumtemperatur erwarmen und
noch 1 h bei Raumtemperatur nachriihren. AnschlieRend wurden die Ansatze Uber
Nacht bei -20 °C aufbewahrt, um ein madglichst vollstandiges Ausfallen des entstan-
denen Pyridinhydrochlorids herbeizufihren. Dies wurde dann unter Argon abfiltriert.
Vom Filtrat wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum abdestilliert. Die erhalte-
nen Rohprodukte wurden 'H-, "*C- und *'P-NMR-spektroskopisch analysiert. In allen
Fallen lagen die Rohprodukte der Saligenylchlorphosphane 93-101 sowie 113 in flr
die weiteren Umsetzungen ausreichend guter Form vor. Grundlage fur die Beurtei-
lung der Qualitat der Rohprodukte waren die entsprechenden *'P-NMR-Rohprodukt-
spektren. Der Anteil der Saligenylchlorphosphane 93-101 sowie 113 an der Ge-
samtmenge der Phosphor-haltigen Produkte konnte so bestimmt werden. Er lag typi-

scherweise im Bereich von 70 % — 85 %.

421 Synthese des 7,7'-bis-ECM-substituierten Phthalogenylchlorphos-
phans 114

Die Synthese des 7,7'-bis-ECM-substituierten Phthalogenylchlorphosphans 114 aus
dem Phthaldialkohol-Derivat 109 (Abb. 50) erfolgte in Analogie zur Darstellung den
zuvor in Kapitel 4.2 beschriebenen Darstellungen der Saligenylchlorphosphane 93-
101.

o~gr7o~11 1) 1.1 Aquiv. PCly, Et;0, -20 °C, [AT]
2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Ar]
7 OH 3) 1 h, Rt, [Ar]

109

Abb. 50: Synthese des Phthalogenylchlorphosphans 114

Zunachst wurden die Mengenverhaltnisse der Edukte in strikter Ubereinstimmung zur
Darstellung von 93-101 gewéhlt. Das *'P-NMR-Spektrum des so erhaltenen Pro-
duktes wies zwei Signale bei 150.9 ppm bzw. 158.0 ppm auf, die aufgrund ihrer Tri-
plett-Struktur im "H-gekoppelten Spektrum der Verbindung 114 zugeordnet wurden,
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welche somit als Gemisch zweier diastereomerer Enantiomerenpaare vorzuliegen
schien (Verhaltnis etwa 1:1 gemal den Integralwerten). Auler einigen Verun-
reinigungen, deren Signal im Bereich von etwa 0-10 ppm lagen (vermutlich Hydroly-
seprodukte), fanden sich jedoch auch noch bei 178.4 ppm und 180.1 ppm Signale,
welche bei "H-Kopplung Dubletts ergaben. Sie wurden daher offenkettigen Reaktions-
produkten des Phosphor(lll)-chlorids mit dem Diol 109 zugeschrieben. Das Ver-
haltnis dieser Nebenprodukte zum Reaktionsprodukt 114 betrug 0.8 : 1.0, so dass
die phosphitylierende Wirkung des erhaltenen Rohprodukts von 114 auf d4T 4 zur
Darstellung von 115 als maRig eingeschatzt werden musste.

Daher wurde noch ein zweiter Ansatz zur Darstellung von 114 unternommen, in dem
die Bildung offenkettiger Nebenprodukte durch Anwendung des Verdlinnungsprinzips
weitgehend unterdrickt werden sollte. So wurde mit Phosphor(lll)-chlorid und mit
dem etwa dreifachen Volumen Diethylether gearbeitet. Die *'P-NMR-spektroskopi-
sche Untersuchung des Rohprodukts ergab identische Signale, allerdings betrug das
Verhaltnis der offenkettigen Nebenprodukte zu 114 nunmehr 2.7 : 1.0. Die erlauterte
Modifikation der Synthese brachte also keine Verbesserung, sondern eine Ver-
schlechterung der Produktqualitat.

4.3 Synthese der Benzyl-funktionalisierten cycloSal-NMPs

Im folgenden Kapitel werden nun die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Syn-
thesen Benzyl-funktionalisierter cycloSal-NMPs beschrieben. Insbesondere die Ben-
zyl-substituierten cycloSal-d4TMPs 33-40 lieferten aufgrund der mit ihnen durchge-
fuhrten Studien (vgl. Kap. 4.4-4.6) wertvolle Hinweise, die zum besseren Verstandnis
des Einflusses der Benzyl-Substituenten auf das Hydrolyseverhalten von cycloSal-
Pronucleotiden flhrten.

Statt der vollstandigen Namen der Benzyl-substituierten cycloSal-NMPs werden
nachfolgend Kirzel verwand, entsprechend dem folgenden System: Soweit vorhan-
den wird der Substituent am Aryl-Rest vorangestellt (3-Me, 5-Cl bzw. 6-ClI). Als nach-
stes wird der Name des Substituenten in Benzyl-Position (7-Position) durch ein 2-
bzw. 3-Buchstaben-Kiirzel angehangt. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht dieser ver-
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wendeten Kurzel. Daran wird die Abklrzung ,cycloSal“ fir ,cyclosaligenyl“ ange-
schlossen. Als letztes folgt die Bezeichnung des Nucleotids (z.B. d4TMP, BVDUMP).

Tabelle 2:  2- bzw. 3-Buchstaben-Klrzel der Substituenten in Benzyl-Position

Vollstandige Bezeichnung Karzel
33 7-Ethoxycarbonylmethyl- 7-ECM
34 7-Methansulfonylmethyl- 7-MSM
35 7-Methyl- 7-Me
36 7-Butyl- 7-Bu
37 7-Trichlormethyl 7-TM
38 7-Dichlormethyl- 7-DM
39 7-Monochlormethyl- 7-MM
40 7-Cyanomethyl- 7-CM

Zwei Beispiele sollen mit diesem Benennungsschema vertraut machen:

Beispiel 1:  3-Me,7-ECM-cycloSal-d4TMP als Abkurzung fur 3-Methyl-7-ethoxy-
carbonylmethyl-cyclosaligenyl-d4 T-monophosphat 33b;

Beispiel 2:  7-DM-cycloSal-d4TMP als Abkurzung fur 7-Dichlormethyl-cyclosali-
genyl-d4T-monophosphat 38.

431 Synthese der cycloSal-d4TMPs 16d und 33-40

Die Darstellung der cycloSal-d4TMPs 16d und 33-40 erfolgte nach einer bereits
etablierten Vorschrift’®® unter Inertgasatmosphare (Abb. 51, S. 50). Hierzu wurden
Ldsungen von d4T 4 in abs. Acetonitril (ca. 0.05 M) angesetzt und auf -20 °C gekunhlt.
Zu diesen Lésungen wurden zwei Aquivalente DIPEA sowie die entsprechenden Sa-
ligenylchlorphosphane als Rohprodukte gegeben. Anschlie3end lie® man die Reakti-
onslésungen auf Raumtemperatur erwarmen und bei Raumtemperatur nachrthren.
Die Reaktionen wurden dabei dunnschichtchromatographisch verfolgt (Dichlor-
methan/Methanol =9 : 1 v/v). Sofern d4T 4 noch nicht vollstandig verbraucht war,
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wurde bei -20 °C weiteres Saligenylchlorphosphan zugegeben. Nach vollstandiger
Umsetzung von 4 wurden bei -20 °C drei Aquivalente tert-Butylhydroperoxid zuge-
tropft. Man liel3 die Reaktionsmischungen erneut auf Raumtemperatur erwarmen und

1 h nachrihren.

0 7
R R
6, HN " |5
(N0 1)d4T, DIPEA, CH,ON, 20 °C— Ry [A] _ 5 \1"70 O%N 6
— |
' o P\ o] 2) tBUOOH, -20 °C—=R, 1 h, [Ar] P OS5 o
3 ,
42-68% O LK)
3’ 2’

X =H, 3-Me, 5-Cl, 6-Cl
R =H, CH,CO,Et, CH,SO,Me, Me, nBu, CCl3, CHCI,, CH,CI, CN

113, 93-100 16d, 33-40
Abb. 51: Darstellung der cycloSal-d4TMPs 16d und 33-40

Nach Abdestillieren der Losungsmittel und weiterer Aufreinigung am Chromatotron
konnten die Produkte 16d und 33-40 zunéachst in Form farbloser Ole in mittleren bis
guten Ausbeuten isoliert werden. Allgemein zeichnete sich der Trend ab, dass mit
zunehmender Hydrolysestabilitat der cycloSal-d4TMPs 16d und 33-40 auch die in
der vorangegangenen Synthese erzielte Ausbeute stieg. Die als farblose Ole erhal-
tenen cycloSal-d4TMPs 16d und 33-40 gingen durch Gefriertrocknung in farblose
Watten uber. Alle Benzyl-funktionalisierten cycloSal-d4TMPs 33-40 wurden als Ge-
misch aus vier Diastereomeren erhalten. Verbindung 16d, die keinen weiteren Sub-
stituenten in Benzyl-Position tragt, konnte als Gemisch aus zwei Diastereomeren iso-
liert werden (die genauen Diastereomerenverhaltnisse flr 16d und 33-40 finden sich
im Experimentalteil, Kap. 7.4).

Der Versuch, auch 7-Nitromethyl-cycloSal-d4TMP 41 nach der beschriebenen Me-
thode aus dem entsprechenden Saligenylchlorphosphan 101 und d4T 4 darzustellen,
misslang. Es wurden nur Mischfraktionen von Nebenprodukten erhalten. Aufgrund
der chemischen Verschiebung im 31P-NMR-Spektrum konnte der "falsche Diester"
91" als eines der Nebenprodukte identifiziert werden. Dieser kann allerdings nur aus
zuvor gebildetem Triester 41 entstanden sein. Offensichtlich sind die zur Darstellung
von 16d und 33-40 erfolgreich angewendeten Bedingungen (zwei Aquivalente
DIPEA) zu basisch fur eine effektive Darstellung von 41, da unter diesen Bedin-
gungen anschliellend eine a-Deprotonierung in der 7-Nitromethyl-Seitenkette in 41
den Abbau zu 91" auslost. Aus diesem Grund wurde ein weiterer Versuch zur Dar-

stellung von 41 mit zwei Aquivalenten des schwécher basischen Pyridins anstelle
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des DIPEA unternommen. Der Triester 41 konnte jedoch auch auf diesem Weg nicht

erhalten werden.

4.3.1.1 Synthese des 7,7'-bis-ECM-substituierten cycloPhthal-d4TMP 115

Wie zuvor beschrieben (Kap. 4.3.1) gelang auch die Synthese von 7,7'-bis-Ethoxy-
carbonylmethyl-cycloPhthal-d4TMP 115 (Abb. 52) als Gemisch aus drei Diastereo-
meren im Verhaltnis 1.0 : 0.4 : 0.3.

Q 1) d4T, DIPEA, CH,CN, -20 °C—= Rt, [Ar]
3 2) tBuOOH, -20 °C— Rt, 1 h, [Ar] -

115: 9%

114 115
Abb. 52: Darstellung von 7,7'-bis-Ethoxycarbonylmethyl-cycloPhthal-d4TMP 115

Die vergleichsweise schlechte Qualitdt des eingesetzten Phthalogenylichlor-
phosphans 114 ist sehr wahrscheinlich als Hauptursache dafir anzusehen, dass 115

nur in einer unbefriedigenden Ausbeute von 9% erhalten werden konnte.

4.3.2 Synthese der cycloSal-BVDUMPs 116

Die Darstellung der cycloSal-BVDUMPs 116a-d erfolgte in Ahnlehnung an die in Ka-
pitel 4.3.1 flr cycloSal-d4TMPs beschriebene Vorschrift (Abb. 53).

cl R 1) BVDU, DMF/THF (2:1)
DIPEA, -20 °C—» R, [Af] 1 HNW
O 2)+BUOOH, -20 °C—=Rt1h, [Ar]
P >
0" cl 32-55%
R = CH,CO,Et, Me, nBu, H L 4

93d, 95d, 96d, 113 116a-d

Abb. 53: Darstellung der cycloSal-BVDUMPs 116a-d

Die hohere Reaktivitat der primaren 5°-OH-Gruppe in BVDU 13 gegenuber der se-
kundaren 3°-OH-Gruppe flhrte dabei zur bevorzugten Reaktion der Saligenyl-
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chlorphosphane mit 5°-OH. Zu Losungen von BVDU 13 in abs. DMF/THF (2 : 1 v/v)
gab man bei —20 °C zwei Aquivalente DIPEA sowie die entsprechenden Saligenyl-
chlorphosphane (ca. 1.5 Aquivalente). AnschlieRend lieR man den Ansatz auf
Raumtemperatur erwarmen. Auf Zugabe weiteren Chlorphosphans wurde bei noch
unvollstandigem Umsatz von 13 verzichtet (dinnschichtchromatographische Reakti-
ons-kontrolle: Laufmittel Dichlormethan/ Methanol =9 : 1 v/v), da es dadurch unver-
meidlich auch zur Bildung von 3,5 -diphosphorylietem Nebenprodukt kommen wdir-
de. Es wurden anschlieRend bei -20 °C drei Aquivalente tert-Butylhydroperoxid zu-
getropft. Man liel} die Reaktionsmischungen erneut auf Raumtemperatur erwarmen
und 1 h nachrihren. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel abdestilliert und die so
erhaltenen Rohprodukte wurden in Trennungen am Chromatotron aufgereinigt. Die
Produkte 116 wurden zunachst in Form farbloser Ole in befriedigenden Ausbeuten
isoliert. Diese gingen durch Gefriertrocknung in farblose Watten Gber. Auch die Ben-
zyl-funktionalisierten cycloSal-BVDUMPs 116a-c wurden als Gemisch aus vier Dia-
stereomeren erhalten, lediglich das nicht Benzyl-modifizierte 116d fiel als Gemisch
aus zwei Diastereomeren an (die genauen Diastereomerenverhaltnisse fur 116a-d

finden sich im Experimentalteil, Kap. 7.5).

4.3.3 Synthese der cycloSal-ddAMPs 117 und cycloSal-F-ara-ddAMPs 118

Auch die Synthesen der cycloSal-ddAMPs 117 und des cycloSal-F-ara-ddAMPs 118
gelangen in Anlehnung an die in Kapitel 4.3.1 beschriebene Vorschrift zur Darstel-
lung von cycloSal-d4TMPs (Abb. 54).

NH

1) ddA (F-ara-ddA), DIPEA . 2

R DMF/THF (2:1), -40 °C, [Ar] NN

(N0 2)HBUOOH 40°C=RLINIAL N0 \ N/)
I

! 1
7 P P\ 0 7 P ||:|)WO
o Cl 36-52% (0] 5 o )
X = 3-Me 5-CI

R= CHchZEt, CstOZMe
93-94 117, 118
Abb. 54: Darstellung der cycloSal-ddAMPs 117 und cycloSal-F-ara-ddAMPs 118

Bei der Umsetzung von ddA 21 (bzw. F-ara-ddA) mit Saligenylchlorphosphanen gilt
es, eine mit der exocyclischen primaren Amino-Gruppe der Adenin-Base in ddA 21

(bzw. F-ara-ddA) mdgliche Konkurrenzreaktion zur Reaktion mit 5-OH zu unterbin-
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den. In dem Losungsmittelgemisch DMF/THF (2 : 1 v/v) konnten unter strenger Tem-
peraturkontrolle bei —40 °C sehr gute Selektivitaten fur die 5-OH-Gruppe erzielt wer-
denf’,

Zu Lésungen von ddA 21 (bzw. F-ara-ddA) wurden also bei —40 °C zwei Aquivalente
DIPEA sowie die entsprechenden Saligenylchlorphosphane 93-94 (Rohprodukte)
gegeben. Die Reaktionen wurden dinnschichtchromatographisch verfolgt (Dichlor-
methan/ Methanol =9 : 1 v/v) und sofern ddA 21 (bzw. F-ara-ddA) noch nicht voll-
standig verbraucht war, wurde bei -40 °C weiteres Saligenylchlorphosphan zugege-
ben. Nach vollstidndiger Umsetzung bei -40 °C drei Aquivalente tert-Butyl-hydro-
peroxid zugetropft. Man lie3 die Reaktionsmischungen auf Raumtemperatur erwar-
men und 1 h nachrihren. Nach Abdestillieren der Losungsmittel wurden die Rohpro-
dukte am Chromatotron aufgereinigt. So konnten 117 und 118 in befriedigenden
Ausbeuten zunéchst als farblose Ole erhalten werden. Diese gingen durch Gefrier-
trocknung in farblose Watten uber.

Wieder wurden die Benzyl-funktionalisierten cycloSal-ddAMPs 117a-c sowie cyclo-
Sal-F-ara-ddAMP 118 als Gemisch aus vier Diastereomeren erhalten (die genauen
Diastereomerenverhaltnisse fur 117 und 118 finden sich im Experimentalteil,

Kap. 7.6).

4.4 Hydrolysestudien mit den Benzyl-substituierten cycloSal-
d4TMPs 33-40

Nach erfolgreicher Synthese wurden mit den Benzyl-funktionalisierten cycloSal-
d4TMPs 33-40 Hydrolyseexperimente durchgefuhrt, die die Einflusse der vorge-
nommenen Modifikationen im Vergleich zu den bereits bekannten®® Benzyl-substi-
tuierten cycloSal-d4TMPs 33a-35a sowohl qualitativ wie auch quantitativ dokumen-
tieren. In den folgenden Unterkapiteln 4.4.1-4.4.3 werden diese verschiedenen Expe-
rimente beschrieben sowie die daraus gewonnenen Ergebnisse prasentiert. Eine zu-
sammenfassende Diskussion der Ergebnisse der Hydrolysestudien (vgl. auch Er-
gebnisse aus Kap. 4.6-4.7), in die zusatzlich auch Ergebnisse aus DFT-Rechnungen

an ausgewahlten Modellsystemen mit Gaussian 98"'%! (Kap. 4.5) einflieBen, und eine



Resultate und Diskussion 54

mechanistische Interpretation zum Hydrolyseverhalten von Benzyl-substituierten
cycloSal-NMPs wird abschlieend in Kapitel 4.8 gegeben.

441 Bestimmung der Hydrolysehalbwertszeiten in basischem Phosphat-
Puffer

Die Hydrolysekinetiken der Phosphattriester 33-40 und 16d wurden bei 37°C in iso-
tonischer Phosphat-Pufferlésung (12.5 mM, pH = 7.3) durchgeflhrt. Dazu wurde von
der jeweiligen Prodrug-Verbindung zunachst eine 1.9 mM Stammldésung in Wasser
angesetzt, indem man 11.4 pl einer zuvor angesetzten 50 mM Lésung des Prodrugs
in DMSO mit 300 pyl Wasser mischte. Nachdem 300 ul einer 25 mM Phosphat-Puf-
ferlosung (pH = 7.3) mit 5 pl eines internen Standards (AZT-L6sung) vorgelegt und
auf 37°C temperiert waren, wurden die Hydrolysen durch Hinzupipettieren von 300 pl
der Stammldésung des jeweiligen Pro-Nucleotids (Gesamtkonzentrationen der Hydro-
lyseldsungen: Cputfer = 12.5 MM, Cryiester = 1.0 mMM) und kurzes Durchmischen gestar-
tet. Sofort nach Durchmischen wurde das erste Aliquot entnommen (tp). Wahrend der
Hydrolysen wurden weitere Proben entnommen, zum Stoppen der Hydrolysen zu
einem Tropfen konz. Essigsaure pipettiert und sofort auf -196°C abgekuhlt. An-
schlielfend wurden HPLC-analytische Untersuchungen der Aliquote bei UV-Detektion
durchgefuhrt. Zur Auswertung wurde der Quotient aus den Peakflachen des Pro-
drugs und des internen Standards (AZT) gebildet und gegen die Hydrolysedauer
aufgetragen. Die Geschwindigkeitskonstanten k fur die Hydrolysen der
Phosphattriester konnten mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogramms Microsoft
Excel 2000 bestimmt werden. Dazu wurde fur alle Hydrolysen ein
Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung angenommen und demzufolge exponentielle

Ausgleichskurven der allgemeinen Form:
A)=Agee ™!

durch die experimentell bestimmten Melpunkte gelegt (wegen der im grof3en
Uberschul® vorhandenen Base Hydroxid kann die Hydrolyse als Reaktion pseudo-
erster Ordnung aufgefasst werden). Aus den so ermittelten Werten fir k konnte
anschlielend nach der allgemeinen Gleichung fur ein Geschwindigkeitsgesetz erster

Ordnung die Hydrolysehalbwertszeit t1,, errechnet werden:

tio = (In2) /I k
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Alle Hydrolysekinetiken wurden als Doppelbestimmung durchgefuhrt. Tabelle 3 gibt
die gemittelten Halbwertszeiten fir die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
cycloSal-d4dTMPs 16d und 33-40 wieder, zusammen mit der fUr den Prototypen

cycloSal-d4TMP 16a, die nach der gleichen Vorgehensweise bestimmt wurde.

Tabelle 3:  Hydrolysehalbwertszeiten der cycloSal-d4TMPs 16a, 16d und 33-40
ti2 [h]

X =H (a) X=3-Me () X=5Cl(c) X = 6-Cl (d)

7-H (16) 8.11 + 0.120 - [b] - [b] 1.92 £0.02

7-ECM (33)  4.14 + 0.09™ 6.82 + 0.05 1.51 + 0.04 1.46 + 0.03
7-MSM (34)  0.30 + 0.02" 0.41 £ 0.01 0.12 £ 0.01 - [e]
7-Me (35) 0.31 +0.01% - [c] - [c] [
7-Bu (36) 0.84 +0.02 [ @ [
7-TM (37) 1.42 +0.09 [ [ [
7-DM (38) 1.94 + 0.01 - [l [ [
7-MM (39) 5.25+0.10 -1 - _.. [
7-CM (40) 1.07 + 0.01 - [l _. el [

[a]: Werte wurden unter sonst gleichen Bedingungen in meiner Diplomarbeit®® bestimmt;
[b]: Halbwertszeiten wurden unter diesen Bedingungen nicht gemessen,;
[c]: Verbindungen wurden nicht synthetisiert

An dieser Stelle muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass es sich bei den
nach der oben beschriebenen Methode ermittelten Halbwertszeiten lediglich um ge-
mittelte Werte handelt. Zum einen wurde in Kapitel 4.3 bereits festgestellt, dass es
sich bei den Benzyl-funktionalisierten cycloSal-d4TMPs 33-40 jeweils um Gemische
aus vier Diastereomeren handelt. Diese vier Diastereomere konnen sich u.U. deutlich
in ihrer Hydrolysehalbwertszeit als auch in ihrem Hydrolyseverhalten unterscheiden.
Wie bereits im Kenntnisstand uber die Hydrolysen der Benzyl-substituierten cycloSal-
d4TMPs 33a-35a erwahnt (vgl. Kap. 2.2), konkurrieren im ersten Schritt der Hydro-
lyse zwei Reaktionswege, die entweder zu den sog. "richtigen Diestern" 43a-45a
(Reaktionsweg A, Abb. 19, S. 19) oder den "falschen Diestern" 83'a-84'a bzw. 85a
fuhren (Reaktionsweg B, Abb. 19, S. 19). Im Gegensatz zu den "richtigen Diestern"



Resultate und Diskussion 56

43a-45a, die in einer Folgereaktion d4TMP bereitstellen, sind die "falschen Diester"
dazu nicht mehr in der Lage. Diese beiden konkurrierenden Reaktionskanale A und
B sind prinzipiell flr jedes der bis zu vier Diastereomeren eines der Benzyl-funktio-
nalisierten cycloSal-d4TMPs 33-40 mdglich. Fur die Hydrolyse eines Gemisches aus
vier Diastereomeren eines cycloSal-d4TMPs 33-40 bedeutet dies, dass flur jedes
Diastereomer jeweils zwei Reaktionen ablaufen, die zusatzlich fur jedes
Diastereomer unterschiedliche Geschwindigkeitskonstanten besitzen. Demzufolge
stellen die experimentell bestimmten Halbwertszeiten nur genaherte sowie von der
jeweiligen Zusammensetzung der Diastereomerengemische abhangige Werte dar.
Sie geben allesamt nur die Geschwindigkeit an, mit der das jeweilige Pro-Nucleotid
abgebaut wird, unabhangig davon, zu welchen Produkten.

Vor dem Hintergrund des Uberaus deutlichen Unterschieds in den Hydrolysehalb-
wertszeiten (vgl. Tab. 3,S.55) von 7-ECM-cycloSal-d4TMP 33a einerseits
(t12=4.14 h) und 7-MSM-cycloSal-d4TMP 34a (ti2 = 0.30 h) bzw. 7-Me-cycloSal-
d4TMP 35a (t12 = 0.31 h) andererseits, erschien es plausibel anzunehmen, dass die
jeweiligen Benzyl-Substituenten in 33a-35a starke Einflisse auf die jeweilige
Phenylphosphatester-Spaltung A (fuhrt zum "richtigen Diester", vgl. Abb. 19, S. 19)
und die konkurrierende Benzylphosphatester-Spaltung B (fihrt zum "falschen Die-
ster") ausuben.

So konnte in den *'P-NMR-Hydrolysestudien fiir die in Benzyl-Position alkylierten
Derivate 7-Me- und 7-Bu-cycloSal-d4TMP 35a und 36a gezeigt werden (vgl. Kap.
4.4.4.1 und 4.4.4.3), dass die Freisetzung von d4TMP nur noch als Nebenreaktion
ablauft. Die bevorzugt ablaufende Reaktion fihrt zu den Phenylphosphatdiestern
("falsche Diester") 85a und 86a. Die im Vergleich zum Prototypen 16a (8.11 h)
deutlich kurzeren Hydrolysehalbwertszeiten fur 35a (0.31 h) und 36a (0.84 h; vgl.
Tab. 3, S.55) resultieren deshalb primar aus einer sehr viel schnelleren
Konkurrenzreaktion im Fall von 35a und 36a und nicht aus einem beschleunigenden
Effekt des 7-Me- bzw. 7-Bu-Substituenten auf die Freisetzung von d4TMP.

Ahnliche Verhéltnisse ergaben sich nach einer *'"P-NMR-Studie fiir die Verbindung
34a, die einen Benzyl-Substituenten mit C-H-acidifiziernder Gruppe (7-MSM) tragt.
Auch in diesem Fall wurde nach vollstandiger Hydrolyse als Hauptprodukt der "fal-
sche Diester" 84'a identifiziert (vgl. Kap. 4.4.4.1). Im Vergleich zu den in Benzyl-Po-
sition alkylierten Derivaten 35a bzw. 36a war sein Anteil an den Hydrolyseprodukten

jedoch geringer. Allerdings waren die fur 34a und 35a bestimmten Hydrolysehalb-
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wertszeiten nahezu identisch (0.30 h, bzw. 0.31 h; vgl. Tab. 3, S. 55). Aus diesem
Grunde kann neben einer schnellen Konkurrenzreaktion zum "falschen Diester" 84'a
fur 34a auch ein beschleunigender Effekt des 7-MSM-Substituenten auf die Reaktion
zum "richtigen Diester" 44a nicht ausgeschlossen werden.

Eindeutig ist dagegen der beschleunigende Effekt der Substituenten 7-ECM (Verbin-
dung 33a) und 7-Cyanomethyl (7-CM, Verbindung 40) auf die Reaktion zum "richti-
gen Diester" 43a bzw. 50. In beiden Fallen ergaben *'P-NMR-Hydrolysestudien (vgl.
Kap. 4.4.4.1 und 4.4.4.3), dass die "falschen Diester" 83'a bzw. 90" nur noch in ge-
ringen Mengen entstehen. Die Hauptreaktion liefert in beiden Fallen das gewunschte
Hydrolyseprodukt d4TMP. Die Tatsache, dass fur beide Verbindungen 33a (4.14 h)
und 40 (1.07 h) jedoch klrzere Halbwertszeiten gemessen wurden als fur den Pro-
totypen 7-H-cycloSal-d4TMP 16a (8.11 h, vgl. Tab. 3, S. 55), weist deutlich auf einen
beschleunigenden Effekt dieser Substituenten auf die Reaktion zum "richtigen Die-
ster" hin, wobei dieser Effekt flr den Substituenten 7-CM noch starker ausgepragt zu
sein scheint als fur den Substituenten 7-ECM.

Aus friiheren Arbeiten von Meier et al.®¥ ist bekannt, dass am Prototypen cycloSal-
d4TMP 16a, der bei der Hydrolyse ausschliel3lich den "richtigen Diester" bildet und
dann in einer schnellen Folgereaktion d4TMP freisetzt, eine 3-Methylgruppe am Aryl-
System die Bildung des "richtigen Diesters" verlangsamt, wohingegen ein 5-Chlor-
Substituent sie deutlich beschleunigt. Zu klaren blieb, ob diese Effekte auch bei
gleichzeitiger Anwesenheit von Benzyl-Substituenten beobachtet werden konnen.
Aus diesem Grund wurden die 3-Methyl-Derivate 33b/34b sowie die 5-Chlor-Derivate
33c/34c der Prodrug-Verbindungen 7-ECM- und 7-MSM-cycloSal-d4TMP 33a/34a
synthetisiert und ihre Halbwertszeiten gemessen (vgl. Tab. 3, S. 55).

In der Tat gelang es auch in diesen Fallen, die Halbwertszeiten durch Einfuhrung der
3-Me-Gruppe zu verlangern bzw. durch den 5-Cl-Substituenten zu verklrzen
(vgl. Abb. 55, S. 58). Diese Beobachtungen waren entsprechend in Einklang zu brin-
gen mit einer Verzégerung (ausgeldst durch 3-Me) bzw. einer Beschleunigung (aus-
gelost durch 5-Cl) der Spaltung zu den jeweiligen "richtigen Diestern" 43 bzw. 44.
Allerdings waren diese Effekte fur die 7-ECM-Derivate 33a-c deutlich starker ausge-
pragt als fur die entsprechenden 7-MSM-Derivate 34a-c. Unter Berlcksichtigung der
Ergebnisse aus den entsprechenden 31P-NMR-Hydronsestudien (vgl. Kap. 4.4.4.1-
4.4.4.2) ist dieser Befund jedoch zu erklaren. Fur die 7-ECM-substituierten Derivate
33a-c ist die Freisetzung von d4TMP uber die intermediaren Benzylphosphatdiester
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("richtige Diester") 43a-c der dominierende Reaktionsweg, so dass sich eine Beein-
flussung durch 3-Me- bzw. 5-CI-Substitution in einer deutlichen Verzégerung bzw.

Beschleunigung der Hydrolyse bemerkbar macht.

7-H (16a) 18,11

7-MSM (34a) | 10,3
3-Me,7-MSM (34b) [ 0,41
5-C1,7-MSM (34c) || 0:12

7-ECM (33a) 4,14
3-Me,7-ECM (33b) 6,82
5-Cl,7-ECM (33c) 1,51
0 2 4 6 8 10

Halbwertszeit [h]

Abb. 55: Graphische Darstellung der Hydrolysehalbwertszeiten von 33a-c und
34a-c im Vergleich zu cycloSal-d4TMP 16a

Demgegenulber kann die Freisetzung von d4TMP fur die 7-MSM-substituierten Deri-
vate 34a-c nur als Nebenreaktion aufgefasst werden, so dass die Einflussnahme auf
die Geschwindigkeit der Entstehung der "richtige Diester" 44a-c durch 3-Me- bzw.
5-Cl-Substitution keine deutlichen Veranderungen der Hydrolysegeschwindigkeiten
bewirkt.

Eine interessante Erganzung der Reihe Benzyl-funktionalisierter cycloSal-d4TMPs
stellten die Chlormethyl-substituierten Derivate 37-39 dar. Insbesondere ist der Ver-
gleich der Hydrolysehalbwertszeiten des in Benzyl-Position Donor-substituierten
7-Me-cycloSal-d4TMP 35a mit den in Benzyl-Stellung Akzeptor-substituierten Pro-
drugs 37-39 von Interesse. Wahrend 35a mit einer Halbwertszeit von nur 0.31 h zum
uberwiegenden Teil "falschen Diester" 85a lieferte, konnte die Bildung dieser uner-
wunschten Konkurrenzprodukte bei Anwesenheit der Chlormethyl-Substituenten in

Benzyl-Position (37-39) weitestgehend unterbunden werden (vgl. Kap. 4.4.4.4). Die
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Hydrolysehalbwertszeiten nahmen gleichzeitig mit abnehmender Anzahl von Chlo-
ratomen im Chlormethyl-Substituenten vom 7-TM-cycloSal-d4TMP 37 (1.42 h) Uber
das 7-DM-cycloSal-d4TMP 38 (1.94 h) zum 7-MM-cycloSal-d4TMP 39 (5.25 h) hin zu
(Abb. 56).

7-Me (35a) [[] 0,31
7-TM (37) 1,42
7-DM (38) 1,94
7-MM (39) 5,25
7-H (16a) 8,11
0 2 4 6 8 10
Halbwertszeit [h]

Abb. 56: Graphische Darstellung der Hydrolysehalbwertszeiten von 37-39 im
Vergleich zu 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a und cycloSal-d4TMP 16a

Allerdings sei an dieser Stelle schon erwahnt, dass es nur im Fall von 7-MM-cyclo-
Sal-d4TMP 39 zur problemlosen und ausschlieldlichen Freisetzung von d4TMP Uber
den intermediaren "richtigen Diester" kam (vgl. Kap. 4.4.4.4). Zwar konnte auch fur
7-TM- und 7-DM-cycloSal-d4TMP 37/38 zum uberwiegenden Teil die Bildung des
"richtigen Diesters" beobachtet werden, zur anschlieRenden Freisetzung von d4TMP
aus diesem kam es jedoch entweder gar nicht mehr (im Fall des 7-TM-cycloSal-
d4TMPs 37) oder aber mit sehr groRer Verzégerung (im Fall des 7-DM-cycloSal-
d4TMPs 38; Halbwertszeit fur diesen zweiten Schritt: t1, > 250 h).

Angesichts des Erfolgs insbesondere mit 7-MM-cycloSal-d4TMP 39, welches das
erste Benzyl-funktionalisierte cycloSal-d4TMP darstellt, fir das der konkurrierende
Benzyl-C-O-Bindungsbruch (Reaktionsweg B) zum "falschen Diester" vollstandig
ausgeschaltet werden konnte (vgl. Kap. 4.4.4.4), wurde in ausgewahlten cycloSal-

d4TMPs untersucht, ob auch ein 6-Chlor-Substituent am Aryl-Ring schon ausreicht,
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um Reaktionskanal B auszuschalten, und welchen Effekt zum anderen dieser Sub-
stituent auf die Hydrolysehalbwertszeit auslbt (vgl. Kap. 4.4.3).

Betrachtet man den EinfluR, den der 6-Chlor-Substituent auf die Hydrolysehalb-
wertsdauer der cycloSal-d4TMPs 16d, 33d, 35d und 36d ausubt und vergleicht mit
den entsprechenden am Aryl-Rest unsubstituierten cycloSal-d4TMPs 16a, 33a, 35a
und 36a, so fallt auf, dass es im Fall der in Benzyl-Position Alkyl-substituierten Ver-
bindungen 6ClI,7-Me- und 6Cl,7-Bu-cycloSal-d4TMP 35d und 36d zu einer deutlichen
Verlangerung der Hydrolysehalbwertszeiten kommt (Abb. 57).

6-Cl.7-H (16d)- 1,92

7-H (16a) 8,11
6-Cl,7-Bu (36d) 3,33
7-Bu (36a) 0,84
6-Cl,7-Me (35d) 3,61

7-Me (35a)| | 0,31

6-CI,7-ECM (33d)
7-ECM (33a)

1,46

4,14

2 4 6 8 10
Halbwertszeit [h]

o I

Abb. 57: Graphische Darstellung der Hydrolysehalbwertszeiten von 33a,d, 35a,d
und 36a,d im Vergleich zu 16a und 6-Cl-cycloSal-d4TMP 16d

Die Halbwertszeiten fur 35d und 36d lagen beide im Bereich um 3.5 h. Dies bedeutet
fur 36d einer Verlangerung um ca. das vierfache, im Fall von 35d sogar einer Ver-
langerung um mehr als das zehnfache, verglichen mit 36a respektive 35a. Allerdings
muss berucksichtigt werden, dass die Hydrolyse von 35d und 36d ausschlief3lich die
Bildung von d4TMP zur Folge hatte (vgl. Kap. 4.4.4.5), wahrend die Hauptprodukte
der Hydrolysen der entsprechenden am Aryl-Rest unsubstituierten Derivate 7-Me-
und 7-Bu-cycloSal-d4TMP 35a und 36a die "falschen Diester" 85a bzw. 86a waren.
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Daher muss davon ausgegangen werden, dass der 6-Chlor-Substituent in den so-
eben geschilderten Fallen nicht eine Verlangsamung der Freisetzung von d4TMP
verursacht, sondern bewirkt, dass die Konkurrenzreaktion zum "falschen Diester"
unterbunden wird.

Dies wird insbesondere beim Vergleich der Halbwertszeiten von 6-Cl-cycloSal-
d4TMP 16d bzw. 6-Cl,7-ECM-cycloSal-d4TMP 33d mit den entsprechenden Deriva-
ten 16a bzw. 33a deutlich. Sowohl fur 16a als auch fur 33a war das ausschlieRliche
bzw. dominierende Produkt nach vollstandiger Hydrolyse d4TMP. Dies anderte sich
auch durch Anbringen des zusatzlichen 6-Chlor-Substituenten nicht (vgl.
Kap. 4.4.4.5). Vergleicht man nun die Halbwertszeiten von 16d bzw. 33d mit denen
ihrer Stammverbindungen 16a bzw. 33a, so konnte in beiden Fallen eine deutliche
Abnahme der Halbwertszeit registriert werden. Im Fall von 6-Cl-cycloSal-d4TMP 16d
verringerte sie sich auf weniger als ein Viertel des urspringlichen Wertes fur 16a,
und auch im Fall von 6-Cl,7-ECM-cycloSal-d4TMP 33d konnte ein Ruckgang auf ca.
ein Drittel des Wertes fur 7-ECM-cycloSal-d4TMP 33d verzeichnet werden (Abb. 57,
S. 60).

4.4.2 Identifizierung der Hydrolyseprodukte durch HPLC-Chromatographie
und UV-Spektroskopie

Erste Hinweise auf ein vom Hydrolyseverhalten der cycloSal-Prototypen (z.B. 16a)
abweichendes Verhalten der Benzyl-funktionalisierten cycloSal-d4TMPs konnten aus
den entsprechenden HPLC-Chromatogrammen am Ende der Hydrolysen der Pro-
drugs 33a und 34a sowie den UV-Spektren der Hydrolyseprodukte erhalten werden
(vgl. Abb. 58, S. 62). Auffallend war, dass in den HPLC-Chromatogrammen neben
dem fur das erwartete Hydrolyseprodukt d4TMP auftretenden Peak noch ein weiterer
Peak beobachtet wurde, der aufgrund seiner Retentionszeit (deutlich unpolarer als
d4TMP) auf den "falschen Diester" vom Typ 83'a bzw. 84'a hindeutete.

Ein weiteres Indiz fur das Auftreten der "falschen Diester" 83'a bzw. 84'a wurde
durch Vergleich ihrer UV-Spektren (Abb. 59, S. 62; Abb. 60, s. 63; jeweils links) mit
dem UV-Spektrum des korrespondierenden Prodrugs 33a/34a sowie dem entspre-
chenden UV-Spektrum des Abbauproduktes der cycloSal-Maske 63'a bzw. 64'a
(Abb. 59; Abb. 60, S. 63; jeweils rechts) erhalten: Das erste Absorptionsmaximum im

Bereich von 265 nm ist charakteristisch fur die Anwesenheit des Thymin-Hetero-
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zyklus. Die Schulter des jeweiligen Absorptionssignals, die in den Bereich grofder

300 nm hineinragt, lasst auf eine zusatzliche absorbierende Gruppe im Molekiil

schliefl3en.
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HPLC-Chromatogramme am Ende der Hydrolyse von 33a und 34a

Durch Vergleich mit den UV-Spektren der entsprechenden Abbauprodukte der cyclo-
Sal-Maske 63'a bzw. 64'a (Abb. 59; Abb. 60, S. 63; jeweils rechts), die wegen ihrer
Benzyl-standigen Doppelbindung, die in Konjugation zum Aromaten steht, ein zwei-
tes Absorptionsmaximum bei ca. 320 nm aufweisen, kann ebenfalls auf die Anwe-
senheit einer mit dem Aryl-Ring in Konjugation stehenden Doppelbindung in 83'a

bzw. 84'a geschlossen werden.
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Abb. 60: UV-Spektren der potentiellen Hydrolyseprodukte 84'a bzw. 64'a

Bei der HPLC-chromatographischen Analyse des Hydrolysats von 7-Me-cycloSal-
d4TMP 35a wurden ahnliche Beobachtungen gemacht (Abb. 61). Da 35a im Gegen-
satz zu 33a und 34a jedoch keine C-H-acidifizierenden Gruppen in der Benzyl-Sei-
tenkette tragt, erschien es nicht sinnvoll, eine Struktur mit olefinischer Seitenkette fur
den aus 35a entstandenen "falschen Diester" anzunehmen. AuRerdem wies das kor-
respondierende UV-Spektrum nicht die zuvor fir 83'a bzw. 84'a beobachtete Schul-
ter im Bereich groRer 300 nm auf (vgl. Abb. 61). Der aus 35a entstandene "falsche
Diester" sollte daher die Struktur 85a aufweisen.
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Abb. 61: HPLC-Chromatogramm am Ende der Hydrolyse von 35a und UV-

Spektrum von 85a

Auch bei den Hydrolysestudien mit weiteren Benzyl-funktionalisierten cycloSal-
d4TMPs wurden z.T. entsprechende Beobachtungen gemacht. Eine quantitative Be-
stimmung der Hydrolyseprodukte war jedoch nicht mdglich, da die jeweiligen Peak-

flachen in den Chromatogrammen nicht nur von den Konzentrationen, sondern vor
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allem auch von der UV-Absorption und damit von den Extinktionskoeffizienten der
einzelnen Substanzen bestimmt werden. Der Extinktionskoeffizient ist jedoch eine
Substanz-spezifische Grolle und kann daher flir unterschiedliche Substanzen auch
verschieden grof3e Werte annehmen.

In den folgenden Unterkapiteln werden mit der Massenspektrometrie und der NMR-
Spektroskopie, insbesondere 31P-NMR-Spektroskopie, weitere Methoden vorgestellt,
die Identifizierung und schlief3lich auch Quantifizierung der Hydrolyseprodukte erlau-

ben.

4.4.3 Identifizierung der Hydrolyseprodukte durch Massenspektrometrie

Auch bei Hydrolysestudien mit 5-Cl,7-ECM-cycloSal-d4TMP 33c und 3-Me,7-MSM-
cycloSal-d4TMP 34b deuteten HPLC-Chromatogramme die Bildung der "falschen
Diester" an.

Um zusatzliche Indizien fir potentielle Hydrolyseprodukte zu erhalten, wurden ent-
sprechende Lésungen der Prodrugs 33a,c, 34a,b und 35a nach vollstandiger Hydro-
lyse in Imidazol/HCI-Pufferlosung (pH 7.3) massenspektrometrisch analysiert. Die
Trapping-Methodik erlaubte zusatzlich eine gezielte Fragmentierung der einzelnen
Produkte. So konnte als Produkt der Hydrolyse von 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a der

"falsche Diester" 85a nachgewiesen werden (Abb. 62).

227 Me

A OH
———> ——> d4TMP + d
OH
©)
() —OH
ST
o/ﬁ“Od4T Me
o}
35a I ©fon4 %’
B O_/P\,OH

O 0d4T
85a

Abb. 62: Produkte der Hydrolyse fur 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a

Als Produkte der Hydrolysen der 7-ECM- bzw. 7-MSM-cycloSal-d4TMPs 33a,c bzw.
34a,b hingegen konnte auf diese Weise neben den "falschen Diestern" 83'a,c bzw.

84'a,b in allen Fallen auch die Bildung der gewtinschten Hydrolyseprodukte d4TMP
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sowie der durch Eliminierung entstandenen Abbauprodukte der cycloSal-Masken

63'a,c bzw. 64'a,b nachgewiesen werden (Abb 63).

R
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Y _—OH 63'a,c, 64'a,b
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B % .OH
Oo-R
R = CO,Et, SO,Me O Od4T
X =H (a), 3-Me (b), 5-Cl (c) 83'a,c, 84'a,b

Abb. 63: Produkte der Hydrolyse der 7-ECM- und 7-MSM-cycloSal-d4TMP-
Derivate 33a,c und 34a,b

AbschlieRend sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die massenspektro-
metrische Analyse der jeweiligen Ldésungen nach vollstandiger Hydrolyse eine
brauchbare Methode zur Charakterisierung der entstandenen Produkte darstellt, zur
quantitativen Erfassung ist jedoch auch sie nicht geeignet, da unterschiedliche Pro-
dukte auch unterschiedlich gut dazu geeignet sind, Molekil-lonen zu bilden. Die In-
tensitat eines Massensignals wird daher ebenfalls nicht ausschlieBlich durch die
Konzentration der Substanz bestimmt.

Im nachsten Unterkapitel 4.4.4 wird jedoch mit der 31P—NMR—AnaIytik eine weitere
Methode zur Identifizierung und erstmals auch Quantifizierung der Hydrolysepro-

dukte angewendet.

44.4 Quantitative Bestimmung und Identifizierung der Hydrolyseprodukte
durch NMR-Spektroskopie

Mit Hilfe der *'P-NMR-Spektroskopie gelang es erstmals, die Hydrolyse der Benzyl-
funktionalisierten cycloSal-d4TMPs zeitlich zu verfolgen und die Phosphor-haltigen
Hydrolyseprodukte sowie Intermediate aufgrund der naturlichen Isotopenhaufigkeit
von *'P (nahezu 100 %) zu quantifizieren.

Diese Hydrolyseexperimente wurden nicht in Phosphatpufferldésung durchgefuhrt, um
zusatzliche Phosphorsignale zu vermeiden. Stattdessen wurde eine 50 mM Imid-

azol/HCI-Pufferlosung verwendet (pH 7.3). Fur ein typisches NMR-Experiment wur-



Resultate und Diskussion 66

den 0.01 mmol des jeweiligen cycloSal-d4TMPs eingewogen und in 300 yL DMSO-
ds geldst. Die Hydrolyse wurde durch Zugabe von 700 pL der Pufferlosung gestartet
(Verhaltnis Puffer : Prodrug = 3.5 : 1.0). Wenige Minuten nach Start der Hydrolyse
erfolgte die erste *'P-NMR-Messung (t1 in den entsprechenden Abbildungen dieses
Unterkapitels). Durch weitere Messungen konnte der Verlauf der Hydrolyse sowie
zwischenzeitlich auftretende Intermediate beobachtet werden (t2). Nach vollstan-
digem Umsatz der Prodrugs sowie der aufgetretenen Intermediate (t3) konnte
schliel3lich das genaue Verhaltnis der Hydrolyseprodukte d4TMP : "falscher Diester"
durch Integration der entsprechenden *'P-NMR-Signale bestimmt werden.

Far die jeweiligen Benzyl-funktionalisierten cycloSal-d4TMPs (Edukte der Hydrolyse)
wurden, entsprechend den vier Diastereomeren, in der Regel vier getrennte
31P-NMR-SignaIe im Bereich zwischen -7 ppm bis -10 ppm erhalten (vgl. Kap. 4.3.1).
Das Produkt-Signal fur d4TMP (1.2 ppm bis 1.5 ppm) konnte nach Vermessung einer
Referenzprobe zugeordnet werden. Die intermediar auftretenden Benzylphosphat-
diester, die sog. "richtigen Diester", konnten zugeordnet werden, da nach ihrem Zer-
fall die Intensitat des Signals fur d4TMP um den selben Betrag zunahm. Fur sie wur-
den typischerweise zwei Signale im Bereich +0.5 ppm bis -1.5 ppm erhalten, da die
"richtigen Diester" 43-50 als Diastereomerenpaare auftreten. Die Signale im Bereich
von -4 ppm bis -5 ppm wurden, in Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus mas-
senspektrometrischen Analysen der Hydrolysate (vgl. Kap. 4.4.3), den "falschen Die-
stern" zugeordnet. Fur sie konnte auch bei ¥P-NMR-spektroskopischen Verfolgung

der Hydrolysen keine weitere Umsetzung zu d4TMP nachgewiesen werden.

4.4.41 NMR-spektroskopische Analyse der Hydrolysen von 33a-35a

Abbildung 64 (S. 67) zeigt die nach der oben beschriebenen Methode bestimmten
Hydrolyseproduktverhaltnisse fiur die ersten Benzyl-funktionalisierten cycloSal-
d4TMPs!®® 33a-35a, zusammen mit dem Wert fiir den Prototypen 16a.

Auffallend ist die (stark) bevorzugte Bildung von "falschem Diester" bei der Hydrolyse
von 7-MSM-cycloSal-d4TMP 34a (56.8 %) bzw. 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a (82.7 %).
Berucksichtigt man zudem die sehr geringen Hydrolysehalbwertszeiten dieser Ver-
bindungen (0.30 h fur 34a bzw. 0.31 h fur 35a; vgl. Tab. 3, S. 55), so kann man
schlussfolgern, dass sowohl der 7-MSM- als auch der 7-Me-Benzyl-Substituent die

Konkurrenzreaktion zum "falschem Diester" (stark) begunstigen.
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Abb. 64: Produktverhaltnisse nach Hydrolyse der Prodrugs 33a-35a und 16a

Fir den 7-ECM-Substituenten in 33a hingegen scheint dies nur bedingt zuzutreffen.
So entsteht bei der Hydrolyse von 33a nur die vergleichsweise geringe Menge von
9.5 % "falschem Diester" bei gleichzeitiger Bildung von 90.5 % d4TMP. Zusammen
mit der fur 33a ermittelten Halbwertszeit von 4.14 h kann dies als Beleg dafur ange-
sehen werden, dass der 7-ECM-Substituent die Konkurrenzreaktion zum "falschen
Diester" deutlich geringer fordert als der 7-MSM- und der 7-Me-Substituent.

Abbildung 65 (S. 68) zeigt den Verlauf der Hydrolyse von 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a
anhand reprasentativer 3IP_.NMR-Spektren. Deutlich zu erkennen ist die Bildung des
"falschen Diesters" 85a gleich zu Beginn der Hydrolyse (t1). Der "falsche Diester"
85a entsteht dabei wie zu erwarten in Form zweier Diastereomere, entsprechend
sind im *'"P-NMR-Spektrum zwei Resonanzsignale zu erkennen. Im weiteren Verlauf
der Hydrolyse (t2) ist dann auch die Bildung von d4TMP zu erkennen. Dieses konnte
im Rahmen der massenspektrometrischen Analyse nicht nachgewiesen werden, was
sicher auf die geringe Konzentration dieses Hydrolyseproduktes zurtckzufuhren war.
Es entsteht aus dem intermediar zu beobachtenden "richtigen Diester" 45a, der
ebenfalls in Form zweier Diastereomere auftritt, da nach der Hydrolyse der Phe-
nylphosphatester-Bindung in 35a das Stereozentrum am Benzyl-Kohlenstoff noch

intakt bleibt, wahrend das Stereozentrum am Phosphor-Atom dadurch verloren geht.
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Die dominierende Reaktion bei der Hydrolyse von 35a ist jedoch eindeutig die Bil-

dung von "falschem Diester" 85a.
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Abb. 65: 3'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 7-Me-cyclo-
Sal-d4TMP 35a

Das Ende der Hydrolyse (t3) zeichnet sich dadurch aus, dass der "richtige Diester"
45a vollstandig zu d4TMP umgesetzt ist, wahrend der "falsche Diester" 85a per-
sistent bleibt.

Abbildung 66 (S. 69) zeigt die bis hierher flr die Hydrolyse von 35a gewonnenen Er-
kenntnisse noch einmal in Form eines Reaktionsschemas. Fur 7-Me-cycloSal-d4TMP
35a tritt zur Freisetzung von d4TMP uber Reaktionsweg A (Abb. 66: nucleophiler
Angriff von Hydroxid auf das Phosphor-Atom und selektive Spaltung der Phe-
nylphosphatester-Bindung fuhrt zum intermediaren "richtigen Diester" 45a) die ra-
sche Bildung des "falschen Diesters" 85a Uber Weg B in Konkurrenz (Abb. 66; ein
Benzyl-C-O-Bindungsbruch sollte zunachst das lonenpaar 75a liefern, dass dann mit
dem Nucleophil Wasser zu 85a weiterreagieren kann). Dieser Phenylphosphatdiester
85a ist unter den Reaktionsbedingungen (schwach basisch, pH 7.3) stabil. Eine Frei-

setzung von d4TMP wiurde einen zweiten nucleophilen Angriff von Hydroxid auf das
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Phosphor-Atom in 85a erfordern. Dieser wird jedoch durch die Hydroxy-Gruppe am

Phosphor-Atom in 85a, die bei pH 7.3 bevorzugt deprotoniert vorliegt, verhindert.
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Abb. 66: Mechanismus der Hydrolyse von 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a

Auch bei der *'P-NMR-spektroskopischen Verfolgung Hydrolyse von 7-MSM-cyclo-
Sal-d4TMP 34a, das eine ahnlich kurze Halbwertszeit wie 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a
aufweist, wurden deutliche Mengen "falschen Diesters" nachgewiesen (Abb. 67,
S. 70). Auch hier ist bereits kurz nach Starten der Hydrolyse (t1) die Bildung des "fal-
schen Diesters" zu beobachten, doch sollte es sich hierbei um "falschen Diester" des
Typs 84'a handeln. Erste Belege fur diese Vermutung konnten bereits aus dem UV-
Spektrum sowie durch massenspektrometrische Analyse des entsprechenden Hy-
drolysats gewonnen werden (vgl. Kap. 4.4.2 und 4.4.3). Neben "falschem Diester"
des Typs 84'a kann jedoch auch die Entstehung "falschen Diesters" des Typs 84a
nicht ausgeschlossen werden, da insbesondere in der Messung nach vollstandiger
Hydrolyse (t3) zwei Resonanzsignale fur "falschen Diester" zu beobachtet wurden.

Im Unterschied zu 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a ist fur 34a auch zu Beginn der Hydro-
lyse schon die Bildung des "richtigen Diesters" 44a (als Diastereomerenpaar) zu er-
kennen, wenngleich auch in etwas geringerer Menge als der "falsche Diester"
84'a/84a (6.4 % 44a vs. 10.1 % 84'a/84a). Im Unterschied zur Hydrolyse von 7-Me-
cycloSal-d4TMP 35a konkurrieren die Spaltungen zum "falschen Diester" und zum

"richtigen Diester" diesmal annahernd zu gleichen Teilen miteinander.
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Abb. 67: 3'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 7-MSM-cyclo-
Sal-d4TMP 34a

Im weiteren Verlauf der Hydrolyse (t2) ist dann auch allmahlich die Bildung von
d4TMP aus 44a zu erkennen. Am Ende der Hydrolyse (t3) ist wiederum der "richtige
Diester" 44a vollstandig zu d4TMP umgesetzt, wahrend der "falsche Diester"
84'a/84a auch hier keiner weiteren Spaltung unterliegt.

Abbildung 68 (S. 71) schlieBlich gibt die *'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der
Hydrolyse von 7-ECM-cycloSal-d4TMP 33a wieder. Im Gegensatz zu den zuvor be-
trachteten Hydrolyseverfolgung von 34a und 35a ist flir 33a in der ersten Messung
(t1) noch keine Bildung von "falschem Diester" zu beobachten, wohl aber die bereits
einsetzende Entstehung von "richtigem Diester" 44a.

Im weiteren Verlauf der Hydrolyse (t2) entsteht jedoch auch aus 7-ECM-cycloSal-
d4TMP 33a der "falsche Diester", wenngleich in deutlich geringerer Menge als bei
den Hydrolysen von 34a bzw. 35a (vgl. Abb. 64, S. 67). Diesmal ist die Bildung von
d4TMP dber den "richtigen Diester" 43a die deutlich dominierende Reaktion. Der
"falsche Diester" hingegen unterliegt, wie schon fur 84'a/84a und 85a beobachtet,

keiner weiteren Umsetzung (t3).
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Abb. 68: *'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 7-ECM-cyclo-
Sal-d4TMP 33a

Eine weitere interessante Beobachtung konnte bei der 31P-NMR-VerfoIgung der Hy-
drolyse von 33a gemacht werden: Fur den "falschen Diester", der insgesamt zu
9.5 % gebildet wurde, wurden zwei Basislinien-getrennte Signale im 3'P-NMR-
Spektrum beobachtet. Dies deutete auf zwei unterschiedliche Typen des "falschen
Diesters" hin. In den entsprechenden Spektren der Hydrolyseverfolgung von 35a
bzw. 34a (Abb. 65, S. 68 bzw. Abb. 67, S. 70) hingegen wurde jeweils nur ein Basis-
linien-getrenntes Signal fur die "falschen Diester" beobachtet. Aus UV-Spektren der
Hydrolyseprodukte bzw. aus Massenspektren der Hydrolysate (vgl. Kap. 4.4.2 und
4.4.3) konnte bislang nur auf "falschen Diester" des Typs 84'a bzw. 85a geschlossen
werden. Entsprechende Ergebnisse aus UV-Spektren bzw. Massenspektren der Hy-
drolyseprodukte von 7-ECM-cycloSal-d4TMP 33a lieBen bislang auch nur den
Schluss auf Bildung des "falschen Diesters" 83'a zu. Aus den entsprechenden 3'P-
NMR-Spektren geht jedoch hervor, dass offensichtlich auch der "falsche Diester" 83a
als Nebenprodukt zu 83'a entstanden sein muss.

Unter Berucksichtigung dieses Ergebnisses erscheint die zuvor gemachte Annahme,
dass es auch bei der Hydrolyse von 7-MSM-cycloSal-d4TMP 34a zur Bildung von
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"falschem Diester" des Typs 84a kommt (vgl. Diskussion zu Abb. 67, S. 70), ge-
rechtfertigt. Abbildung 69 fasst die bisherigen Ergebnisse fur 33a und 34a zusam-

men.
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Abb. 69: Mechanismus der Hydrolyse von 7-ECM-cycloSal-d4TMP 33a bzw.
7-MSM-cycloSal-d4TMP 34a

Die Freisetzung von d4TMP durch 33a bzw. 34a wird eingeleitet durch nucleophilen
Angriff von Hydroxid gemal Reaktionsweg A. Aufgrund der Anwesenheit der C-H-
acidifizierenden Gruppen 7-ECM (33a) bzw. 7-MSM (34a) in der Benzyl-Seitenkette
entstehen die Eliminierungsprodukte 63'a bzw. 64'a, die in den entsprechenden
HPLC-Chromatogrammen aufgrund ihrer charakteristischer UV-Spektren (zwei Ab-
sorptionsmaxima im Bereich zwischen 200 nm und 340 nm) sowie durch Mas-
senspektrometrie als einzige Abbauprodukte der cycloSal-Maske nachgewiesen
werden konnten.

Fir die konkurrierende Bildung der "falschen Diester" scheint es plausibel, wie schon
im Fall von 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a zunachst eine spontane heterolytische Ben-
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zyl-C-O-Bindungsdissoziation zu 73a bzw. 74a anzunehmen. Dieser ist der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt sowohl einer Sy1- als auch E1-Reaktion, die "fal-
schen Diester" 83a/84a bzw. 83'a/84'a konnten als typische Sy1- vs. E1-Konkurrenz-
produkte verstanden werden: Nucleophiler Angriff von Wasser auf 73a bzw. 74a fuhrt
zu den "falschen Diestern" 83a/84a (Sn1-Produkte), Eliminierung eines C-H-acidifi-
zierten Protons in Nachbarstellung zum Benzyl-Kohlenstoff liefert die "falschen Die-
ster" 83'a bzw. 84'a (E1-Produkte).

Aus diesen ersten Ergebnissen wird bereits deutlich, dass die Beschaffenheit des
Benzyl-Substituenten einen entscheidenden Einflu auf die Bildung der Konkurrenz-
produkte "falsche Diester" sowie auf das Ausmal} ihrer Entstehung hat. In Kapitel 4.5
werden DFT-Studien vorgestellt, die diesen Einfluld beschreiben und zudem helfen,

ihn zu quantifizieren.

4.4.4.2 NMR-spektroskopische Analyse der Hydrolysen: EinfluB von 3-Methyl-
bzw. 5-Chlor-Substituenten am Aryl-Rest

100 97,3

82

70,7

W d4TMP

O"falscher Diester"

29,3

33a 33b 33c 34a 34b 34c

Abb. 70: Produktverhaltnisse nach Hydrolyse der Prodrugs 33a-c und 34a-c

Um den Einflul von zusatzlichen Substituenten am Aryl-Rest der Benzyl-funktionali-
sierten cycloSal-d4TMPs 33a und 34a auf deren Hydrolysehalbwertszeiten (vgl.

Kap. 4.4.1) und insbesondere auch auf die beiden konkurrierenden Reaktionen zum
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“falschen Diester" bzw. zum "richtigen Diester" (und damit zu d4TMP) zu untersu-
chen, wurden die 3-Methyl- und 5-Chlor-substituierten Prodrugs 33b,c und 34b,c
synthetisiert.

Abbildung 70 (S. 73) zeigt die mittels 3IP.NMR-Spektroskopie bestimmten Produkt-
verhaltnisse. Sowohl fur die 7-ECM- (33a-c) als auch die 7-MSM-substituierten Deri-
vate (34a-c) wurde derselbe Trend beobachtet : Durch 3-Methyl-Substitution konnte
zwar in beiden Fallen eine Verlangerung der Halbwertszeit beobachtet werden (vgl.
Kap. 4.4.1), doch bedeutete dies auch eine Vergrollerung des Anteils der "falschen
Diester" an den Hydrolyseprodukten von 33b bzw. 34b (Abb. 70, S. 73). Umgekehrt
lagen die Verhaltnisse nach Anbringen 5-Chlor-Substituenten: Sowohl flr 33c als
auch fur 34c wurde so der Anteil der "falschen Diester" verkleinert, doch ging dies
ebenfalls einher mit einer deutlichen Verkurzung der Halbwertszeit.

Abbildung 71 zeigt 3’P-NMR-Spektren, die wihrend (t1, t2) und am Ende (t3) der
Hydrolyse von 3-Me,7-ECM-cycloSal-d4TMP 33b aufgenommen wurden. In Kapi-
tel 4.4.1 wurde bereits der verzogernde Effekt der 3-Methyl-Gruppe auf den ersten

Schritt der Hydrolyse zum "richtigen Diester" beschrieben.
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Abb. 71: 3'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 3-Me,7-ECM-
cycloSal-d4TMP 33b
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Nach Vergleich mit entsprechenden 3'P-NMR-Spektren wahrend der Hydrolyse von
33a (t2=6d, vgl. Abb. 68, S. 71) wurde zudem der Eindruck gewonnen, dass der
3-Methyl-Substituent auf den intermediaren "richtigen Diester" 43b einen destabili-
sierenden EinfluR hat, so dass dieser schneller zu d4TMP weiterreagiert. Im Verlauf
der Hydrolyse (12 = 6 d) konnte der "richtige Diester" 43b nicht nachgewiesen wer-
den. Im Gegensatz dazu war bei der Hydrolyse des am Aryl-Rest unsubstituierten
7-ECM-cycloSal-d4TMP 33a (Abb. 68, S. 71) der intermediare "richtige Diester" 43a
deutlich zu beobachten. Dazu in guter Ubereinstimmung stehen auch die Ergebnisse
der durchgefuhrten DFT-Studien (vgl. Kap. 4.5), die ergeben haben, dass der Aryl-
Rest einen wichtigen elektronischen Beitrag zur Spaltung der Benzylphosphatester-
Bindung liefert, der durch den 3-Methyl-Substituenten noch verstarkt werden sollte.
Nach vollstandiger Hydrolyse von 33b (t3) sind neben dem Signal von d4TMP drei
getrennte Signale fur den "falschen Diester" 83'b bzw. 83b (Diastereomerenpaar) zu
beobachten. Der groRere Anteil von "falschem Diester" bei der Hydrolyse von 33b im
Vergleich zu 33a wurde bereits erwahnt (24.6% vs. 9.5%, vgl. Abb. 70, S. 73). Als
Ursache hierfir kommt zum einen die verlangsamten Reaktion zum "richtigen Die-
ster" 43b in Frage, die zur Folge hat, dass die alternative Reaktion zum "falschen
Diester" 83b/83'b effektiver konkurrieren kann. Doch auch ein durch den 3-Methyl-
Substituenten verstarkten Beitrag des Aryl-Systems zur Spaltung der Benzyl-C-O-
Bindung kann hierfur als Ursache nicht ausgeschlossen werden.

Entsprechende Beobachtungen wurden auch bei der Verfolgung der Hydrolyse von
3-Me,7-MSM-cycloSal-d4TMP 34b gemacht: Verglichen mit dem Produktverhaltnis
fur 34a nahm auch in diesem Fall der Anteil an "falschem Diester" 84b/84'b weiter zu
(56.8% vs. 70.7%, Abb. 70, S. 73).

Abbildung 72 (S. 76) fasst die soeben geschilderten Beobachtungen noch einmal in
Form eines Reaktionsschemas zusammen. Reaktionsweg A ermoglicht die Frei-
setzung von d4TMP, die wieder eingeleitet wird durch nucleophilen Angriff eines Hy-
droxid-lons auf das Phosphor-Atom, gefolgt von der selektiven Spaltung des Phe-
nylphosphatesters in 33b/34b zum "richtigen Diester" 43b/44b. In Abbildung 72 ist
die Resonanzstruktur dieser "richtigen Diester" 43b/44b dargestellt, die den destabi-
lisierenden Einflul des 3-Methyl-Substituenten auf 43b/44b am besten wiedergibt.
Dieser Einfluld sollte neben der langeren Hydrolysehalbwertszeit der 3-Me-substitu-

ierten Derivate 33b/34b auch zu einem schnelleren Zerfall von 43b bzw. 44b zu
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d4TMP und den Abbauprodukten der cycloSal-Maske flihren (Eliminierungsprodukte
63'b/64'b; Nachweis von 64'b durch Massenspektrometrie, Kap. 4.4.3).
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Abb. 72: Mechanismus der Hydrolyse von 3-Me,7-ECM-cycloSal-d4TMP 33b bzw.
3-Me,7-MSM-cycloSal-d4TMP 34b

Der alternative Reaktionskanal B liefert — wie schon fur 33a/34a beobachtet — die
"falschen Diester" 83b und 83'b bzw. 84b und 84'b. Als vorangehender Schritt sollte
erneut ein spontaner Benzyl-C-O-Bindungsbruch in Frage kommen (Weg B, Abb 72),
der wegen der jetzt langsameren Reaktion A fur 33b/34b noch effektiver konkurrie-
ren kann.

Bei der *'P-NMR-spektroskopischen Verfolgung der Hydrolyse von 5-Cl,7-ECM-
cycloSal-d4TMP 33c konnten weitere, interessante Beobachtungen gemacht wer-
den. Bei der Bestimmung der Halbwertszeiten wurde bereits auf den beschleunigen-
den Effekt des 5-Chlor-Substituenten!®® hingewiesen (ti2 = 1.51 h fiir 33¢ gegeniiber
4.14 h fur 33a). Vergleicht man die unmittelbar nach Starten der Hydrolysen (t1) von
5-Cl,7-ECM-cycloSal-d4TMP 33c (Abb. 73, S. 77) bzw. 7-ECM-cycloSal-d4TMP 33a
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(Abb. 68, S. 71) aufgenommenen >'P-MNR-Spektren, so fallt auf, dass im Fall von
33c schon deutlich mehr "richtiger Diester" 43¢ gebildet worden ist. Die Tatsache,
dass fur den "richtigen Diester" 43¢ (zwei Diastereomere), nur ein Signal beobachtet
werden kann, kénnte mit dem Zusammenfallen zu einem *'P-Resonanzsignal erklar-

bar sein.
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Abb. 73:  3'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 5-Cl,7-ECM-
cycloSal-d4TMP 33c

Mit Fortschreiten der Hydrolyse konnte ein allmahlicher Zerfall dieses "richtigen Die-
sters" 43c zu d4TMP beobachtet werden, der im Vergleich zum Zerfall des am Aryl-
System unsubstituierten "richtigen Diesters" 43a jedoch deutlich langsamer verlauft.

Nach Ende der Hydrolyse (t3) findet man neben dem Hauptprodukt d4TMP auch den
"falschen Diester" 83'c, der bereits bei massenspektrometrischer Analyse des Hy-
drolysats von 33c identifiziert wurde (vgl. Kap. 4.4.3). Sein Anteil konnte, verglichen
zur Hydrolyse von 33a, deutlich verringert werden (2.7% vs. 9.5%). Hinweise auf ne-
ben 83'c ebenfalls entstandenes 83c konnten in diesem Fall nicht erhalten werden.

Das Ziel, die Entstehung von "falschem Diester" vollstandig zu unterbinden, konnte
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auch durch den 5-Chlor-Substituenten noch nicht erreicht werden. Aufierdem ging
diese Verringerung einher mit einer deutlichen Verkirzung der Halbwertszeit.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei der 3P-NMR-spektroskopischen Verfolgung
der Hydrolyse von 5-CI,7-MSM-cycloSal-d4TMP 34c¢ gemacht. Auch in diesem Fall
ging der Anteil an "falschem Diester" 84'c/84c, verglichen mit dem Anteil an "fal-
schem Diester" bei der Hydrolyse von 34a, zurtick, doch war er deutlich gréfier als
bei der Hydrolyse von 33c (18.0% vs. 2.7%, vgl. Abb. 70, S. 73). Zudem lief die Hy-
drolyse wieder schneller ab als fur das entsprechende Derivat 33c (Halbwertszeiten
1.51h fur 33c und 0.12 h fur 34c, vgl. Kap. 4.4.1). Abbildung 74 fasst die ge-

schilderten Beobachtungen zusammen.
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Abb. 74: Mechanismus der Hydrolyse von 5-CI,7-ECM-cycloSal-d4TMP 33c bzw.
5-Cl,7-MSM-cycloSal-d4TMP 34c

Wie bereits fur die 3-Methyl-substituierten Derivate 33b/33c gezeigt, erfolgt die Frei-
setzung von d4TMP wieder ausschliel3lich Gber Weg A. Dabei entstehen die Elimi-
nierungsprodukte 63'c/64'c (Kap. 4.4.3). Die abgebildete Resonanzstruktur der "rich-

tigen Diester" 43c/44c soll den stabilisierenden Einflul® des 5-Chlor-Substituenten auf
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diese Intermediate reprasentierten, der sich durch den auferst langsamen Zerfall der
"richtigen Diester" 43c/44c (vgl. Abb. 73, S. 77) bemerkbar macht.

Fir die Entstehung der "falschen Diester" 83'c und 84'c/84c wird wieder ein sponta-
ner Benzyl-C-O-Bindungsbruch angenommen (Reaktionskanal B), der allerdings
diesmal einen deutlich geringeren Anteil der "falschen Diester" an den Hydrolysepro-
dukten liefert.

4443 NMR-spektroskopische Analyse der Hydrolysen: EinfluR von Butyl-
und Cyanomethyl-Substituenten in Benzyl-Position

Die Reihe der Benzyl-funktionalisierten cycloSal-d4TMPs (7-ECM- 33a, 7-MSM- 34a
und 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a) konnte um ein weiteres Alkyl-substituiertes Derivat
(7-Bu-cycloSal-d4TMP 36a) sowie ein zusatzliches Derivat mit acidifizierender Grup-
pe in der Benzyl-Seitenkette (7-CM-cycloSal-d4TMP 40) erweitert werden.
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Abb. 75: Produktverhaltnisse nach Hydrolyse der Prodrugs 33a-36a und 40

Der Einfluld dieser Substituenten auf die Hydrolysehalbwertszeiten wurde bereits in
Kapitel 4.4.1 beschrieben. So weist das 7-Bu-Derivat 36a eine zwar im Vergleich zu
7-Me-cycloSal-d4TMP 35a eine langere Hydrolysehalbwertsdauer auf (0.84 h fir 36a
gegeniiber 0.31 h fiir 35a), bei der *'"P-NMR-spektroskopischen Verfolgung konnte
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jedoch keine Verbesserung des Produktverhaltnisses zugunsten von d4TMP beob-
achtet werden (Abb. 75, S. 79). Diese Tatsache kann als Beleg daflir angesehen
werden, dass allgemein Alkyl-Substituenten in der Benzyl-Position von cycloSal-Pro-
nucleotiden die Benzyl-C-O-Bindung durch o-Donor-Effekte bzw. Hyperkonjugation
(vgl. DFT-Studien in Kap. 4.5) labilisieren bzw. ein nach deren Bruch entstandenes
Benzyl-Kation stabilisieren kénnen. Sterische Effekte dagegen sollten keinen nen-
nenswerten Einfluss bewirken, da die Produktverhaltnisse in den Hydrolysen von 35a
und 36a (7-Methyl vs. 7-Butyl) praktisch gleich sind.

Das 7-CM-cycloSal-d4TMP 40 nimmt eine Mittelstellung zwischen dem entsprechen-
den 7-ECM- (33a) und 7-MSM-Derivat (34a) ein. So weist es im Vergleich zu 34a
eine deutlich langere Halbwertszeit auf (1.07 h verglichen mit 0.30 h fir 34a). Stellt
man die Halbwertszeit von 33a gegenuber, so schneidet 40 jedoch erheblich
schlechter ab (4.14 h fur 33a, vgl. Kap. 4.4.1). Beim Vergleich der Hydrolyseprodukt-
verhaltnisse von 40 mit 33a jedoch ist der bei den Halbwertszeiten noch zu be-
obachtende deutliche Unterschied nicht mehr gegeben, beide Verbindungen hydroly-
sieren in guter Ausbeute zu d4TMP, der Anteil an "falschem Diester" liegt fur beide
im Bereich von etwa 10% (fur 7-MSM-cycloSal-d4TMP 34a lag der Anteil demge-
genuber bei 56.8%). Vor diesem Hintergrund mussen fur die Substituenten 7-CM und
7-ECM verschieden grolde Einflisse auf die Geschwindigkeit der Freisetzung von
d4TMP, im besonderen also auf die einleitende Spaltung zum "richtigen Diester",
angenommen werden.

Insgesamt konnten fur 7-CM-cycloSal-d4TMP 40 also keine verbesserten Hydrolyse-
eigenschaften erhalten werden, so dass auf weitere Derivatisierungen (3-Me, 5-Cl,

6-Cl) verzichtet wurde.

4444 NMR-spektroskopische Analyse der Hydrolysen: EinfluB von Trichlor-,

Dichlor- bzw. Monochlormethyl-Substituenten in Benzyl-Position

Um weitere Indizien daflir zu erhalten, dass der Einflul} der Benzyl-Substituenten auf
die Entstehung der "falschen Diester" auf den o-Donor-Charakter dieser Substituen-
ten und die dadurch bedingte Begunstigung der Benzyl-C-O-Fragmentierung zuruck-
zufihren ist, wurden Hydrolyseexperimente mit den Derivaten 37-39 durchgefuhrt,
die Benzyl-Substituenten mit Akzeptor-Charakter tragen. Es sind dies die Chlor-
methyl-substituierten Derivate 7-TM- (37), 7-DM- (38) und 7-MM-cycloSal-d4TMP
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(39). Der Einflu® dieser Substituenten auf die Hydrolysehalbwertszeiten wurde be-
reits in Kapitel 4.4.1 vorgestellt. In diesem Unterkapitel werden nun die Einflisse die-
ser Substituenten auf das Hydrolyseverhalten diskutiert, wie es sich nach IP-NMR-
spektroskopischer Verfolgung darstellte.

Die Abbildung 76 zeigt die fur diese Derivate bestimmten Produktverhaltnisse, denen
noch das Produktverhaltnis des o-Donor-substituierten Derivats 7-Me-cycloSal-
d4TMP 35a sowie das fur den nicht Benzyl-substituierten Prototypen 7-H-cycloSal-
d4TMP 16a gegenubergestellt ist.

100 100
100 9.1

90 A 827 83,9
80 -
70
60 -
50
40
30
204 173 16,1
10 29
O i

Bd4TMP
O "falscher Diester"

35a 37 [a] 38 39 16a

Abb. 76: Produktverhaltnisse nach Hydrolyse der Prodrugs 37-39; [a]: Hydrolyse
bleibt auf der Stufe des "richtigen Diesters" 47 stehen

7-MM-cycloSal-d4TMP 39, das mit der Monochlormethyl-Gruppe den schwachsten
o-Akzeptor-Substituenten in der Reihe der Verbindungen 37-39 tragt, stellt dabei das
erste Benzyl-funktionalisierte cycloSal-d4TMP dar, bei dessen Hydrolyse es nicht
mehr zur Bildung des "falschen Diesters" kommt. Neben d4TMP konnten keine wei-
teren Phosphor-haltigen Hydrolyseprodukte $P-NMR-spektroskopisch nachgewiesen
werden (Abb. 76). Die Tatsache, dass fur die starker Akzeptor-substituierten Derivate
7-TM- (37) und 7-DM-cycloSal-d4TMP 38 dennoch die Bildung von "falschem Die-
ster" beobachtet wurde, ist in beiden Fallen wohl eher durch sterische bzw. Ring-
spannungseffekte zu erklaren. Die Tatsache, dass der Anteil fir das Trichlormethyl-
substituierte 37 dabei wesentlich hdher ist (16.1%) als fur 38 (2.9%) spricht ebenfalls
fur diese Interpretation.
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Eine weitere Beobachtung, die diese Erklarung plausibel erscheinen lasst, ist der
Befund, dass der im Verlauf der Hydrolyse von 37 gebildete "richtige Diester" 47
nicht mehr weiter hydrolysiert und d4TMP bereitstellt (Abb. 77, Messungen t2 bzw.
t3). Nach der Spaltung der Phenylphosphatester-Bindung in 37 treten die Ringspan-
nungseffekte, die zuvor zur Spaltung von 37 in die diastereomeren "falschen Diester"
87 fuhrten, nicht mehr auf.
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Abb. 77:  3'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 7-TM-cycloSal-
d4TMP 37

Der "richtige Diester" 47 tritt wie gewohnt in Form von zweier Diastereomere auf.
Trotz Aufbewahren der Probe Uber mehr als vier Monate in einem Wasserbad bei
37 °C zerfallt er nicht weiter zur Freisetzung von d4TMP. Dies wurde als deutliches
Indiz dafur angesehen, dass Ringspannungseffekte fur die Bildung von "falschem
Diester" 87 aus 37 verantwortlich sind, dass hingegen der elektronische Effekt der
Trichlormethyl-Gruppe (0-Akzeptor) eine Benzyl-C-O- Spaltung verhindert.

Ahnliche Verhaltnisse wurden bei der NMR-spektroskopischen Verfolgung der  Hy-
drolyse von 7-DM-cycloSal-d4TMP 38 vorgefunden. Die sterischen und Ringspan-
nungseffekte sollten dabei geringer sein als bei 37, was durch den geringeren Anteil

an "falschem Diester" 88 und auch den Anstieg der Hydrolysehalbwertszeit (vgl.
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Kap. 4.4.1) zum Ausdruck kommt. Aufgrund der schwacheren o-Akzeptor-Eigen-
schaften der Dichlormethyl-Gruppe konnte in diesem Fall auch eine langsame Frei-
setzung von d4TMP aus dem "richtigen Diester" 48 beobachtet werden. Unter den
Bedingungen, unter denen die Halbwertszeiten mit Hilfe von HPLC-Analytik bestimmt
wurden (12.5 mM Phosphatpuffer, pH 7.3, 37 °C; vgl. Kap. 4.4.1), konnte fir den
Zerfall von 48 zu d4TMP eine Halbwertszeit von ti, > 250 h ermittelt werden. Abbil-
dung 78 fasst die bei den Hydrolysen von 37 und 38 gemachten Schlussfolgerungen
als Reaktionsschema zusammen. Die durch die raumlich volumindse Trichlormethyl-
bzw. Dichlormethyl-Gruppe hervorgerufenen Ringspannungseffekte sollen dabei

durch die getonte Kugel am Benzyl-Kohlenstoff symbolisiert werden.

CHCI2_
=
langsam CHCI
// nur fir (e} Ho 2
Dt N g BN
d4TMP CHCI OH
47, 48 © 68
: K
S
OH
o) _ - 0
Q\g ( T 58
0" 4"0d4T | cl
R = CCl3 (37) ; OH
: H,0
- O - O™
B o-RK o-r "
O 0d4T & odat
77,78 87,88

Abb. 78: Mechanismus der Hydrolyse von 7-TM- und 7-DM-cycloSal-d4TMP 37-38

Die zuvor erwahnten Ringspannungseffekte sollten beim 7-Monochlormethyl-substi-
tuierten Derivat 39 nicht mehr auftreten; in diesem Fall kam es nicht mehr zur Bil-
dung des "falschen Diesters" 89 (Abb. 76, S. 82). Abbildung 79 (S. 85) zeigt die im
Verlauf (t1,t2) und nach vollstandiger Hydrolyse (t3) von 39 aufgenommenen
¥IP-NMR-Spektren. Zu Beginn der Hydrolyse (t1) ist bereits die Bildung der dia-
stereomeren "richtigen Diester" 49 zu beobachten. Nach vollstandiger Umsetzung
von 39 zum "richtigen Diester" 49 (t12, =5.25 h, vgl. Kap. 4.4.1) ist bereits deutlich
auch die Bildung von d4TMP zu erkennen, das am Ende der Hydrolyse als einziges
Produkt im *'P-NMR-Spektrum zu detektieren ist (t3).
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Abb. 79: 3'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 7-MM-cycloSal-
d4TMP 39

Um auch das Produkt der cycloSal-Maske nach vollstandiger Hydrolyse zu identifi-
zieren (Eliminierungsprodukt 69' bzw. Additionsprodukt 69), wurde die Hydrolyse in
Ammoniumacetat-Puffer (pH 7.3) wiederholt, da dieses Puffersalz bei Gefriertrock-
nung fluchtig ist, so dass in dem nach vollstandiger Hydrolyse aufgenommenen
'H-NMR-Spektrum keine Signale vom Puffersalz zu erwarten sind. Es wurden nur
Protonensignale gemessen, die d4TMP bzw. dem Salicylalkohol 69 (Additionspro-
dukt) zugeordnet werden konnten. Charakteristisch fur den Salicylalkohol 69 sind
insbesondere das Signal fur das Benzyl-Proton bei etwa 5.5 ppm (dd) sowie die bei-
den Signale fur die beiden diastereotopen Protonen der Monochlormethyl-Gruppe im
Bereich von 3.8 bis 4.1 ppm (jeweils dd).

Auf Grundlage dieser Ergebnisse lasst sich flr 39 der folgende Hydrolysemechanis-
mus formulieren (Abb. 80, S. 86). Im ersten Schritt kommt es selektiv zur Spaltung
der Phenylphosphatester-Bindung, eingeleitet durch nucleophilen Angriff von Hydro-
xid auf das Phosphor-Atom. Der unter den schwach basischen Bedingungen als
Phenolat vorliegende "richtige Diester" 49 spaltet dann in einem zweiten Schritt
spontan d4TMP ab, zurtick bleibt das Chinonmethid-Intermediat 59, dass nach Addi-
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tion von Wasser Salicylalkohol 69 liefert. Das Eliminierungsprodukt 69' konnte nicht

nachgewiesen werden.

CH,CI

Pz
CH,CI
2 @OH ACTE\CI, o CH,CI
A —p. H,0
e O e | [
0" 11" 0d4T o) OH
O © d4TMP CH,CI
39 49 © 69
Oo

59
Abb. 80: Mechanismus der Hydrolyse von 7-MM-cycloSal-d4TMP 39

Untersuchungen zur Solvolyse von w-Chloralkoholen haben ergeben!'®! dass
2-Chlorethanol in Ethanol/Natriumethoxid bereitwillig intramolekular zu Oxacyclopro-
pan reagiert. Auch der Salicylalkohol 69 sollte dementsprechend zur Ausbildung ei-
nes Epoxids in der Benzyl-Seitenkette in der Lage sein, doch wurden keine Hinweise
erhalten, die eine Entstehung dieses Produktes andeuten kdnnten.

Als Abbauprodukt der cycloSal-Maske nach vollstandiger Hydrolyse von 38 wurde
ebenfalls der Salicylalkohol 68 angenommen, doch konnten durch massenspektro-
metrische Analyse weder Hinweise auf die Bildung von 68 noch von Eliminierungs-
produkt 68' erhalten werden. Vor dem Hintergrund der Ergebnisse zur Solvolyse von
w-Chloralkoholen!'®! scheint auch die Bildung von 68" (Abb 78, S. 84) nicht ausge-

schlossen, doch konnten auch keine direkten Hinweise fiir 68" erhalten werden.

4.4.4.5 NMR-spektroskopische Analyse der Hydrolysen: EinfluR des 6-Chlor-
Substituenten am Aryl-Rest

Da es gelungen war, durch Akzeptor-Substituenten in Benzylposition (Verbindungen
37-39) die Konkurrenzreaktion zum "falschen Diester" prinzipiell auszuschlieRen,
sollte in einem Ansatz Uberpruft werden, ob auch die Anwesenheit eines starken Ak-
zeptor-Substituenten am Aryl-Rest in unmittelbarer Nachbarschaft zur Benzyl-Posi-
tion genugt, die Donor-Eigenschaften der Benzyl-Substituenten (z.B. 7-Me, 7-Bu,
7-ECM) zu kompensieren und so die Entstehung der "falschen Diester" zu unterbin-
den. Zu diesem Zweck wurde am Aryl-Rest ein 6-Chlor-Substituent eingeftihrt. Abbil-
dung 81 zeigt die in ¥IP.NMR-Studien bestimmten Produktverhaltnisse fiir die Deri-
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vate 6-Cl,7-Me- (35d), 6-Cl,7-Bu- (36d) und 6-Cl,7-ECM-cycloSal-d4TMP (33d), zu-
sammen mit den Daten flr die am Aryl-System nicht weiter substituierten Analoga
33a und 35a.

Erfolgreich verliefen die Hydrolysestudien fur die in Benzyl-Position alkylierten Deri-
vate 35d und 36d: Durch Einfuhren des zusatzlichen 6-Chlor-Substituenten konnte
nicht nur die Hydrolysehalbwertszeit betrachtlich verlangert werden (vgl. Kap. 4.4.1),
es gelang zudem auch, eine Benzyl-C-O-Bindungsspaltung, die zum "falschen Die-
ster" fiihren wiirde, auszuschlieBen: In beiden Fallen wurde 3'P-NMR-spektro-

skopisch d4TMP als einziges Hydrolyseprodukt nachgewiesen.
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Abb. 81: Produktverhaltnisse nach Hydrolyse der Prodrugs 33a,d, 35a,d und 36d

Demgegenuber lieferten die entsprechenden am Aryl-System nicht funktionalisierten
Derivate 7-Me- bzw. 7-Bu-cycloSal-d4TMP 35a bzw. 36a die "falschen Diester"
85a/86a als Hauptprodukt nach Hydrolyse (Abb. 81).

Abbildung 82 (S. 87) zeigt den zeitlichen Verlauf der Hydrolyse von 6-Cl,7-Me-cyclo-
Sal-d4TMP 35d anhand reprasentativer 31P-NMR-Spektren. Gleich nach Starten der
Hydrolyse (t1) sind bereits deutlich die Signale flr die beiden diastereomeren "richti-
gen Diester" 45d zu beobachten. Dessen Konzentration nimmt im weiteren Verlauf

der Hydrolyse (t2) zu. Zur Bildung des "falschen Diesters" 85d kommt es jedoch
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nicht. Bereits vor der vollstandigen Umsetzung von 35d (vier Diastereomere) zu 45d
(zwei Diastereomere) hat die Freisetzung von d4TMP aus 45d begonnen. Nach voll-
standiger Hydrolyse (t3) ist dann 45d vollstandig zu d4TMP umgesetzt. Nach wie vor

sind auch am Ende der Hydrolyse keine Signale fur den "falschem Diester" 85d zu

beobachten.
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Abb. 82: 3'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 7-Me-cycloSal-
d4TMP 35d

Bei dem 6-Cl,7-Bu-Derivat 36d wurden die entsprechenden Beobachtungen ge-
macht: Auch hier wurden keine Signale fur "falschem Diester" 86d erhalten. In Abbil-
dung 83 (S. 88) sind diese Ergebnisse noch einmal als Reaktionsschema wiederge-
geben. Im ersten Schritt kommt es ausschlieBlich zur Spaltung der Phenylphospha-
tester-Bindung zum "richtigen Diester" 45d bzw. 46d (jeweils zwei Dia-stereomere),
der dann in einem zweiten Schritt d4TMP abspaltet. Das dabei entstehende
intermediare Chinonmethid 55d bzw. 56d wird dann durch Wasser zu den Sa-
licylalkoholen 85d bzw. 86d abgefangen. Der alternative Benzyl-C-O-Bindungsbruch,

der zum "falschen Diester" 85d bzw. 86d fiihren wirde, wird durch die Anwesenheit
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88

des Akzeptor-Substituenten 6-Chlor verhindert, da der Donor-Effekt der Alkyl-Grup-
pen 7-Methyl (35d) bzw. 7-Butyl (36d) in Benzyl-Position ausgeglichen wird.

o R
=
Cl cl R
OH ©
@\/%Of @\/{O P\Od4T ¢ H20 @\)\OH
0/5“‘0d4T d P cl R OH
R = Me (35d) 45d,46d d ® 65d,66d
Bu (36d) - oo |
55d,56d
Abb. 83: Mechanismus der Hydrolyse von 6-CI,7-Me- und 6-ClI,7-Bu-cycloSal-

d4TMP 35d und 36d

Ein ahnlicher Effekt wie bei den Alkyl-substituierten Derivaten 35d und 36d wurde
auch fur 6-Cl,7-ECM-cycloSal-d4TMP 33d erwartet, doch deuteten schon die ge-
messenen Halbwertszeiten auf ein vom Verhalten der 7-alkylierten Derivate 35d und
36d abweichendes Verhalten dieser Verbindung hin (t12 deutlich geringer als fur das

nicht am Aryl-Rest 6-chlorierte Derivat 33a, vgl. Kap. 4.4.1).
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Abb. 84:

cycloSal-d4TMP 33d

¥P_NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 6-Cl,7-ECM-
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AuRerdem konnte durch *'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse
(Abb. 84, S.88) erneut die Bildung von “falschem Diester" 83'd zu
2.4% nachgewiesen werden (vgl. Abb. 81, S. 86).

Bereits kurz nach Starten der Hydrolyse (t1) konnte der "richtige Diester" 43d (zwei
Diastereomere) nachgewiesen werden. Die anschlieRende langsame Freisetzung
von d4TMP (t2) aus 43d deutet an, dass der 6-Chlor-Substituent einen stabilisieren-
den Effekt auf die Benzyl-C-O-Bindung ausubt. Am Ende der Hydrolyse (t3) ist 43d
vollstandig zu d4TMP umgesetzt worden, doch in ahnlich geringer Menge wie zuvor
fur das 5-Cl,7-ECM-Derivat 33c konnte auch "falscher Diester" 83'd nachgewiesen
werden.

Zusatzlich wurde die Hydrolyse erneut in Ammoniumacetat-Pufferlésung durchge-
fuhrt, um nach vollstandiger Hydrolyse durch Gefriertrocknung die Produkte ohne
storende Puffersalze zu erhalten und von ihnen zusétzlich ein 'H-NMR-Spektrum
aufzunehmen. Zwar konnten im aufgenommenen Protonen-Spektrum Signale flr den
"falschem Diester" nicht nachgewiesen werden, doch wurden neben der Signale fur
d4TMP auch die Signale fur das Eliminierungsprodukt 63'd eindeutig nachgewiesen.
Aufgrund der Kopplungskonstante fiir die olefinischen Protonen ((Jun = 16.0 Hz)
konnte nach Vergleich mit Literaturdaten!® auf das E-Diastereomer von 63'd ge-
schlossen werden. Auf die Entstehung des Salicylalkohols 63d (Additionsprodukt)
wurden aus dem "H-NMR-Spektrum keine Hinweise erhalten.
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Abb. 85: Mechanismus der Hydrolyse von 6-CI,7-ECM-cycloSal-d4TMP 33d
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Auf Grundlage der Ergebnisse der Hydrolysestudien mit 33d und unter Berlck-
sichtigung der Ergebnisse fur 35a und 35d bzw. 36a und 36d kann fir 33d ein Hy-
drolysemechanismus gemald Abbildung 85 (S. 89) vorgeschlagen werden. Auch in
diesem Fall wird die Freisetzung von d4TMP gemal Weg A durch nucleophilen An-
griff auf das Phosphoratom eingeleitet. Es resultiert der "richtige Diester" 43d als
Gemisch zweier Diastereomerer, der anschlieliend neben dem Chinonmethid 53d
d4TMP freisetzt. Als Abbauprodukt der Maske entsteht daraus nach Eliminierung
eines Protons selektiv das E-konfigurierte Eliminierungsprodukt 63'd.

Fir die alternative Spaltung von 33d zum "falschen Diester" 83'd erscheint es aller-
dings nicht mehr angebracht, einen spontanen Benzyl-C-O-Bindungsbruch als ein-
leitenden Schritt anzunehmen. Dieser Reaktionsschritt wirde dem klassischen er-
sten Schritt einer Sy1- bzw. E1-Reaktion entsprechen. Die Entstehung des "falschen
Diesters" 85a, ausgehend von 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a sollte dagegen nach einen
Sn1-Mechanismus mit einer spontanen Benzyl-C-O-Bindungdissoziation als erstem
Schritt abgelaufen sein. Da im Fall von 35a durch Einfihren eines 6-Chlor-
Substituenten in 35d dieser Reaktionskanal jedoch vollstandig ausgeschaltet werden
konnte, erscheint es wenig sinnvoll, einen solchen Reaktionsweg fur 33d anzuneh-
men. Fir die Entstehung des Nebenproduktes 83'd wird deshalb ein alternativer Me-
chanismus angenommen, dessen geschwindigkeitsbestimmender Schritt einen
Benzyl-C-O-Bruch nicht erfordert. In Frage kommen demnach alternativ ein E2- bzw.
E1.s-Mechanismus.

4.5 Ergebnisse aus DFT-Rechnungen an Modellsystemen

Bei den Hydrolysestudien mit Benzyl-funktionalisierten cycloSal-d4TMPs (Kap. 4.4)
machte sich ein deutlicher EinfluR dieser Benzyl-Substituenten auf das Hydrolyse-
verhalten der Prodrugs bemerkbar. In z.T. betrachtlichem Ausmalf wurde die Bildung
von Phenylphosphatdiestern, den sog. "falschen Diestern" beobachtet. Diese zeich-
nen sich — im Gegensatz zu den "richtigen Diestern" — dadurch aus, dass sie unter
den Hydrolysebedingungen (pH 7.3, 37 °C) stabil und nicht mehr zur Freisetzung von
d4TMP in der Lage sind. So konnte z.B. bei der Hydrolyse des alkylierten 35a der
"falsche Diester" 85a, und bei der Hydrolyse des 7-ECM-cycloSal-d4TMP 33a die

"falschen Diester" 83a und 83'a nachgewiesen werden.
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Es stellt sich die Frage, nach welchem Mechanismus die Bildung der "falschen Die-
ster" ablauft und welchen Einfluld die Benzyl-Substituenten auf den Ablauf dieser
Konkurrenzreaktion haben. Ein nucleophiler Angriff eines Hydroxid-Anions auf das
Phosphor-Zentrum sollte zur Spaltung der Phenylphosphatester- und nicht zur Spal-
tung der Benzylphosphatester-Bindung fluhren, da das entstehende Phenolat die
bessere Austrittsgruppe darstellt als Benzylalkoholat.

Auch eine nucleophile Substitution am Benzyl-Kohlenstoff nach einem Sy2-Mecha-
nismus sollte bei sekundaren Benzylphosphatestern aus sterischen Grinden er-
schwert sein. So ergab die kinetische Analyse der basischen Hydrolyse von sekun-
daren und tertiaren Alkylphosphattriestern, dass diese nach einem Sy1-Mechanis-
mus verlaufen, der eingeleitet wird von einem heterolytischen C-O-Bindungsbruch im
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt!'*",

Da auch die Benzylphosphatester-Bindung in den Benzyl-funktionalisierten cycloSal-
d4TMPs Ester sekundarer Alkohole darstellen, erschien es sinnvoll, auch fur die Bil-
dung des "falschen Diesters" 85a aus 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a einen Sy1-Mecha-
nismus mit einer Benzyl-C-O-Bindungsdissoziation als geschwindigkeitsbestimmen-
den Schritt anzunehmen. Anschliellende Addition eines Hydroxid-Anions liefert dann
den "falschen Diester" 85a. Bei Anwesenheit weiterer C-H-acidifizierender Substi-
tuenten in der Benzyl-Seitenkette kann an den heterolytischen Benzyl-C-O-Bin-
dungsbruch anschlieRend alternativ auch eine Eliminierung nach einem E1-Mecha-
nismus ablaufen. Die "falschen Diester" 83a und 83'a kdnnen so als typische Konkur-
renzprodukte einer Sy1- bzw. E1-Reaktion aufgefasst werden.

Der geschwindigkeitsbestimmende erste Schritt sowohl einer Sy1- als auch einer E1-
Reaktion ist die spontane Dissoziation in ein lonenpaar!'®?. Dieses lonenpaar stellt
ein Hochenergie- und damit kurzlebiges Intermediat dar, das durch ein Nucleophil
zum Substitutionsprodukt abgefangen werden kann (Sy1) bzw. durch Abgabe eines
Protons zum Eliminierungsprodukt weiterreagiert (E1).

Gegenstand der durchgefuhrten DFT-Rechnungen war es daher zu untersuchen, in
welchem Ausmal die verschiedenen Benzyl-Substituenten den gemeinsamen ge-
schwindigkeitsbestimmenden ersten Schritt (Sy1 vs. E1) unterstitzen und wie stark
der stabilisierende Einflul auf das lonenpaar ist. Als Modellverbindungen wurden
entsprechende cycloSal-Methylmonophosphate (cycloSal-MeMPs) verwendet. Fur
alle Modellsysteme wurden die Aktivierungsbarrieren AE fur einen heterolytischen
Benzyl-C-O-Bindungsbruch in der Gasphase berechnet. Die fur den Prototypen 7-H-
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cycloSal-MeMP berechnete Aktivierungsbarrieren AE wurde dabei als Grenzwert an-
genommen, oberhalb dessen ein Benzyl-C-O-Bindungsbruch keine Rolle mehr spie-
len sollte, da bei Hydrolysestudien mit 7-H-cycloSal-d4TMP 16a keine Konkurrenz-
produkte ("falscher Diester") nachgewiesen wurden.

In den nun folgenden Unterkapiteln 4.5.1 und 4.5.2 werden die Ergebnisse der mit
Gaussian 98 1'% durchgefiihrten DFT-Rechnungen vorgestellt.

451 Ergebnisse fur 7-Me- , 6-Cl,7-Me- , 7-TM- , 7-DM- und 7-MM-cycloSal-
MeMP

Es wurden Geometrie-optimierte Strukturen fiir Edukte, Produkte und Ubergangszu-
stande fur die heterolytischen Benzyl-C-O-Bindungsdissoziationen der Modellverbin-
dungen 7-H- , 7-Me- , 6-Cl,7-Me- , 7-TM- , 7-DM- und 7-MM-cycloSal-MeMP unter
Verwendung des Funktionals B3LYPY""® Basissatzes 6-311G(d,p)®*®! berechnet
(zur Durchfuhrung vgl. Experimentalteil, Kap. 7.8). Zusatzlich wurden fur alle erhalte-
nen Strukturen die entsprechenden Schwingungsspektren berechnet, um insbeson-
dere fir die Ubergangszustande genau eine imagindre Eigenschwingung zu verifi-
zieren (Nimag = 1), die der Bewegung entlang der Reaktionskoordinate entspricht.

Abbildung 86 zeigt zunachst die Geometrie-optimierten Strukturen A1-A3 flir das
Referenzsystem 7-H-cycloSal-MeMP. In Tabelle 4 (S. 93) sind relevante Bindungs-

langen und Bindungswinkel sowie Diederwinkel der Strukturen A1-A3 zusammenge-

e Y,

A1 A2 A3

fasst.

Abb. 86: Edukt A1, Ubergangszustand A2 und Produkt A3 fiir den Benzyl-C-O-
Bindungsbruch in cycloSal-MeMP

Im Edukt A1 liegt der Heterozyklus in einer Halbsessel-artigen Konformation vor. Das

Produkt A3 weist eine ortho-chinoide Struktur auf, was insbesondere an den alter-
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nierenden Bindungslangen im Aromaten deutlich wird. Auch die Bindungen zum
Benzyl-Kohlenstoff (C7; vgl. Tabelle 4) sowie zum Phenol-Sauerstoff (O10) sind ent-

sprechend verkurzt.

Tabelle 4:  Bindungslangen [pm], Bindungswinkel und Diederwinkel fur A1-A3

+
H

HH ‘*0_9 i
6 _ W R"oMe
N X5 Rome N0

10 © O:‘\P/OMe
d
A1 A2 A3
A1 (E) A2 (TS) A3 (P)
C4-C5 139.5 1434 (+3.9) 1441 (+0.7)
C3-C4 138.9 136.8 (2.1)  136.2 (-0.6)
C2-C3 139.2 1424 (+3.2) 1435 (+1.1)
C5-C6 139.0 1356 (-34)  135.1(-0.5)
C1-C6 139.7 144.7 (+5.0) 1452 (+0.5)
C1-C2 139.8 1475 (+7.7) 1489 (+1.4)
c1-C7 150.9 1358 (-151)  135.0 (-0.8)
C7-H7 109.5 108.6 (0.2)  108.6 (+0.0)
C7-HT' 108.9 1084 (-0.5)  108.3 (-0.1)
C7-09 144.9 306.3 (+161.4) 486.5 (+180.2)
P-09 159.5 1481 (-11.1)  147.1 (-1.0)
P-010 163.1 1932 (+30.1)  195.4 (+2.2)
C2-010 138.9 1185 (11.4)  117.4 (-1.1)
C2-010-P +122.8° +115.3° (+1.5°) +118.9° (+3.6°)
C1-C2-010-P -2.7° +90.7° (+93.4°) +164.3° (+73.7°)
C2-C1-C7-09  -25.3° 120.6° (-4.3°)  -22.2° (+7.4°)
C2-C1-C7T-H7  -142.7° 175.8 (-33.1°)  -179.2° (-3.3°)

C2-C1-C7-H7"  +95.9° +0.4° (-95.5°)  +0.2° (-0.2°)
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Der spate Ubergangszustand A2 weist ebenfalls bereits deutlich die fiir das ortho-
chinoide System charakteristische Bindungsalternanz auf, wenngleich diese im Pro-
dukt A3 noch starker ausgepragt ist. Der Abstand zwischen C7 und dem Benzyl-
Sauerstoff O9 ist in A2 deutlich verlangert (C7-09: 306.3 pm; +161.4 pm). Die Be-
wegung entlang der Reaktionskoordinate wird neben dem Abstand C7-O9 am besten
durch die Veranderung der Diederwinkel C1-C2-O10-P sowie C2-C1-C7-H7 ausge-
drickt. Im Verlauf der Reaktion dreht sich die Phosphatgruppe nach vorne aus der
Zeichenebene heraus, gleichzeitig dreht sich die Methylengruppe in die Zeichenebe-
ne.

Der energetische Verlauf entlang der Reaktionskoordinate flr die Benzyl-C-O-Bin-
dungsdissoziation von 7-H-cycloSal-MeMP ist in Tabelle 5 wiedergegeben, zusam-
men mit den Daten fur die Benzyl-substituierten Analoga. In allen Fallen ergab sich

ein endothermer Reaktionsverlauf Giber spate, Produkt-dhnliche Ubergangszustande.

Tabelle 5:  Relativer Energieverlauf flr den heterolytischen Benzyl-C-O-Bruch

Edukt TS Produkt
cycloSal-MeMP 0 kcal/mol  +37.55 kcal/mol  -3.02 kcal/mol
7-Me-cycloSal-MeMP 0 kcal/mol  +33.16 kcal/mol  -1.54 kcal/mol

6-Cl,7-Me-cycloSal-MeMP 0 kcal/mol  +37.39 kcal/mol  -4.71 kcal/mol

7-TM-cycloSal-MeMP 0 kcal/mol  +49.28 kcal/mol  -13.35 kcal/mol
7-DM-cycloSal-MeMP 0 kcal/mol  +38.19 kcal/mol  -4.77 kcal/mol
7-MM-cycloSal-MeMP 0 kcal/mol  +36.43 kcal/mol  -3.11 kcal/mol

Die Aktivierungsbarriere flr die heterolytische Benzyl-C-O-Bindungsdissoziation des
Prototyps 7-H-cycloSal-MeMP wurde mit 37.55 kcal/mol berechnet. Das Produkt A3
erfahrt dann eine Stabilisierung von 3.02 kcal/mol relativ zum Ubergangszustand A2.
Formal sollte das Produkt A3 ein Zwitterion sein mit einer positiven Ladung am
Benzyl-Kohlenstoff und einer negativen Ladung an O9, doch deutet eine Berechnung
der Partialladungen (Tabelle 6, S. 95) fur A1-A3 an, dass es zu einer Ladungs-
verschiebung kommt. So nimmt die negative Partialladung an O9 und P im Verlauf
der Reaktion um insgesamt -0.305 Ladungseinheiten zu, an O10 jedoch nimmt sie

um +0.144 Ladungseinheiten ab. Im Aromaten nimmt die Summe der Partial-
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ladungen ebenfalls um +0.247 Ladungseinheiten ab, doch am Benzyl-Kohlenstoff
C7, der im Edukt A1 praktisch keine Ladung tragt, nimmt die negative Partialladung
um -0.114 Ladungseinheiten zu. Insgesamt ergibt sich eine Verschiebung von nega-

tiver Ladung, um das ortho-chinoide Produkt A3 mdglichst effektiv zu stabilisieren.

Tabelle 6:  Berechnete Partialladungen fur A1-A3
A1 A2 A3
C1 -0.115 -0.187 (-0.063) -0.161 (+0.026)
C2 +0.327 +0.537 (+0.210) +0.536 (-0.001)
C3 -0.229 -0.261 (-0.032) -0.282 (-0.021)
C4 -0.181 -0.087 (+0.094) -0.089 (-0.002)
C5 -0.209 -0.225 (-0.016) -0.217 (+0.008)
C6 -0.182 -0.121 (+0.061) -0.138 (-0.017)
Cc7 -0.022 -0.082 (-0.060) -0.136 (-0.054)
09 -0.816 -1.048 (-0.232) -1.026 (+0.022)
P +2.510 +2.418 (-0.092) +2.415 (-0.003)
010 -0.800 -0.718 (+0.082) -0.656 (+0.062)
H7 +0.194 +0.187 (-0.007) +0.192 (-0.005)
H7 +0.201 +0.248 (+0.047) +0.220 (+0.028)

Einen energetisch deutlich gunstigeren Verlauf nimmt dagegen die Modellreaktion fur
das Substrat 7-Me-cycloSal-MeMP B1 (vgl. Tabelle 5, S. 94). In Abbildung 87 sind
zunachst die optimierten Modellstrukturen B1-B3 wiedergegeben, und Tabelle 7

(S. 96) enthalt reprasentative Geometrieparameter.

B1 B2 B3
Abb. 87: Edukt B1, Ubergangszustand B2 und Produkt B3 fiir den Benzyl-C-O-
Bindungsbruch in 7-Me-cycloSal-MeMP
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Tabelle 7:  Bindungslangen [pm], Bindungswinkel und Diederwinkel fur B1-B3

CH3 +

i
8 . O
H3C\H O‘FB'/ CHs,
6 B 9 \\'’OMe
5 17<~9 @) 2N
4 5 '\/P\"’OMe - N
3 o\ @)

10 © O:‘}D/OMe
@)
B1 B2 B3
B1 B2 B3

C7-C8 152.0 147.7 (-4.3) 148.2 (+0.5)
C7-09 146.3 310.1 (+163.7) 473.0 (+162.9)
P-O9 159.1 148.5 (-10.6) 147.2 (-1.3)
P-O10 163.0 187.2 (+24.2) 192.3 (+5.1)
C2-010-P +122.9 +121.3 (-1.6) +119.7 (+7.4)
C1-C2-010-P  -0.4° +99.3° (+99.7°) +161.0 (+61.7)
C2-C1-C7-09  -26.6° -30.4° (-3.8°) -21.5° (+8.9°)
C2-C1-C7-H7  +90.0° +3.1° (-86.9°) -0.5° (-2.6°)
C2-C1-C7-C8  -145.7° -172.5° (-26.8°) -178.6° (-6.1°)

Wie schon im Prototypen A1 liegt auch in B1 der Heterozyklus wieder in einer Halb-
sessel-artigen Konformation vor. Die Methylgruppe C8 an C7 (vgl. Tabelle 7) befindet
sich in aquatorialer Anordnung, H7 entsprechend in axialer Position. Das Produkt B3
besitzt wie schon A3 wieder eine ortho-chinoide Struktur, so dass die Bindungslan-
gen im Aromaten wieder alternierend sind. Der Abstand zwischen C7 und dem
Benzyl-Sauerstoff O9 ist im Ubergangszustand B2 bereits wieder deutlich verlangert
(C7-09: 310.1 pm; +163.7 pm, vgl. Tabelle 7).

Die Bewegung entlang der Reaktionskoordinate kann neben dem Abstand C7-09
wieder durch die Veranderung der Diederwinkel C1-C2-O10-P sowie C2-C1-C7-C8
ausgedruckt werden (vgl. Tabelle 7). Wie schon im Verlauf der Reaktion von A1
dreht sich auch bei entsprechender Reaktion von B1 die Phosphatgruppe nach vorne
aus der Zeichenebene heraus und gleichzeitig dreht sich die Methylengruppe wieder

in die Zeichenebene hinein. Im ortho-chinoiden Produkt B3 besetzt die Methylgruppe
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an C7 die E-Position. Zwar ergab die genaue Analyse der Bindungslangen und Win-
kel keine signifikanten Unterschiede zwischen entsprechenden Strukturen fur die
Reaktion von 7-Me-cycloSal-MeMP und dem Referenzsystem, doch bei Vergleich
der Energien entlang der Reaktionskoordinate (Tab. 5, S. 94), fallt auf, dass die Re-
aktion fiir 7-Me-cycloSal-MeMP (ber einen Ubergangszustand verlauft, der um
4.39 kcal/mol niedriger liegt als bei entsprechender Reaktion des Referenzsystems.
Das Produkt B3 erfahrt dann eine Stabilisierung von 1.54 kcal/mol relativ zum Uber-
gangszustand B2.

Die Berechnung der Partialladungen (Tabelle 8) fur B1-B3 ergab, dass es, wie zuvor
schon fur den Prototypen beschrieben, wieder zur Stabilisierung des Produkts bzw.
des Ubergangszustands durch Ladungsverschiebung kommt. Wie schon bei 7-H-
cycloSal-MeMP tragt auch in diesem Fall der Aromat zur Stabilisierung von C7 durch
Ladungsverschiebung bei, doch erfahrt die Ladung an C7 diesmal noch zusatzlich
Stabilisierung durch Hyperkonjugation mit der benachbarten Methylgruppe (C8). Die-
ser zusatzliche Beitrag zur Ladungsstabilisierung an C7 ist demnach die Ursache
dafur, dass der heterolytische Benzyl-C-O-Bindungsbruch in B1 deutlich gegenuber
A1 begunstigt ist.

Tabelle 8:  Berechnete Partialladungen fir B1-B3

B1 B2 B3
C1 -0.115 -0.199 (-0.075) -0.179 (+0.020)
c2 +0.332 +0.529 (+0.197) +0.533 (+0.004)
C6 -0.184 -0.115 (+0.060) -0.140 (-0.016)
c7 +0.146 +0.118 (-0.028) +0.069 (-0.049)
09 -0.838 -1.054 (-0.216) -1.033 (+0.021)
= +2.516 +2.421 (-0.095) +2.421 (+0.0)

010 -0.801 -0.711 (+0.090) -0.681 (+0.030)
H7 +0.197 +0.234 (+0.037) +0.225 (-0.009)
c8 -0.583 -0.632 (-0.049) -0.626 (+0.006)

Der deutliche EinfluR des 7-Methyl-Substituenten auf das Hydrolyseverhalten von
7-Me-cycloSal-d4TMP 35a und insbesondere auf die Bildung des "falschen Diesters"
85a kann durch den bei den Berechnungen gefundenen stabilisierenden hyperkonju-

gativen Effekt der 7-Methyl-Gruppe also zufriedenstellend erklart werden.
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Durch Einfuhren des zusatzlichen 6-Chlor-Substituenten am Aromaten in 6-Cl,7-Me-
cycloSal-d4TMP 35d gelang es, die noch fur 7-Me-cycloSal-d4TMP 35a gefundene
Konkurrenzreaktion vollstandig zu unterbinden. Berechnungen fur das Modellsystem
6-Cl,7-Me-cycloSal-MeMP lieferte zunachst die Strukturen D1-D3 (Abb. 88). Der
Heterozyklus in D1 liegt — im Gegensatz zu A1 und B1 - in einer Wannenkonforma-
tion vor. Aufgrund sterischer AbstoRung mit 6-Chlor steht die Methylgruppe an C7
axial nach vorn. Auch im weiteren Reaktionsverlauf ist zu beobachten (D2 bzw. D3),
dass die Methylgruppe sich moglichst weit vom 6-Chlor-Atom entfernt, um Wechsel-

wirkungen zu vermeiden.

D1 D2 D3

Abb. 88: Edukt D1, Ubergangszustand D2 und Produkt D3 fiir den Benzyl-C-O-
Bindungsbruch in 6-Cl,7-Me-cycloSal-MeMP

Das Produkt D3 besitzt wie schon A3 und B3 wieder eine ortho-chinoide Struktur mit
entsprechend alternierenden Bindungslangen im Aromaten. Der Abstand zwischen
C7 und dem Benzyl-Sauerstoff O9 ist in D2 bereits wieder deutlich verlangert (C7-
09: 268.1 pm; +122.1 pm, vgl. Tabelle 9, S. 99), doch ist der Ubergangszustand D2
frGher als A2 und B2.

Die Bewegung entlang der Reaktionskoordinate wird wieder durch den Abstand C7-
09 sowie durch die Veranderung der Diederwinkel C1-C2-O10-P sowie C2-C1-C7-
C8 ausgedruckt (vgl. Tabelle 9, S. 99). Entgegen der Reaktion von A1 und B1 dreht
sich bei entsprechender Reaktion von D1 (Wannenkonformer) die Phosphatgruppe
nach hinten aus der Zeichenebene heraus. Dabei dreht sich die Methylengruppe
(C7) gleichzeitig in die Zeichenebene hinein. Die Methylgruppe (C8) am Benzyl-C-
Atom (C7) versucht jedoch, dem 6-Chlor-Substituenten moglichst auszuweichen, um

abstoliende Wechselwirkungen zu vermeiden. Im ortho-chinoiden Produkt D3 be-
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setzt die Methylgruppe an C7 daher — im Gegensatz zur Methylgruppe in B3, die Z-
Position.

Aus der Analyse des Reaktionsverlaufs fur D1 und durch Vergleich mit dem ent-
sprechendem Verlauf fur B1 ergibt sich, dass der Benzyl-C-O-Bindungsbruch in
6-Cl,7-Me-cycloSal-MeMP zum einen durch sterische Effekte erschwert werden soll-
ten. Nach Vergleichen des energetischen Verlaufs entlang der Reaktionskoordinate
(Tabelle 5, S. 94) fallt auf, dass die Reaktion fur 6-Cl,7-Me-cycloSal-MeMP uber ei-
nen Ubergangszustand D2 verlauft, der wieder um 4.23 kcal/mol héher liegt als zuvor
fur 7-Me-cycloSal-MeMP (B2). Das Produkt D3 erfahrt dann eine Stabilisierung von
4.71 kcal/mol relativ zum Ubergangszustand D2. Diese Stabilisierung ist deutlicher
ausgepragt als bei B3 (1.54 kcal/mol). Dieser groRere Energiegewinn reprasentiert
die Verringerung der abstolenden Wechselwirkungen zwischen der Methylgruppe
(C8) und dem 6-Chlor-Atom im Verlauf der Benzyl-C-O-Bindungsspaltung.

Tabelle 9:  Bindungslangen [pm], Bindungswinkel und Diederwinkel fur D1-D3

Cl H :

Ll CH3
; 0 .
Cl S ' |
o L ,CHs O "R ome T
A7// 9 O =
N o "oMe N0

10 © O:<\P/0Me
o
D1 D2 D3
D1 D2 D3
c7-C8 152.7 147.7 (-5.0) 148.2 (+0.5)
C7-09 146.0 268.1 (+122.1)  465.5 (+197.4)
P-09 159.5 148.6 (10.9)  147.8 (-0.8)
P-010 163.8 188.8 (+25.0)  193.6 (+4.8)
C2-010-P +122.7° +117.7° (+4.0°)  +130.6° (+3.9°)
C1-C2-010-P  -35.1° 46.9° (-11.8°)  -160.0° (-113.1°)
C2-C1-C7-09  +38.7° +60.1° (+21.4°)  +8.9° (-51.2°)
C2-C1-C7-H7  +151.0° #171.7° (+20.7°) +177.5° (+5.8°)

C2-C1-C7-C8  -85.8° 19.7° (+66.1°)  -1.8° (+18.1°)
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Auch fur 6-Cl,7-Me-cycloSal-MeMP ergab die Berechnung der Partialladungen (Ta-
belle 10), dass es, wie bereits fur den Prototypen 7-H- sowie fur 7-Me-cycloSal-
MeMP beschrieben, wieder zur Stabilisierung des Produkts bzw. des Ubergangszu-
stands durch Ladungsverschiebung kommt. Doch wird die Fahigkeit des Aryl-Sys-
tems zur Stabilisierung positiver Ladung am Benzyl-C-Atom (C7) durch den Akzep-
tor-Substituenten 6-Chlor verringert: Der Kohlenstoff C6 ist in D1 bereits positiv pola-
risiert und die Partialladung nimmt im Ubergangszustand D2 sogar noch zu. Im Ge-
gensatz dazu tragt C6 in B1 und auch in B2 eine negative Partialladung (vgl. Ta-
belle 8, S. 97). Dagegen ist die Stabilisierung durch Hyperkonjugation, die C7 durch
die benachbarte Methylgruppe (C8) erfahrt, in D1-D3 etwa so grof3 in B1-B3.

Tabelle 10: Berechnete Partialladungen fir D1-D3

D1 D2 D3

C1 -0.146 -0.224 (-0.078) -0.207 (+0.017)
c2 +0.345 +0.517 (+0.172) +0.530 (+0.013)
C6 +0.008 +0.056 (+0.048) +0.039 (-0.017)
c7 +0.148 +0.168 (+0.020) +0.083 (-0.085)
09 -0.829 -1.057 (-0.228) -1.067 (-0.010)
P +2.500 +2.428 (-0.072) +2.426 (-0.002)
010 -0.799 -0.714 (+0.085) -0.678 (+0.036)
H7 +0.215 +0.206 (-0.009) +0.206 (+0.0)

c8 -0.593 -0.645 (-0.052) -0.642 (+0.003)

Zusammengenommen ergeben die Berechnungen zwei Einflusse des 6-Chlor-Sub-
stituenten, die bewirken, dass fur 6-Cl,7-Me-cycloSal-MeMP im Vergleich zu 7-Me-
cycloSal-MeMP der heterolytische Benzyl-C-O-Bindungsbruch gehemmt ist: Durch
Verringern der Elektronendichte im Aromaten wird sein Beitrag zur Stabilisierung po-
sitiver Ladung am Benzyl-Kohlenstoff C7 generell herabgesetzt. Zusatzlich bewirkt
der 6-Chlor-Substituent eine durch abstolRende Wechselwirkungen mit der
7-Methylgruppe, dass der Bindungsbruch zusatzlich erschwert wird. Insgesamt ver-
grolert sich dadurch die Aktivierungsbarriere fur eine heterolytische Benzyl-C-O-
Bindungsdissoziation im Vergleich zu 7-Me-cycloSal-MeMP.

Auch bei Anwesenheit eines Chlor-Substituenten in der Benzyl-standigen Methyl-
gruppe in 7-MM-cycloSal-d4TMP 39 gelang es, die Konkurrenzreaktion zum "fal-
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schen Diester" vollstandig zu verhindern. Nach Berechnungen fir das Modellsystem
7-MM-cycloSal-MeMP wurden die Strukturen E1-E3 (Abb. 89) erhalten. Der Hetero-
zyklus in E1 liegt, wie schon A1 und B1, als Halbsessel vor mit der Chlormethyl-
Gruppe (C8) am Benzyl-C-Atom in aquatorialer und H7 in axialer Position. Das Pro-
dukt E3 besitzt erneut ortho-chinoide Struktur. Der Abstand zwischen C7 und dem
Benzyl-Sauerstoff O9 ist in E2 wieder deutlich verlangert (C7-09: 297.0 pm;
+152.3 pm, vgl. Tabelle 11, S. 102). Auch E2 ist ein spater Ubergangszustand.

Abb. 89: Edukt E1, Ubergangszustand E2 und Produkt E3 fir den Benzyl-C-O-
Bindungsbruch in 7-MM-cycloSal-MeMP

Die Bewegung entlang der Reaktionskoordinate kann wieder durch den Abstand C7-
O8 und die Veranderungen der Diederwinkel C1-C2-O10-P sowie C2-C1-C7-C8
ausgedruckt werden (vgl. Tabelle 11, S. 102). Wie schon fur die Reaktionen von A1
und B1 beschrieben dreht sich auch bei entsprechender Reaktion von E1 die Phos-
phatgruppe wieder nach vorn aus der Zeichenebene heraus, und synchron dreht sich
die Methylengruppe (C7) in die Zeichenebene hinein. Im ortho-chinoiden Produkt E3
besetzt die Methylgruppe an C7 wie auch in B3 die E-Position.

Die Aktivierungsbarriere flr die heterolytische Benzyl-C-O-Bindungsdissoziation in
7-MM-cycloSal-MeMP E1 wurde zu 36.43 kcal/mol berechnet (Tabelle 5, S. 94).
Zwar liegt diese unter der fur den Prototypen A1 bestimmten Energiebarriere
(-1.12 kcal/mol), doch andererseits immer noch deutlich Uber der fur B1 ermittelten
Barriere (+3.27 kcal/mol). Berechnung der Partialladungen in E1-E3 (Tabelle 12,
S. 102) ergab, dass das Produkt E3 und der Ubergangszustand E2 wieder durch La-
dungsverschiebung stabilisiert werden. Im Gegensatz zur 7-Methylgruppe in B1-B3
ist die 7-Monochlormethyl-Gruppe in E1-E3 jedoch deutlich weniger ausgepragt dazu

in der Lage, die Ladung an C7 durch Hyperkonjugation zu stabilisieren.
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Tabelle 11

: Bindungslangen [pm], Bindungswinkel und Diederwinkel fur E1-E3
CH,CI =
Y
CHCH ey CH,CI
6, \\'/OMe
4 2 2 ;O\O/F\)SIOMG \O\
O=‘P/OMe
O
E1 E2 E3
E1 E2 E3
C7-C8 152.1 147.6 (-4.5) 148.4 (+0.8)
C7-09 144.7 297.0 (+152.3) 477.8 (+180.8)
P-09 159.5 148.7 (-10.8) 147.1 (-1.6)
P-O10 162.6 188.4 (+25.8) 196.1 (+7.7)
C2-010-P +121.6 +122.3 (+0.7) +119.7 (+6.4)
C1-C2-010-P  -11.3 +94.1 (+105.4) +162.0 (+67.9)
C2-C1-C7-09 -17.5° -31.5° (-14.0°) -22.3° (+9.2°)
C2-C1-C7-H7  +100.8° +3.2° (-97.6°) +2.2° (-1.0°)
C2-C1-C7-C8 -139.3° -170.4° (-31.1°)  -177.6° (-7.2°)

Tabelle 12: Berechnete Partialladungen fur E1-E3

E1 E2 E3
C1 -0.118 -0.187 (-0.060) -0.148 (+0.039)
c2 +0.331 +0.531 (+0.200) +0.541 (+0.010)
C6 -0.178 -0.122 (+0.056) -0.151 (-0.029)
c7 +0.122 +0.060 (-0.062) -0.002 (-0.062)
09 -0.831 -1.064 (-0.233) -1.024 (+0.040)
P +2.517 +2.425 (-0.092) +2.417 (-0.008)
010 -0.796 -0.741 (+0.055) -0.661 (+0.080)
H7 +0.209 +0.269 (+0.060) +0.236 (-0.033)
c8 -0.341 -0.395 (-0.054) -0.364 (+0.031)
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Den Berechnungen zufolge ist dies eine mogliche Ursache fur das Unterbleiben der
Konkurrenzreaktion von 39 zum "falschen Diester".

Wie aus Tabelle 5 (S. 94) hervorgeht, sind die Aktivierungsbarrieren flr einen hete-
rolytischen C-O-Bindungsbruch in 7-TM- und 7-DM-cycloSal-MeMP sogar noch deut-
lich hdher (+49.28 kcal/mol und 38.19 kcal/mol). Die im Vergleich zu 7-MM-cycloSal-
MeMP (+36.43 kcal/mol) hoheren Barrieren bringen die abnehmende Fahigkeit der
Dichlor- bzw. Trichlormethyl-Gruppe zum Ausdruck, eine positive Ladung am Benzyl-
C-Atom (C7) durch Hyperkonjugation zu stabilisieren. Diese Ergebnisse stehen
ebenfalls in guter Ubereinstimmung zu den Hydrolyse-Ergebnissen fir 37-39
(vgl. Kap. 4.4.4).

4.5.2 Ergebnisse fur 7-Me- , 7-ECM- und 7-MSM-cycloSal-MeMP

In ersten Studien sollte der EinfluR der Benzyl-Substituenten 7-Me, 7-MSM und
7-ECM auf den heterolytischen Benzyl-C-O-Bindungsbruch untersucht werden. Hier-
zu wurden zunachst wieder Geometrie-optimierte Strukturen flr Edukte, Produkte
und Ubergangszustéande der Modellverbindungen 7-H- , 7-Me- , 7-ECM- und 7-MSM-
cycloSal-MeMP fiir diese Reaktion unter Verwendung des Funktionals B3LYPL""8
und des Basissatzes 6-31G(d)®*®! berechnet (zur Durchfiihrung vgl. Experimen-
talteil, Kap.7.8). Fur alle erhaltenen Strukturen wurden auf’erdem die entspre-
chenden Schwingungsspekiren berechnet, um insbesondere fiir die Ubergangs-
zustande genau eine imaginare Eigenschwingung zu verifizieren, die der Bewegung
entlang der Reaktionskoordinate entspricht.

FUr den allgemeinen Reaktionsverlauf wurden entsprechend den in Kapitel 4.5.1 be-
schriebenen Ergebnissen die folgenden Daten ermittelt: Die Benzyl-C-O-Bindungs-
dissoziation ging wieder einher mit einer Ladungsumverteilung, wobei die Produkte
wie auch die spaten Ubergangszustéande wieder Strukturen mit ortho-chinoidem Cha-
rakter aufwiesen. Tabelle 13 (S. 104) gibt zunachst den energetischen Verlauf der
betrachteten Modellreaktionen wieder.

Die Aktivierungsbarriere fur den heterolytischen Benzyl-C-O-Bindungsbruch des
Prototyps 7-H-cycloSal-MeMP A1 wurde mit dem Basissatz 6-31G(d) zu
39.94 kcal/mol berechnet, das Produkt A3 erfahrt relativ zum Ubergangszustand A2
eine Stabili-sierung von 2.53 kcal/mol. Fur die Stabilisierung malfigeblich verantwort-

lich ist wieder das aromatische System, in dem gemal} der berechneten Partialla-
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dungen die Ladungsdichte im Verlauf der Reaktion unter Ausbildung eines ortho-

chinoiden Systems deutlich abnimmt.

Tabelle 13: Relativer Energieverlauf flr den heterolytischen Benzyl-C-O-Bruch

Edukt TS Produkt
cycloSal-MeMP 0 kcal/mol +39.94 kcal/mol  +37.41 kcal/mol
7-Me-cycloSal-MeMP 0 kcal/mol +35.56 kcal/mol  +34.27 kcal/mol
7-ECM-cycloSal-MeMP 0 kcal/mol +37.76 kcal/mol  +35.52 kcal/mol
7-MSM-cycloSal-MeMP 0 kcal/mol +36.94 kcal/mol  +35.33 kcal/mol

Einen deutlich glnstigeren energetischen Verlauf nimmt wieder die Modellreaktion
fur das Substrat 7-Me-cycloSal-MeMP B1 (vgl. Tabelle 13). Sie verlauft Uber einen
Ubergangszustand B2, der um 4.38 kcal/mol niedriger liegt als bei entsprechender
Reaktion des Prototyps. Das Produkt B3 erfahrt dann eine Stabilisierung von
1.29 kcal/mol relativ zum Ubergangszustand. Wie schon in Kapitel 4.5.1 beschrie-
ben, ergab auch hier ein Vergleich der Geometrien der jeweiligen Strukturen keine
signifikanten Unterschiede, die diesen gunstigeren energetischen Reaktionsverlauf
erklaren. Eine Analyse der Partialladungen deutete allerdings wieder auf eine zu-
satzliche Ladungsstabilisierung am Benzyl-C-Atom durch Hyperkonjugation mit der

7-Methylgruppe hin.

F1 F2 F3
Abb. 90: Edukt F1, Ubergangszustand F2 und Produkt F3 fiir den Benzyl-C-O-
Bindungsbruch in 7-MSM-cycloSal-MeMP
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Abbildung 90 (S. 104) zeigt die reprasentativen Strukturen, die fur einen Benzyl-C-O-
Bruch in 7-MSM-cycloSal-MeMP erhalten wurden. Dieser verlauft Uber den spaten
Ubergangszustand F2 (+36.94 kcal/mol), der relativ zu der fir das 7-Me-Derivat er-
mittelten Energiebarriere um 1.38 kcal/mol angehoben liegt. Die einzelnen Strukturen
F1-F3 unterscheiden sich jedoch nicht signifikant von den entsprechenden Struktu-
ren fr 7-Me-cycloSal-MeMP, um als Erklarung fur die vergrolRerte Aktivierungsener-
gie in Frage zu kommen. Auch bei Vergleich der Partialladungen an reprasentativen
Atomen ergeben sich keine deutlichen Unterschiede (Tabelle 14). Die Partialladun-
gen am Kohlenstoff-Atom C8 in F1-F3 bzw. B1-B3 lassen den Schluss zu, dass die
Benzyl-Substituenten 7-MSM und 7-Me ahnlich gut dazu in der Lage sein sollten,
eine sich im Verlauf der Reaktion am Benzyl-C-Atom entwickelnde positive Ladung

durch Hyperkonjugation zu stabilisieren.

Tabelle 14: Berechnete Partialladungen fur F1-F3 im Vergleich mit B1-B3

F1 F2 F3
C1 -0.117 -0.155 (-0.029) -0.140 (+0.015)
c2 +0.332 +0.521 (+0.189) +0.532 (+0.011)
C6 -0.217 -0.168 (+0.049) -0.178 (-0.010)
c7 +0.063 +0.000 (-0.063) -0.047 (-0.047)
c8 -0.705 -0.738 (-0.033) -0.733 (+0.005)
B1 B2 B3
C1 -0.132 -0.189 (-0.057) -0.175 (+0.014)
c2 +0.323 +0.511 (+0.188) +0.526 (+0.015)
C6 -0.212 -0.159 (+0.053) -0.172 (-0.013)
c7 +0.086 +0.061 (-0.025) +0.011 (-0.050)
c8 -0.692 -0.736 (-0.044) -0.729 (+0.007)

So konnten auch in Hydrolyseexperimenten mit den entsprechenden cycloSal-
d4TMPs 34a bzw. 35a fur beide Verbindungen ahnliche Hydrolyseeigenschaften be-
obachtet werden (vgl. Kap. 4.4): Die Halbwertszeiten waren praktisch gleich, aller-
dings war der Anteil an "falschem Diester" fur 34a mit 56.8 % niedriger als fur 35a
(82.7 %). Ein Indiz dafur stellt die berechnete hdhere Aktivierungsenergie fur 7-MSM-
im Vergleich zu 7-Me-cycloSal-MeMP dar.
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Abbildung 91 gibt die flir 7-ECM-cycloSal-MeMP berechneten Strukturen G1-G3
wieder. Auch hier liegt der Heterozyklus in der Edukt-Struktur G1 wieder als Halb-
sessel vor. Der Benzyl-C-O-Bruch verlauft wieder Uber einen spaten, Produkt-ahnli-
chen Ubergangszustand G2, der wie auch das Produkt G3, zur Stabilisierung der

Ladungstrennung eine Struktur mit ortho-chinoidem Charakter aufwiest.

Abb. 91: Edukt G1, Ubergangszustand G2 und Produkt G3 fiir den Benzyl-C-O-
Bindungsbruch in 7-ECM-cycloSal-MeMP

Vergleicht man die Aktivierungsenergien fur den Bindungsbruch (Tabelle 13, S. 104),
so liegt diese fur 7-ECM-cycloSal-MeMP (+37.76 kcal/mol) 2.20 kcal/mol héher als
fur 7-Me- und 0.82 kcal/mol hoéher als flir 7-MSM-cycloSal-MeMP. Hingegen liegt
dieser Wert immer noch 2.18 kcal/mol unter der Aktivierungsenergie fur 7-H-cyclo-
Sal-MeMP, die als obere Grenze definiert wurde. Ein Vergleich der entsprechenden
Strukturen lieferte erneut keine deutlichen Unterschiede zwischen den Strukturen fur
7-H-, 7-Me- , 7-MSM- und 7-ECM-cycloSal-MeMP, um als Erklarung fur diese Ener-
gieunterschiede zu dienen.

Die Berechnung der Partialladungen der Atome in den relevanten Strukturen und
Vergleichen mit den entsprechenden Werten fir 7-MSM-cycloSal-MeMP (Tabelle 15,
S. 107) ergab als einzigen signifikanten Unterschied die Partialladung am dem
Benzyl-Kohlenstoff benachbarten C-Atom (C8). Der geringer negative Wert in G1-G3
l&sst den Schluss zu, dass der 7-ECM-Substituent in G1-G3 deutlich weniger dazu in
der Lage ist, die sich am Benzyl-Kohlenstoffatom (C7) im Verlaufe der Bindungsdis-
soziation aufbauende Ladung durch Hyperkonjugation zu stabilisieren als etwa der
7-Methyl- oder der 7-MSM-Substituent.
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Tabelle 15: Berechnete Partialladungen fur G1-G3 im Vergleich mit F1-F3

G1 G2 G3
C1 -0.130 -0.181 (-0.051) -0.169 (+0.012)
c2 +0.319 +0.515 (+0.196) +0.525 (+0.010)
C6 -0.212 -0.162 (+0.050) -0.172 (-0.010)
c7 +0.090 +0.066 (-0.024) +0.002 (-0.064)
c8 -0.562 -0.611 (-0.049) -0.597 (+0.014)
F1 F2 F3
C1 -0.117 -0.155 (-0.029) -0.140 (+0.015)
c2 +0.332 +0.521 (+0.189) +0.532 (+0.011)
C6 -0.217 -0.168 (+0.049) -0.178 (-0.010)
c7 +0.063 +0.000 (-0.063) -0.047 (-0.047)
c8 -0.705 -0.738 (-0.033) -0.733 (+0.005)

Auch dieses Ergebnis der hoheren Aktivierungsenergie fur den Benzyl-C-O-Bin-
dungsbruch fiir 7-ECM-cycloSal-MeMP steht in guter Ubereinstimmung mit dem ge-
ringeren Anteil an Konkurrenzprodukt bei der Hydrolyse von 7-ECM-cycloSal-d4TMP
33a (9.9 %), verglichen mit 7-MSM-cycloSal-d4TMP 34a (56.8 %, vgl. Kap. 4.4.4.1).

Bei den in diesem Unterkapitel vorgestellten Ergebnissen zeichnet sich zum einen
der Trend ab, dass die in den Hydrolyseexperimenten bestimmten Anteile an Konkur-
renzprodukt (vgl. Kap. 4.4.4.1) in erster Naherung mit den berechneten Aktivierungs-
barrieren korreliert werden kénnen. Aullerdem stellen die fur die Edukt-Strukturen
am dem Benzyl-C-Atom (C7) benachbarten Kohlenstoff (C8) berechneten Partialla-
dungen ein angenahertes Mal} dafur dar, in welchem Umfang der Benzyl-Substituent

dazu in der Lage ist, eine an C7 auftretende positive Ladung zu stabilisieren.
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4.6 Hydrolysestudien mit dem 7,7'-bis-ECM-substituierten cy-
cloPhthal-d4TMP 115

Basierend auf den Ergebnissen aus Hydrolyseexperimenten mit Benzyl-funktionali-
sierten cycloSal-d4TMPs (Bildung der "falschen Diester", eingeleitet durch eine hete-
rolytische Benzyl-C-O-Fragmentierung) griindete die Uberlegung, das bis-Benzyl-
substituierte cycloPhthal-Derivat 115 darzustellen. In Hydrolysestudien sollte dann
uberpruft werden, ob es gelingt, die Freisetzung von d4TMP durch zwei konsekutive
Benzyl-C-O-Bindungsbriiche zu realisieren.

Zunachst wurde die Hydrolysehalbwertszeit dieser Verbindung 115 bei 37°C in isoto-
nischer Phosphat-Pufferlosung (12.5 mM, pH = 7.3) bestimmt (vgl. Kap. 4.4.1): Dabei

wurde der Phosphattriester 115 mit einer Halbwertszeit von t2, =154 h (£ 0.1h)

umgesetzt. Abbildung 92 zeigt das am Ende der Hydrolyse aufgenommene Chro-
matogramm. Das gewlnschte Hydrolyseprodukt d4TMP konnte nicht nachgewiesen
werden. Es wurden lediglich Signale aufgenommen, die aufgrund ihrer Retentions-
zeiten sowie der fur sie aufgenommenen UV-Spektren (vgl. Abb. 92, rechts) dem
Benzylphosphatdiester 120" (bzw. 120) zugeordnet wurden. So fiel nach Vergleich
des UV-Spektrums mit einem Referenz-Spektrum fir d4TMP erneut auf, dass das
Absorptionssignal fur das Produkt sich deutlich in den Bereich groRer 300 nm aus-
dehnt, was darauf schlie3en lasst, dass neben Thymin noch eine weitere absor-
bierende Gruppe im Molekul vorhanden sein muss. Nach Vergleich mit dem UV-
Spektrum des bei der Hydrolyse von 33a entstandenen "falschen Diesters" 83'a wur-

de deshalb auf 120" als potentielles Produkt geschlossen.
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Abb. 92: HPLC-Chromatogramm am Ende der Hydrolyse von 115 und potentielles
UV-Spektrum von 120'
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Weiterhin wurde das Hydrolysat von 115 gemaR der in Kapitel 4.4.3 beschriebenen
Vorgehensweise massenspektrometrisch analysiert. Dabei konnten als einzige  Hy-
drolyseprodukte die Benzylphosphatdiester 120 und 120" als typische Sy1- vs. E1-
Konkurrenzprodukte nachgewiesen werden. Offensichtlich findet die ursprunglich
vermutete zweite heterolytische Benzyl-C-O-Bindungsdissoziation, die zur Freiset-
zung von d4TMP fluhren muisste, nicht mehr statt. Bei der massenspektrometrischen
Analyse konnte kein d4TMP nachgewiesen werden.

Abbildung 93 fasst dieses Ergebnis als Hydrolyseschema noch einmal zusammen.
Die durch Massenspektrometrie nachgewiesenen Produkte 120 und 120' kdnnen als
Konkurrenzprodukte von zweistufigen Reaktionen angesehen werden: Sowohl die
Eliminierung nach einem E1-Mechanismus als auch die Substitution nach Sy1 erfor-
dern als ersten Schritt den heterolytischen Bruch der Benzyl-C-O-Bindung. Das da-
nach entstandene Zwitterion 119 kann dann entweder durch Eliminierung eines C-H-
acidifizierten Protons zu 120" oder durch nucleophilen Angriff zu 120 weiterreagieren.
An dieser Stelle muss darauf hingewiesen werden, dass sowohl 120 als auch 120’
als Gemische aus je vier Diastereomeren auftreten sollten. So sind im Edukt 115
beide Benzyl-C-Atome stereogene Zentren. Von der stattfindenden Reaktion ist da-

bei nur eines dieser beiden Zentren betroffen.
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Abb. 93 Mechanismus der Hydrolyse von 7,7'-bis-ECM-cycloPhthal-d4TMP 115
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In der Sy1-Reaktion sollten beide Benzylalkohole 120 ohne stereochemische Bevor-
zugung gebildet werden. Die Eliminierungsreaktion nach dem E1-Mechanismus
sollte 120" bevorzugt als E-konfiguriertes Diastereomer liefern. Unter BerUcksichti-
gung des von der Reaktion unbetroffenen Stereozentrums am zweiten Benzyl-Koh-
lenstoff kdnnen daher die Produkte 120 und 120" als Gemisch aus insgesamt sechs
Dia-stereomeren entstehen. Wie aus den durchgefihrten Experimenten hervorgeht,
findet eine zweite Benzyl-C-O-Spaltung zur Freisetzung von d4TMP weder in 120
noch in 120" statt. Hierbei muss man berucksichtigen, dass die Phosphatgruppe in
115 eine deutlich bessere Austrittsgruppe darstellt als die Phosphatgruppe in 120
bzw. 120', die unter den schwach basischen Reaktionsbedingungen zudem bevor-
zugt deprotoniert vorliegt. Eine zweite nucleophile Substitution am Phosphat-Zentrum
zur Freisetzung von d4TMP konnte aus diesem Grunde nicht mehr beobachtet wer-
den.

Aufgrund dieser ersten Ergebnisse mit bis-Benzyl-funktionalisierten cycloPhthal-

Prodrugs wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

4.7 Hydrolysestudien mit den Benzyl-substituierten cycloSal-
BVDUMPs 116

Vor dem Hintergrund des erfolgreichen Unterbindens des Benzyl-C-O-Bindungs-
bruchs zum "falschen Diester" bei der Hydrolyse der Benzyl-funktionalisierten cyclo-
Sal-d4TMPs 33a-36a durch Einfuhren des zusatzlichen Aryl-Substituenten 6-Chlor
sollten die Benzyl-substituierten Salicylalkohole 33d und 35d-36d sowie 6-Cl,7-H-
Salicylalkohol 16d auch im Rahmen eines Prodrug-Konzepts fur BVDUMP eingesetzt
werden.

Fir die 6-Cl,7-substituierten cycloSal-BVDUMPs 116a-d wurden als erstes die
Hydrolysehalbwertszeiten in wassrigem Phosphatpuffer (12.5 mM, 37 °C, pH 7.3;
Durchfiuhrung entspricht Kap. 4.4.1) bestimmt. Der sich dabei allgemein abzeich-
nende Trend — nimmt man als Referenz die Halbwertszeiten fur die entsprechenden
d4TMP-Prodrugs 16a, 33a, und 35a-36a, vgl. Kap. 4.4.1, Tab. 3, S. 55) — ist eine
Verkurzung der Halbwertsdauer um den Faktor 1.5 fur 116d bzw. um den Faktor 3
fur die Benzyl-funktionalisierten Derivate 116a-c (Tab. 16, S. 111).
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Tabelle 16: Hydrolysehalbwertszeiten der cycloSal-BVDUMPs 116a-d

-cycloSal-d4TMP -cycloSal-BVDUMP

tiz [h] ti2 [h]
6-Cl,7-ECM 1.46 £0.03 (33d) 0.58 +0.11 (116a)
6-Cl,7-Me 3.61 £0.11 (35d) 1.23 £0.16 (116b)
6-Cl,7-Bu 3.33 £0.10 (36d) 1.15 £0.12 (116c)
6-Cl,7-H 1.92 £0.02 (16d) 1.25 £0.06 (116d)

In Abbildung 94 ist die Gegenuberstellung der Hydrolysehalbwertszeiten der ge-
nannten BVDUMP-Prodrugs 116a-d mit den entsprechenden d4TMP-Prodrugs noch

einmal graphisch wiedergegeben.

!
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EBVDUMPs
Od4TMPs
(35d) 3,61
(116a) 0,58
(33d) 1,46

2 3 4
Halbwertszeit [h]

o
-

Abb. 94: Graphische Darstellung der Hydrolysehalbwertszeiten von 116a-d im
Vergleich zu den cycloSal-d4TMPs 33d, 35d-36d und 16d

Unter Berlcksichtigung der Ergebnisse aus den NMR-Hydrolyseexperimenten (s.u.),

die besagen, dass auch die BVDUMP-Prodrugs 116a-d weitestgehend bzw. aus-
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schliellich BVDUMP bereitstellen, sind die dargestellten Halbwertszeiten ,echte”
Halbwertszeiten fur die Freisetzung von BVDUMP (vgl. Abb. 95: zeitlicher Verlauf der
Hydrolyse von 6-Cl,7-Me-cycloSal-BVDUMP 116b).
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Abb. 95:  3'P-NMR-spektroskopische Verfolgung der Hydrolyse von 116b

Die fur 116a-d gemessene Beschleunigung der Hydrolyse (verglichen mit den ent-
sprechenden cycloSal-d4TMPs 33d, 35d-36d und 16d) bezieht sich somit aus-
schliel3lich auf den ersten selektiven Schritt, die Spaltung der Phenylphosphatester-
Bindung (vgl. Abb. 96).
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Abb. 96: Mechanismus der Hydrolyse der BVDUMPs 116b-d



Resultate und Diskussion 113

Es wird ein assistierender Effekt der 3'-Hydroxy-Gruppe des BVDU 13 angenommen,
die das flir den initiierenden nucleophilen Angriff auf das Phosphor-Atom nétige Hy-
droxid-Anion gewissermalien an die Phosphatgruppe ,heranfuhrt® (in Abb. 95 durch
die gestrichelte Linie angedeutet)!'% "%,

Aus dem in Abbildung 95 (S. 112) dargestellten zeitlichen Verlauf der Hydrolyse von
116b geht neben der selektiven Freisetzung von BVDUMP hervor, dass zwei der vier
Diastereomere von 116b deutlich schneller gespalten werden (11 bzw. t2). Fur den
intermediaren Benzylphosphatdiester, der, wie schon bei entsprechenden Studien
mit 6-Cl,7-Me-cycloSal-d4TMP 35d beobachtet, nur langsam zu BVDUMP weiterrea-
giert (11 bzw. t2), sind wieder zwei Signale zu beobachten (zwei Diastereomere).
Diese setzen dann anschlieRend selektiv BVDUMP frei (t3).

Bei entsprechenden Studien mit 6-Cl,7-ECM-cycloSal-BVDUMP 116a wurde, wie
schon fur 6-Cl,7-ECM-cycloSal-d4TMP 33d (vgl. Kap. 4.4.4.5), auch wieder "falscher
Diester" nachgewiesen (2.4 %). Fir seine Entstehung wird, entsprechend den bereits
fir 33d diskutierten Uberlegungen (Kap. 4.4.4.5), ebenfalls ein Mechanismus ange-
nommen, der im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt eine Benzyl-C-O-Spaltung
nicht erfordert (E2 bzw. E1g, vgl. Abb. 85, S. 89).

4.8 Zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse der Hydro-

lysestudien und mechanistische Interpretation

Der Hydrolysemechanismus des Prototyps 7-H-cycloSal-d4TMP 16a unter physiolo-
gischen Bedingungen (pH 7.3, 37 °C) ist bereits etabliert und verlauft selektiv Gber
die Spaltung der Phenylphosphatester-Bindung nach nucleophilem Angriff auf das
Phosphor-Atom im ersten Schritt®?. Wahrend es sich beim Benzylphosphatester in
16a um den Ester eines primaren Benzylalkohols handelt, stellen die Ben-
zylphosphatester in allen Benzyl-funktionalisierten cycloSal-Prodrugs Ester sekunda-
rer Benzylalkohole dar. Dies ist der entscheidende Unterschied, der flir das vom
Verhalten des Prototyps 16a abweichende Hydrolyseverhalten der Benzyl-funktiona-
lisierten cycloSal-d4TMPs verantwortlich ist, denn auch in der Literaturt’® wird die
basische Hydrolyse sekundarer und tertiarer Alkylphosphattriester nach einem Sy1-

Mechanismus am Kohlenstoff beschrieben, mit einer heterolytischen C-O-Fragmen-
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tierung zu einem lonenpaar als erstem, geschwindigkeitsbestimmenden Schritt.

Demgegenulber wird bei primaren Substraten eine nucleophile Substitution am Phos-

phat-Zentrum (SyP) angenommen

[101]

Im folgenden sollen nun die flr die Hydrolyse Benzyl-funktionalisierter cycloSal-

NMPs gewonnenen Erkenntnisse noch einmal zusammenhangend diskutiert werden.

Zunachst wird dabei auf die unterschiedlichen Substituenteneinfliisse auf die Konkur-

renzreaktion, die zu den "falschen Diestern" flhrt, eingegangen:

1)

2)

3)

Benzyl-Substituenten, die eine positive Ladung am Benzyl-Kohlenstoffatom
durch Hyperkonjugation stabilisieren konnen, begunstigen eine heterolytische
Benzyl-C-O-Fragmentierung. Dies spiegelt sich in einer verringerten Akti-
vierungsenergie fur die Fragmentierung wieder (vgl. DFT-Studien in Kap. 4.5)
sowie in der GrofRe des Anteils der Konkurrenzprodukte an den Hydrolysepro-
dukten (vgl. Kap. 4.4). Demnach konnen die Benzyl-Substituenten nach ab-
nehmender Fahigkeit zur Stabilisierung wie folgt angeordnet werden:
7-Me = 7-Bu > 7-MSM > 7-ECM = 7-CM. Substituenten, die nicht mehr dazu in
der Lage sind, eine positive Ladung am Benzyl-C-Atom durch Hyperkonjuga-
tion effizient zu stabilisieren, sind die Chlormethylgruppen 7-MM, 7-DM und
7-TM.

Auch der Aryl-Ring liefert einen elektronischen Beitrag zur Stabilisierung einer
sich entwickelnden positiven Ladung am Benzyl-C-Atom. Dieser Beitrag allei-
ne reicht jedoch nicht aus, so dass der nicht Benzyl-funktionalisierte Prototyp
7-H-cycloSal-d4TMP 16a bei der basischen Hydrolyse keinen "falschen
Diester" liefert (vgl. Kap. 4.5).

Der unterstutzende Beitrag des Aryl-Systems zur Stabilisierung der positiven
Ladung am Benzyl-Kohlenstoff dokumentiert sich im Besonderen in dem Anteil
an Konkurrenzprodukt bei der Hydrolyse von den 3-Me-Derivaten 33b und
34b. Der 3-Methyl-Substituent am Aromaten erhoéht dessen Elektronendichte
und damit auch seine Fahigkeit, eine positive Ladung am Benzyl-C-Atom zu
stabilisieren. Der Anteil der Konkurrenzprodukte nimmt deshalb bei der Hydro-
lyse von 33b bzw. 34b zu, verglichen mit den nicht weiter Aryl-substituierten
33a bzw. 34a. Umgekehrt fuhrt eine Verringerung der Elektronendichte im
Aromaten durch den 5-Chlor- bzw. 6-Chlor-Substituenten auch zu einem ge-

ringeren Anteil an Konkurrenzprodukt (vgl. Kap. 4.4.4).
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4)

o)

6)

Einen zusatzlichen Beleg fur einen elektronischen Einfluly des Aryl-Systems
auf die Spaltung der Benzyl-C-O-Bindung liefern auch die Beobachtungen, die
bei der *'P-NMR-Hydrolyseverfolgung gemacht wurden: Der Benzyl-C-O-
Bruch, der zur Spaltung der "richtigen Diester" zu d4TMP fuhrt, wird ebenfalls
bei gleichzeitiger Anwesenheit von 5-Chlor- bzw. 6-Chlor-Substituenten am
Aryl-Ring erschwert, dagegen durch den 3-Methyl-Substituenten begunstigt
(vgl. Kap. 4.4.4.2 und Kap. 4.4.4.5).

Chloralkyl-Gruppen (7-Monochlor- , 7-Dichlor- und 7-Trichlormethyl) sind nicht
dazu in der Lage, eine positive Ladung am Benzyl-Kohlenstoff zu stabilisieren
(vgl. Kap. 4.5). Der bei den Hydrolysen von 7-DM- bzw. 7-TM-cycloSal-d4TMP
37 bzw. 38 gemessene Anteil an "falschem Diester" (vgl. Kap. 4.4.4.4) ist da-
her allem Anschein nach auf vergroRerte Ringspannungseffekte zurickzufih-
ren, die durch die volumindsen Dichlor- bzw. Trichlormethyl-Gruppen ausge-

[6st werden.

Die nach der Benzyl-C-O-Fragmentierung entstehenden lonenpaare stellen
endotherme Zwischenprodukte dar (vgl. Kap. 4.5). Deshalb erscheint es sinn-
voll, ihre Bildung aus den jeweiligen Substraten als Gleichgewichtsreaktion zu
formulieren. Im Folgeschritt werden diese dann durch Wasser aus dem
Reaktionsmedium zu den entsprechenden Alkoholen abgefangen. In den Fal-
len, in denen zusatzlich noch C-H-acidifizierende Gruppen (7-ECM, 7-MSM,
7-CM) in der Benzyl-Seitenkette anwesend sind, kann alternativ auch ein aci-

difiziertes Proton eliminiert werden.

Vor diesem Hintergrund kann fur die Bildung der "falschen Diester" 85a und 86a bei

der Hydrolyse der in Benzyl-Position alkylierten Verbindungen 35a und 36a der in

Abbildung 97 (S. 116) gezeigte Mechanismus formuliert werden. Im ersten Schritt

kommt es zum Benzyl-C-O-Bindungsbruch und die entstandenen lonenpaare 75a

bzw. 76a stehen im Gleichgewicht mit den jeweiligen Substraten 35a bzw. 36a. Die

am Benzyl-C-Atom entstehende positive Ladung wird durch das Aryl-System und

zusatzlich durch Hyperkonjugation mit dem Alkyl-Substituenten in Benzyl-Position
stabilisiert (in Abb. 97, S. 116 durch die gestrichelte Linie in 75a bzw. 76a angedeu-

tet). In einer Folgereaktion werden die lonenpaare dann durch Wasser zu den "fal-

schen Diestern" 85a bzw. 86a abgefangen.
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Abb. 97:  Konkurrenzreaktion fur die Alkyl-substituierten Derivate 35a und 36a

Die Stabilisierung der Ladung am Benzyl-C-Atom durch die Alkyl-Substituenten in
35a und 36a durch Hyperkonjugation alleine reicht jedoch nicht aus, damit es zum
Benzyl-C-O-Bindungsbruch kommen kann, auch der Beitrag zur Stabilisierung durch
das Aryl-System ist erforderlich. Dies wird insbesondere daran deutlich, dass durch
zusatzliches Anbringen des 6-Chlor-Substituenten (Verbindungen 35d und 36d) der
stabilisierende Effekt des Aromaten verringert wird und es als Folge nicht mehr zur
Bildung der "falschen Diester" 85d und 86d kommt (vgl. Kap. 4.4.4.5, Kap. 4.5).

Wie wichtig aber gleichzeitig der zusatzlich stabilisierende Effekt der Alkyl-Gruppen
durch Hyperkonjugation ist, wird deutlich, wenn statt der Alkyl-Substituenten Chloral-
kyl-Substituenten in Benzyl-Position angebracht werden (Verbindungen 37-39). Die-
se Substituenten sind nicht mehr dazu in der Lage, eine positive Ladung am Benzyl-
C-Atom durch Hyperkonjugation zu stabilisieren. Folglich kommt es fur 7-MM-
cycloSal-d4TMP 39 auch nicht mehr zur Bildung von "falschem Diester". Die Tatsa-
che, dass bei Hydrolysen von 7-TM- 37 und 7-DM-cycloSAI-d4TMP 38 dennoch in
geringem Male die Bildung der "falschen Diester" 87 und 88 beobachtet wurde,
deutet darauf hin, dass hierfur Ringspannungseffekte verantwortlich sind, bedingt
durch die volumindsen Trichlormethyl- bzw. Dichlormethyl-Substituenten.

Einen vom in Abbildung 97 gezeigten Mechanismus abweichenden Verlauf nimmt die
Bildung der "falschen Diester", sofern der Benzyl-Substituent zusatzlich eine C-H-
acidifizierende Gruppe (7-ECM 33, 7-MSM 34, 7-CM 40) tragt. Das nach der Benzyl-
C-O-Fragmentierung entstandene lonenpaar kann neben der Reaktion mit einem
Nucleophil (Sy1-Produkt) alternativ auch eines der aciden Protonen eliminieren (E1-
Produkt, Abb. 98, S. 117).

Die im ersten Schritt gebildeten lonenpaare 73, 74 bzw. 80 stehen wieder im Gleich-
gewicht mit den jeweiligen Substraten 33, 34 bzw. 40. Die am Benzyl-C-Atom ent-
stehende positive Ladung erfahrt wieder den stabilisierenden Einflufd durch das Aryl-
System. Der zusatzliche hyperkonjugative Effekt der Benzyl-Substituenten (in

Abb. 98 durch die gestrichelte Linie in 73, 74 bzw. 70 angedeutet) ist auch hier wie-
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der dafur verantwortlich, dass die Konkurrenzreaktion ablaufen kann. Doch mit Hilfe
von DFT-Rechnungen konnte fir die Benzyl-Substituenten 7-ECM und 7-MSM ge-
zeigt werden (vgl. Kap. 4.5.2), dass der Beitrag zur Stabilisierung der Ladung am
Benzyl-C-Atom durch Hyperkonjugation kleiner ist als bei Anwesenheit von Alkyl-
Substituenten am Benzyl-Kohlenstoff. Auch der geringere Anteil der "falschen Die-
ster" an den Hydrolyseprodukten fir 33, 34 und 40 im Vergleich mit den alkylierten
Derivaten 35a und 36a (vgl. Kap. 4.4.4) deutet auf den schwacheren Beitrag durch
Hyperkonjugation hin. In der Folgereaktion werden die lonenpaare diesmal entweder
durch Wasser zu den "falschen Diestern" 83, 84 bzw. 40 abgefangen, alternativ
kommt es daneben auch zur Eliminierung eines Protons und es entstehen die "fal-
schen Diester" 83", 84' und 40°.

EWG
E2/E1g |
r o _I\
E1 X P> _OH
H® (_)”\0d4T
H. EWG i
83', 84', 90'
x—'\ /a N —
" P S
(@) (II) Od4T EWG
33,34, 40 73,74, 80 Sn1 " 0H
H,0 X = O_P/OH
EWG = CO,Et, SO,Me, CN 3 odaT
X = H, 3-Me, 5-Cl, 6-Cl 83, 84, 90

Abb. 98: Bildung der Konkurrenzprodukte bei der Hydrolyse von 33, 34 und 40

Durch das Anbringen eines 6-Chlor-Substituenten am Aryl-Ring in 6-Cl,7-ECM-cyclo-
Sal-d4TMP 33d wurde beabsichtigt, die Bildung des "falschen Diesters" zu unterbin-
den. Dies war bereits fur die in Benzyl-Position alkylierten Derivate 35d und 36d ge-
lungen. Doch im Fall von 33d gelang dies nicht vollstandig, es kam, wie auch schon
bei der Hydrolyse von 5-Cl,7-ECM-cycloSal-d4TMP 33c, zur Bildung der "falschen
Diester" 83'd (bzw. 83'c) mit einem Anteil von ca. 2 % (vgl. Kap. 4.4.4). Da es insbe-
sondere fur die in Benzyl-Position alkylierten Derivate 35d und 36d jedoch gelungen
war, durch Anbringen des 6-Chlor-Substituenten am Aryl-System den Beitrag der
Alkyl-Substituenten zur Stabilisierung einer positiven Ladung am Benzyl-Kohlenstoff
durch Hyperkonjugation zu kompensieren und damit den Benzyl-C-O-Bruch zu un-

terbinden, ist zu erwarten, dass der 6-Chlor-Substituent auch in 33d den deutlich
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schwacheren Beitrag der 7-ECM-Gruppe zur Ladungsstabilisierung am Benzyl-C-
Atom durch Hyperkonjugation (vgl. Kap. 4.5.2) kompensiert.
Aus diesem Grunde wird fur die Bildung der "falschen Diester" bei Anwesenheit C-H-
acidifiziernder Benzyl-Substituenten noch ein weiterer Mechanismus angenommen,
der im ersten Schritt keinen Benzyl-C-O-Bindungsbruch mehr erfordert. In Frage
kommen sowohl ein E2- wie auch ein E1.z-Mechanismus. In beiden Mechanismen ist
im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt die Eliminierung eines aciden Protons be-
teiligt. Eine Spezies, in der der Benzyl-Kohlenstoff eine positive Ladung tragt, wird
hingegen nicht durchlaufen. Von entscheidender Bedeutung fur das Ablaufen der
Reaktion nach diesen Mechanismen sind neben der Qualitat der austretenden Grup-
pe vor allem die Aciditaten (pK-Werte) der zu eliminierenden Protonen in Ab-
hangigkeit der acidifiziernden Gruppe. Um einen besseren Eindruck daruber zu er-
halten, in welchem Ausmal} die Substituenten 7-Ethoxycarbonyl- , 7-Methansulfonyl-
und die 7-Cyano-Gruppe dazu in der Lage sind, wurden die pK-Werte entsprechend
substituierter Methane verglichen!'%! (Tab. 17).

Fur die in Frage kommenden Substituenten

Tabelle 17 K-Werte in DMSO
abelle pr-iverte In ergaben sich jedoch keine signifikanten Un-

terschiede in deren Fahigkeit, a-stan-dige

Verbindung pK
Protonen zu acidifizieren. Deshalb erscheint
H Et 5+0.
CHACO; 30.5£05 ein alternativer E2- bzw. E1.,-Mechanismus
H M 1.1
CH:SO-Me 3 fur die in Frage kommenden Substituenten in
CH3;CN 31.3

etwa gleichem Male mdglich zu sein (vgl.
Abb. 98, S. 117).

Insbesondere aufgrund der Ergebnisse aus den Hydrolysestudien mit den 7-ECM-
substituierten Derivaten 33a-d wurde das 7,7'-bis-ECM-substituierte cycloPhthal-
d4TMP 115 synthetisiert und Hydrolysestudien unterworfen, doch konnte eine Frei-
setzung von d4TMP nicht beobachtet werden. Entgegen der urspringlichen Erwar-
tung wurde lediglich eine der beiden Benzylphosphatester-Bindungen in 115 ge-
spalten und es resultierten die Benzylphosphatdiester 120 und 120°, die bevorzugt
uber einen Sy1/E1-Mechanismus entstanden sein sollten. Eine zweite Benzyl-C-O-
Spaltung zur Freisetzung von d4TMP findet jedoch weder aus 120 noch aus 120'
statt. Es darf offensichtlich nicht unterschatzt werden, dass die Phosphatgruppe in

den Phosphatdiestern 120 bzw. 120" eine deutlich schlechtere Austrittsgruppe dar-
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stellt als zuvor die Phosphatgruppe im Triester 115. Dieser Befund wurde auch bei
Hydrolysestudien mit 7-ECM-substituierten bis-Benzyl-d4TMPs erhalten!'®,

Neben den beschriebenen Substituenteneinfliissen auf die Benzyl-C-O-Fragmentier-
ung wurden auch Einflisse verschiedener Substitutionen auf die bei der Freisetzung
des Nucleotids durchlaufene Reaktionssequenz (Abb. 99) beobachtet:

1) Eine 3-Methyl-Gruppe am aromatischen System® verlangsamt die Spaltung
der Phenylphosphatester-Bindung im ersten Schritt der Hydrolyse und be-
schleunigt gleichzeitig die daran anschlieliende Spaltung des Benzyl-phospha-
testers (vgl. Kap. 4.4.1 und Kap. 4.4.4.2).

2) Demgegeniiber beschleunigen der 5-Clor-Substituent®™ bzw. auch der
6-Chlor-Substituent am Aromaten die Phenylphosphatester-Hydrolyse im er-
sten Schritt, verlangsamt aber die daran anschliellende Spaltung des
Benzylphosphatesters (vgl. Kap. 4.4.1, Kap. 4.4.4.2 und Kap. 4.4.4.5).

3) Der Benzyl-Substituent 7-Trichlormethyl (Verbindung 37) verhindert selbst
nach zusatzlicher Aktivierung durch Spaltung der Phenylphosphatester-Bin-
dung im ersten Schritt die anschlielende Spaltung der Benzyl-C-O-Bindung,
so dass eine Freisetzung von d4TMP nicht nachgewiesen werden konnte.
Auch bei der Hydrolyse von 7-DM-cycloSal-d4TMP 38 ist die Freisetzung von
d4TMP im zweiten Reaktionsschritt stark verlangsamt (ti2 > 250 h fir den
zweiten Reaktionsschritt). Dagegen konnte fur 7-MM-cycloSal-d4TMP 39 die
ausschlief3liche Freisetzung von d4TMP nachgewiesen werden.

R

0 o— PO Additionsprodukt bzw.
Al f X_ y ST f'—> Eliminierungsprodukt
& .. ~0d4T e AT der Maske

X = 3-Me: Destabilisierung
X = 5-Cl, 6-ClI: Stabilisierung

Abb. 99: Freisetzung von d4TMP aus Benzyl-funktionalisierten Pronucleotiden

Die soeben geschilderten Beobachtungen kénnen bei genauer Betrachtung der
Struktur des intermediaren Produktes nach Spaltung der Phenylphosphatester-Bin-
dung erklart werden (Abb. 99). Die nach der Spaltung am Phenyl-Sauerstoffatom
auftretende negative Ladung wird im Aryl-Ring delokalisiert. Bei zusatzlicher Anwe-
senheit einer 3-Methyl-Gruppe am Aromaten wird der intermediare Benzylphosphat-
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diester destabilisiert, da der 3-Methyl-Substituent die Elektronendichte im Aromaten
noch weiter erhoht. Es kommt in daher diesen Fall zu einer zligigen Freisetzung von
d4TMP. Andererseits verringern die Aryl-Substituenten 5-Chlor und 6-Chlor die Elek-
tronendichte im aromatischen System, der intermediare Benzylphosphatdiester wird
stabilisiert. Die anschliefende Folgereaktion zu d4TMP wird dadurch verlangsamt.

Als Abbauprodukte der Maske konnten bei Anwesenheit der C-H-acidifizierenden
Gruppen 7-ECM, 7-MSM bzw. 7-CM in der Benzyl-Seitenkette ausschlieldlich die
Eliminierungsprodukte 63', 64' bzw. 70" nachgewiesen werden. In den Ubrigen Fallen
wurden dagegen nur die Salicylalkohole (Additionsprodukte) 35, 36, 38 und 39 erhal-

ten.

4.9 Antivirale in vitro Aktivitat der Benzyl-substituierten cyclo-
Sal- und cycloPhthal-NMPs

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jan Balzarini, Universitat
Leuven, Belgien wurden die Benzyl-funktionalisierten cycloSal-d4TMPs 33-40 in
in vitro anti-HIV-Tests in Zellkulturen untersucht. Als Testsystem dienten HIV-1- bzw.
HIV-2-infizierte humane T-Lymphozyten (CEM/O) sowie HIV-2-infizierte Thymidin-
Kinase-defizienten Zellen (CEM/TK"). Aul3erdem wurden als Referenzverbindungen
der Prototyp 7-H-cycloSal-d4TMP 16a und seine Derivate 3-Me- und 6-Cl-cycloSal-
d4TMP 16b,d sowie das freie Nucleosid-Analogon d4T 4 getestet. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 18 (S. 121) zusammengefasst.

Bei der Interpretation der Aktivitaten der Benzyl-substituierten cycloSal-d4TMPs 33-
40 ist zu berUcksichtigen, dass samtliche Derivate z.T. erheblich kiurzere Hydrolyse-
halbwertszeiten aufweisen als der Prototyp 16a (vgl. Kap. 4.4.1). So wurden fur alle
Derivate 33-40 geringere Aktivitaten gegen HIV-1 und HIV-2 in CEM/O-Zellen erhal-
ten als flr 16a. Auch der Vergleich mit dem freien Nucleosid-Analogon d4T 4 lasst
keine Verbesserung der Aktivitatswerte in CEM/O-Zellen fur 33-40 erkennen.
Besonders deutlich wird dieser Trend jedoch in den HIV-2-infizierten Thymidin-Ki-
nase-defizienten Zellen (CEM/TK"): Obgleich auch der Prototyp 16a hier Aktivitat ver-
liert (ECs0 = 0.9 uM gegen HIV-2 gegenlber ECsp = 0.13 pM in CEM/O-Zellen), weist
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er dennoch einen etwa 30-fach besseren Wert auf als d4T 4 (ECsp = 27.5 uyM), des-

sen Aktivitat entscheidend von der Anwesenheit der Thymidin-Kinase abhangt.

Tabelle 18: Anti-HIV-Aktivitaten und Cytotoxizitaten der Verbindungen 33-40 im
Vergleich mit 16a,b,d bzw. d4T 4

ECso® (uM) CCse® (1M)
CEM/O CEM/O CEM/TK' CEM/O
X R HIV-1 HIV-2 HIV-2
33a H CH,COEt 0.16+0.06 0.33+0.11 25.0+0.0 429+14.0
33b 3-Me CH,CO2Et 0.20+0.07 0.49+0.30 10.5 60.8 £+ 15.0
33c 5-Cl CH,CO2Et 0.18+0.09 0.24 +£0.02 =210 23.1+5.3
33d 6-Cl CH,CO2Et 0.14+0.09 0.17 £0.07 12.5 19.0+£0.1
34a H CH,SOMe 0.28+0.18 0.40+0.01 20.0+0.0 224.0+37.5
34b 3-Me CH,SO;Me 0.28 1.0 11.5+21.0 116.0
34c 5-Cl CH,SO>Me 0.25 0.47 19.0+14 47.7
35a H Me 0.33+£0.11 043+0.25 20.0+7A1 2 250
35d 6-Cl Me 0.19+0.10 0.25+0.15 7.5 421 +13.5
36a H n-Bu 0.30+0.14 0.65+0.07 > 50 144 +£2.7
36d 6-Cl n-Bu 0.19+0.10 0.25+0.15 200+7.1 39.0t12.7
37 H CCl3 0.19+0.09 0.60+0.28 42.5 54.3+9.6
38 H CHCI, 0.16£0.09 0.55+0.35 275+35 67.3+15.3
39 H CH.CI 0.19+0.10 0.35+0.22 225+35 56.5+5.5
40 H CH.CN 0.45+0.26 0.60+0.35 > 50 62.4+4.6
16a H 0.10+£0.02 0.13+0.04 0.9+0.3 31.3£26
16b  3-Me H 0.10£0.07 0.19+0.05 0.1+£0.0 31.6
16d 6-Cl H 0.10£0.03 0.08+0.0 30.0 55.7 £10.2
4 d4T 0.10+0.0 055+02 275+35 349+74

a) 50 % effektive Konzentration zur Unterdrickung der Virusreplikation; b) 50 %
cytotoxische Konzentration
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Vergleicht man also die entsprechenden Aktivitaten der Benzyl-funktionalisierten
Prodrugs 33-40 gegen HIV-2 in CEM/TK'-Zellen mit den Daten fur den aktiven Pro-
totypen 16a bzw. des inaktiven d4T 4, so mussen auch die Verbindungen 33-40 als
bestenfalls schwach aktivin CEM/TK’-Zellen eingestuft werden.

Aufschlussreicher als ein Vergleich der Aktivitaten der Benzyl-funktionalisierten
cycloSal-d4TMPs 33-40 mit den Werten fur den Prototypen 16a bzw. fur d4T 4 ist
jedoch ein Vergleich der Aktivitdten der Derivate dieser Substanzklasse untereinan-
der, insbesondere unter Berucksichtigung der bei den Hydrolysestudien mit diesen
Verbindungen gewonnenen Erkenntnisse (vgl. Kap. 4.4). So wurde fur Benzyl-sub-
stituierte Derivate neben der gewlnschten Freisetzung von d4TMP (bzw. allgemein:
Nucleotide) erstmals auch die Bildung von Phenylphosphatdiestern ("falsche Die-
ster") als Nebenprodukten nachgewiesen sowie quantitativ bestimmt (vgl.
Kap, 4.4.4). In den durchgefuhrten Hydrolyseexperimenten erwiesen sich diese ge-
genuber einer weiteren hydrolytischen Spaltung, die zur Freisetzung von Nucleosid-
monophosphat fihren sollte, als inert.

Far 7-ECM-cycloSal-d4TMP 33a wurde eine Hydrolysehalbwertszeit von 4.14 h be-
stimmt, der Anteil an unerwinschten Phenylphosphatdiestern 83'a bzw. 83a ("falsche
Diester") betrug dabei 9.5 %. Durch 3-Methyl-Substitution in 33b konnte zwar die
Halbwertszeit deutlich verlangert werden auf 6.82 h (zum Vergleich: die Halbwerts-
zeit fur den Prototypen betragt 8.11 h), doch wurde gleichzeitig eine Vergroflerung
des Anteils der "falsche Diester" 83'b bzw. 83b (24.6 %) gemessen. Umgekehrt
konnte durch 5-Chlor- und 6-Chlor-Substituenten am Aromaten in 33c bzw. 33d der
Anteil der "falschen Diester" auf weniger als 3 % reduziert werden, doch gleichzeitig
ergaben sich deutlich kirzere Hydrolysehalbwertszeiten fur 33c (1.51 h) bzw. 33d
(1.46 h). Betrachtet man nun vor diesem Hintergrund die Aktivitaten dieser Benzyl-
funktionalisierten Prodrug-Systeme 33a-d in Thymidin-Kinase-defizienten Zellen
(CEM/TK', vgl. Tab. 18, S. 121), so haben sowohl die Verlangerung der Halbwerts-
dauer als auch ein glnstigeres Hydrolyseproduktverhaltnis eine Verbesserung der
anti-HIV-Aktivitat zur Folge: die Verbindungen 33b-d weisen gegenuber 33a eine um
den Faktor 2 — 2.5 hohere Aktivitat auf.

Deutlich schwacher ausgepragt ist dieser Trend fur die 7-MSM-cycloSal-d4TMPs
34a-c. Als Ursache hierfir kommt neben den deutlich kirzeren Halbwertszeiten vor
allem auch das erheblich schlechtere Hydrolyseproduktverhaltnis im Vergleich zu
den entsprechenden 7-ECM-substituierten Derivaten 33a-c in Frage.
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Bei Hydrolyseexperimenten mit den in Benzyl-Position alkylierten Derivaten 7-Me-
und 7-Bu-cycloSal-d4TMP 35a bzw. 36a wurden neben sehr kurzen Halbwertszeiten
(0.31 h bzw. 0.84 h) die "falschen Diester" 85a bzw. 86a als Hauptprodukte der
Hydrolysen mit einem Anteil von > 80 % ermittelt. Durch Anbringen des zusatzlichen
Aryl-Substituenten 6-Chlor in 35d bzw. 36d wurde seine Entstehung demgegenuber
vollstandig unterbunden, zudem ergab sich sowohl fur 35d als auch fir 36d eine
deutliche Verlangerung der Hydrolysehalbwertszeit auf ca. 3.5 h in beiden Fallen.
Diese erfolgreiche Einflussnahme auf das Hydrolyseverhalten durch Anbringen des
6-Chlor-Substituenten in 35d bzw. 36d dokumentiert sich eindrucksvoll auch bei Ver-
gleich der Aktivitatsdaten mit den Werten fur 35a bzw. 36a: Die Anti-HIV-Aktivitaten
von 35d bzw. 36d sowohl in CEM/O- als auch in CEM/TK'-Zelllinien waren durch-
gangig um den Faktor 2 — 2.5 verbessert.

Betrachtet man schliel3lich die fur 37-40 gemessenen Aktivitaten, so fallt zunachst
auf, dass 7-TM-cycloSal-d4TMP 37 sowie 7-CM-cycloSal-d4TMP 40 keine Aktivitat
mehr in CEM/TK"-Zellen aufweisen (vgl. Tab. 18, S.121). Vor dem Hintergrund der in
den Hydrolysestudien gewonnenen Erkenntnisse Uberrascht dies jedoch nicht, denn
in beiden Fallen wurde neben einer kurzen Halbwertszeit (1.42 h fur 37 bzw. 1.07 h
fur 40) auch die Bildung der Phenylphosphatdiester 87 bzw. 90'/90 ("falsche Diester")
nachgewiesen. Zudem erwies sich der bei der Hydrolyse von 37 entstandene
Benzylphosphatdiester 47 (sog. "richtiger Diester") gegenuber einer weiteren Spal-
tung zu d4TMP als inert. Ahnliche Ergebnisse wurden aufRerdem bei Hydrolyseexpe-
rimenten mit 7-DM-cycloSal-d4TMP 38 erhalten, doch in diesem Fall konnte — wenn-
gleich stark gehemmt — die Freisetzung von d4TMP aus dem intermediaren "richti-
ger Diester" 48 nachgewiesen werden, die als Ursache fur die leicht verbesserte
TK™-Aktivitat von 38 im Vergleich mit 37 angesehen werden kann. Die besten Hydro-
lyseeigenschaften in der Serie 37-40 wies 7-MM-cycloSal-d4TMP 39 auf: Bei einer
Hydrolysedauer von 5.25 h kam es nicht mehr zur Bildung unerwinschter Konkur-
renzprodukte 89' bzw. 89, und auch die Freisetzung von d4TMP aus dem "richtigen
Diester" 49 verlief ohne signifikante Verlangsamung. Damit in guter Ubereinstim-
mung stehen auch die fur 39 ermittelten Anti-HIV-Aktivitaten: In der Reihe 37-40 stellt
39 somit die aussichtsreichste Verbindung dar.

Neue Anhaltspunkte fur eine potentielle Toxizitat des wahrend der Freisetzung von
d4TMP aus cycloSal-d4TMPs 16 auftretenden Chinonmethids 18 (vgl. Abb. 12,

S. 15) sowie das Ausschalten dieser moglichen Quelle von Cytotoxizitat durch eine
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intramolekular ablaufende Eliminierungsreaktion (vgl. Abb. 18, S. 18) fur Benzyl-
funktionalisierte cycloSal-d4TMPs 33-34 bzw. 40 ergeben sich beim Blick auf die in
den Zelltests gemessenen Cytotoxizitaten (CCsp, Tab. 18, S. 121). So konnte zwar in
Hydrolysestudien mit den Benzyl-funktionalisierten cycloSal-d4TMPs 33-34 bzw. 40
die Entstehung der Eliminierungsprodukte 63'-64' bzw. 70' nachgewiesen werden,
beim Vergleich der fir 16 gemessenen Cytotoxizitdten mit den entsprechenden Da-
ten fur 33, 34 und 40 ergeben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede. Daneben
erwiesen sich in vorangegangenen Tests!®® weder der Benzyl-funktionalisierte Sali-
cylalkohol 63a noch das korrespondierende Eliminierungsprodukt 63'a als toxisch.
Daher erscheint es fraglich, weiterhin die bei der d4TMP-Freisetzung aus cycloSal-
d4TMPs auftretende Chinonmethid-Intermediate 18, 53-54 bzw. 60 als Quelle fur
gemessene Cytotoxizitaten anzusehen.

Ahnliche Ergebnisse wurden in unserer Arbeitsgruppe auch bei vergleichenden Un-
tersuchungen mit bis-(4-Acyloxybenzyl)-d4TMP und bis-(7-Methoxycarbonylmethyl-4-
acyloxybenzyl)-d4TMP erhalten!''": Beide Pronucleotid-Systeme setzen d4TMP frei,
doch wird bei der Hydrolyse von bis-(4-Acyloxybenzyl)-d4TMP als Abbauprodukt der
Maske das Additionsprodukt 4-Hydroxybenzylalkohol erhalten. Bei der Hydrolyse von
bis-(7-MCM-4-acyloxybenzyl)-d4TMP hingegen entsteht als Abbauprodukt das Elimi-
nierungsprodukt 4-Hydroxyzimtsauremethylester. Dennoch Ubertrifft die fur bis-(7-
MCM-4-acyloxybenzyl)-d4TMP gemessene Cytotoxizitat den flur bis-(4-Acyloxyben-
zyl)-d4TMP bestimmten Wert. Auch diese Ergebnisse lassen den Schluss auf die im
Verlauf der Hydrolysen entstehenden Chinonmethid-Intermediate als Quelle fur die

gemessenen Cytotoxizitaten als fraglich erscheinen.

Die nicht in Tabelle 18 (S. 121) mitaufgenommene Verbindung 7,7'-bis-ECM-
cycloPhthal-d4TMP 115 erwies sich bei den Hydrolysestudien fur eine d4TMP-Frei-
setzung als ungeeignet (vgl. Kap. 4.6). In Ubereinstimmung dazu konnte auch in ei-
ner mit dieser Verbindung durchgefihrten Testreihe keinerlei anti-HIV-Aktivitat nach-
gewiesen werden.

Fir die ebenfalls nicht in Tabelle 18 aufgenommenen cycloSal-BVDUMPs 116, cy-
cloSal-ddAMPs 117 und cycloSal-F-ara-ddAMP 118 konnte in entsprechenden Tests
in CEM/O-Zelllinien ebenfalls keine anti-HIV-Aktivitdt erhalten werden. Im Fall der
cycloSal-BVDUMPs 116 sind die dahingehenden Untersuchungen als Kontroll-
experimente zu verstehen, da BVDU 13 im Rahmen der Anti-HIV-Therapie aufgrund
des Vorhandenseins der 3’-Hydroxygruppe mit dem Konzept der RT-Inhibierung
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nicht vereinbaren ist. Die cycloSal-BVDUMPs 116 werden gegenwartig von Dr. A.
Meerbach, Universitat Jena, in vitro auf ihre Anti-EBV-Aktivitat getestet.

Fiar die fehlende anti-HIV-Aktivitat der cycloSal-ddAMPs 117 und cycloSal-F-ara-
ddAMP 118 in CEM/O-Zelllinien sollten die Hydrolyseeigenschaften, die aufgrund der
Ergebnisse mit den entsprechenden cycloSal-d4TMPs 33b,c bzw. 34b zu erwarten
sind, verantwortlich sein: Zu kurze Halbwertszeit bzw. Bildung von Phenylphosphat-
diestern ("falsche Diester").

Aktivitatsuntersuchungen in Thymidin-Kinase-defizienten Zellen waren fur die Ver-
bindungen 116-118 nicht sinnvoll, da die entsprechenden Nucleosid-Analoga ddA,
F-ara-ddA bzw. BVDU keine Substrate der Thymidin-Kinase darstellen.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass es trotz der erfolgreichen Einfluss-
nahme auf das Hydrolyseverhalten der Benzyl-funktionalisierten cycloSal-NMPs
— insbesondere die Entstehung der "falsche Diester" konnte fur diese Substanzklasse
vollstandig unterbunden werden — bisher nicht gelungen ist, Verbindungen dieses
Typs mit befriedigender anti-HIV-Aktivitat zu erhalten. Insbesondere die im Vergleich
zum Prototypen 16a immer noch z.T. deutlich kurzeren Hydrolysehalbwertszeiten
mussen hierfur als Ursache in Betracht gezogen werden. Insbesondere fur einen
vollstandigen Erhalt der Aktivitat in CEM/TK™-Zellen scheint es einen Schwellenwert
der Hydrolysehalbwertszeit von 3 h bis 4 h (gemessen in 25 mM Phosphatpuffer) zu
geben, unterhalb dessen deutliche EinbuRen bei der Aktivitat auftreten!'®. Die im
Rahmen dieser Arbeit gemessenen Hydrolysehalbwertszeiten wurden in 12.5 mM
Pufferlosung bestimmt. Es stellte sich heraus, dass sich die bei dieser Puffer-
konzentration bestimmten Halbwertszeiten bei Verwendung des 25 mM Phosphat-
puffers um den Faktor 1.5 bis 2 verringern. Vor diesem Hintergrund sollten die Halb-
wertszeiten aller synthetisierter Benzyl-funktionalisierter cycloSal-NMPs unter dem
fur den 25 mM Phosphatpuffer bestimmten Schwellenwert liegen.

Aufgrund der gemessenen Cytotoxizitaten erscheint es ferner nicht langer ange-
bracht, bei der d4TMP-Freisetzung aus cycloSal-d4TMPs auftretende Chinonmethid-

Intermediate als Quelle fur Cytotoxizitat anzunehmen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird erstmals die Synthese Benzyl-substituierter cyclischer
Phosphattriester der Nucleosid-Analoga d4T 4, BVDU 13 und ddA 21 sowie F-ara-ddA

beschrieben. In Abbildung 100 sind alle dargestellten Prodrugs zusammengefasst.
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Abb. 100: Dargestellte cycloSal-Phosphattriester 33-40 und 116-118

Die Synthese dieser Verbindungen gelang, ausgehend von den entsprechenden Sali-
cylalkoholderivaten 63-70, in zweistufigen Ansatzen. Die Salicylalkohole 63-66, 68 und
70 konnten zuvor durch nucleophile Additionen an die Carbonylgruppe der entspre-
chenden Salicylaldehyde 103 erhalten werden (Abb.101, S.127). So wurden die
7-Methyl-salicylalkohole 65 sowie die 7-Butyl-salicylalkohole 66 in sehr guten Aus-
beuten nach Umsetzungen von 103 mit einem Uberschuss von Methyllithium bzw.
n-Butyllithium erhalten. In analogen Ansatzen konnten auch die 7-Methansulfonyl-
methyl-salicylalkohole 64 zuganglich gemacht werden, nachdem zun&chst aus Di-

methylsulfon und der starken Base Methyllithium das entsprechenden Lithiumorganyl
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generiert worden war. AnschlieRende Addition dieses Nucleophils an 103 lieferte die

Diole 64 in guten bis sehr guten Ausbeuten.
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Abb. 101: Der Syntheseweg zu den Prodrugs 33-40 und 116-118
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Auch das Diol 68 konnte in Anlehnung an den soeben fir die Diole 64 beschriebenen
Ansatz erhalten werden (Abb. 101, S. 127). So wurde aus Dichlormethan mit der star-
ken Base Methyllithium in situ zunachst Dichlormethyllithium erzeugt. Eine potentielle
Entstehung von Carbenen konnte durch Temperaturkontrolle verhindert werden(.
Nach anschliel3ender nucleophiler Addition an den Salicylaldehyd 103a konnte 68 in
guantitativer Ausbeute erhalten werden.

Die Synthese der 7-Ethoxycarbonylmethyl-salicylalkohole 63 gelang in einer Variante
der Reformatsky-Reaktion von 103 mit Indium und Ethyliodacetat in guten Ausbeuten
(Abb. 101, S. 127). Durch analoge Umsetzung des Salicylaldehyds 103a mit Indium
und Bromacetonitril in Gegenwart von Trimethylsilylchlorid gelang entsprechend die
Darstellung von 7-Cyanomethyl-salicylalkohol 70, allerdings fur diesen Fall nur in
maRiger Ausbeute®?.

Die Darstellung des 7-Trichlormethyl-salicylalkohols 67 gelang nach einer von
Nagatal®! etal. beschriebenen Variante zur Darstellung von Salicylalkoholen durch
ortho-Hydroxymethylierung von Phenol 104a mit Trichlormethyl-acetaldehyd in Ge-
genwart von Phenylboronsaure (Abb. 101, S. 127). Nach oxidativer Spaltung des als
Zwischenprodukt isolierten Phenylboronsaurediesters 105 konnte 67 in mafiger Ge-
samtausbeute isoliert werden. Der entsprechende 7-Monochlormethyl-salicylalkohol
69 wurde durch a-Monochlorierung von ortho-Hydroxy-acetophenon 106 mit
2,3,4,5,6,6-Hexachloro-2,4-cyclohexadien-1-on®® und anschlieBender Reduktion in
ebenfalls maRiger Ausbeute erhalten.

Zur Darstellung der cycloSal-Triester (Abb. 101, S. 127) wurden die Salicylalkohole
63-70 anschlieend mit Phosphortrichlorid nach einer im Arbeitskreis ausgearbeiteten
Vorschrift®® phosphityliert. Umsetzung der so erhaltenen Chlorphosphane 93-100 mit
den Nucleosiden d4T 4, BVDU 13 und ddA 21 bzw. F-ara-ddA in Gegenwart der Base
DIPEA lieferte nach Oxidation der intermediaren Phosphor(lll)-Addukte mit tert-Butyl-
hydroperoxid die entsprechenden cycloSal-NMPs 33-40 sowie 116-118 in moderaten
bis guten Ausbeuten.

Nach erfolgreicher Synthese wurde das Hydrolyseverhalten der Benzyl-funktionali-
sierten cycloSal-d4TMPs 33-40 detailliert untersucht. Zunachst wurden die Halbwerts-
zeiten in Phosphatpufferlosung (pH 7.3, Gesamtkonzentrationen der Hydrolyseldsun-
gen: Cpufer = 12.5 MM, Cryiester = 1.0 mM) gemessen. Als Referenz wurden auf3erdem
die Halbwertszeiten der am Benzyl-Kohlenstoffatom nicht funktionalsierten d4T-

Prodrugs 16a und 16d bestimmt. HPLC-Chromatogramme der Hydrolyseldsungen
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erster Benzyl-substituierter cycloSal-d4TMPs 33a-35a deuteten neben der Frei-
setzung von d4TMP und den Abbauprodukten der cycloSal-Masken auf die Entste-
hung eines weiteren Konkurrenzproduktes hin. Weitere Indizien fur die Beschaffenheit
dieses Konkurrenzproduktes lieferten die entsprechenden UV-Absorptionsspektren
sowie die von den Hydrolysaten aufgenommenen Massenspektren. So konnte die zur
Freisetzung von d4TMP aus 33a-35a konkurrierende Bildung der Phenylphosphat-
diester ("falsche Diester") 83'a-84'a bzw. 85a nachgewiesen werden. Diese "falschen
Diester" waren unter den schwach basischen Hydrolysebedingungen (pH 7.3, 37 °C)
stabil und nicht mehr zur Freisetzung von d4TMP in der Lage (vgl. Kap. 4.4).

Mit Hilfe der 3!P-NMR-Spektroskopie konnte die Hydrolyse der Benzyl-funktionalisier-
ten cycloSal-d4TMPs 33-40 zeitlich verfolgt werden. Aul3erdem war es mit Hilfe dieser
Methodik méglich, die Phosphor-haltigen Hydrolyseprodukte sowie Intermediate auf-
grund der nattirlichen Isotopenhaufigkeit von 3'P (nahezu 100 %) zu quantifizieren. So
konnten nach vollstandiger Hydrolyse von 33-40 genaue Produktverhéaltnisse (“falsche
Diester" . d4TMP) bestimmt werden. Des weiteren konnten qualitative Einfliisse -
wohl der Benzyl- als auch der Aryl-Substituenten auf bei der Hydrolyse von 33-40
durchlaufene Reaktionsschritte beobachtet werden. Fur ausgewahlte Benzyl-funktio-
nalisierte cycloSal-d4TMPs konnten, nach erneuter Durchfihrung der Hydrolysen in
Ammoniumacetat-Pufferlésung (pH 7.3, 37 °C), nach vollstandiger Hydrolyse zunachst
das Puffersalz durch Gefriertrocknung entfernt werden. Anschlie3end aufgenommene
'H-NMR-Spektren gaben insbesondere Aufschluss (iber das dabei entstandene Ab-
bauprodukt der cycloSal-Maske (vgl. Kap. 4.4.4.4 und 4.4.4.5).

Schlie3lich wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit DFT-Rechnungen durchge-
fuhrt, die weitere Belege fur den Einflu von Benzyl-Substituenten in cycloSal-d4TMPs
auf die Bildung der unerwinschten Phenylphosphatdiester (“falsche Diester") lieferten.
Grundlage der Berechnungen war die Uberlegung, dass die nachgewiesenen Phe-
nylphosphatdiester als typische Konkurrenzprodukte einer Sy1- bzw. E1-Reaktion auf-
gefasst werden konnten. Den gemeinsamen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
stellt in beiden Fallen die spontane Dissoziation zu einem lonenpaar darl’®?. Dieser
erste Schritt wurde fir ausgewahlte Modellverbindungen (ycloSal-Methylmonophos-
phate, cycloSal-MeMPs) der jeweiligen cycloSal-d4TMPs in DFT-Berechnungen mit
dem Programm Gaussian “98"%! unter Verwendung des Funktionals B3LYP "8 und
der Basissatze 6-31G(d) bzw. 6-311G(d,p)®284 untersucht (vgl. Kap. 4.5).
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Wahrend der Hydrolysemechanismus des Prototyps 7-H-cycloSal-d4TMP 16a unter
physiologischen Bedingungen (pH7.3, 37 °C) selektiv tUber die Spaltung der Phe-
nylphosphatester-Bindung im ersten Schritt nach einem Sy(P)-Mechanismus ver-
lauft®¥, muss bei Anwesenheit von Substituenten in Benzyl-Position alternativ auch
eine Konkurrenzreaktion in Betracht gezogen werden, die zur Bildung von Phe-
nylphosphatdiestern ("falsche Diester") fuhrt. Die Art der gefundenen "falschen Die-
ster" lasst, in Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus der kinetischen Analyse der basi-
schen Hydrolyse von sekundaren und tertiaren Alkylphosphattriestern'®l auf eine
Entstehung nach einem Syl- bzw. E1-Mechanismus mit einem heterolytischen
Benzyl-C-O-Bindungsbruch als geschwindigkeitsbestimmendem Schritt!’%? schlieRen.
Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende Einflisse auf die

Konkurrenzreaktion erhalten:

1) Benzyl-Substituenten, die eine positive Ladung am Benzyl-Kohlenstoffatom
durch Hyperkonjugation stabilisieren kénnen, beglinstigen eine heterolytische
Benzyl-C-O-Fragmentierung (vgl. Kap. 4.4-4.5). Die Benzyl-Substituenten las-
sen sich nach abnehmender Fahigkeit zur Stabilisierung in folgende Reihung
bringen: 7-Me ~ 7-Bu >7-MSM >7-ECM"~ 7-CM.

2) Auch der Aryl-Ring liefert einen elektronischen Beitrag zur Stabilisierung einer
sich entwickelnden positiven Ladung am Benzyl-C-Atom (vgl. Kap. 4.5). Dies
dokumentiert sich vor allem auch in dem erh6hten Anteil an Konkurrenzprodukt
bei der Hydrolyse der 3-Methyl-substituierten Derivate 33b und 34b bzw. in den
verringerten Anteilen nach 5-Chlor- bzw. 6-Chlor-Substitution am Aromaten
(vgl. Kap. 4.4.4.2 und 4.4.4.5).

3) Chlormethyl-Gruppen als Benzyl-Substituenten (7-MM, 7-DM und 7-TM) sind
nicht mehr dazu in der Lage, eine positive Ladung am Benzyl-Kohlenstoff zu
stabilisieren (vgl. Kap. 4.5). Der dennoch bei den Hydrolysen von 7-DM- bzw.
7-TM-cycloSal-d4TMP 37 bzw. 38 gemessene Anteil an "falschem Diester" (vgl.
Kap. 4.4.4.4) sollte daher auf vergroRerte Ringspannungseffekte zurtckzufih-
ren sein, die durch die sterisch besonders anspruchsvollen Dichlor- bzw. Tri-

chlormethyl-Gruppen ausgelost we rden.

4) Die nach der Benzyl-C-O-Fragmentierung entstehenden lonenpaare stellen en-
dotherme Zwischenprodukte dar (vgl. Kap. 4.5). Es erscheint deshalb sinnvoll,

fur ihre Bildung aus den jeweiligen Substraten eine Gleichgewichtsreaktion an-



Zusammenfassung 131

zunehmen. Im Folgeschritt werden diese dann durch Wasser zu den Phe-
nylphosphatdiestern (“falsche Diester") des Typs 83-90 abgefangen. Sofern
zusatzlich noch C-H-acidifizierende Gruppen (7-ECM, 7-MSM, 7-CM) in der
Benzyl-Seitenkette anwesend sind, kann alternativ auch ein acidifiziertes Pro-
ton eliminiert werden und es entstehen "falsche Diester" des Typs 83'-84" bzw.
90'.
Vor dem Hintergrund dieser Einflisse kann die Bildung der "falschen Diester" 85a und
86a bei der Hydrolyse in Benzyl-Position alkylierter cycloSal-d4TMPs 35a und 36a
nach dem in Abbildung 102 gezeigten Reaktionsschema beschrieben werden (vgl.
Kap. 4.8).
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Abb. 102: Konkurrenzreaktion fur die Alkyl-substituierten Derivate 35a und 36a

Die nach Benzyl-C-O-Bindungsbruch entstandenen lonenpaare 75a bzw. 76a stehen
im Gleichgewicht mit den jeweiligen Substraten 35a bzw. 36a. Die am Benzyl-C-Atom
entstehende positive Ladung wird durch das Aryl-System und zusétzlich durch Hyper-
konjugation mit dem Alkyl-Substituenten in Benzyl-Position stabilisiert (in Abb. 102
durch die gestrichelte Linie in 75a bzw. 76a angedeutet). In einer Folgereaktion wer-
den die lonenpaare durch Wasser zu "falschen Diestern" des Typs 85a bzw. 86a ab-
gefangen.

Die Stabilisierung der Ladung am Benzyl-C-Atom durch die Alkyl-Substituenten in 35a
und 36a durch Hyperkonjugation alleine reicht jedoch nicht aus, auch der Beitrag zur
Stabilisierung durch das Aryl-System ist erforderlich. Dies wird insbesondere daran
deutlich, dass durch zuséatzliches Anbringen des 6-Chlor-Substituenten (Verbindungen
35d und 36d) der stabilisierende Effekt des Aromaten verringert wird und es als Folge
nicht mehr zur Bildung der "falschen Diester" 85d und 86d kommen kann (vgl.
Kap.4.4.4.5, Kap. 4.5).

Wie wichtig aber gleichzeitig der zusatzliche stabilisierende Effekt der Alkyl-Gruppen
ist, wird deutlich, wenn statt der Alkyl-Substituenten Chloralkyl-Substituenten in

Benzyl-Position angebracht werden (Verbindungen 37-39). Diese Substituenten sind
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nicht mehr dazu in der Lage, eine positive Ladung am Benzyl-C-Atom zu stabilisieren.
Dies hat zur Folge, dass die Bildung von "falschem Diester" weitestgehend unterbleibt.
Fur 7-MM-cycloSal-d4TMP 39 konnte die Entstehung von "falschem Diester" nicht
mehr beobachtet werden (vgl. Kap. 4.4.4.4).

Einen vom in Abbildung 102 gezeigten Mechanismus abweichenden Verlauf nimmt die
Bildung der "falschen Diester", sofern der Benzyl-Substituent zusétzlich eine C-H-aci-
difizierende Gruppe (7-ECM 33, 7-MSM 34, 7-CM 40) tragt. Die nach Benzyl-C-O-
Fragmentierung entstandenen lonenpaare 73, 74 bzw. 70 kbnnen neben der Reaktion
mit einem Nucleophil (Sy1-Produkte 83, 84 bzw. 90) alternativ auch eines der aciden
Protonen eliminieren (E1-Produkte 83', 84' bzw. 90'; Abb. 103). Der Beitrag der Ben-
zyl-Substituenten 7-ECM, 7-MSM und 7-CM zur Stabilisierung der lonenpaare 73, 74
bzw. 70 wird in Abbildung 103 durch die gestrichelte Linie in 73, 74 bzw. 70 angedeu-
tet. Er sollte allerdings fur die Benzyl-Substituenten 7-ECM, 7-MSM und 7-CM kleiner
sein als der Beitrag der Alkyl-Substituenten 7-Me bzw. 7-Bu (vgl. DFT-Studien:
Kap. 4.5; vgl. geringerer Anteil der "falschen Diester" an den Hydrolyseprodukten:
Kap. 4.4.4).
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Abb. 103:  Bildung der Konkurrenzprodukte bei der Hydrolyse von 33, 34 und 40

Im Gegensatz zu den in Benzyl-Position alkylierten Derivaten gelang es im Fall von
7-ECM-cycloSal-d4TMP 33a nicht, die Entstehung der "falschen Diester" durch An-

bringen des 6-Chlor-Substituenten in 33d vollstandig zu unterbinden (vgl. Kap. 4.4.4).
Aus diesem Grunde wird fur die Bildung der "falschen Diester" bei Anwesenheit C-H-
acidifiziernder Gruppen im Benzyl-Substituenten noch ein weiterer Mechanismus an-

genommen, der nicht mehr nur durch einen Benzyl-C-O-Bindungsbruch bestimmt
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wird. In Frage kommen sowohl ein E2- wie auch ein El.g-Mechanismus. Beide Me-
chanismen erfordern die Eliminierung eines aciden Protons. Eine Spezies, in der der
Benzyl-Kohlenstoff eine positive Ladung tragt, wird hingegen nicht mehr durchlaufen
(vgl. Abb. 103, S. 132).

Neben den beschriebenen Substituenteneinflissen auf die Benzyl-C-O-Fragmentier-
ung wurden auch Einflisse verschiedener Substitutionen auf die bei der Freisetzung
des Nucleotids durchlaufene Reaktionssequenz (Abb. 104, S.134) beobachtet:

1) Eine 3-Methyl-Gruppe am aromatischen System®®! verlangsamt die Spaltung
der Phenylphosphatester-Bindung im ersten Schritt der Hydrolyse, begunstigt
aber die daran anschlieRende Spaltung des Benzylphosphatesters (vgl.
Kap. 4.4.1 und Kap. 4.4.4.2).

2) Demgegeniiber beschleunigen der 5-Chlor-Substituent™ bzw. auch der
6-Chlor-Substituent am Aromaten die Phenylphosphatester-Hydrolyse im ersten
Schritt, verlangsamt aber die daran anschlielende Spaltung des Benzyl-
phosphatesters (vgl. Kap.4.4.1, Kap. 4.4.4.2 und Kap.4.4.4.5).

3) Der Benzyl-Substituent 7-TM (Verbindung 37) verhindert selbst nach zusatzli-
cher Aktivierung durch Spaltung der Phenylphosphatester-Bindung im ersten
Schritt die anschlieRende Spaltung der Benzyl-C-O-Bindung, so dass eine Frei-

setzung von d4TMP nicht nachgewiesen werden konnte. Auch bei der Hydro-
lyse von 7-DM-cycloSal-d4TMP 38 ist die Freisetzung von d4TMP im zweiten

Reaktionsschritt stark verlangsamt (ty» >250h fir den zweiten Reaktions-
schritt). Dagegen konnte fur 7-MM-cycloSal-d4TMP 39 die selektive Freiset-
zung von d4TMP nachgewiesen werden (vgl. Kap. 4.4.4.4).

In Abbildung 104 ist die Freisetzung von d4TMP aus den Benzyl-funktionalisierten in

Form eines Reaktionsschemas wiedergegeben.

©) -
N o OH PN O—P{) Additionsprodukt bzw.
X—i— rA\,': — | x—— . opoa4T Eliminierungsprodukt
Z N0 1 od4T ¥ “oe 3\ der Maske
o} d4TMP

X = 3-Me: Destabilisierung
X =5-Cl, 6-Cl: Stabilisierung

Abb.104:  Freisetzung von d4TMP aus Benzyl-funktionalisierten Pronucleotiden
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Die nach der Spaltung am Phenyl-Sauerstoffatom auftretende negative Ladung wird
im Aryl-Ring delokalisiert. Die Anwesenheit einer 3-Methyl-Gruppe am Aromaten be-
gunstigt die anschliel3ende Freisetzung von d4TMP (vgl. Kap. 4.4.4.2). Dagegen ver-
ringern die Aryl-Substituenten 5-Chlor und 6-Chlor die Elektronendichte im aromat-
schen System, die anschlieRende Folgereaktion zu d4TMP wird dadurch verlangsamt
(vgl. Kap. 4.4.4.2 und 4.4.4.5). Als Abbauprodukte der Maske konnten bei Anwesen-
heit der C-H-acidifizierenden Gruppen 7-ECM, 7-MSM bzw. 7-CM in der Benzyl-
Seitenkette die Eliminierungsprodukte 63', 64' bzw. 70' nachgewiesen werden. In den
Ubrigen Fallen wurden dagegen nur die Salicylalkohole (Additionsprodukte) 65, 66, 68
und 69 erhalten (vgl. Kap. 4.4.2,4.4.3, 4.4.4).

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Jan Balzarini am Rega Institut der Universitat Leu-
ven, Belgien wurden in vitro Zelltests mit allen im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
Prodrugs durchgefuhrt (vgl. Kap.4.9). Dabei wurden als Testsystem humane
T-Lymphozyten (CEM/O) verwendet, die mt HIV-1 bzw. HIV-2 infiziert wurden. Die
d4T-Prodrugs wurden zusatzlich auch in Thymidin-Kinase defizienten (CEM/TK),
HIV-2 infizierten Zellen auf ihre anti-HIV-Aktivitat getestet. Die Untersuchungen erga-
ben fur alle Benzyl-funktionalisierten cycloSal-NMPs — im Vergleich zu den fir nicht
Benzyl-substituierte 7-H-cycloSal-NMP’s gemessenen Daten — leider nur maRige Ak-
tivitaten. Doch steht die erfolgreiche Beeinflussung des Hydrolyseverhaltens, d. h. die
Verhinderung der Entstehung "falscher Diester”, mit den gemessenen Aktivitaten in
Thymidin-Kinase defizienten Zellen in gutem Einklang. Hauptursache fur die dennoch
nur manigen Aktivitaten sollten somit die im Vergleich zu entsprechenden Prototyp-
Verbindungen zu geringen Halbwertszeiten sein.

Aufgrund der in den Zelltests gemessenen Cytotoxizitaten, die sich — unabhangig von
der Beschaffenheit des Abbauproduktes der cycloSal-Masken (Additionsprodukt vs.
Eliminierungsprodukt) und dem damit verbundenen Abbaumechanismus des Chinon-
methid-Intermediats (nucleophiler Abfang vs. Eliminierung eines acidifizierten Protons)
— nur unwesentlich unterscheiden, erscheint es nicht langer angebracht, die Chinon-

methid-Intermediate als Quelle fur Cytotoxizitat anzunehmen.
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Summary

CycloSaligenyl-(cycloSal-) pronucleotides have been shown to deliver anti-HIV active
nucleotides in cells via a pH-driven selective chemical hydrolysis®¥. During hydrolysis
most probably a quinone methide intermediate is formed that is trapped by water to
yield a salicylic alcohol as the by-product.

Benzyl-functionalized cycloSal-d4TMPs as a new type of cycloSal pronucleotides have
been developed to influence the hydrolysis pathway towards forming a styrene-type
derivative as the by-product instead (see chapter 2.2).

The benzyl-functionalized prodrugs have been synthesized in a three-step synthesis
each, starting either from salicylic aldehyde- or phenol-derivatives. First the salicylic
alcohols were obtained either after aldol-type additions of appropriate nucleophiles to
the salicylic aldehydes or after ortho-hydroxyalkylations of phenols. These alcohols
then were used to prepare cyclic chlorophosphites by condensation reactions with tri-
chlorophosphite. Once obtained the cyclic chlorophosphites were used as phosphity-
lating agents for d4T in the third step. The synthesis was completed by oxidation of the
intermediately obtained phosphite triesters to the corresponding phosphotriesters with

tert-butyl hydroperoxide (see chapters 4.1-4.3).
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The prodrugs were tested for their anti-HIV activity and their hydrolysis half-lives were
determined in phosphate buffer solution (see chapters 4.4.1 and 4.9). The formation of

two different types of hydrolysis products was observed and could be rationalized on
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the basis of two competing degradation pathways (see chapter 4.8). The relevant
products were identified by their HPLC retention times, UV-spectra, ESI-MS as well
as ESI'-MS/MS spectrometry and 3'P-NMR-spectroscopy (see chapters 4.4.2-4.4.4).
The product ratio was determined by their corresponding *!P-NMR integrals at the end
of hydrolysis (see chapter 4.4.4). The different product ratios could be correlated to the
different benzyl substituents. Further support for that correlation was obtained by ab
initio calculations with GAUSSIAN 98 (see chapter 4.5).
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6 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Ergebnisse beschrieben, die wichtige
Beitrdge zum Verstandnis des Hydrolyseverhaltens von Benzyl-funktionalisierten cy-
cloSal-NMPs als einem neuen Typ von cycloSal-NMPs liefern. Den Schwerpunkt bil-
deten dabei Experimente, die Belege fur eine mechanistische Interpretation lieferten.
Schliel3lich gelang es, durch gezielte Substitutionen am cycloSal-Gerist eine durch
verschiedene Benzyl-Substituenten zunéchst ausgeloste Entstehung von Kon-
kurrenzprodukten bei der Hydrolyse wieder auszuschalten.

Unberticksichtigt blieben dabei stereochemische Aspekte. So wurden in den Synthe-
sen der Benzyl-substituierten cycloSal-NMPs zwei neue stereogene Zentren erzeugt:
am Benzyl-C-Atom sowie an der Phosphat-Gruppe. Alle Zielverbindungen wurden da-
her als Gemische von vier Diastereomeren in variablen Diastereomeren-Verhaltnissen
erhalten. Abbildung 105 zeigt alle vier moglichen Diastereomere am Beispiel der
Benzyl-substituierten cycloSal-d4TMPs.
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Abb. 105: Vier diastereomere Benzyl-funktionalisierte cycloSal-d4TMPs

In den durchgefiihrten Hydrolyseexperimenten wurden stets die nach den Synthesen
erhaltenen Diastereomerengemische eingesetzt. Es deutete sich mehrfach an, dass
die einzelnen Diastereomere sich z. T. in ihren Hydrolysegeschwindigkeiten deutlich
unterscheiden. Aus diesem Grunde konnte es ein Ziel fur weiterfihrende Arbeiten
sein, die einzelnen Diastereomere getrennt in Hydrolysestudien zu untersuchen und
zu Kklaren, in welchen Zusammenhang die absoluten Konfigurationen an den neuen

stereogenen Zentren mit den Hydrolysehalbwertszeiten zu bringen sind. Auf3erdem
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kénnte dann auch die Frage geklart werden, ob die verschiedenen Diastereomere zu
verschiedenen Hydrolyseproduktverhaltnissen fiihren. Diese Hydrolysestudien fur die
getrennten Diastereomere kdnnten wieder unterstitzt werden durch DFT-Rechnung-
en, ebenfalls unter genauer Berucksichtigung der jeweiligen Konfigurationen.

Auch der Grund fur die Entstehung der "falschen Diester" bei den Hydrolysen der in
Benzyl-Position Chlormethyl-substituierten Prodrugs 38-39 (vgl. Kap. 4.4.4.4) konnte
im Rahmen dieser Arbeit nicht abschliel3end geklart werden. Um zu klaren, in wieweit
sterische Effekte einen Einflu3 auf seine Bildung ausiben, kénnten die entspreche n-
den Fluormethyl-substituierten Derivate, ausgehend von den korrespondierenden Flu-
ormethyl-substituierten Salicylalkoholen, dargestellt werden (Abb. 106). So beschrei-
ben Gong et al.'*? die Darstellung von 7-Trifluormethyl-salicylalkohol, ausgehend von
Phenol. Bei tiefen Temperaturen sollte die Deprotonierung von Difluormethan®*¥ mit
Hilfe von Methyllithium Difluormethyllithium liefern. Dieses sollte nach nucleophiler
Reaktion mit Salicylaldehyd 103a den 7-Difluormethyl-salicylalkohol liefern (vgl. Dar-
stellung von 7-Dichlormethyl-salicylalkohol 68, Kap.4.1.5). 7-Monofluormethyl-
salicylalkohol schlie3lich sollte durch Reduktion von a-Fluor-ortho-hydroxy-
acetophenon®¥ zuganglich sein (vgl. Darstellung von 7-Monochlormethyl-salicyl-
alkohol 69, Kap. 4.1.6).
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Abb.106: In Benzyl-Position Fluormethyl-substituierte cycloSal-d4TMPs

Der rdumliche Anspruch einer Trifluormethyl- bzw. Difluormethyl-Gruppe im Vergleich
zu einer Trichlormethyl- bzw. Dichlormethyl-Gruppe sollte deutlich geringer sein, so
dass bei entsprechenden Hydrolyseexperimenten mit den Fluormethyl-substituierten
cycloSal-d4TMPs die Bildung von "falschem Diester" nicht zu beobachten sein sollte.
Dies konnte dann als Hinweis darauf angesehen werden, dass die Benzyl-
Substituenten 7-Trichlormethyl (Verbindung 39) und 7-Dichlormethyl (Verbindung 38)
die Entstehung von "falschem Diester" aufgrund ihres rdumlichen Anspruchs und da-

durch hervorgerufene zusatzliche Spannungseffekte verursacht haben.
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Weiterhin haben die Hydrolysestudien mit den Chlormethyl-substituierten Prodrugs
38-39 ergeben, dass die Hauptreaktion in beiden Fallen die Bildung von Benzyl-
phosphatdiester ("richtiger Diester") ist; eine Folgereaktion zu d4TMP konnte fir die
“richtigen Diester" 49 jedoch gar nicht bzw. fir 48 stark verlangsamt beobachtet wer-
den. Daher ware insbesondere 7-Dichlormethyl-cycloSal-d4TMP 38 ein guter Kandi-
dat, um den Einflul3 verschiedener Donor-Substituenten am Aryl-System (3-Methyl,
5-Methyl, 3,5-Dimethyl, Abb.107) auf die Folgereaktion der "richtigen Diester" zu
d4TMP, d. h. die Spaltung der Benzylphosphatester-Bindung, zu studieren. Vor dem
Hintergrund der Ergebnisse dieser Arbeit ist zu erwarten, dass die genannten Donor-
Substituenten den ersten Schritt der Hydrolyse zum "richtigen Diester" verlangsamen.
Die Dichlormethyl-Gruppe als Benzyl-Substituent sollte aufgrund ihrer elektronischen
Eigenschaften ausreichen, um die gleichzeitige Bildung von “falschem Diester" zu
unterbinden.
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Abb.107:  Am Aryl-System Donor-substituierte 7-Dichlormethyl-cycloSal-d4TMPs

Nach der Spaltung der Phenylphosphatester-Bindung im ersten Hydrolyseschritt sollte
dann die anschlieRende Spaltung des Benzylphosphatesters durch zusatzliche Donor-
Substituenten am Aryl-Ring erleichtert werden.

Unter Berucksichtigung des Zieles, den Abbauweg der cycloSal-Maske derart zu be-
einflussen, dass als Produkt ein Eliminierungsprodukt statt des Additionsproduktes
(Salicylalkohol-Derivat) gebildet wird, ergibt sich ein weiterer Ansatzpunkt fur zukinf-
tige Arbeiten. In Hydrolysestudien mit den Prodrugs, deren Benzyl-Substituent zusatz-
lich noch eine C-H-acidifizierende Gruppe tragt (7-ECM, 7-MSM, 7-CM), konnte ge-
zeigt werden, dass als Abbauprodukt der Maske das entsprechende Eliminierungs-
produkt entsteht. Die besten Ergebnisse in Bezug auf Produktverhaltnis (d4TMP : "fal-
scher Diester") sowie Hydrolysehalbwertszeit wurden dabei mit der ECM-Gruppe als
Benzyl-Substituenten erzielt (Verbindungen 33). Der héchste Anteil an d4TMP wurde
erhalten, wenn zusatzlich ein 5-Chlor- bzw. 6-Chlor-Substituent am Aryl-Ring anwe-
send war 33c bzw. 33d). Allerdings wurde durch diese Substituenten die Hydrolyse-

halbwertszeit deutlich verkirzt.
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Andererseits wurde bei Anwesenheit der 3-Methyl-Gruppe in 33b in Bezug auf die Hy-
drolysedauer das beste Ergebnis erzielt, doch fuhrte diese Substitution gleichzeitig zu
einem hoheren Anteil des "falschen Diesters" an den Hydrolyseprodukten. Vor diesem
Hintergrund erscheint die Synthese der Verbindung 3-Me,6-Cl,7-ECM-cycloSal-
d4TMP interessant. Hydrolysestudien sollten dann Aufschluss dariiber geben, ob es
durch das vorgeschlagene Substitutionsmuster gelingt, die Konkurrenzreaktion zum
"falschen Diester" zu verhindern, ohne dass die Hydrolysehalbwertszeit entscheidend
verkurzt wird.
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7 Experimentalteil

7.1 Allgemeines

7.11 Lésungsmittel

Acetonitril, C,H3N [41.05]; Fluka Nr. 00709, puriss.; absolut Gber Molekularsieb
(H20 < 0.001 %) ; Sdp. 82 °C.

Dichlormethan; CH.Cl, [84.93]: technische Qualitat; Sdp.: 39-40 °C: Uber Calcium-

chlorid getrocknet und bei Normaldruck abdestilliert.

Diethylether, C4H100 [74.11]; technische Qualitat; Sdp.: 34 °C; Gber Natrium getrock-

net und bei Normaldruck unter Inertgas abdestilliert.

N,N-Dimethylformamid (DMF); GH7;NO [73.10]; Fluka Nr. 40248, puriss., aminfrei;
absolut Gber Molekularsieb (H.O < 0.01 %); > 99.5 %; Sdp.: 153 °C.

Essigsaureethylester; C4HgO- [88.11]; technische Qualitat; Sdp.: 77 °C; Uber Calcium-

chlorid getrocknet und bei Normaldruck abdestilliert.
Methanol; CH;O [32.04]; technische Qualitat; Sdp. 64 °C; bei Normaldruck destilliert.

Ethanol; C2Hs0 [46.07]; technische Qualitat; Sdp. 78 °C; Uber Natrium getrocknet und

bei Normaldruck unter Inertgas abdestilliert.
n-Heptan; C7H16 [100.20]; technische Qualitat; Sdp.: 68 °C; im Vakuum destilliert.
Petrolether (50-70); technische Qualitat; Sdp.: 50-70 °C; im Vakuum destilliert.

Pyridin; CsHsN [79.10]; Fluka Nr. 82704, puriss.; absolut Uber Molekularsieb
(<50 ppm H,0); >99.8 %; Sdp.: 116 °C.

Tetrahydrofuran (THF); C4HgO [72.11]; Fluka Nr. 87371, puriss.; Uber Molekularsieb
(H20 £ 0.005 %); 3 99.5 %: Sdp.: 66 °C.

Toluol; CsHg [92.14]; Fluka Nr. 89677, puriss.; absolut dber Molekularsieb
(H20 £ 0.005 %); 3 99.5 %: Sdp.: 111 °C.
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7.1.2 Chromatographie

Dunnschichtchromatographie

Es wurden Kieselgel-beschichtete Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator (Merck
Nr.: 5554; Schichtdicke 0.2 mm) verwendet. Die Laufstrecke betrug 7-8 cm. Alle R-
Werte wurden bei Kammersattigung ermittelt. Die Detektion der UV-aktiven

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

Praparative Dunnschichtchromatographie

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 PF2s4 (Merck Nr.: 7749) in Schichtdicken von 1, 2 und
4 mm auf Glasplatten (Durchmesser: 20cm). Die Detektion der UV-aktiven

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

Praparative Saulenchromatographie (Flash-Chromatographie)

Substanzgemische mit mehr als 4.00g Rohausbeute wurden Uber eine Saule mit
leichtem Uberdruck aufgereinigt. Als Trennmaterial wurde Merck Kieselgel 60 (0.040-
0.063 mm, 230-400 mesh ASTM) verwendet.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie 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 um) Fallmaterial
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HPLC-Methoden:

1) Analytische Reinheitskontrollen/Bestimmung der Retentionszeiten tg: Acetonitril-
Gradient in Wasser von 5-98% in 20min, dann 15min isokratisch
Acetonitril/Wasser 5:95 v/v, mit einer Flu3rate von 0.5 mL/min und einer UV-
Detektion bei 240-260 nm.

2) Fur die Hydrolysekinetiken wurde ein Acetonitril-Gradient in Wasser von 5-100 % in
20 min, dann 15 min isokratisch Acetonitril/Wasser 5 : 95 v/v, mit einer Fluf3rate von
0.5 mL/min und einer UV-Detektion bei 240-260 nm verwendet.

7.1.3 Spektroskopie

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden in der spektroskopischen Abteilung der Instituts flr
organische Chemie auf Bruker-Geraten aufgenommen. Auf dem Modell AMX 400
wurden 400 MHz-'H-NMR- und 100 MHz-*C-NMR-Spektren gemessen. Auf dem
Modell DRX 500 wurden 500 MHz-'H-NMR-, 125 MHz-*C-NMR und 202 MHz-3'P-
NMR-Spektren gemessen. Zusatzlich wurden von einigen Verbindungen H,*H- sowie
'H,13C-Korrelationsspektren  (COSY) aufgenommen (Modell DRX 500). Zur
Interpretation der ‘H-NMR-Spektren der Pro-Nucleotide wurden dariiber hinaus
J-Resolved Spektren gemessen.

Die chemische Verschiebung d [ppm] wurde auf die Lésungsmittelsignale bezogen,
wobei DMSO-ds auf 2.49 ppm (*H) bzw. 39.70 ppm (**C) und CDClz auf 7.27 ppm (*H)
bzw. 77.00 ppm (*3C) kalibriert wurde. Die Verschiebungen der 3!P-NMR-Signale

wurden gegen einen externen Standard von 85 %-iger Phosphorsaure angegeben.

Massenspektrometrie (MS)

Die ESI'-MS und ESI'-MS/MS-Experimente mit Hydrolyseldsungen wurden auf einem
Finnigan MAT 9 5 XL Trap-Massenspektrometer durchgefuhrt und mit der Software
ISIS 8.1 nachbearbeitet. Die Zufiihrung der Probenlésungen wurde mit einer Havard-
Spritzenpumpe bzw. einer Finnigan Mikro-ESI Einrichtung erreicht. Der fur die

entsprechenden Hydrolysen verwendete Puffer enthielt Imidazol als Puffersubstanz.
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Aus diesem Grunde ergaben die untersuchten Substanzen bei ESI-lonisierung
Pseudo-Molekilionen in Form von Imidazolium-Addukten.

In einigen Fallen wurde zur massenspektrometrischen Charakterisierung der
Zielverbindungen ESI'-MS und ESI'-MS/MS-Experimente auf einem Finnigan MAT 9
5 XL Trap-Massenspektrometer durchgefiihrt. In diesen Fallen wurden die
Molekulionen in Form von Natriumaddukten erhalten.

Die Charakterisierung der Zielverbindungen durch FAB-MS bzw. hochaufgeltste FAB-
MS erfolgte auf einem Micromass VG 70-250 S Massenspektrometer in einer
m-Nitrobenzylalkohol-Matrix mit Polyethylenglycol als Referenzsubstanz (durchschnitt-

liches Molekulgewicht: 600 g/mol).

7.1.4 Geréate

Gefriertrocknung

Wassrige Losungen wurden an der Gefriertrocknungsanlage Amsco/Finn-Aqua

Lyovac GT2 lyophylisiert.

Thermomixer

Die HPLC-Hydrolysestudien wurden bei 37 °C in einem Eppendorf Thermomixer 5436
durchgefihrt.
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7.2 Darstellung der Salicylalkoholderivate 15d sowie 63-72

7.2.1 Synthese von 6-Chlor-salicylalkohol 15d

7.2.1.1 Synthese von 6-Chlor-salicylaldehyd 103d!®8

c o c o
6
dLH 0.3 M NaOH, 75 °C, 43 h X 5E:fi\H
4
F 3 2 OH
108 103d

Es wurden 10.0 g (63.1 mmol) 2-Chlor-6-fluor-benzaldehyd 108 in 700 mL 0.3 M
Natronlauge vorgelegt und 43 h bei 75 °C gerihrt. Die zuné&chst triibe Losung ging
dabei in eine klare gelbe Losung lber. Anschlieend wurde die Losung zunachst
zweimal mit jeweils 150 mL Diethylether extrahiert, um nicht umgesetztes 108
abzutrennen. Daraufhin wurde die wassrige Phase mit 13.5 mL konz. Salzs&aure
schwach angesauert (pH>7) und dann mit zweimal jeweils 400 mL Diethylether
extrahiert. Trocknen der vereinigten Etherphasen der zweiten Extraktion uber
Natriumsulfat und Abdestillieren des Lésungsmittels lieferte das Produkt 103d in Form

gelber Kristalle.

Ausbeute: 5.10 g (32.6 mmol, 52 %; Lit.®8l: 40 %) gelbe Kristalle

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 6.96 (ddd, 1H, 3J44=85Hz,
I =10 Hz, ®Iyy=05Hz, H3), 7.05 (dd, 1H, 3J4y=7.9 Hz
*Ji = 1.0 Hz, H5), 7.52 (dd, 1H, 3J4y =8.5 Hz, 3Juu=7.9 Hz, H4),
10.33 (d, 1 H, °Jpn = 0.5 Hz, H7), 11.53 (br, 1 H, Phenyl-OH)

BC-NMR: d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 116.93 (C3), 117.91 (C1), 121.39 (C5),
136.11 (C6), 137.33 (C4), 162.62 (C2), 193.70 (C=0)

DC: R-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.52
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7.2.1.2 Synthese von 6-Chlor-salicylalkohol 15d

Cl O Cl

6
@f\LH 1) LIAIH,, THF, Rt 2h, [N;] Sﬁj\/ﬁm
on 2 RUCKAUR, 1h,[N] NP on
103d 15d

Eine Suspension von 0.27 g (7.11 mmol) Lithiumaluminiumhydrid in 30 mL abs. THF
wurde unter Stickstoff als Inertgas vorgelegt und eine L6sung von 1.11 g (7.11 mmol)
6-Chlor-salicylaldehyd 103d in 20mL abs. THF wurde unter Rihren bei
Raumtemperatur innerhalb 15 min zugetropft. Nachdem man fir 2h bei Raum-
temperatur ruhren lieR wurde noch fur eine weitere Stunde unter Ruckflul3 erhitzt.
Anschlieend wurde der Ansatz bei Eiskihlung mit 2 N Salzsaure neutralisiert.
Daraufhin wurde mit Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und die Losungsmittel abdestilliert. Man erhielt
das Produkt 15d in Form eines weil3en Feststoffes.

Ausbeute: 1.05 g (6.62 mmol, 93 %) eines weil3en Feststoffes

H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 4.56 (s, 2 H, H7), 4.83 (br, 1 H, Benzyl-
OH), 6.77 (dd, 1H, 3J44=8.1 Hz, *Jy4=1.0 Hz, H3), 6.83 (dd, 1H,
3 =8.0Hz, “Jyy=1.0Hz, H5), 7.07 (dd, 1H, 3J4y=8.1Hz
3311 = 8.0 Hz, H4), 9.86 (br, 1 H, Phenyl-OH)

3C-NMR: d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 55.48 (Benzyl-C), 114.45 (C3), 119.80
(C5), 125.49 (C1), 129.35 (C4), 134.65 (C6), 157.38 (C2)

DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.60
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7.2.2 Synthese von 3-Methyl-salicylaldehyd und 5-Chlor-salicylaldehyd!®"

7.2.2.1 Synthese von 3-Methyl-salicylaldehyd 103b

(CHzo)n, (n'C8H17)3N, SnC|4, 85 °C, 16 h, [Ar]
Tol uol -

OH

104b

16.2g (15.6 mL, 150 mmol) ortho-Kresol 104b, 3.91g (1.77 mL, 15.0 mmol)
Zinntetrachlorid und 21.2 g (26.2 mL, 60.0 mmol) Trioctylamin wurden in 30 mL Toluol
unter Argon-Atmosphare gelost und 20min bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieRend wurden 9.91 g (330 mmol) para-Formaldehyd zugegeben und fir 16 h
bei 80-90 °C geruhrt. Dann wurde die abgekihlte Lésung auf 700 mL Wasser
gegossen und mit 30 mL 2 N Salzsaure auf pH = 2 eingestellt. Die L6sung wurde mit
Diethylether extrahiert; die vereinigten organische Extrakte wurden daraufhin mit
gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und anschlieBend mit Natriumsulfat
getrocknet. Abdestillieren der Losungsmittel lieferte 44.7 g eines rotgelben Ols als
Rohprodukt. Saulenchromatographie des Rohprodukts an Kieselgel (Elution mit einem

Petrolether (60-70)/Dichlormethan-Gradienten von 25 bis 50 %) lieferte ein
blassgelbes Ol als Produkt 103b.

Ausbeute:  10.3 g (75.7 mmol, 50 %) 103b als blassgelbes Ol

'H-NMR:  d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 2.27 (s, 3H, CHs), 6.93 (dd, 1H,
304y = 7.1 Hz, Jyu=7.1 Hz, H5), 7.39 (d, 2H, 3Juy=7.1 Hz, H4, H5),
9.87 (s, 1 H, Phenyl-OH), 11.28 (s, 1 H, H7)

13C.NMR:  d [ppm] (100 MHz, CDCls): 14.93 (CHs), 119.30 (C5), 120.00 (C1),
126.77 (C3), 131.29 (C6), 137.75 (C4), 159.93 (C2), 196.66 (C=0)

DC Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.76
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7.2.2.2 Synthese von 5-Chlor-salicylaldehyd 103c

O
6
“ (CH0)p, (1-CgHy7)sN, SNCly, 85 °C, 18 h, [A]  TNS- N7
Toluol T
OH 2o
104c 03¢

19.3 g (150 mmol) 4-Chlorphenol 104c, 3.91 g (1.77 mL, 15.0 mmol) Zinntetrachlorid
und 21.2 g (26.2 mL, 60.0 mmol) Trioctylamin wurden in 30 mL Toluol unter Argon-
Atmosphére gelést und 20 min bei Raumtemperatur gerihrt. Dann wurden 9.91 g
(330 mmol) para-Formaldehyd zugegeben und fir 18 h bei 85°C geruhrt. Die
abgekihlte Lésung wurde in 700 mL Wasser gegossen und mit 2 N Salzsaure auf
pH = 2 eingestellt. Die Losung wurde dreimal mit 200 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organische Extrakte wurden zweimal mit 200 mL gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen und anschlieRend mit Natriumsulfat getrocknet.
Das Produkt 103c wurde nach Umkristallisation aus Petrolether 30-50 als weil3er

Feststoff erhalten.

Ausbeute:  9.209g (59.0 mmol, 39 %) 103c als weil3er Feststoff

'H-NMR:  d [ppm] (400 MHz, CDCl): 6.97 (d, 1H, 3Juyy=9.1 Hz, H3), 7.48 (dd,
1 H, 3Juy=9.1 Hz, Iy =2.6 Hz, H4), 7.55 (d, 1H, *Jy = 2.6 Hz, H6),
9.86 (s, 1 H, H7), 10.93 (s, 1 H, Phenyl-OH)

BBC-NMR: d [ppm] (100 MHz, CDCl): 119.45 (C3), 121.12 (C1), 124.68 (C5),
132.52 (C6), 136.95 (C4), 160.12 (C2), 195.48 (C7)

IR (KBr): A [cm™]: 3418.1, 3240.8, 3047.0, 2878.9, 1681.9, 1660.7, 1471.3,
1276.6, 905.8, 831.5, 769.4, 702.7, 647.0

DC Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.78
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7.2.3 Synthese von 3-(2"-Hydroxy-3"-methyl-phenyl)-3-hydroxy-propionsaure-
ethylester 63b (3-Methyl-7-ethoxycarbonylmethyl-salicylalkohol)

0
H  ICH,COOEY, In, Rt, 2.7 h, [Ar]
THF o
OH
103b

Die Reaktion wurde unter Argon als Inertgas durchgefuhrt, um Feuchtigkeit auszu-
schlieBen. Es wurden 3.15g (27.3 mmol) Indium-Pulver in 53 mL abs. THF
suspendiert. Zu dieser Suspension wurden 1.91g (1.70mL, 14.0 mmol)
3-Methylsalicylaldehyd 103b sowie 8.78 g (4.85 mL, 41.3 mmol) zuvor destilliertes
Ethyliodacetat gegeben. Das grine Reaktionsgemisch wurde 2.7 h Dbei
Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktion wurde dabei dinnschicht-chromatographisch
verfolgt (Dichlormethan/Methanol 9 :1 v/v). Anschlie3end wurde die Reaktionslosung
auf 250 mL Wasser gegeben und weitere 13.8 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Filtration wurde die wassrige Lésung mit 300 mL, 200 mL und noch dreimal mit
100 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Lésungsmittel befreit. Das
resultierende braune Ol wurde am Olpumpenvakuum getrocknet. Das so erhaltene
Rohprodukt (2.13 g) wurde in mehreren Trennungen am Chromatotron aufgereinigt
(Dichlormethan mit Methanol- bzw. Essigester-Gradienten von 0-20 %). Das Produkt
63b fiel zunachst als farbloses Ol an, welches nach 1 d Aufbewahrung bei -5°C zu

einem weilRen Feststoff kristallisierte.

Ausbeute: 1.46 g (6.51 mmol, 47 %) 63b als weil3er Feststoff

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.17 (t, 3H, 3Jyy=7.1 Hz, CH,CHj),
2.16 (s, 3H, Aryl-CHs), 2.47 (dd, 1H, 2Jyy=14.7 Hz, 334y =9.4 Hz,
H8), 2.66 (dd, 1 H, 2Jun=14.7 Hz, 3Jyy = 3.9 Hz, H8'), 4.06 (q, 2H,
3J4y = 7.1 Hz, CHoCHa), 5.28 (dd, 1 H, 3Jyy=9.4 Hz, 3Jyy=3.6 Hz,
Benzyl-H), 5.80 (br, 1 H, Benzyl-OH), 6.72 (dd, 1 H, 3Jun= 7.4 Hz,
3J4y=7.1 Hz, H5), 6.96 (d, 1 H, 3Jyy=7.1 Hz, H4), 7.10 (d, 1H,
334m = 7.4 Hz, H4), 8.57 (s, 1 H, Phenyl-OH)
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3C-NMR: d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 14.31 (CH.CHs), 16.42 (Aryl-CHa),
43.13 (C8), 59.98 (CH,CHs), 66.79 (Benzyl-C), 119.40 (C5), 124.26
(C4), 124.61 (C3), 129.44 (C6), 130.57 (C1), 152.21 (C2), 170.99
(C=0)

DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Essigester 9 : 1 v/v): 0.59

724 Synthese von 3-(2°-Hydroxy-5"-chlor-phenyl)-3-hydroxy-propionsaure-
ethylester 63c (5-Chlor-7-ethoxycarbonylmethyl-salicylalkohol)

O

C'\@E‘LH ICH,COOE, In, Rt, 2.4 h, [Ar]
THF
OH

103c 63c

Y

Die Reaktion wurde unter Argon als Inertgas durchgefuhrt, um Feuchtigkeit auszu-
schlieBen. Es wurden 3.00g (26.0 mmol) Indium-Pulver in 35mL abs. THF
suspendiert. Zu dieser Suspension wurden 8.33g (4.60 mL, 39.1 mmol) zuvor
destilliertes Ethyliodacetat sowie 2.05g (13.1 mmol) 5-Chlorsalicylaldehyd 103c,
geldst in 20 mL abs. THF, gegeben. Das griine Reaktionsgemisch wurde 2.4 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktion wurde dabei dinnschichtchromatographisch
verfolgt (Dichlormethan/Essigester 9 : 1 v/v). Anschlie3end wurde die Reaktionslésung
auf 250 mL Wasser gegeben und weitere 2 h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach
Filtration wurde die wassrige Losung mit 300 mL, zweimal 150 mL und noch einmal
mit 100 mL Diethylether extrahiert, wobei die Trennung der Phasen durch Aussalzen
mit Natriumchlorid erreicht wurde. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom Lésungsmittel befreit. Das
so erhaltene Rohprodukt (3.71 g eines braunen Ols) wurde in mehreren Trennungen

am Chromatotron aufgereinigt (Dichlormethan mit Essigester-Gradienten von 0-50 %).

Ausbeute: 2.86 g (11.7 mmol, 89 %) 63c als blassgelbes Ol

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.17 (t, 3H, 3Juy=7.1 Hz, CH,CHa),
2.31 (dd, 1H, 2Jyy=14.5Hz, 3Jyy=9.4 Hz, H8), 2.65 (dd, 1H,
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2J =145 Hz, 3I4y=3.2 Hz, H8'), 4.05 (g, 2 H, 3J4u=7.1Hz,
CH,CHz), 5.16 (dd, 1 H, 334y =9.4 Hz, 3Jun = 3.2 Hz, Benzyl-H), 5.41
(br, 1 H, Benzyl-OH), 6.76 (d, 1 H, 3Jyy=8.4 Hz, H3), 7.07 (dd, 1H,
3J4y =84 Hz, Yy =2.6 Hz, H4), 7.30 (d, 1 H, *Jyy=2.6 Hz, H6),
9.80 (br, 1 H, Phenyl-OH)

13C-NMR: d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 14.46 (CH.CHs), 42.71 (C8), 60.10

(CH,CHs), 64.37 (Benzyl-C), 116.72 (C3), 122.88 (C1), 126.31 (C6),
127.55 (C4), 133.59 (C5), 152.59 (C2), 171.10 (C=0)

IR (KBr): A [cm™]: 3398, 2986, 1708, 1605, 1499, 1421, 1351, 1286, 1217,
1160, 1091, 1061, 1028, 807, 655, 599, 551

DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Essigester 9 : 1 v/v): 0.47

7.2.5 Synthese von 3-(2°-Hydroxy-6"-chlor-phenyl)-3-hydroxy-propionsaure-

ethylester 63d (6-Chlor-7-ethoxycarbonylmethyl-salicylalkohol)
0
c o cl 8 00N
CE‘LH ICH,COOEt, In,Rt,23h, [Ar] 5 Non
THF Ty
OH 3~ 27OH
103d 63d

Die Reaktion wurde unter Argon als Inertgas durchgefuhrt, um Feuchtigkeit auszu-
schlieen. 5.14 g (44.8 mmol) Indium-Pulver wurden in 50 mL abs. THF suspendiert
und 14.4g (8.00 mL, 67.2 mmol) zuvor frisch destilliertes Ethyliodacetat wurden
zugegeben. Nach 5 min Rihren bei Raumtemperatur wurden 3.50g (22.4 mmol)
6-Chlorsalicylaldehyd 103d, geloést in 20 mL abs. THF, zugegeben. Das grine
Reaktionsgemisch wurde 2.3 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktion wurde
dabei dunnschichtchromatographisch verfolgt (Dichlormethan/Methanol 9 :1 v/v).
Anschliel3end wurde die Reaktionslésung auf 600 mL Wasser gegeben und weitere
2 h bei Raumtemperatur geruhrt. Die wassrige LOosung wurde mit Diethylether
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen tber Natriumsulfat getrocknet und am

Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Das so erhaltene Rohprodukt (5.88 g
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eines braunen Ols) wurde in mehreren Trennungen am Chromatotron aufgereinigt

(Dichlormethan mit Methanol-Gradienten von 0-30 %).

Ausbeute: 3.70g (15.1 mmol, 67 %) 63d als weil3er Feststoff

H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.16 (t, 3H, 3Jyy=7.1 Hz, CH,CHs),
2.65 (dd, 1H, 2Jyy=15.0 Hz, 3Jyn=4.2 Hz, H8), 2.84 (dd, 1H,
2Ju =15.0 Hz, 3Juy=9.7 Hz, H8), 4.05 (g, 2 H, 3J4u=7.1Hz
CH,CHs), 5.54 (ddd, 1H, 3Jun=9.7 Hz, 33y =5.6 Hz, 3Juy = 4.2 Hz,
Benzyl-H), 6.23 (d, 1H, 3J44=5.6 Hz, Benzyl-OH), 6.76 (dd, 1H,
3J4y=8.1Hz, Iyu=1.0Hz, H3), 6.85 (dd, 1H, 3J4y=8.1Hz
434y = 1.0 Hz, H5), 7.10 (dd, 1 H, 3Juy=8.1 Hz, 3J4y =8.1 Hz, H4),
9.97 (br, 1 H, Phenyl-OH)

13C-NMR: d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 14.22 (CH,CHs), 40.75 (C8), 60.13
(CH,CHs), 66.87 (Benzyl-C), 95.61 (C3), 120.44 (C5), 125.56 (C1),
129.40 (C4), 131.88 (C6), 157.49 (C2), 170.47 (C=0)

DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.62

7.2.6 Synthese von 6-Methyl-2-(1’-hydroxy-2’-methansulfonylethyl)-phenol
(3-Methyl-7-methansulfonylmethyl-salicylalkohol) 64b

o)
Ox. .0
H S, MeLi Rt 2.5 h, [Ar]
THF -
OH
103b

Zu einer Losung von 4.52 g (48.0 mmol) Dimethylsulfon in 180 mL THF wurden unter
einer Argon-Atmosphare bei 0° C portionsweise 30.0 mL einer 1.6 M Methyllithium-
Losung in Diethylether (48.0 mmol) gegeben und fur 15 min bei Raumtemperatur
nachgeruhrt. AnschlieRend wurden 2.18 g (16.0 mmol) 3-Methyl-salicylaldehyd 103b
bei Raumtemperatur langsam zugetropft und noch 2.5h nachgerihrt. Zur
Aufarbeitung wurde auf 0 °C abgekuihlt, 100 mL Wasser vorsichtig zugegeben und mit
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2 N Salzsaure neutralisiert. Die wassrige Phase wurde mit Diethylether extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen tber Natriumsulfat getrocknet und die Losungsmittel
abdestilliert. Das Rohprodukt wurde solange mit Diethylether ausgewaschen, bis die
Waschlosungen keine UV-aktiven Verbindungen mehr enthielten. Nach dem

Abdestillieren des Losungsmittels erhielt man ein gelbliches Ol als Rohprodukt. Das
Produkt 64b wurde nach Reinigung am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanol-

Gradienten von 0-8 %) erhalten.

Ausbeute: 1.38 g (6.00 mmol, 38 %) 64b als weil3er Feststoff

'H-NMR:  d [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 2.16 (s, 3 H, ArxI-CHz), 3.05 (s, 3 H, CH3),
309 (d, 1H, 2J4y=145Hz, HS8), 3.39 (dd, 2Jyu=14.5Hz,
331 =10.1 Hz, 1 H, H8"), 5.36 (d, 1H, 3Juy=10.1 Hz, Benzyl-H), 5.88
(br, 1 H, Benzyl-OH), 6.77 (dd, 1H, 3Juy = 7.6 Hz, 3Juy=7.6 Hz, H5),
6.99 (dd, 1H, 3J4=7.6Hz, “Iyu=17 Hz, H4), 7.20 (dd, 1H,
)4y = 7.6 Hz, 2y = 1.7 Hz, H6), 8.55 (s, 1 H, Phenyl-OH)

3C.NMR:  d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 16.54 (Aryl-CH3), 43.10 (CH3), 60.63
(Benzyl-C), 64.12 (C8), 119.71 (C5), 124.18 (C6), 124.68 (C3), 129.81
(C4), 130.31 (C1), 151.36 (C2)

DC Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.63

7.2.7 Synthese von 4-Chlor-2-(1’-hydroxy-2’-methansulfonylethyl)-phenol
(5-Chlor-7-methansulfonylmethyl-salicylalkohol) 64c

@)

cl Osg7°
H 5, MelLi,Rt, 2.5 h, [Ar]
THF
OH

103c

4.52 g (48.0 mmol) Dimethylsulfon wurden in 170 mL THF unter Argon-Atmosphéare
geldst, bei 0° C portionsweise mit 27.5 mL einer 1.6 M Methyllithium-Losung in
Diethylether (44.0 mmol) versetzt und fir 15 min bei Raumtemperatur gerihrt. 3.01 g
(29.2 mmol) 5-Chlor-salicylaldehyd 103c wurden in 12mL THF gelost und bei
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Raumtemperatur langsam zugetropft. Nach 2.5 h wurde auf 0 °C abgekihlt, 200 mL
Wasser vorsichtig zugegeben und mit 2 N Salzsaure neutralisiert. Die wassrige Phase
wurde mit Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit
Natriumsulfat getrocknet und die Lésungsmittel abdestilliert. Das Rohprodukt wurde
solange mit Diethylether ausgewaschen, bis die Waschlésungen keine UV-aktiven
Verbindungen mehr enthielten. Nach dem Abdestillieren des Ldsungsmittels erhielt
man ein gelbliches Ol als Rohprodukt. Das Produkt 64c wurde nach Reinigung am

Chromatotron (Dichlormethan mit Methanol-Gradienten von 0-5 %) erhalten.

Ausbeute:  1.55g (6.20 mmol, 32 %) 64c als weil3er Feststoff

'H-NMR:  d [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 3.05 (s, 3 H, CHs), 3.30-3.45 (m, 2 H, H8),
5.25 (d, 1H, 3Jp=4.9 Hz, Benzyl-H), 5.89 (d, %Jy4=4.9 Hz, 1H,
Benzyl-OH), 6.80 (d, 1H, 3J4y=8.7Hz, H3), 7.12 (dd, 1H,
33 = 8.7 Hz, *Jpn = 2.5 Hz, H4), 7.35 (d, 1 H, *Jyn = 2.5 Hz, H6), 10.00
(s, 1 H, Phenyl-OH)

BBC.NMR:  d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 43.23 (CHs), 59.87 (C8), 63.00
(Benzyl-C), 116.78 (C3), 122.89 (C1), 126.31 (C6), 128.02 (C4), 131.73
(C5), 152.30 (C2)

IR (KBr): A [cm™]: 3368.1, 3035.7, 2933.7, 1606.1, 14945, 1419.6, 1333.3,
1287.6, 1125.1, 1059.3, 973.3, 811.5

DC Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.54

7.2.8 Synthese von 6-Chlor-7-methyl-salicylalkohol 65d

c o Cl 8CHj
©:LH 2.5 Aquiv. MeLi, 0 °C, [Ar] _ S&OH
OH THF N2 oH
103d 65d

Die Reaktion wurde unter Inertgasatmosphare durchgefihrt. Es wurden 1.50g
(9.58 mmol) 6-Chlor-Salicylaldehyd 103d in 50 ml abs. THF bei 0 °C vorgelegt und
langsam mit einer 1.6 M Lo6sung von Methyllithium in Diethylether (21.0 mL,
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33.5 mmol) versetzt. Der Ansatz wurde 20 min bei O °C und anschliel3end 40 min bei
Raumtemperatur gerthrt. Um Uberschissiges Methyllithium zu hydrolysieren, wurden
50 mL Wasser vorsichtig unter erneuter Eisbadkihlung zugegeben. AnschlieRend
wurde die Losung mit 1 N HCI neutralisiert. Die wassrige Phase wurde mit
Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen (ber Natriumsulfat
getrocknet und die Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Trocknen im

Olpumpenvakuum konnte das Produkt 65d als schwach gelber Feststoff isoliert

werden.

Ausbeute: 1.65 g (9.58 mmol, quantitativ) 65d als schwach gelber Feststoff

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.40 (d, 3 H, 3J4n = 6.6 Hz, CHs), 5.29
(9, 1 H, Iy =6.5 Hz, Benzyl-H), 6.51-6.66 (br, Benzyl-OH, 1H) 6.73
(dd, 1H, 3J44=8.1Hz, “Jyy=1.0Hz, Aryl-H3), 6.84 (dd, 1 H,
3 = 8.1 Hz, “Jyn=1.0 Hz, Aryl-H5), 7.08 (dd, 1 H, 3Ju4=8.0 Hz,
331 = 8.0 Hz, Aryl-H4), 9.85-10.21 (br, 1 H, Phenyl-OH)

BC-NMR: d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 22.52 (CHj3), 67.33 (C7), 116.00 (C3),
120.45 (C5), 127.35 (C1), 129.17 (C4), 131.08 (C6), 157.59 (C2)

DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.39

7.2.9 Synthese von 1-(2°-Hydroxphenyl)-pentan-1-ol 66a (7-Butyl-salicyl-
alkohol)

O

H 3 Aquiv. nBuLi, 0 °C, [Ar]
Et,0
OH

103a

Eine 15 %-ige Losung von n-Butyllithium in n-Hexan (100 mL, 163.9 mmol) wurde
unter Inertgasatmosphéare zusammen mit 100 mL abs. Diethylether vorgelegt. Bei Eis-
badkihlung wurde eine Losung von 4.73 g (4.90 mL, 46.9 mmol) Salicylaldehyd 103a
in abs. Diethylether zugetropft. Man liel3 hierauf 30 min bei Raumtemperatur riihren

und gab anschlieRend 80 mL Wasser hinzu. Darauf wurde unter erneuter
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Eisbadkuhlung mit 2 M Essigsaure neutralisiert, die wassrige Phase mit Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Natriumsulfat getrocknet.
Das nach Abdestillieren der Lésungsmittel erhaltene Rohprodukt wurde saulen-
chromatographisch gereinigt (Dichlormethan mit Ethylacetat-Gradienten von 0-10 %
wurde hierbei als Laufmittel verwendet). Auf diese Weise konnte das Produkt 66a als

schwach gelbes Ol isoliert werden.

Ausbeute:  7.06 g (39.2 mmol, 83.6 %) 66a als leicht gelbes Ol

'H-NMR:  d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 0.83 (t, 3H, 3Juy=7.0 Hz, CHs), 1.21-
1.39 (m, 4 H, 2xH9, 2xH10), 1.43-1.62 (m, 2H, 2 x H8), 4.81 (dd,
)4y = 7.6 Hz, 334y =4.6 Hz, Benzyl-H), 4.95 (br, 1 H, Benzyl-OH), 6.72
(dd, 1 H, 3344 =8.0 Hz, 4 =1.0 Hz, H3), 6.74 (ddd, 1 H, 34y =7.4 Hz,
304 =73Hz, “Iyu=10Hz, H5), 6.99(ddd, 1H, 3I44=8.0Hz,
39m=74Hz, Vyu=18Hz, H4), 7.26 (dd, 1H, 3Jyy=7.3Hz
*Jpn = 1.8 Hz, H6), 9.20 (br, 1 H, Phenyl-OH)

3C-NMR:  d [ppm] (100 MHz, CDCly): 13.94 (CHa), 22.44 (C10), 27.86 (C9), 36.86
(C8), 76.28 (Benzyl-C), 117.14 (C3), 119.63 (C5), 127.16 (C4), 127.46
(C1), 128.80 (C6), 155.51 (C2)

DC Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.72

7.2.10 Synthese von 1-(2°-Hydroxy-6"-chlor-phenyl)-pentan-1-ol 66d (6-Chlor-
7-butyl-salicylalkohol)

Cl O

H 3 Aquiv. nBuLi, 0 °C, [Ar]
Et,0
OH

103d

Eine 15 %-ige Losung von n-Butyllithium in n-Hexan (40 mL, 64.0 mmol) wurde unter
Inertgasatmosphéare zusammen mit 40 mL abs. Diethylether vorgelegt. Bei Eis-
badkihlung wurde eine Losung von 2.00 g (12.8 mmol) 6-Chlor-Salicylaldehyd 103d

in abs. Diethylether zugetropft. Man liel3 hierauf 1 h bei Raumtemperatur rihren und
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gab anschlieRend 100 mL Wasser hinzu. Darauf wurde unter erneuter Eisbadkihlung
mit 2 M Essigsaure neutralisiert, die wassrige Phase mit Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach
Abdestillieren der Ldsungsmittel konnte 66d als leicht gelber Feststoff erhalten

werden.

Ausbeute: 2.53g(11.8 mmol, 92.3 %) 66d als schwach gelber Feststoff

'H-NMR:  d [ppm] (400 MHz, CDCls): 0.93 (t, 3H, 3Jun=7.1 Hz, CHa), 1.39 (m,
3x1 H, 1x H9, 2x H10), 1.53 (m, 1 H, 1x H9), 1.79 (m, 1 H, 1x H8),
1.91 (m, 1 H, 1 x H8), 2.86 (br, 1 H, Benzyl-OH), 5.41 (dd, 3Ju = 7.6 Hz,
334y = 4.6 Hz, Benzyl-H), 6.78 (dd, 1 H, 3Jyn = 8.3 Hz, *J4n = 1.0 Hz, H3),
6.86 (dd, 1H, °Jp=81Hz, “Jyy=1.0Hz, H5), 7.07(dd, 1H,
33y = 8.3 Hz, 33y = 8.1 Hz, H4), 8.85 (br, 1 H, Phenyl-OH)

3C.NMR:  d [ppm] (100 MHz, CDCls): 13.95 (CHs), 22.35 (C10), 27.65 (C9), 35.42
(C8), 73.52 (Benzyl-C), 116.22 (C3), 120.88 (C5), 125.03 (C1), 129.06
(C4), 131.66 (C6), 157.28 (C2)

DC Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.56

7.2.11 Synthese von 7-Trichlormethyl-salicylalkohol 67!

Darstellung des 7-Trichlormethyl-cyclosaligenyl-phenylboronat 105

CCl5
6 4 8
PhB(OH),, CI3CCHO, C,HsCOOH 5 70
> |
Toluol, Rickflul3, 8 h 4 _B<
OH 3720 Ph
104a 105

Zu einer Losung von 25.1 g (16.6 mL, 170 mmol) Chloral in 200 mL Toluol wurden
nacheinander 4.00 g (42.5 mmol) Phenol 104a, 5.70 g (46.8 mmol) Phenylboronsaure
und 0.94g (0.95ml, 12.8 mmol) Propionsdure gegeben und 8h am
Wasserabscheider unter Ruckflul3 erhitzt. Wahrend dieser Zeit wurde immer wieder
Chloral in Portionen nachgegeben: insgesamt nochmals 31.0 g (20.5 mL, 210 mmol).
Anschlielend wurde das Toluol abdestilliert und der Rickstand in 400 mL
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Dichlormethan aufgenommen. Man extrahierte die Dichlormethan-Losung mit
insgesamt 300 mL Wasser und trocknete die organische Phase anschlie3end Uber
Natriumsulfat. Nach Abdestillieren der Losungsmittel wurde das erhaltene Rohprodukt

am Chromatotron gereinigt (Laufmittel Dichlormethan). Man erhielt das Produkt 105 in

Form eines weilRen Feststoffs.

Ausbeute: 4.22 g (12.9 mmol, 30 %) 105 als weil3er Feststoff

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.62 (s, 1 H, Benzyl-H), 7.16 (ddd, 1H,
30 =74Hz, 3yy=74Hz, “Iyy=1.0Hz, H5), 7.21 (dd, 1H,
3J4y = 7.4 Hz, Iy =1.0 Hz, H3) 7.46-7.50 (m, 3 H, 3 x Aryl-H), 7.54-
7.59 (m, 2 H, 2x Aryl-H), 8.08 (dd, 2H, 3Juy = 7.4 Hz, *Jyn=1.0 Hz,
H4, H6)

13C-NMR: d [ppm] (100 MHz, DMSO-de): 83.35 (Benzyl-C), 102.33 (C8), 118.31
(1 xAryl-C), 118.42 (C3), 122.75 (C5), 127.89 (2 xAryl-C), 130.04
(C1), 131.26 (C6), 132.13 (C4), 134.76 (3 X Aryl-C), 150.09 (C2)

DC: Ri-Wert (Diethylether/n-Hexan 2 : 1 v/v): 0.54

Spaltung des 7-Trichlormethyl-cyclosaligenyl-phenylboronats 105 zum
7-Trichlormethyl-salicylalkohol 67

CCl, ,CCl3
6
o 30% H,0,, 0 °C, 0.5h 5 X7 NoH
I -
o B THF 4 Zron
105 67

3.95g (12.1 mmol) 7-Trichlormethyl-cyclosaligenyl-phenylboronat 105 wurden in
15 mL THF vorgelegt. Bei Eiskiihlung wurden 12 mL 30 % Wasserstoffperoxid-Lésung
zugegeben. Man liel3 30 min bei fortgesetzter Eiskiihlung riihren, bevor 50 mL Wasser
zugegeben und die wassrige Phase mit Diethylether extrahiert wurde. Die vereinigten
organischen Phasen wurden anschlie3end mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Ldsung, darauf mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung gewaschen und dann Uber

Magnesiumsulfat getrocknet. Das nach Abdestillieren der Ldsungsmittel erhaltene
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Rohprodukt wurde chromatographisch aufgereinigt (Laufmittel Hexan mit Diethylether-
Gradienten von 0-25 %).

Ausbeute: 2.04 g (8.45 mmol, 30 %) 67 als weil3er Feststoff

H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 5.58 (s, 1 H, Benzyl-H), 6.79 (ddd, 1 H,
%)y =8.1Hz, 3JIyy=74Hz, “Iyy=1.0Hz, H5), 6.80 (dd, 1H,
30 =7.4Hz, *Jpy=1.0 Hz, H3), 6.99 (br, 1 H, Benzyl-OH), 7.15
(ddd, %Iy =8.1 Hz, 3Jun=7.4 Hz, *Jyu=1.8 Hz, H4) 7.55 (dd, 1H,
334y = 8.1 Hz, Iy = 1.8 Hz, H6), 9.78 (br, 1 H, Phenyl-OH)

3C.NMR: d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 76.01 (Benzyl-C), 104.88 (C8), 95.35
(C3), 118.71 (C5), 124.55 (C1), 129.47 (C6), 129.89 (C4), 155.65 (C2)

DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.35

7.2.12 Synthese von 7-Dichlormethyl-salicylalkohol 68

Durch nucleophile Addition an Salicylaldehyd: LDA als Basel®

D 8 CH,Cl,
@E‘L H 6 Aquiv. CH,Cl, 3 Aquiv. LDA, -78 °C— Rt, [Ar] 5&(},
oH THF Lo
103a 68

10.2 g (7.70 mL, 120 mmol) Dichlormethan wurden in 50 mL abs. THF bei -78 °C
unter einer Argon-Atmosphére vorgelegt und 20 mL einer 2.0 M Lésung von LDA
(40 mmol) wurden innerhalb 10 min zugetropft. Dann wurden 2.44g (2.09 mL,
20.0 mmol) Salicylaldehyd 103a zugegeben. AnschlieBend wurden weitere 10 mL
2.0 M LDA-LGsung zugegeben und weitere 2.5 h gerihrt, wobei die Temperatur bis
auf -25°C anstieg. Nach 30 mindtigem Nachrihren bei Raumtemperatur wurden
20 mL Wasser zugegeben und die Losung mit 1 N Salzsaure neutralisiert. Nach
Extraktion der wassrigen Phase mit Diethylether wurden die vereinigten organischen
Phasen mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und dber Natriumsulfat
getrocknet. Nach Abdestillieren der Lésungsmittel wurde das so erhaltene Rohprodukt

am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanol-Gradienten von 0-15 %) gereinigt.
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Ausbeute: 1.91 g (9.24 mmol, 46 %) 68 als gelbliche Kristalle

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 5.18 (dd, 1H, 3J44=59 Hz,
33y = 3.3 Hz, Benzyl-H), 6.21 (d, 1 H, 3J4y=5.9 Hz, Benzyl-OH), 6.23
(d, 1 H, 3344 =3.3 Hz, H8), 6.79 (dd, %Iy = 7.6 Hz, *Jyn = 1.0 Hz, H3),
6.80 (ddd, 1H, 334y =7.6 Hz, 334y =7.9 Hz, “Jy4=1.0 Hz, H5), 7.10
(ddd, 1H, 33y =7.6 Hz, 3y =7.6 Hz, Iy = 1.9 Hz, H4), 7.38 (dd,
334y = 7.9 Hz, 3y = 1.8 Hz, H6), 9.78 (br, 1 H, Phenyl-OH)

BC-NMR: d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 71.94 (Benzyl-C), 76.65 (C8), 114.95
(C3), 118.96 (C5), 126.31 (C1), 128.10 (C6), 128.92 (C4), 154.10 (C2)

DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.42

Durch nucleophile Addition an Salicylaldehyd: Methyllithium als Base

o) . 8CHCly
CELH 6 Aquiv. CH,Cl,, 3 Aquiv. MeLi, -78 °C—~ Rt [Ar] 5@\/7KOH
o THF N2 om
103a 68

10.7 g (8.09 mL, 126 mmol) Dichlormethan wurden in 50 mL abs. THF unter Inertgas
vorgelegt und auf -78 °C abgekihlt. 1.40 g Methyllithium (40.0 mL einer 5 %-igen
Losung in Diethylether, 64.0 mmol) wurden langsam und bei fortgesetzter Kihlung auf
-78 °C innerhalb 1 h zugetropft. Nach Zugabe von 2.56g (2.19 mL, 21.0 mmol)
Salicylaldehyd 103a wurde der Ansatz fur 1 h gerihrt, wobei die Temperatur bis auf
-35 °C anstieg. Nachdem man anschliel3end noch fir weitere 1 h bei Rumtemperatur
nachrthren liel3, wurden 50 mL Wasser zugegeben und die Lésung mit 1 N Salzséure
neutralisiert. Die nach Extraktion der wassrigen Phase mit Diethylether erhaltenen
vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
und hierauf gesattigter Natriumchlorid-LOosung gewaschen und Uber Natriumsulfat

getrocknet. Nach Abdestillieren der Losungsmittel erhielt man eine d6lige, braune
FlUssigkeit, aus der das Produkt 68 als gelber Feststoff auskristallisierte.

Ausbeute: 4.30 g (21.0 mmol, quant.) 68 als gelbliche Kristalle
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7.2.13 Synthese von 7-Monochlormethyl-salicylalkohol 69

Darstellung von a-Chlor-ortho-hydroxy-acetophenon 107

Cl
Cl al
@) O
Cl Cl 6 4 al
S RS
OH EtOH, Ruckfluf3, [N,] 4 P2 0H
106 107

Die Reaktion wurde unter Inertgasbedingungen durchgefuhrt. Eine Losung von 2.53 g
(2.24 mL, 18.6 mmol) ortho-Hydroxy-acetophenon 106 in 40 mL abs. Ethanol wurde
zusammen mit 5.60 g (18.6 mmol) 2,3,4,5,6,6-Hexachlor-2,4-cyclohexadien-1-on ftr
7 h unter RuUckflul erhitzt. Anschlieend wurde das nach Abdestillieren des
Losungsmittels erhaltene Rohprodukt mehrfach aus n-Heptan/Dichlormethan

(1 : 1 v/v) umkristallisiert.
Ausbeute: 0.67 g (3.90 mmol, 21 %, Lit.%: 66 %) 107 als weilRe Nadeln

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 5.09 (s, 2 H, H8), 6.94 (ddd, 1H,
3J4y=8.0Hz, 3Jyy=71Hz, “Ipy=1.0Hz, H5), 6.99 (dd, 1H,
30 =84 Hz, *Jyy=1.0Hz, H3) 7.49 (ddd, 1H, 3Juy=8.4Hz,
30 =71Hz, yy=18Hz, H2), 7.77 (dd, 1H, 3J44=8.0Hz
43 = 1.7 Hz, H1), 11.13 (br, 1 H, Phenyl-OH)

3C.NMR: d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 49.81 (C8), 117.67 (C3), 119.52 (C5),
120.76 (C1), 130.55 (C6), 135.90 (C4), 159.34 (C2), 187.07 (C=0)

DC: Ri-Wert (n-Hexan/Diethylether 4 : 1 v/v): 0.32
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Reduktion des a-Chlor-ortho-hydroxy-acetophenons zum Salicylalkohol 69

o} CH,Cl
cl 8 1°
NaBH,4 5 7 OH
o —— 4
oH MeOH, 0 °C Rt Z2oH
107 69

Es wurden 670 mg (3.93 mmol) a-Chlor-ortho-hydroxy-acetophenon 107 in 10 mL
Methanol vorgelegt. Bei Eiskihlung wurden dann 165mg (4.32 mmol)
Natriumborhydrid zugegeben. Der Ansatz wurde dann zunachst 30 min bei
fortgesetzter Kihlung belassen, anschlieend wurde zur Vervollstandigung der
Reduktion noch fir 45 min bei Raumtemperatur nachgerihrt. Nach Abdestillieren des
Losungsmittels wurde das Rohprodukt in 40 mL Wasser aufgenommen und die
wassrige Phase mit Diethylether extrahiert. Trocknen der vereinigten organischen
Phasen Uber Natriumsulfat und Abdestillieren der Losungsmittel lieferte zunachst ein
gelbes Ol als Rohprodukt, welches in einer Trennung am Chromatotron aufgereinigt

wurde (Dichlormethan mit Methanol-Gradienten von 0-5 %).
Ausbeute: 440 mg (2.55 mmol, 65 %) 69 als blass-gelbes Ol

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCl): 3.78 (dd, 1H, 2Jpy=11.4 Hz, 3Jyu=
3.8 Hz, H8), 3.83 (dd, 1H, 2Jyn=11.4 Hz, 3J4y = 9.3 Hz, H8", 4.28
(br, 1 H, Benzyl-OH), 5.04 (dd, 1H, 3J4y=9.3 Hz, 3Jyy= 3.8 Hz,
Benzyl-H) 6.89 (m, 2x1H, H3, H5), 7.06 (dd, 1 H, 3J4y=7.8 Hz,
i =17Hz, H6), 7.23 (ddd, 3I4u=8.1Hz, 3J4y=7.4Hz
*Jpn = 1.7 Hz, H4), 7.69 (br, 1 H, Phenyl-OH)

DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.63
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7.2.14 Synthese von 3-(2"-Hydroxyphenyl)-3-hydroxy-propionitril 70°%
(7-Cyanomethyl-salicylalkohol)

“oN
0] 8
6
H BICHCN, In, TMSCL Rt 2h, [A] 5 -\ "7 0l
THF 4
OH 37 2 0H
103a 70

Die Reaktion wurde Inertgasatmosphére durchgefuhrt. Es wurden 6.49 g (56.5 mmol)
Indium-Puder mit 6.50 g (3.6 mL, 54.2 mmol) Bromacetonitril bei 0 °C in 5 mL abs.
THF gel6st und far 10 min gerihrt. AnschlieBend wurde die Lésung bei Raum-
temperatur weitere 10 min gerthrt. Nacheinander wurden 3.31 g (2.83 mL, 27.1 mmol)
Salicylaldehyd 103a und 7.54 g (10.3 mL, 81.4 mmol) Trimethylsilylchlorid bei 0°C
zugegeben und 1 h bei 0 °C sowie weitere 1 h bei Raumtemperatur gerihrt. Darauf
wurde der Ansatz mit 60 mL 1 N HCI versetzt und 30 min gerihrt. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat- und
anschlieBend mit gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen. Nach Trocknen Uber
Na,SO,; wurden die Ldsungsmittel abdestilliert. Das Produkt 70 wurde am

Chromatotron (Dichlormethan mit Methanol-Gradienten von 1-10 %) gereinigt.
Ausbeute: 692 mg (3.04 mmol, 11 %, Lit.*%: 27 %) 70 als weiRer Feststoff

'H-NMR:  d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 2.69 (dd, 1H, 2Juy=16.7Hz,
3)44=6.6 Hz, H8), 2.85 (dd 1H, 2yy=16.7Hz, 3Jpy=4.3 Hz),
5.07 (ddd, 1H, 3J4y=6.6 Hz, 3Jun=4.3 Hz, 3J4n=4.6 Hz, Benzyl-H),
5.75 (d, 1 H, 334 = 4.6 Hz, Benzyl-OH), 6.77 (d, 1 H, 334y = 7.6 Hz, H3),
6.79 (dd, 1H, 3Jy=77Hz, 3Jyy=7.6 Hz, H5), 7.08 (ddd, 1H,
30 =77Hz, *IJyw=76 Hz, “Iyy=1.7Hz, H4), 7.38 (dd, 1H,
33 = 7.7 Hz, 2y = 1.7 Hz, H6)

3C.NMR:  d [ppm] (100 MHz, CDCl): 26.32 (C8), 69.75 (Benzyl-C), 116.88 (C3),
117.53 (C9), 120.52 (C5), 125.43 (C1), 127.02 (C6), 129.81 (C4), 154.32
(C2)

DC Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.63
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7.2.15 Synthese von 2-(2"-Hydroxyphenyl)-2-hydroxy-nitroethan 71

(7-Nitromethyl-salicylalkohol)

o g NO,
8 1
H  CHyNO,, NEt (kat),Rt 93h s 7 OH
4
OH EtOH : > OH
103a 71

Eine L6sung von 5.85 g (5.00 mL, 47.9 mmol) Salicylaldehyd 103a, 5.88 g (5.20 mL,

96.3 mmol) Nitromethan, 4.37 g (5.40 mL, 94.9 mmol) Ethanol und einer katalytischen

Menge Triethylamin (ca. 0.2 mL) wurde 93 h bei Raumtemperatur gerihrt.

AnschlieRend wurde die Loésung mit 0.4 mL Essigsaure neutralisiert und mit 40 mL

Eiswasser versetzt. Nach Extraktion mit Diethylether, Trocknen der vereinigten

organischen Phasen und Abdestillieren der Lésungsmittel erhielt man 9.90 g einer

rotbraunen Flussigkeit als Rohprodukt. Nach mehreren Trennungen am Chromatotron

(Laufmittel: Dichlormethan mit Methanol-Gradient bzw. PE (40-60) mit Essigsaure-

ethylester-Gradient) konnte das Produkt 71 erhalten werden.

Ausbeute:

IH-NMR:

BC-NMR:

DC

6.05 g (33.1 mmol, 69 %) 71 als intensiv rotes Ol

d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 4.35 (dd, 1H, 2Jyy=12.1Hz,
3041 =9.9Hz, H8), 4.75 (ddd, 1H, 2Jy=12.1Hz, 3Jyn=2.9 Hz,
‘I =06 Hz, H8), 550 (ddd, 1H, 3Jyy=9.9 Hz, 3Jyy=5.4 Hz,
%)y = 2.9 Hz, Benzyl-H), 5.85 (dd, 1 H, 3J4y=5.4 Hz, *Juy=0.6 Hz,
Benzyl-OH), 6.81 (dd, 1 H, 3Jun=7.9 Hz, *Juy = 1.0 Hz, H3), 6.82 (ddd,
1H, 3Jpun=7.9 Hz, 3Jyy=7.7 Hz, *Jpy=1.0 Hz, H5), 7.11 (ddd, 1H,
39w =77Hz, 3Juw=75Hz, “Iyy=13Hz, H4), 7.38 (dd, 1H,
334 = 7.5 Hz, “2Jyn = 1.3 Hz, H6), 9.75 (br, 1 H, Phenyl-OH)

d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 65.76 (C7), 81.15 (C8), 95.18 (C3),
119.40 (C5), 127.08 (C6), 128.99 (C4), 129.53 (C1), 157.5 (C2)

Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.79
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7.2.16 Versuch der Synthese von 4-(2’-hydroxyphenyl)-4-hydroxy-butan-2-on
(7-Methancarbonylmethyl-salicylalkohol) 72a

7.2.16.1 Aldol-Additionen von Aceton an Salicylaldehyd 103a

Mit Ammoniumacetat als schwachem Saurekatalysator®l

103a

Zu einer Losung von 4.63 g (60.0 mmol) Ammoniumacetat in 30 mL Ethanol wurden
2.61 g (3.31 mL, 45.0 mmol) Aceton und 3.66 g (3.13 mL, 30.0 mmol) Salicylaldehyd
103a gegeben und fur 3 h unter Rickflu® erhitzt. Nach Abkihlen auf O °C wurde mit
20 mL Wasser versetzt und mit Diethylether extrahiert. Nach Abdestillieren der
Losungsmittel wurden 3.40g eines braunen Feststoffes als Rohprodukt erhalten.
Nach Aufreinigung am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanol-Gradienten von 0O-
40 %) konnten jedoch nur Edukt- bzw. Nebenprodukt-Fraktionen erhalten werden. Das

gewtnschte Produkt konnte jedoch nicht erhalten bzw. nachgewiesen werden.

Mit Triethylamin als Base

0 o)
H )J\,NEtg, Rt, 4 h /s
oH EtOH /4
103a

5.85g (5.0 mL, 48.0 mmol) Salicylaldehyd 103a wurden zusammen mit 5.58 g
(7.05 mL, 96.0 mmol) Aceton und 4.42 g (5.50 mL, 96.0 mmol) Ethanol in Gegenwart
von 5.34 g (7.41 mL, 52.8 mmol) Triethylamin 4 h bei Raumtemperatur gerihrt. DC-
Kontrolle (Dichlormethan/Methanol=9:1 v/v) gab jedoch keinen Hinweis auf eine

erfolgte Umsetzung. Der Ansatz wurde verworfen.
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In wassriger Natronlauge

o 0
H )J\,NaOH,Rt,zoh Y/
o 0 77
103a

12.2g (10.4 mL, 100 mmol) Salicylaldehyd 103a wurden zusammen mit 8.21 g
(12.0 mL, 150 mmol) Aceton und in Gegenwart von 5.50g (138 mmol) NaOH in
500mL Wasser fur 20h bei Raumtemperatur gerihrt. DC-Kontrolle
(Dichlormethan/Methanol=9 :1 v/v) gab jedoch keinen Hinweis auf eine erfolgte

Umsetzung. Der Ansatz wurde verworfen.

7.2.16.2 Klassische Reformatsky-Reaktion

O
o) o) 8¢ 910
6
CELH C|\)J\,Zn,35 °C,5h s 5 L7 OH
/R
OH H20 72 0H
103a 72a

122 mg (0.10 mL, 1.00 mmol) Salicylaldehyd 103a wurden zusammen mit 262 mg
(4.00 mmol) Zinkpulver und 139 mg (0.12 mL, 1.50 mmol) a-Chloraceton in 5mL
Wasser fir 5 h bei 35 °C geruhrt. AnschlieRend wurde die Loésung mit Diethylether
extrahiert und das Rohprodukt !H-NMR-spektroskopisch analysiert. Eine

Produktbildung wurde allerdings nur in Spuren erkennbar.
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7.2.16.3 Variante der Reformatsky-Reaktion mit metallischem Indium

o)
o o 85 9°\10
@E‘LH '\)J\,m, R,25h[A] , 5 N 7 OH
OH THF 4 ¢ 272 0H
103a 12a

Zu einer Suspension aus 3.00 g (26.0 mmol) metallischem Indium in 50 mL abs. THF
unter Inertgas wurden unter Kuihlung 7.18g (39.0 mmol) zuvor destilliertes
a-lodaceton gegeben. Es bildete sich eine gelbe Suspension. Nach 10 min Rihren
wurden 1.59 g (1.36 mL, 13.0 mmol) Salicylaldehyd 103a zugegeben und der Ansatz
fur 2.5 h bei Raumtemperatur gerthrt. Es bildete sich sofort eine griine Suspension.
DC-Kontrolle (Dichlormethan/Methanol=9 : 1 v/v) deutete Umsetzung an. Die grine
Suspension wurde auf 200 mL Wasser gegossen und die wassrige Phase mit
Diethylether extrahiert. Trocknen der vereinigten organischen Phasen Uber
Natriumsulfat und Abdestillieren der Losungsmittel lieferte 4.35 g eines intensiv roten
Ols als Rohprodukt. Ein vom Rohprodukt aufgenommenes *H-NMR-Spektrum lieR

jedoch nur Eduktsignale erkennen.
7.2.16.4 Synthese von 4-(2’-O-Triethylsiloxophenyl)-4-hydroxy-butan-2-on 72b

Synthese von O-Triethylsilyl-salicylaldehyd 103e

O 0]

6
1
©\)LH Et3SiCl, Pyridin, 90 °C, 18 h, [Ar] 5 7 H
T4
OH Toluol Z 2 0siEt

103a 103e

Es wurden 4.88g (4.19 mL, 40.0 mmol) Salicylaldehyd 103a und 6.32g (6.44 mL,
80.0 mmol) Pyridin in 50 mL trockenem Toluol unter Argon-Atmosphére geldst. Nach
tropfenweiser Zugabe von 8.98 g (10.0 mL, 59.6 mmol) Triethylchlorsilan wurde die

Reaktionslosung fir 18 h auf 90 °C erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurde die Lésung
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unter Argon-Atmosphare filtriert und eine anschlieende Vakuumdestillation lieferte

das analysenreine Produkt 103e.

Ausbeute:  5.12 g (21.6 mmol, 54 %) 103e als farblose Flissigkeit

'H-NMR:  d [ppm] (400 MHz, CDCl3): 0.82 (q, 6 H, *Jun = 8.1 Hz, Si-CH»>-CHs), 1.01
(t, 9 H, 33y = 8.1 Hz, Si-CH,-CHzs), 6.89 (d, 1 H, 3Jyn = 7.6 Hz, H6), 7.03
(dd, 1 H, 2Jyn=7.6 Hz, 3Jyn =7.6 Hz, H4), 7.46 (ddd, 1 H, 3Ju4y = 7.6 Hz,
304 =76 Hz, *Jyy=20Hz, H5), 7.80 (dd, 1H, 3I4y=7.6Hz
*Jpn = 2.0 Hz, H3), 10.48 (s, 1 H, H7)

3C.NMR:  d [ppm] (100 MHz, CDCl3): 5.09 (Si-CH,-CHs), 6.97 (Si-CH,-CHs), 119.94
(C3), 121.36 (C5), 127.00 (C1), 128.24 (C6), 135.69 (C4), 158.98 (C2),
190.17 (C7)

DC Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.88

Synthese von O-Trichlorsilyl-2-hydroxy-propen®

OSiCl,
1 3
2

C|\)OJ\ nBusN, CLSiH, 0 °C—=Rt, 19 h, [Ar]
Pentan

Es wurden 14.8g (19.1 mL, 80.0 mmol) Tri-n-butylamin und 10.8 g (8.08 mL,
80.0 mmol) Trichlorsilan in 40 mL Pentan unter Argon-Atmosphare gelést und auf 0°C
abgekuhlt. Dann wurden Uber einen Zeitraum von 15 min 7.40 g (6.38 mL, 80.0 mmol)
Chloraceton zugegeben und bei Raumtemperatur fir 19 h gerthrt, wobei sich ein
weiller Niederschlag bildete. O-Trichlorsilyl-2-hydroxy-propen lag nach Vakuum-

destillation analysenrein als farblose Flissigkeit vor.

Ausbeute: 5.09 g (26.6 mmol, 33 %) O-Trichlorsilyl-2-hydroxy-propen als farblose
Flussigkeit

'H-NMR:  d [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.93 (s, 3 H, H3), 4.43 (m, 1 H, H1), 4.56 (d,
1 H, 2Ju4=2.0 Hz, H1)

3C.NMR:  d [ppm] (100 MHz, CDCl3):21.87 (C3), 97.35 (C1), 153.00 (C2)
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Darstellung von 4-Hydroxy-4-(2’-O-triethylsiloxophenyl)-butan-2-on 72b

o)
10
O 0SiCl,
@[LH /j\ ,Rt, 4 h, [Ar] 5
OSiEts CHCl, ! Z72°0siEt
103e 72b

Es wurden 3.03g (15.8 mmol) O-Trichlorsilyl-2-hydroxypropen CC in 30 mL
Dichlormethan unter Argon-Atmosphéare geldst. Bei Raumtemperatur wurden 3.50 g
(14.4 mmol) O-Triethylsilyl-salicylaldehyd 103e langsam zugegeben und weiter bei
Raumtemperatur geruhrt. Nach 4 h wurde die Reaktionslosung in 150 mL kalte,
gesattigte Natriumhydrogencarbonat-Losung gegossen und fur 15 min bei 0°C
geruhrt, wobei sich ein weier Niederschlag bildete. Das Reaktionsgemisch wurde
Uber Celite® filtriert und dreimal mit je 80 mL Dichlormethan extrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt, mit Natriumsulfat getrocknet und das

Losungsmittel abdestilliert.

Ausbeute: 3.57 g (12.1 mmol, 84 %) 72b als weil3er Feststoff

'H-NMR:  d [ppm] (400 MHz, CDCls): 0.80 (q, 6 H, 3Jun = 8.0 Hz, Si-CH,-CHs), 1.00
(t, 9H, 334y = 7.9 Hz, Si-CH,-CHs), 2.19 (s, 3H, CHs), 2.75 (dd, 1H,
2 =173 Hz, 3I4y=9.1Hz, H8), 2.96 (dd, 1H, ZJyy=17.3 Hz,
3J4y=2.6 Hz, H8"), 3.39 (d, 1 H, %Jyy=4.1 Hz, OH), 5.40 (dd, 1H,
3Jp = 2.6 Hz, 3J44=9.1 Hz, Benzyl-H), 6.78 (dd, 1H, 3Ju44 =8.1 Hz,
“Jp=10Hz, H6), 6.98 (ddd, 1H, 3J4y=7.6Hz, 3Jyn=7.6 Hz,
*Jpn = 1.0 Hz, H4), 7.14 (ddd, 3Jun=7.6 Hz, Iy = 7.6 Hz, Iy =1.5 Hz,
H5), 7.44 (dd, 1 H, 3Jyy = 7.6 Hz, 344 = 1.5 Hz, H3)

3C-NMR:  d [ppm] (100 MHz, CDCly): 5.28 (Si-CH,-CHs), 6.64 (Si-CHp-CHs), 30.58
(C10), 50.31 (C8), 65.58 (C7), 117.81 (C3), 121.35 (C5), 126.48 (C4),
128.11 (C6), 132.82 (C1), 151.92 (C2), 209.46 (C9)

DC Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.78
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7.2.16.5 Versuch der Entschitzung von 4-(2’-O-triethylsiloxophenyl)-4-hydroxy-
butan-2-on 72b

Mit Tetrabutylammoniumfluorid®3

B
OH TBAF, Rt, 20 h %
OSiEt, THF
72b

Es wurden 3.57 g (12.1 mmol) 72b in 100 mL THF geldst und nach der Zugabe von
12.2 mL einer 1.0 M TBAF-L6sung (12.2 mmol) fir 20 h bei Raumtemperatur gerihrt.
Dann wurde die Reaktionslésung mit 100 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung und 50 mL Wasser versetzt und dreimal mit je 100 mL Diethylether extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel abdestilliert. Das Rohprodukt wurde am Chromatotron gereinigt und
man erhielt als Produkt 4-(2’-Hydroxyphenyl)-but-3-en-2-on 72'a und nicht 4-Hydroxy-
4-(2’-hydroxyphenyl)butan-2-on 72a.

Mit Ammoniumfluorid®4

B
OH NH,F, R, 16h 7/
//
OSiEty MeOH

72b

Es wurden 2.00 g (6.79 mmol) 72b in 4 mL Methanol gelést und nach der Zugabe von
0.750 g (20.4 mmol) Ammoniumfluorid in 6 mL Methanol fir 16 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Dann wurde die Reaktionslosung mit 15 mL Wasser und funf Tropfen 2N
Salzsaure versetzt und dreimal mit je 40 mL Diethylether extrahiert. Dabei bildete sich
ein weilRer Niederschlag, der abfiltriert wurde. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel abdestilliert. Im
Rohprodukt konnte *H-NMR-spektroskopisch kein Produkt 72a nachgewiesen werden.
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Mit Essigsaure in wassrigem THF®®!

B
OH HOAc, H,O, Rt,38h //
OSiEt, THF //
72b

Es wurden 5.56 g (18.9 mmol) des Silylethers 72b in 80 mL THF geldst. Nach Zugabe
von 10 mL Essigsédure und 30 mL Wasser wurde fir 20 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach 17 h wurden weitere 10 mL Essigsaure und nach %2 h wurden erneut
5 mL Essigsaure zugegeben. Bei 0°C wurde die Losung mit 360 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung neutralisiert und nach 30 min Ruhren bei 0 °C
dreimal mit je 80 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel abdestilliert. Im *H-NMR-
Rohproduktspektrum konnte Produkt (<10 %) detektiert werden, eine anschlie3ende

Trennung am Chromatotron schlug jedoch fehl.

7.2.17 Synthese von 3-[2-(2-Ethoxycarbonyl-1-hydroxyethyl)-phenyl]-3-hydro-
Xy-propionsaureethylester 109 (7,7'-bis-(Ethoxycarbonylmethyl)-
phthalalkohol)

7.2.17.1 Synthese des 7,7'-bis-ECM-substituierten Phthalalkohols 109:

klassische Reformatsky-Reaktion

Mit THF/Trimethylborat als Losungsmittell®®!

o)
4 BrCH,COOEt, Zn, 0 °C—> Rt, [Ar]
H THF/B(OMe) 5 1:1 o
o)
108

Die Reaktion wurde unter Argon als Inertgas durchgefuhrt, um Feuchtigkeit auszu-
schlieRen. Es wurden 2.09g (32.0 mmol) Zinkstaub und 1.71g (12.7 mmol)
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Phthaldialdehyd 108 in 16 mL THF/Trimethylborat (1:1 v/v) suspendiert. Unter
Ruhren wurden insgesamt 5.33 g (3.53 mL, 31.9 mmol) Ethylbromacetat in Aliquoten
zu je etwa 0.5 mL zugegeben. Nach jeder Zugabe wurde das Reaktionsgemisch
10 min bei Raumtemperatur gerihrt. Nach erfolgter Zugabe von insgesamt etwa
3.0 mL wurde der Reaktionsansatz auf ®C gekihlt. Nach Zugabe der gesamten
Menge Ethylbromacetat wurde noch 30 min bei 0°C gerihrt. Anschlie3end liel3 man
die Lésung bei Raumtemperatur fur 3 h nachrihren. Nunmehr wurden 10.3 mL einer
25 %-igen wassrigen Ammoniak-Lésung und 7.8 mL Wasser zugegeben. Das
resultierende Gemisch wurde 45 min bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend
wurde filtriert und das Filtrat mit 50 mL Diethylether versetzt. Die Phasen wurden
getrennt und die wassrige Phase dreimal mit je 50 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und am
Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Das 6lige braune Rohprodukt (3.48 g)
wurde einer ersten Trennung am Chromatotron unterzogen (Petrolether mit
Essigester-Gradienten von 0-50 %), welche 1.14 g des Produktes 109 in Form eines
braunen Ols lieferte. Die Aufreinigung der Mischfraktionen in zwei weiteren
Trennungen am Chromatotron (Petrolether mit Methanol-Gradienten von 0-10 % bzw.

Dichlormethan mit Methanol-Gradienten von 0-5 %) lieferte nochmals 375 mg 109.

Ausbeute: 1.52 g (4.90 mmol, 38 %) 109 als braunes Ol

H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCl): 1.28 (t, 6 H, 3Jyn=7.1 Hz, 2x CH,CHs),
2.76-2.95 (m, 2 H, H8, 2 H, H12), 4.20 (m, 4 H, 2 x CH,CHs), 5.47 (dd,
1H, 3J4y=9.3Hz, 3J4y=4.1Hz, Benzyl-H), 555 (dd, 1H,
33t = 9.6 Hz, 3Jpn = 3.6 Hz, Benzyl-H), 7.33-7.35 (m, 2 H, 2 x Aryl-H),
7.44-7.49 (m, 2 H, 2 x Aryl-H)

13C-NMR: d [ppm] (100 MHz, CDCl): 14.55 (2 x CH,CHa), 42.28, 42.66 (C8,
C12), 61.39 (CH,CHs), 67.01 (Benzyl-C), 67.51 (Benzyl-C), 126.57,
126.96 (C4, C5), 128.73, 128.78 (C3, C6), 139.67, 139.92 (C1, C2),
172.96 (C=0), 173.06 (C=0)

IR (Film): m [cmY]: 3469, 2982, 1730, 1373, 1162, 1099, 1029, 952, 887, 765,
508, 499

DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.64
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Konventionelle Reformatsky-Reaktion!®®

(0]
H BrCH,COOEt, Zn, D, [Ar] Y/
H Toluol/Et,O V4
(0]
108 109

Die Reaktion wurde unter Argon als Inertgas durchgefuhrt, um Feuchtigkeit auszu-
schlie3en. Es wurden 1.00 g (15.3 mmol) Zinkstaub bei Raumtemperatur mit ca. 1 mL
einer Losung von 693 mg (5.17 mmol) Phthaldialdehyd 108 sowie 2.57 g (1.70 mL,
15.4 mmol) Ethylbromacetat in 8 mL abs. Toluol/2 mL abs. Diethylether versetzt.
Nachdem auch nach Erwarmung des Ansatzes kein Anspringen der Reaktion zu
beobachten war, wurde die restliche Losung tber 20 min unter Rihren zugetropft. Die
resultierende Suspension wurde zunachst 2.3 h bei 55°C gerihrt. Da die diinnschicht-
chromatographische Verfolgung der Reaktion (Dichlormethan/Essigester 9: 1 v/v) auf
einen unvollstdndigen Umsatz hinwies, wurde das Reaktionsgemisch noch 40 min
unter RuUckflul3 erhitzt. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 mL
10 %-iger wassriger Schwefelsdure bei 0°C und anschliel3endes kurzes Ruhren bei
Raumtemperatur abgebrochen. Nach Filtration und Waschen des Niederschlages mit
Diethylether wurden die Phasen getrennt. Die organische Phase wurde zweimal mit je
20 mL 5 %-iger Schwefelséaure, einmal mit 20 mL einer gesattigten Natriumcarbonat-
Lésung, erneut mit 20 mL 5 %-iger Schwefelsdure sowie abschlielend zweimal mit je
20 mL Wasser gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden zweimal mit je
100 mL Diethylether gewaschen. AnschlieRend wurden die vereinigten organischen
Phasen (Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom
Losungsmittel befreit. Die darauffolgende Trocknung am Olpumpenvakuum lieferte
1.28g eines braunen Ols als Rohprodukt (LO0O % Ausbeute: 1.60g), welches laut
dunnschichtchromatographischer Untersuchung (Dichlormethan/Essigester 9 :1 v/v)
aus mindestens zehn verschiedenen Substanzen bestand. Auf eine weitere

chromatographische Aufreinigung am Chromatotron wurde daher verzichtet.
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Reformatsky-Reaktion in fester Phasel®”]

0
H  BICH,COOE, Zn, NH,Cl, Rt y/
H 7"
0
108

Es wurden 686 mg (5.11 mmol) Phthaldialdehyd 108, 5.11g (3.40 mL, 30.6 mmol)
Ethylbromacetat, 10.1 g (154 mmol) Zinkstaub und 4.16 g (77.8 mmol) Ammonium-
chlorid innig miteinander verrieben, wobei eine deutliche Erwadrmung zu beobachten
war. Das Reaktionsgemisch wurde noch 3 h bei Raumtemperatur aufbewahrt und
dann in 250 mL einer 0.75 M wassrigen Ammoniumchlorid-Losung aufgenommen.
Nach Filtration wurde die so erhaltene Lésung mit 200 mL Diethylether versetzt und
erneut filtriert. Die Phasen wurden getrennt und die organische Phase je zweimal mit
200 mL und 100 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit 200 mL gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen, tber Natriumsulfat
getrocknet und anschlieend am Rotationsverdampfer vom Losungsmittel befreit. Auf
diese Weise wurden lediglich 153 mg organische Substanz isoliert (100 % Ausbeute:

1.58 g), so dal? auf eine chromatographische Aufreinigung verzichtet wurde.

7.2.17.2 Versuch der Synthese des Phthalalkohols 21: Indium-Variante der

Reformatsky-Reaktion!®®

O

H ICH,COOET, In, Rt, [Af]
H THF

@)

108 110

Die Reaktion wurde unter Argon als Inertgas durchgefuhrt, um Feuchtigkeit auszu-
schlieBen. Es wurden 2.33g (20.2 mmol) Indium-Pulver in 25 mL abs. THF

suspendiert. Zu dieser Suspension wurden 6.47g (3.60 mL, 30.4 mmol) zuvor
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destilliertes Ethyliodacetat sowie nach zehnminitigem Rihren bei Raumtemperatur
688 mg (5.13 mmol) Phthaldialdehyd 108, gel6st in 14 mL abs. THF, gegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 3.7 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die Reaktion wurde
dabei dinnschichtchromatographisch verfolgt (Dichlormethan/Essigester 9 : 1 v/v).
Anschliel3end wurde die Reaktionsldsung auf 250 mL Wasser gegeben und weitere
3 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die wassrige Suspension wurde viermal mit je
200 mL Diethylether extrahiert, wobei die Trennung der Phasen durch Aussalzen mit
Natriumchlorid erreicht wurde. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
200 mL Wasser gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotations-
verdampfer vom Losungsmittel befreit. Das so erhaltene Rohprodukt (1.39 g eines
gelblichen Ols) wurde in mehreren Trennungen am Chromatotron aufgereinigt
(zweimal Dichlormethan mit Essigester-Gradienten von 0 bis 5%, zweimal
Dichlormethan/Essigester 9:1 v/v). Statt des gewtnschten Phthalalkohols 109
wurden dabei 781 mg (3-Hydroxy-1,3-dihydro-isobenzofuran-1-yl)-essigsaureethyl-
ester 110 isoliert.

Ausbeute: 781 mg (3.51 mmol, 68 %) eines weil3en Feststoffes als Gemisch von

2 diastereomeren Enantiomerenpaaren

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.17 (t, 1x3H, 3J4y=7.1Hz,
1 XCH,CHs), 1.21 (t, 1x3 H, 3J4u=7.1 Hz, 1xCH,CHs), 2.46 (dd,
1x1H, 2Juy=15.5 Hz, 3Jpyy=8.7Hz, 1xH8), 2.65 (dd, 1x1H,
2 =15.6 Hz, 3Jyy=9.1Hz, 1xH8), 295 (dd, 1x1H,
2 =155Hz, 3Juy=41Hz, 1xH8), 296 (dd, 1x1H,
2 =155Hz, 3Juw=4.1Hz, 1xHS8), 4.06-416 (m, 2x2H,
2 XCH,CHa), 5.37 (dd, 1x 1 H, 3344 =9.1 Hz, 3Jyu=4.1 Hz, 1x H7),
5.57 (ddd, 1 x1 H, 3Jyn =8.7 Hz, 3Juy = 4.1 Hz, “Jyn=2.2 Hz, 1 x H7),
6.24 (d, 1x1H, 3Jp=81Hz, 1xH7), 6.31 (dd, 1x1H,
304y =7.6 Hz, Iyp=2.2 Hz, 1x H7'), 6.70 (d, 1x1 H, 34y =7.6 Hz,
1xOH), 6.76 (d, 1x1H, 3Jyy=81Hz, 1xOH), 7.30-7.40 (m,
2X4H,2 x4 xAryl-H)

13C-NMR: d [ppm] (125MHz, DMSO-dg): 14.44 (1XxCH,CHs), 14.48
(1 X CH,CHs), 41.27 (1 xC8), 43.21 (1xC8), 60.37 (1 X CH,CHs),
60.40 (1 x CH,CHs), 78.15 (1 x C7), 78.38 (1 x C7), 100.26 (1 xC7),
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100.52 (1 x C7"), 121.51,121.73 (2 x Aryl-C), 123.12, 123.24 (2 x Aryl-
C), 128.24, 128.29 (2 x Aryl-C), 129.05, 129.09 (2 x Aryl-C), 140.48,
140.70 (2 x quart. Aryl-C), 141.83 (2 x quart. Aryl-C), 170.68, 170.78
(2xC=0)

IR (KBr): A [cm™]: 3348, 2981, 2910, 1728, 1411, 1376, 1298, 1180, 1006, 885,
860, 755, 710, 630, 554

DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Essigester 9 : 1 v/v): 0.25
MS (ESI, m/z): ber.: 222.09

gef.: 245.1 (M+Na")

7.2.17.3 Versuch der Synthese des Phthalalkohols 109: Aldol-Reaktion von
Phthaldialdehyd mit Ethylacetat

Mit Natriumhydrid als Base

H CH3;COOETt, NaH, [Ar] // 5 7 OH
H THF V4 ;

4
3
@) 1213034~ ¢

O
108 109

Y

Die Reaktion wurde unter Argon als Inertgas durchgeftihrt, um Feuchtigkeit auszu-
schlieRen. Es wurden 510 mg einer 60 %-igen Suspension von Natriumhydrid in Ol
(entspricht 12.8 mmol Natriumhydrid) in 20 mL abs. THF aufgenommen. Zu diesem
Gemisch wurden bei Raumtemperatur und unter Rihren 1.12 g (1.25 mL, 12.8 mmol)
Ethylacetat getropft. Die so erhaltene Suspension wurde 5 min bei 40°C gerthrt und
dann auf Raumtemperatur abgekuhlt. Nunmehr wurde bei -20°C eine Ldsung von
684 mg (5.10 mmol) Phthaldialdehyd 108 in 10 mL abs. THF in den gelben Reaktions-

ansatz getropft. AnschlieRend lie@ man auf Raumtemperatur erwérmen und noch
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1.3 h bei Raumtemperatur riihren (DC-Kontrolle, Dichlormethan/Essigester 9: 1 v/v),
wobei das Reaktionsgemisch eine braune Farbe annahm. Die Reaktion wurde durch
die Zugabe von 20 mL Wasser abgebrochen. Nach Neutralisation mit 5.4 mL 2N
Salzsaure wurde die wassrige Phase viermal mit je 50 mL Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und am
Rotationsverdampfer vom Lésungsmittel befreit. Es ergaben sich 1.42 g eines dligen
Rohproduktes (100 % Ausbeute: 1.58g), welches laut DC-Untersuchung
(Dichlormethan/Essigester 9 : 1 v/v) aus mindestens zehn verschiedenen Substanzen
bestand. Auf eine weitere chromatographische Aufreinigung am Chromatotron wurde

daher verzichtet.

Mit LDA als Base

H CH3COOEt, LDA, [A]  y
H THF 7

108

Die Reaktion wurde unter Argon als Inertgas durchgefuhrt, um Feuchtigkeit auszu-
schliel3en. Zu einer Lésung von 1.12 g (1.25 mL, 12.8 mmol) Ethylacetat in 20 mL abs.
THF wurden bei 0°C und unter Ruhren 6.40 mL einer 2M L6sung von LDA in
Cyclohexan/Ethylbenzol/THF (entspricht 12.8 mmol LDA) getropft. Diese Lé&sung
wurde 1.5 h bei 0°C geruhrt. Nach Abkuhlung auf -55°C wurden 689 mg (5.14 mmol)
Phthaldialdehyd 108, geldst in 10 mL abs. THF, in den gelben Reaktionsansatz
getropft. Nach beendeter Zugabe liel? man die erhaltene Lésung 2.8 h rihren und
dabei vorsichtig auf Raumtemperatur erwarmen (DC-Kontrolle,
Dichlormethan/Essigester 9:1 v/v). Zum Abbruch der Reaktion wurde die rotbraune
Losung mit 20 mL Wasser versetzt. Nach Neutralisation mit 2 N Salzsaure wurde die
wassrige Phase viermal mit je 50mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden (Uber Natriumsulfat getrocknet und am

Rotationsverdampfer vom L&sungsmittel befreit. Es ergaben sich 1.72 g eines dligen
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Rohproduktes (100 % Ausbeute: 1.59g), dessen chromatographische Aufreinigung

am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanol-Gradienten von 0-5 %) nicht zur
Isolierung des gewlinschten Produktes 109 flhrte.

7.2.17.4 Versuch der Synthese des Phthalalkohols 109: zweistufige Synthese-

ansatze

Versuch der Synthese der Diketoverbindung 111: Acylierung des Enolats von

Ethylacetat

O

cl CH3COOET, LDA, -40 °C, [Al] y/
cl THF 7

O

Die Reaktion wurde unter Argon als Inertgas durchgefuhrt, um Feuchtigkeit auszu-
schliel3en. Zur Erzeugung des Enolats von Ethylacetat wurden zu einer Lésung von
1.12 g (1.25 mL, 12.8 mmol) Ethylacetat in 20 mL abs. THF bei 0°C und unter Rihren
6.40mL einer 2M Lo6sung von LDA in Cyclohexan/Ethylbenzol/THF (entspricht
12.8 mmol LDA) getropft. Diese Lésung wurde 1.5 h bei 0°C gertihrt. Nach Abkihlung
auf -40°C wurden 1.04 g (0.74 mL, 5.10 mmol) zuvor destilliertes Phthaloyldichlorid in
den gelben Reaktionsansatz getropft. Nach beendeter Zugabe lie3 man die erhaltene
Lésung 1.3 h rdhren und dabei vorsichtig auf Raumtemperatur erwarmen (DC-
Kontrolle, Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v). Zum Abbruch der Reaktion wurde die
rotbraune Losung mit 20 mL Wasser versetzt. Nach Neutralisation mit 2 N Salzsaure
wurde die wassrige Phase viermal mit je 50 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotations-
verdampfer vom L&sungsmittel befreit. Es ergaben sich 2.35g eines oéligen

Rohproduktes (100 % Ausbeute: 1.56 ), dessen chromatographische Aufreinigung
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am Chromatotron (Dichlormethan mit Methanol-Gradienten von 0-5 %) nicht zur

Isolierung des gewiinschten Produktes 111 fihrte.

Versuch der Synthese der Diketoverbindung 111:
Acylierung von Monoethylmalonat bei anschlieRender Decarboxylierung!®
Synthese von Monoethylmalonat

o O

konz. HCI, < 10 °C
K 'OMO/\ - HOMOQ\S

Es wurden 8.40 g (49.4 mmol) Monoethylmalonat-Kaliumsalz in 5 mL Wasser gelost
und auf 0°C abgekuhlt. Zu dieser L6ésung wurden unter Ruhren innerhalb von 30 min
4.20mL konzentrierte Salzsaure (entspricht 50.7 mmol Chlorwasserstoff) getropft,
wobei darauf geachtet wurde, dall die Temperatur nicht tber 10°C stieg.
Anschliel3end wurde filtriert und der Niederschlag mit Diethylether gewaschen. Nach
Trennung der Phasen wurde die wassrige Phase noch dreimal mit Diethylether
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Natriumsulfat getrocknet.
Das Abdestillieren des Ldsungsmittels am Rotationsverdampfer und das
anschlieRende Trocknen des Rohproduktes am Olpumpenvakuum lieferten

analysenreines Monoethylmalonat.

Ausbeute: 5.84 g (44.2 mmol, 90 %) einer farblosen Flissigkeit

H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.18 (t, 3H, 3Jyy=7.1 Hz, CH,CHs),
3.34 (s, 2 H, H2), 4.08 (q, 2 H, 334y = 7.1 Hz, CH,CHa), 12.74 (br, 1 H,
COOH)

13C-NMR: d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 14.30 (CH,CHs), 41.93 (C2), 60.96

(CH,CHs), 167.22 (COOR), 168.40 (COOH)
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Umsetzung von Monoethylmalonat mit Phthaloyldichlorid

e) o O

Cl HOMOEL BuLi, -65 °C, [A1]

cl THF

o

Die Reaktion wurde unter Argon als Inertgas durchgefuhrt, um Feuchtigkeit auszu-
schlie3en. Es wurden 5.81 g (44.0 mmol) Monoethylmalonat und einige Spatelspitzen
2,2'-Bipyridin (Indikator) in 113 mL THF gel6st und auf -70°C abgekihlt. Zu dieser
L6ésung wurden unter Rihren 57.7 mL einer 1.6 M L6sung von n-Butyllithium in
n-Hexan (entspricht 92.3 mmol n-Butyllithium) bis zum Auftreten einer bleibenden
Rotfarbung getropft, wobei man den Reaktionsansatz bis auf -5°C erwarmen liel3.
AnschlieBend wurden bei -65°C 2.50g (1.78 mL, 12.3 mmol) zuvor destilliertes
Phthaloyldichlorid in 8min zugetropft, wobei sich die Losung stark gelb verfarbte.
AnschlieBend wurde noch 3.3 h gertuhrt, wobei man das Reaktionsgemisch vorsichtig
auf Raumtemperatur erwarmen lie3. Die Reaktion wurde dunnschichtchromato-
graphisch verfolgt (Dichlormethan/Methanol 9 :1 v/v). Zum Abbruch der Reaktion
wurde die L6sung in ein Gemisch aus 200 mL Diethylether und 100 mL 1 N Salzsaure
gegeben. Nach Trennung der Phasen wurde die wassrige Phase noch zweimal mit je
100 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal
mit je 100 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und einmal mit 100 mL
Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer vom
Losungsmittel befreit. Das so erhaltene Rohprodukt (3.22 g eines gelb-braunen Ols)
wurde in zwei Trennungen am Chromatotron aufgereinigt (Dichlormethan mit
Essigester-Gradienten von 0-10 % bzw. Petrolether mit Essigester-Gradienten von 0-
15 %). Statt des gewinschten Produktes 111 konnten dabei lediglich 1.24 g

1-Ethoxycarbonylmethylen-3-oxo-indan-2-carbon-séaureethylester 112 isoliert werden.
Ausbeute: 1.24 g (4.30 mmol, 35 %) eines gelben Feststoffes

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.15 (t, 3H, 3Jyy=7.1 Hz, CH,CHj),
1.24 (t, 3 H, 3Jyy = 7.1 Hz, CHyCHs), 4.00-4.19 (m, 4 H, 2 x CH,CHa),
4.74 (d, 1 H, *Jyy = 1.9 Hz, H12), 6.92 (d, 1 H, *Jpyn = 1.9 Hz, H8), 7.69
(dd, 1 H, 33y =8.0 Hz, 3y =7.5 Hz, H4), 7.81 (d, 1 H, Iy = 7.7 Hz,
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H6), 7.86 (ddd, 1 H, 3Jun=7.5 Hz, “Jus = 1.1 Hz, H5), 8.30 (d, 1H,
3344 = 8.0 Hz, H3)

3C-NMR: d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 14.33 (CH,CHs), 14.43 (CH.CHs),
58.23 (C12), 60.65 (CH,CHs), 61.26 (CH.CHs), 113.77 (C8), 123.68
(C3), 124.33 (C6), 132.66 (C4), 136.53 (C5), 148.14, 148.40 (C1, C2),
165.76 (COOR), 166.04 (COOR), 195.97 (C7))

IR (KBr): A [cm™]: 3065, 2978, 2945, 1714, 1697, 1651, 1476, 1373, 1294,
1193, 1028, 886, 828, 774, 641, 621, 591, 528

DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.78
MS (ESI, m/z): ber.: 288.10

gef.: 311.1 (M+Na™).

7.3 Synthese der Saligenylchlorphosphane 93-101; 113 (AAV-1)

X 1) 1.1 Aquiv. PCl3, Et,0, -20 °C, [Ar] X

6
4@\)\@4 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Ar] 50, X0
R > R .
OH 3) 1 h, Rt, [Af] Al 3/2 o P
15d,63-71 113,93-101

Die Synthesen wurden unter Argon als Inertgas durchgefuhrt, um Sauerstoff und
Feuchtigkeit auszuschlieBen. Losungen der entsprechenden Salicylalkohole in abs.
Diethylether wurden vorgelegt und auf -20 °C abgekuhlt. Typischerweise wurden
0.15M Salicylalkohol-L6ésungen verwendet. In den Fallen, in denen sich der
entsprechende Salicylalkohol nur schwer I6ste, wurde starker verdiinnt gearbeitet. Es
wurde generell darauf geachtet, dass die Salicylalkohole sich vollstdndig in Losung
befanden. Bei fortgesetzter Kuhlung wurden anschlieBend unter Ruhren

1.1 Aquivalente zuvor destilliertes Phosphor(lll)-chlorid sowie in einem Zeitraum von
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1.5 h 2.2 Aquivalente abs. Pyridin zugetropft. Nach beendeter Zugabe lieR man die
Reaktionsgemische auf Raumtemperatur erwdrmen und noch 1h Dbei
Raumtemperatur nachrihren. AnschlieRend wurden die Ansatze Uber Nacht bei
-20 °C aufbewahrt, um ein mdoglichst vollstandiges Ausfallen des entstandenen
Pyridinhydrochlorids herbeizufiihren. Dies wurde dann unter Argon abfiltriert. Vom
Filtrat wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum abdestilliert. Die erhaltenen
Rohprodukte wurden *H-, 3C- und 3!P-NMR-spektroskopisch analysiert. In allen
Fallen lagen die Rohprodukte der Saligenylchlorphosphane in fur die weiteren

Umsetzungen ausreichend guter Form vor.

7.3.1 Synthese von (2-Chlor-8-methyl-4H-benzo[1.3.2]dioxaphosphinin-4-yl)-
essigsaureethylester 93b (3-Methyl-7-ethoxycarbonylmethyl-saligenyl-
chlorphosphan)

0
0" 1) 1.1 Aquiv. PCls, Et,0, -20 °C, [AT]

OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Ar] 5

oH 3)1h, R, [Ar] 4

63b

Es wurden 1.20 g (5.35 mmol) 3-Methyl-7-ethoxycarbonylmethyl-salicylalkohol 63b in
34 mL abs. Diethylether gel6st und gemald AAV-1 umgesetzt. Es resultierten 1.14 g

eines gelben Ols als Rohprodukt.

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, CDCls): 1.28 (t, 3 H, 3Jun= 7.1 Hz, CH,CHa), 2.26
(s, 3 H, Aryl-CHs), 2.91 (dd, 1H, 2Jyn=15.8 Hz, 3Juy =8.7 Hz, H8),
3.02 (dd, 1H, 2Jpy=15.8Hz, 3Juy=4.1 Hz, H8'), 4.23 (g, 2 H,
3J4n = 7.1 Hz, CH,CHs), 5.87 (ddd, 1 H, 3Juy=8.7 Hz, 3Jpy = 4.1 Hz,
3Jp=3.1 Hz, Benzyl-H), 6.87 (d, 1H, 3J4y = 7.6 Hz, H6), 7.03 (dd,
1 H, 3y =7.6 Hz, 3Jyp = 7.3 Hz, H5), 7.08 (d, 1 H, Iy = 7.3 Hz, H4)
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3C-NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCls): 15.03 (CH,CHs), 16.64 (Aryl-CHg), 42.88
(C8), 61.98 (CH,CHs), 70.40 (Benzyl-C), 123.58 (C5), 124.13 (C3),
124.66 (C6), 125.45 (C1), 131.63 (C4), 132.81 (C2), 170.38 (C=0)

3p.NMR: d [ppm] (202 MHz, CDCls): 139.85

7.3.2 Synthese von (2,6-Dichlor-4H-benzo[1.3.2]dioxaphosphinin-4-yl)-essig-
saureethylester 93c (5-Chlor-7-ethoxycarbonylmethyl-saligenyl-
chlorphosphan)

o 0
0™ 1) 1.1 Aquiv. PCl, Et,0, -20 °C, [Af] 87 9°07 1011
cl OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [A] FI~8
OH 3) 1 h, Rt, [Ar] s Z207 ¢l
63c 93c

Es wurden 1.00 g (4.09 mmol) 5-Chlor-7-ethoxycarbonylmethyl-salicylalkohol 63c in
26 mL abs. Diethylether geldst. Umsetzung geméafd AAV-1 ergab 1.02 g eines gelben
Ols als Rohprodukt.

H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.29 (t, 3H, 3Jyy=7.1 Hz, CH,CHjs),
2.93 (dd, 1H, 2J4y=16.0 Hz, 3Jyy=8.3 Hz, H8), 3.03 (dd, 1H,
23 = 16.0 Hz, Iy =4.0 Hz, H8'"), 4.22 (m, 2H, CH,CHs), 5.84 (m,
1H, Benzyl-H), 6.95 (d, 1 H, 3%J4y=8.7 Hz, H3), 7.05 (d, 1H,
434y = 2.2 Hz, H6), 7.25 (dd, 1 H, 3Jy = 8.7 Hz, {Jyn = 2.2 Hz, H4)

13C_NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCls): 14.87 (2 X CH,CHs), 41.61 (2 x C8), 61.97
(2 X CH,CHs), 68.69 (2 x Benzyl-C), 121.44 (d, 3Jcp=7.3 Hz, 1x C1),
121.73 (d, 3Jcp =7.3 Hz, 1xC1), 126.25 (2xC3), 127.91 (2 xC6),
130.30 (2 x C4), 142.16 (2 x C2), 169.34 (2 x C=0)

31p.NMR;: d [ppm] (202 MHz, CDCls): 138.44
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7.3.3 Synthese von (2,5-Dichlor-4H-benzo[1.3.2]dioxaphosphinin-4-yl)-essig-
saureethylester 93d (6-Chlor-7-ethoxycarbonylmethyl-saligenyl-
chlorphosphan)

O
Cl o 1) 1.1 Aquiv. PCls, Et,0, -20 °C, [A1]
OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h,-20°C,[Al] 5
oH 3)1h, Rt, [Af] 4

63d

Es wurden 1.14 g (4.66 mmol) 6-Chlor-7-ethoxycarbonylmethyl-salicylalkohol 63d in
30 mL abs. Diethylether gelost. Umsetzung gemald AAV-1 ergaben 1.12 g eines

gelben Ols als Rohprodukt.

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.20 (t, 3 H, 3Jup = 7.0 Hz, CH,CHz), 2.77
(dd, 1H, 2I4y=159 Hz, 3Jyw=7.9Hz, H8), 3.03 (d, 1H,
23y = 15.9 Hz, H8'), 4.13 (q, 2H, %Juy=7.0 Hz, CH,CHs), 5.77 (d,
1 H, 3Juy=7.9 Hz, Benzyl-H), 6.88 (d, 1H, 3Juy =7.9 Hz, H3), 7.17
(m, 2 H, H4, H5)

BC-NMR: d [ppm] (100 MHz, CDCls): 14.54 (CH,CHs), 41.35 (2 x C8), 61.53
(CH,CHs), 70.15 (Benzyl-C), 119.50 (C3), 126.61 (C5), 130.12 (C4),
131.40 (C1), 140.86 (C6), 148.24 (C2), 169.64 (C=0)

3P.NMR: d [ppm] (101 MHz, CDCls): 134.91

734 Synthese von 2-Chlor-4-methansulfonylmethyl-8-methyl-benzo[1.3.2]-
dioxaphosphinin 94b (3-Methyl-7-methansulfonylmethyl-saligenyl-
chlorphosphan)

Os .0
S -
1) 1.1 Aquiv. PCls, Et,0, -20 °C, [Ar]
OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Ar]
OH 3) 1 h, Rt, [Ar]

64b
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Es wurden 1.00 g (4.30 mmol) 3-Methyl-7-methansulfonylmethyl-salicylalkohol 64b in
130 mL abs. Diethylether gel6st. Umsetzung gemald AAV-1 ergaben 0.97 g eines

weil3en Feststoffes als Rohprodukt.

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, CDCls): 2.19 (s, 3 H, Aryl-CHz), 3.05 (s, 3 H, CHy),
3.54 (d, 1H, 2Jyy =15.1 Hz, H8), 3.75 (m, 1 H, H8"), 5.90 (d, 1H,
331 = 9.5 Hz, Benzyl-H), 6.91 (d, 1H, 3Juy=7.7 Hz, H4), 7.03 (dd,
1 H, 3w =7.7 Hz, 3y = 7.7 Hz, H5), 7.14 (d, 1 H, 3y = 7.7 Hz, H6)

BC-NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCls): 15.97 (Aryl-CHa), 44.13 (CHs), 58.70
(Benzyl-C), 61.63 (C8), 123.55 (C5), 124.82 (C6), 125.20 (C3), 125.72
(C1), 131.80 (C4), 146.37 (C2)

31p.NMR;: d [ppm] (202 MHz, CDCls): 137.33

7.35 Synthese von 2,6-Dichlor-4-methansulfonylmethyl-benzo[1.3.2]dioxa-
phosphinin 94c (5-Chlor-7-methansulfonylmethyl-saligenyl-
chlorphosphan)

s Os20

> Agui S

1) 1.1 Aquiv. PCl;, Et,0, -20 °C, [Ar] ) 8 9
“ OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Ar] Cl& 14 o
> |
3) 1 h, Rt, [Ar 4 P

OH ) [Ar] P

64c 94c

Es wurden 0.75 g (3.00 mmol) 5-Chlor-7-methansulfonylmethyl-Salicylalkohol 64c in
120 mL Diethylether geldst und gemafls AAV-1 umgesetzt. Man erhielt 742 mg eines
gelblichen Feststoffs als Rohprodukt.

'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, CDCly): 3.11 (s, 3H, CHs), 3.53 (d, 1H,
2Jun = 15.1 Hz, H8), 3.73 (m, 1 H, H8"), 5.96 (m, 1 H, Benzyl-H), 6.99
(d, 1H, 3Jun=8.9 Hz, H3), 7.13 (d, 1 H, “J44=1.9 Hz, H6) 7.30 (dd,
1 H, 3344 =8.9 Hz, 2Juy = 2.5 Hz, H4)
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BC-NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCls): 41.87 (CHs), 59.70 (Benzyl-C), 62.23 (C8),
118.32 (C3), 126.75 (C5), 129.20 (C6), 129.72 (C4), 130.80 (C1),
156.37 (C2)

3P.NMR: d [ppm] (202 MHz, CDCls): 136.62

7.3.6 Synthese von 2,5-Dichlor-4-methyl-benzo[1.3.2]dioxaphosphinin 95d
(6-Chlor-7-methyl-saligenylchlorphosphan)

cl 1) 1.1 Aquiv. PCls, Et,0, -20 °C, [Ar] Cl 8
) 6
OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Ar] 5@%@
> |
on  I1hRL[A] o P

65d 95d

Es wurden 1.00g (5.79 mmol) 6-Chlor-7-methyl-salicylalkohol 65d in 40 mL abs.
Diethylether gelost. Umsetzung gemal? AAV-1 ergaben 1.11 g eines schwach gelben

Feststoffes als Rohprodukt.

'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, CDCls): 1.73 (d, 3H, 3Jun=6.6 Hz, CHs), 5.54 (q,
1H, 3J44=6.6 Hz, Benzyl-H), 6.96 (dd, 1H, 3J44=7.8Hz,
4Jn = 1.0 Hz, Aryl-H), 7.12-7.17 (m, 2 x 1 H, 2 x Aryl-H)

3C-NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCls): 23.16 (CHs), 70.42 (C7), 119.02 (C3), 126
(C5), 129.00 (C1), 130.17 (C4), 131.12 (C6), 147.66 (C2)

3p.NMR: d [ppm] (202 MHz, CDCls): 136.54



Experimentalteil 187

7.3.7 Synthese von 2-Chlor-4-butyl-benzo[1.3.2]dioxaphosphinin 96a
(7-Butyl-saligenylchlorphosphan)

1) 1.1 Aquiv. PCls, Et,0, -20 °C, [A1]
OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Ar]
OH 3) 1h, Rt [Ar]

66a

Es wurden 1.32 g (7.35 mmol) 7-Butyl-salicylalkohol 66a in 45 mL abs. Diethylether
geldst. Umsetzung gemalR AAV-1 ergaben 1.45 g eines gelben Ols als Rohprodukt.

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, CDCls): 0.93 (t, 3 H, 3Jpn = 7.0 Hz, CHa), 1.32-1.54
(m, 4 H, 2x HY, 2 x H10), 1.94-2.17 (m, 2 H, 2x H8), 5.39 (ddd, 1 H,
3Jpy=17.0 Hz, 3Jyy=8.3 Hz, 34y = 5.0 Hz, Benzyl-H), 7.11 (d, 1H,
3J4n = 7.6 Hz, H3), 7.14 (d, 1 H, Iy = 8.7 Hz, HB), 7.18 (m, 1 H, H5),
7.36 (M, 1 H, H4)

13C-NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCl): 14.15 (C11), 23.46 (C10), 26.21 (C9),
42.31 (C8), 65.78 (Benzyl-C), 117.33 (C3), 122.83 (C5), 125.71 (C6),
127.42 (C1), 127.79 (C4), 149.88 (C2)

31p.NMR;: d [ppm] (202 MHz, CDCls): 140.22

7.3.8 Synthese von 2,5-Dichlor-4-butyl-benzo[1.3.2]dioxaphosphinin  96d
(6-Chlor-7-butyl-saligenylchlorphosphan)

Cl 1) 1.1 Aquiv. PClg, Et,0, -20 °C, [Af]
OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Ar]
OH 3)1h, Rt, [Af]
66d

Es wurden 2.15g (13.7 mmol) 6-Chlor,7-butyl-salicylalkohol 66d in 50 mL abs.
Diethylether gelost. Umsetzung gemaR AAV-1 ergaben 1.98 g eines gelben Ols als

Rohprodukt.
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'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, CDCls): 0.81 (t, 3 H, 3Jun = 6.8 Hz, CHs), 1.25-1.36
(m, 4 H, 2x HY, 2 x H10), 1.77 (m, 1 H, H8), 1.92 (m, 1 H, H8"), 5.33
(dd, 1H, 3J44=5.0 Hz, 3J4y =3.0 Hz, Benzyl-H), 6.82 (m, 1H, H3),
7.08-7.11 (m, 2 H, H4, H5)

3C-NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCly): 13.88 (CHs), 22.08 (C10), 26.80 (C9),
35.79 (C8), 73.58 (Benzyl-C), 118.78 (C3), 125.26 (C1), 126.03 (C5),
128.96 (C4), 131.03 (C6), 147.64 (C2)

3p.NMR: d [ppm] (202 MHz, CDCls): 131.12

7.3.9 Synthese von 2-Chlor-4-trichlormethyl-benzo[1.3.2]dioxaphosphinin
(7-Trichlormethyl-saligenylchlorphosphan) 97

CCl3 1) 1.1 Aquiv. PCl3, Et,0, -20 °C, [Ar] A ¢CCl3
OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C,[Af] 5 14 0
> |
o4 3 1h Rt I[Af] NP o™
67 97

700 mg 7-Trichlormethyl-salicylalkohol 67 (3.05 mmol) wurden in 35 mL Diethylether
gelost. Nach Umsetzung gemafR AAV-1 erhielt man 744 mg einer gelblichen

Flissigkeit als Rohprodukt.

'H-NMR d [ppm] (400 MHz, CDCls): 5.56 (s, 1 H, Hy), 5.57 (s, 1 H, Hy"), 7.01 (d,
1H, 3J4y=8.3 Hz, Ar-H), 7.39 (t, 1 H, 3Juy=7.6 Hz, 3J4y =8.3 Hz,
Ar-H), 7.39 (t, 1H, 3Jyy=7.6 Hz, 3Jyu =7.9 Hz, Ar-H), 7.43 (d, 1H,
334 = 7.9 Hz, Ar-H)

13C-NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCls): 77.59 (d, 2Jpc = 2.1 Hz, Benzyl-C), 100.23
(C8), 120.35 (C3), 124.30 (C5), 127.11 (C6), 131.73 (C1), 132.41
(C4), 147.35 (C2)

31p.NMR;: d [ppm] (202 MHz, CDCls): 139.08
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7.3.10 Synthese von 2-Chlor-4-dichlormethyl-benzo[1.3.2]dioxaphosphinin
(7-Dichlormethyl-saligenylchlorphosphan) 98

CHCl, 1) 1.1 Aquiv. PCl3, Et,0, -20 °C, [Ar] gCHCl,
6
OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Ar] 5 L0
> |
OH 3)1h, Rt, [Ar] 4 2 O/P\CI
68 08

Es wurden 1.53g (7.24 mmol) 7-Dichlormethyl-salicylalkohol 68 in 40 mL abs.
Diethylether geldst. Umsetzung gemal AAV-1 ergab 1.85 g eines dunkelbraunen Ols
als Rohprodukt.

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, CDCl): 5.67 (dd, 1 H, 33y =2.1 Hz, 3Jpy=2.1 Hz,
Benzyl-H), 6.05 (dd, 1 H, 33y =2.1 Hz, *Jpy= 0.5 Hz, H8), 7.06 (ddd,
1H, 3Jyn=8.1 Hz, Yyy=1.8 Hz, “Ipy=0.9 Hz, H3), 7.21 (d, 1 H,
3J4y = 5.2 Hz, H5), 7.22 (d, 1 H, 3Jpn = 5.1 Hz, H6), 7.39 (m, 1 H, H4)

BC-NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCly): 74.28 (C8), 77.59 (d, 2Jpc=2.1 Hz,
Benzyl-C), 121.16 (d, 3Jpc =2.0 Hz, C3), 125.64 (C5), 127.77 (C6),
131.50 (C1), 131.51 (d, “Jpc=1.0 Hz, C4), 147.84 (d, 2Jpc=3.6 Hz,
C2)

31p.NMR;: d [ppm] (202 MHz, CDCls): 136.62

7.3.11 Synthese von 2-Chlor-4-monochlormethyl-benzo[1.3.2]dioxaphosphinin
(7-Monochlormethyl-saligenylchlorphosphan) 99

CH,Cl 1) 1.1 Aquiv. PClg, Et,0, -20 °C, [A1] gCH2Cl
OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C,[Ar] 5 70
> I
oH 3 1hRtI[A] 4 5 O/P\CI
3
69 99

Es wurden 335 mg (1.94 mmol) 7-Monochlormethyl-salicylalkohol 69 in 20 mL abs.
Diethylether gelost. Umsetzung gemaR AAV-1 ergab 370 mg eines gelben Ols als
Rohprodukt.
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'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCl): 3.93 (m, 1H, H8), 4.03 (ddd, 1H,
2J =121 Hz, 3J4y=3.3 Hz, “Jpy=0.7 Hz, H8), 565 (m, 1H,
Benzyl-H), 7.02 (m, 1 H, H3), 7.09 (m, 1H, H6), 7.18 (ddd, 1H,
3w =75Hz, 3I4u=7.5Hz, Iyy=1.2 Hz, H5), 7.33 (ddd, 1H,
334 = 8.2 Hz, 33hn = 7.5 Hz, Jun = 1.7 Hz, H4)

13C-NMR: d [ppm] (100 MHz, CDCly): 48.16 (C8), 80.41 (Benzyl-C), 120.98 (C3),
125.45 (C5), 128.01 (C6), 130.80 (C4), 131.73 (C1), 146.44 (C2)

3p.NMR: d [ppm] (101 MHz, CDCls): 137.40

7.3.12 Synthese von 2-Chlor-4-cyanomethyl-benzo[1.3.2]dioxaphosphinin 100
(7-Cyanomethyl-saligenylchlorphosphan)

CN ) CN
1) 1.1 Aquiv. PCls, Et,0, -20 °C, [AI] . &
OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Af] 570
> |
OH 3) 1 h, Rt, [Ar] 4 0" P\CI
3
70 100

Es wurden 1.70g (10.4 mmol) 7-Cyanomethyl-salicylalkohol 70 in 100 mL abs.
Diethylether gelost. Umsetzung gemalR AAV-1 ergaben 2.05 g eines gelben Ols als

Rohprodukt.

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, CDCls): 3.33 (m, 2 H, H8), 5.79 (m, 1 H, Benzyl-H),
7.07 (m, 1 H, H3), 7.21 (m, 1 H, H6), 7.28 (m, 1 H, H5), 7.46 (m, 1H,
H4)

1BC-NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCls): 24.51 (CHs), 62.53 (C8), 69.78 (Benzyl-C),

117.53 (C9), 120.33 (C3), 124.83 (C5), 125.71 (C6), 127.42 (C1),
129.99 (C4), 141.67 (C2)

31p.NMR;: d [ppm] (202 MHz, CDCls): 137.31
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7.3.13 Synthese von 2-Chlor-4-nitromethyl-benzo[1.3.2]dioxaphosphinin 101
(7-Nitromethyl-saligenylchlorphosphan)

NO» . NO,
1) 1.1 Aquiv. PCls, Et,0, -20 °C, [AI] ;8
OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Af] 570
;o |
OH 3) 1 h, Rt, [Ar] 4 : 0" P\CI
71 101

Es wurden 1.80g (9.80 mmol) 7-Nitromethyl-salicylalkohol 71 in 140 mL abs.
Diethylether gelost. Umsetzung gemal AAV-1 ergaben 1.72 g eines braungelben Ols
als Rohprodukt.

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, CDCly): 4.85 (m, 1 H, H8), 4.94 (ddd, 1H,
2J =13.7 Hz, 3Jun=3.3 Hz, “Jpy=3.3 Hz, H8), 6.09 (m, 1H,
Benzyl-H), 6.98 (m, 1 H, H5), 7.04 (d, 1 H, 3Jyy= 7.1 Hz, H3), 7.12 (m,
1 H, H4), 7.28 (m, 1 H, H6)

13C-NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCly): 64.78 (Benzyl-C), 81.89 (C8), 119.39 (C3),
123.33 (C5), 126.79 (C6), 127.12 (C1), 128.09 (C4), 141.67 (C2)

31p.NMR;: d [ppm] (202 MHz, CDCls): 136.34

7.3.14 Synthese von 2,5-Dichlor-benzo[1.3.2]dioxaphosphinin 113
(6-Chlor-saligenylchlorphosphan)

Cl 1) 1.1 Aquiv. PCls, Et,0, -20 °C, [Ar] Cl
6
E:(\QH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C, [Ar] 5@\/7\0
> |
OH 3) 1 h, Rt, [Ar] 4 P O/P\CI
3
15d 113

Es wurden 1.01 g (6.39 mmol) 6-Chlor-salicylalkohol 15d in 50 mL abs. Diethylether
gelést. Nach Umsetzung gemaR AAV-1 erhielt man 0.87g eines gelben Ols als

Rohprodukt.

IH-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCl): 5.22 (m, 2 H, H7), 6.91-7.20 (m, 3 H, H3,
H4, H5)
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3C-NMR: d [ppm] (100 MHz, CDCl): 59.27 (Benzyl-C), 118.08 (C3), 124.78
(C5), 128.49 (C1), 129.13 (C4), 136.34 (C6), 155.32 (C2)

31p.NMR;: d [ppm] (101 MHz, CDCls): 136.50

7.3.15 Synthese von (3-Chlor-5-ethoxycarbonylmethyl-1,5-dihydrobenzo[e]-
[1.3.2]dioxaphosphepin-1-yl)-essigsaureethylester 114
(7,7'-bis-(Ethoxycarbonylmethyl)-phthalogenylchlorphosphan)

o)
o> 1) 1.1 Aquiv. PCl3, Et,0, -20 °C, [Ar]
OH 2) 2.2 Aquiv. Pyridin, 1.5 h, -20 °C,[Ar] 5
OH 3)1h, Rt, [Af] 4
SN
o)
109 114

Es wurden 375 mg (1.21 mmol) 7,7 -bis-(ethoxycarbonylmethyl)-phthalalkohol 109 in
15 mL abs. Diethylether gelést und gemafd AAV-1 umgesetzt. Es resultierten 367 mg
eines gelben Ols als Rohprodukt als Gemisch von 2 diastereomeren
Enantiomerenpaaren im Verhaltnis 1.0 : 1.0 (100 % Ausbeute: 453 mg).

'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, CDClg): 1.13-1.24 (m, 2x6H, 2 x2 xCH,CHy),
2.89-3.31 (m, 2x 2H, 2x H8, 2 x 2H, 2x H12), 4.05-4.17 (m, 2x4H,
2XCH,CHg), 6.07-6.40 (m, 2x 2H, 2x2 x Benzyl-H), 7.14-7.42 (m,
2 X4H, 2 x4 x Aryl-H)

13C-NMR: d [ppm] (100 MHz, CDCl): 14.58 (2x 2x CH,CHs), 39.39 (2 xC8,
2xC12), 61.49 (1x2XCH,CHs), 61.65 (1 X2 XxCH,CHs), 71.99
(2 x2 xBenzyl-C), 126.04, 126.54, 127.11, 129.13, 129.50, 129.67
(2 X6 x Aryl-C), 169.08 (1 x 2 x C=0), 169.94 (1 x 2 X C=0)

3P.NMR: d [ppm] (202 MHz, 'H-gekoppelt, CDCl): 150.92 (t, 3Jpy=9.8 Hz),
157.95 (t, 3Jpp = 5.9 Hz)
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7.4 Synthese der cycloSal-d4T-monophosphate 16d und 33-40

und des cycloPhthal-d4T-monophosphats 115 (AAV-2)
0
X
HNJ]/
N 0 1) d4T, DIPEA, CH4CN, -20 °C—= R, [Ar] N o
R > R—, g o” N
o’ F’\C| 2) +-BUOOH, -20 °C— Rt, [Af] Ao 70
0O O
93-100,113 33-40,16d

Die Synthesen wurden unter Argon als Inertgas durchgefiihrt, um Sauerstoff und
Feuchtigkeit auszuschlieRen. Losungen von d4T 4 in abs. Acetonitril (ca. 0.05 M)
wurden angesetzt und auf —20 °C gekuhlt. Zu diesen Lésungen wurden bei —20°C
und unter Ruhren 2 Aquivalente DIPEA sowie die entsprechenden Saligenyl-
chlorphosphane (verunreinigte Rohprodukte) gegeben. Die Saligenylchlorphosphane
wurden, sofern es sich um Ole handelte, unverdinnt zugegeben. In den Fallen, in
denen die Saligenylchlorphosphane als Feststoffe anfielen, wurden sie als Losung in
abs. Acetonitril zugegeben. AnschlieRend lieR man die Reaktionsldsungen auf
Raumtemperatur erwarmen und bei Raumtemperatur nachruhren. Die Reaktionen
wurden dabei dinnschichtchromatographisch verfolgt (Dichlormethan/Methanol =
9:1 vlv). Sofern d4T 4 noch nicht vollstdndig verbraucht war, wurde bei -20 °C
weiteres Saligenylchlorphosphan zugegeben. Nach vollstédndiger Umsetzung des d4T
4 wurden bei -20°C 3 Aquivalente tert-Butylhydroperoxid (5-6 M Lésung in n-Decan)
zugetropft. Man liel3 die Reaktions-mischungen erneut auf Raumtemperatur erwarmen
und 1h nachriihren. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum
abdestilliert. Aus den so erhaltenen gelblichen Rohprodukten wurden in einer ersten
Trennung am Chromatotron Salze entfernt (Essigester/Methanol[angesauert mit
0.1% Essigsaure]=9:1v/v). Durch weitere Aufreinigung am Chromatotron
(Dichlormethan mit Methanol-Gradienten) konnten die d4TMP-Prodrugs zunéchst in
Form farbloser Ole isoliert werden. Diese gingen durch Gefriertrocknung in farblose
Watten uber.
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74.1 Synthese von 6-Chlor-cyclosaligenyl-d4T-monophosphat 16d
(6-Cl-cycloSal-d4TMP)

O

7
Cl 6C| HN)“jEV
@f\o 1) d4T, DIPEA, CH5CN, -20 °C—Rt, [Ar] 5 % 0 o 2N 6
| o
O/P\CI 2) t-BUOOH, -20 °C—= Rt, [Ar] 4 5 o/ﬁ_o 5

3 o) o) ,

4 ——p1

37 2

113 16d

Gemall AAV-2 wurden 70.0 mg (0.31 mmol) d4T 4 umgesetzt. das Produkt 16d
konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte Uber.

Ausbeute: 67.4 mg (0.16 mmol, 51 %) einer weillen Watte als Gemisch von 2

Diastereomeren im Verhéltnis 1.0 : 1.0

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.56 (d, 1x3H, *Juy=1.0Hz,
1 x Thymin-CHz), 1.62 (d, 1x3H, “Juy=1.0Hz, 1 x Thymin-CHs),
4.24 (m, 2x2H, 2 x H5'), 4.87 (m, 2x1 H, H4"), 5.39 (m, 2x2 H,
2xBenzyl-H), 593 (m, 2x1H, 2xH2), 6.27 (ddd, 1x1H,
30 =5.8Hz, 3Juy=18 Hz, “Jyn=1.8Hz, 1xH3), 6.33 (ddd,
1x1H, 3y =5.8 Hz, 3Jyy=1.8 Hz, Iy = 1.8 Hz, 1x H3"), 6.68 (m,
1x1H, 1xH1), 6.71 (m, 1x1H, 1 xH1"), 7.00-7.13 (m, 4x1H,
2 X Aryl-H3, 2 x Thymin-H6) 7.24 (m, 2x1 H, 2x Aryl-H5), 7.32 (m,
2x1H, 2xAryl-H4), 11.26 (s, 1 x1 H, 1xNH), 11.28 (s, 1x1H,
1 x NH)

1BC-NMR: d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 12.24, 12.27 (2 x Thymin-CHs), 67.00,
67.05 (2xC5'), 69.04 (2 xBenzyl-C), 84.37, 84.42 (2 xC4'"), 89.64,
89.67 (2 x C1'), 108.10 (2 x Thymin-C5), 117.86 (2 x Aryl-C3), 125.71,
(2 x Aryl-C5), 127.66 (2xC2'), 128.5 (2 x Aryl-C1), 131.10, 131.20
(2 x Aryl-C4), 133.02, 133.06 (2 xC3'), 134.0 (2 xAryl-C6), 136.02,
136.08 (2 x Thymin-C6), 151.05 (2 xAryl-C2), 151.80 (2 x Thymin-
C2), 164.09, 164.50 (2 x Thymin-C4)

31p.NMR;: d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -9.74, -9.77
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DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.68
HPLC: tr =12.8 min
MS (FAB, M/Z): ber.: 427.046 (M+H")

gef.: 427 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

427.043 (M+H", Hochauflosung)

7.4.2 Synthese von 3-Methyl-7-ethoxycarbonylmethyl-cyclosaligenyl-d4T-

monophosphat 33b (3-Me-7-ECM-cyclo Sal-d4TMP)
o)
0
o7 SO TN 5 7
HN “4 |
o 1) d4T, DIPEA, CHACN, -20 °C—Rt, [A] 5 L
] >
o g 2)t-BUOOH, -20 °C—= Rt [Ar] 4 5 5
iy
3 2
113b 33b

Gemall AAV-2 wurden 80.0 mg (0.35 mmol) d4T 4 umgesetzt. das Produkt 33b
konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.

Ausbeute: 117 mg (0.24 mmol, 68 %) einer weillen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhaltnis 0.9 : 1.0 : 0.5 :0.6

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-d¢): 1.18 (t, 4x3 H, 3Jyu=7.1Hz,
4 xCH2CH3), 1.60 (s, 1x3H, 1xThymin-CHs), 1.61 (s, 1x3H,
1 x Thymin-CHjs), 1.62 (s, 1x3 H, 1x Thymin-CHs), 1.64 (s, 1x3 H,
1 xThymin-CH3), 2.17 (s, 1x3H, 1xAryl-CH3), 2.18 (s, 1x3H,
1 xAryl-CHs), 2.21 (s, 2x3H, 2xAryl-CH3), 2.98 (dd, 1x1H,
=164 Hz, 3Jpy=93Hz, 1xH8), 299 (dd, 1x1H,
2 =16.4Hz, 3J4y=9.3Hz, 1xH8), 3.00 (dd, 2x1H,
=164 Hz, 3Jpy=93Hz, 2xH8), 329 (dd, 1x1H,
2 =16.6 Hz, 3Jyy=38Hz, 1xH8), 331 (dd, 1x1H,
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BC.NMR:

SIP-NMR:
DC:
HPLC:

MS (ESTI, m/z):

2 =16.6 Hz, 3Jyy=38Hz, 1xHS8), 3.32 (dd, 1x1H,
2 =166Hz, 3Jyy=38Hz, 1xH8), 3.38 (dd, 1x1H,
2J = 16.6 Hz, 3Jyy=3.8 Hz, 1 x H8"), 4.12 (g, 1x 2H, 3Jyy=7.1 Hz,
1XCH,CHs), 4.14 (m, 2x2H, 2xCH,CHs), 4.16 (q, 1x2H,
3J4y=7.1Hz, 1xCH,CHs), 4.19 (ddd, 2x1H, 2Jyn=11.4 Hz,
3Jpy=6.4 Hz, 3Jyu=43Hz, 2xHS5), 422 (ddd, 2x1H,
2 =11.4 Hz, 3Jpy=7.8Hz, 3Jyu=4.3Hz, 2xH5), 4.26 (ddd,
2x1H, 2Iyy=11.4 Hz, 3Jpy=6.6 Hz, 3Jyy=2.8 Hz, 2 xH5"), 4.31
(ddd, 2x1H, 2Iyy=11.4 Hz, 3Jpy=6.4 Hz, 3J4y =4.3 Hz, 2 x H5"),
4.90-4.96 (m, 4x1 H, H4"), 6.01 (m, 2x1 H, 2x Benzyl-H), 6.02 (m,
2x1 H, 2xBenzyl-H), 6.04 (m, 4x1H, 4xH2), 6.33 (m, 1x1 H,
1xH3",6.39 (M, 1x1H,1xH3),6.40(m,1x1H,1xH3), 6.42 (m,
1x1H,1xH3),6.80,6.81,6.83(m, 4x1H,4xHL),7.11 (t, 2 x1 H,
3)4y=7.6 Hz, 2xAryl-H5), 7.12 (t, 2x1H, 3J4y=7.6Hz
2 XAryl-H5), 7.15-7.20 (m, 4x1H, 4xThymin-H6, 4 x1H,
4 x Aryl-H4), 7.25, 7.27 (d, 4x 1 H, 3Jyn=7.3 Hz, 4x Aryl-H6), 11.31
(s,3x1H,3xNH), 11.33(s, 1 x1 H, 1 x NH)

d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 12.10, 12.14, 12.22 (4 x Thymin-CHz),
14.37 (4 xCH2CH3), 15.37 (4 x Aryl-CH3), 39.08 (4xC8), 60.86
(4 xCH,CHg3), 65.50, 66.37, 67.96 (4 xC5"), 77.03, 77.17, 77.72
(4 xBenzyl-C), 8442 (4xC4"), 89.38, 89.54 (4xC1", 110.10
(4 x Thymin-C5), 123.70, 123.86 (4 x Aryl-C5), 123.94 (4 x Aryl-C3),
124.57 (4 xAryl-C6), 127.48, 127.72 (4xC2"), 130.29 (4 xAryl-C1),
131.89 (4 x Aryl-C4), 133.18 (4 x C3"), 135.99 (4 x Thymin-C6), 151.05
(4 xAryl-C2), 151.80 (4 x Thymin-C2), 164.09, 164.50 (4 x Thymin-
C4), 169.22 (4 x C9)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -8.36, -8.49, -9.05, -9.26
Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.66

tr = 14.5 min

ber.: 492.13

gef.: 514.9 (M+Na")
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743 Synthese von 5-Chlor-7-ethoxycarbonylmethyl-cyclosaligenyl-d4T-

monophosphat 33c (5-Cl-7-ECM-cyclo Sal-d4TMP)
o)
o ™
cl o 1) d4T, DIPEA, CH4CN, 20 °C —Rt, [Ar] ¢!

|
P - -20°
0P~ 2 t-BUOOH, 20 °C— R, [AT]

113c 33c

Es wurden 81.0 mg (0.36 mmol) d4T 4 nach AAV-2 umgesetzt. Das Produkt 33c
konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.

Ausbeute: 107 mg (0.21 mmol, 58 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhaltnis 0.9 : 1.0 : 0.3:0.4

'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.19, 1.20 (t, 4 x3 H, 3Jyn=7.1 Hz,
4 XxCHyCH3), 1.61 (s, 1x3H, 1xThymin-CHsz), 1.64 (s, 1x3H,
1 x Thymin-CHs), 1.66 (s, 1x3 H, 1x Thymin-CHz), 1.68 (s, 1x 3 H,
1 x Thymin-CHz), 3.04 (dd, 2x1H, 2Jyy=16.7 Hz, 3Juy=9.4 Hz,
2 x H8), 3.06 (dd, 1 x1 H, 2Jyy=17.0 Hz, 3J4y =9.1 Hz, 1 x H8), 3.08
(dd, 1x1H, 2J4y=17.0 Hz, 3Jyy=9.1 Hz, 1x H8), 3.36, 3.38, 3.40
(dd, 4x 1 H, 2Jyn=16.7 Hz, 3J4y=3.6 Hz, 4x H8', 4.11 (m, 1x 2H,
1XCH,CHs), 4.13 (m, 1x2H, 1xCH,CHs), 4.13 (m, 1x2H,
1XCH,CHz), 4.15 (m, 1x2H, 1xCH,CHs), 4.23 (ddd, 2 x1H,
2 =11.4 Hz, 3Jpy=7.4 Hz, 3Jyn=4.3Hz, 2xH5), 4.25 (ddd,
2x1H, 2Juyu=11.4 Hz, 3Jpy=7.4 Hz, 34y =4.3 Hz, 2 xH5'), 4.28
(ddd, 2x1H, 2Jyn=11.4 Hz, 3Jpy=6.7 Hz, 3y =2.9 Hz, 2 x H5"),
434 (ddd, 2x1H, Zyy=11.4Hz, 3Ipy=6.7Hz, 3I4y=2.9 Hz,
2 x H5"), 4.93 (m, 4x 1 H, 4x H4'), 5.88 (dd, 2x1 H, 3Jyu=9.2 Hz,
3 =35Hz, 2x Benzyl-H), 590 (dd, 2x1H, 3J4y=8.8Hz,
3J44=2.8 Hz, 2 x Benzyl-H), 6.11 (m, 1x1H, 1xH2), 6.12 (m,
1x1H,1xH2),6.13(m, 1x1H,1xH2), 6.14 (m, 1x1H, 1xH2",
6.34 (M, 1 x1H,1xH3),6.37(m,1x1H, 1xH3),6.41 (m, 1x1H,
1x H3), 6.42 (m, 1x1H, 1xH2"), 6.76-6.81 (m, 4x1H, 4xH1),
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BC-NMR:

SIP-NMR:
DC:
HPLC:

MS (ESTI, m/z):

716 (d, 1x1H, 34 =8.7Hz, 1xAryl-H3), 7.16 (s, 1x1H,
1 xThymin-H6), 7.18 (s, 2x1H, 2x Thymin-H6), 7.18 (d, 1x1 H,
3J4y = 8.7 Hz, 1 x Aryl-H3), 7.20 (s, 1x 1 H, 1x Thymin-H8), 7.20 (d,
1x1H, 3J44=8.7 Hz, 1xAryl-H3), 7.21 (d, 1x1H, 3J4y=8.7 Hz,
1 x Aryl-H3), 7.46 (m, 2x1 H, 2x Aryl-H4), 7.48 (m, 2x1 H, 2 XxAryl-
H4), 7.53 (m, 4 x 1 H, 4 x Aryl-H6), 11.31, 11.34 (s, 4 x 1 H, 4 x NH)

d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 12.16, 12.22 (4 x Thymin-CHz), 14.35
(4 xCHCHg3), 41.58 (4 xC8), 60.90 (4 xCH,CH3), 69.31, 69.65
(4 x C5", 76.08, 76.15, 76.20, 76.63 (4 x Benzyl-C), 84.36 (4 xC4"),
89.45 (4xC1"), 110.05, 110.11 (4 x Thymin-C5), 120.24, 120.66
(4 xAryl-C3), 12550 (4xAryl-C1), 125.91, 126.40, 126.49
(4 xAryl-C6), 127.76 (4 xC2"), 128.91 (4 xAryl-C5), 130.47, 130.55
(4 x Aryl-C4), 133.05 (4xC3), 136.05 (4x Thymin-C6), 148.11,
148.26 (4 xAryl-C2), 151.05 (4 x Thymin-C2), 164.08 (4 x Thymin-
C4), 169.03, 169.09 (4 x C9)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -9.60, -9.65 -10.12, -10.25
Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.58

tr =15.3 min

ber.: 512.08

gef.: 535 (M+Na")
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7.4.4 Synthese von 6-Chlor-7-ethoxycarbonylmethyl-cyclosaligenyl-d4T-

Cl

|
P~

O

monophosphat 33d (6-Cl-7-ECM-cycloSal-d4TMP)
0
o\ 9 O<ﬁ>qﬁ4N%#j>Z
1) d4T, DIPEA, CH3CN, -20 °C—= R, [Ar] o 2N | 6
2) t-BUOOH, -20 °C— Rt, [Ar] 5
o ,.L-© .
4 1
3 2’

113d

Gemall AAV-2 wurden 100 mg (0.45 mmol) d4T 4 umgesetzt. Das Produkt 33d

konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.

Ausbeute:

IH-NMR:

113 mg (0.22 mmol, 49 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhaltnis 0.8 : 1.0 : 0.7 : 0.8

d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.18 (t, 3 H, 3Jyy=7.1Hz, 1x
CHoCHs), 1.19 (t, 2x3 H, %)y =7.1 Hz, 2xCHCHs), 1.20 (t, 3 H,
334y = 7.2 Hz, 1xCH,CHz), 1.53 (d, 3H, *Jyn=1.1 Hz, 1 x Thymin-
CHs), 1.67 (d, 3H, “Juy=1.3 Hz, 1x Thymin-CHs), 1.68 (d, 3H,
“J4y =13 Hz, 1xThymin-CHz), 1.70 (d, 3H, %Jyn=1.3Hz, 1x
Thymin-CHs), 2.93-3.05 (m, 4x 2H, 4x H8, 4 x H8'), 3.96 (q, 1x2 H,
3J4y=71Hz, 1xCH.,CHs), 398 (g, 1x2H, 3J4u=7.1Hz,
1 XxCH,CHs), 4.13 (g, 1x2H, 3J4y=7.1 Hz, 1 xCH,CHs), 4.18 (q,
1x2H, 3Juy=7.1 Hz, 1 xCH,CHs), 4.09-4.21 (m, 4x1H, 4xH5"
4.29-4.43 (m, 4x1 H, 4x H5"), 4.87 (m, 2x1 H, 2x H4"), 5.00 (m,
2x1 H, 2x H4"), 5.94-6.08 (m, 8x1 H, 4xBenzyl-H, 4 x H2), 6.26
(ddd, 1H, 3Jyy=6.0 Hz, 3Jyn=1.8 Hz, “J4y = 1.8 Hz, 1x H3"), 6.33
(ddd, 1H, 3Jpy=6.0 Hz, 3Jun=1.7 Hz, “Jyu =1.7 Hz, 1x H3"), 6.44
(m, 2x1H, 2xH3), 6.76 (M, 2x1H, 2xHL), 6.82 (m, 2x1H,
2xH1Y), 7.12 (m, 2x 1 H, 2x Aryl-H3), 7.17 (m, 2x 1 H, 2 x Aryl-H3),
718 (d, 1H, “Jp=11Hz, 1xThymin-H6), 7.19 (d, 1H,
*Ji = 1.0 Hz, 1 x Thymin-H6), 7.21 (d, 1 H, *Jun = 1.3 Hz, 1 x Thymin-
H6), 7.22 (d, 1 H, “Jyu=1.1Hz, 1 xThymin-H6), 7.36-7.40 (m,
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BC-NMR:

3Ip-NMR:
DC:
HPLC:

MS (FAB, M/Z):

4x1H,4xAryl-H5), 7.43-7.49 (m, 4 x 1 H, 4 x Aryl-H4), 11.31, 11.34,
11.35, 11.36 (S, 4 X1 H, 4 x NH)

d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 11.91, 11.98, 12.01, 12.16 (4 x Thymin-
CHa), 14.11 (4 x CH,CHs), 38.75 (4 x C8), 60.97, 61.00, 61.02, 61.08
(4 xCHyCH3), 69.03 (d, 2Jcp=6.1Hz, 1xC5', 69.07 (d,
2Jcp=6.1 Hz, 1xC5"), 69.11 (d, 2Jcp=6.0 Hz, 1xC5"), 69.47 (d,
2Jcp=6.1 Hz, 1xC5", 76.18 (d, 2Jcp=8.5 Hz, 1x Benzyl-C), 76.23
(d, 2Jcp=8.5 Hz, 1 x Benzyl-C), 76.27 (d, 2Jcp = 7.3 Hz, 1 x Benzyl-C),
76.49 (d, 2Jcp=7.3Hz, 1xBenzyl-C), 84.07, 84.14, 84.17, 84.21
(4 x C4"), 89.24, 89.27, 89.34, 89.50 (4 x C1'), 109.77, 109.79, 109.93
(4 x Thymin-C5), 118.14, 118.21, 118.29, 118.36 (4 x Aryl-C3), 121.32
(d, 3Jcp=9.7 Hz, 2xAryl-C1), 121.42 (d, 3Jcp=9.7 Hz, Aryl-Cl),
122.01 (d, 3Jcp = 9.7 Hz, Aryl-Cl1), 126.15, 126.21, 126.25 (4 x Aryl-
C5), 127.48, 127.53, 127.58, 127.62 (4 x C2"), 130.27, 130.34, 130.39
(4 x Aryl-C6), 131.64, 131.65, 131.70, 131.73 (4 x Aryl-C4), 132.78,
132.84, 132.87, 132.95 (4 x C3'), 135.80, 135.83, 135.86 (4 x Thymin-
C6), 149.56 (d, 2Jcp=7.3 Hz, 2x Aryl-C2), 150.18 (d, %Jcp=8.5 Hz,
Aryl-C2), 150.21 (d, 2Jcp=7.3 Hz, Aryl-C2), 150.84, 150.86, 150.88
(4 x Thymin-C2), 163.85, 163.88, 163.90 (4 x Thymin-C4), 168.42,
168.44, 168.55, 168.57 (4 x C9)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -9.90, -9.95 -10.46, -10.49
Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.48

tr =13.2 min

ber.: 513.083 (M+H")

gef.: 513 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

513.080 (M+H", Hochauflosung)
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745 Synthese von 3-Methyl-7-methansulfonylmethyl-cyclosaligenyl-d4T-

monophosphat 34b (3-Me-7-MSM-cyclo Sal-d4TMP)
Oy .0

S\

0 1) d4T, DIPEA, CH4,CN, -20 °C—=Rt, [Ar] 5

| >
o™~c 2 tBuOOH, -20 °C—= Rt [Ar] 4

3 2
114b 34b

Es wurden 50 mg (0.22 mmol) d4T 4 gemall AAV-2 umgesetzt. Das Produkt 34b

konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.

AuBerdem konnten als Nebenprodukt 21.0 mg des Eliminierungsproduktes E)-2-(2"-
Hydroxy-3-Methyl-phenyl)-ethenylmethylsulfon 64'b erhalten werden.

Ausbeute: 46.5 mg (0.09 mmol, 42 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhéaltnis 0.7 : 0.8 : 1.0: 0.9

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, CDCls): 1.67 (s, 1x 3 H, *Jyy=1.3 Hz, Thymin-
CHs), 1.75 (s, 1x 3 H, *Jyn=1.3 Hz, Thymin-CHs), 1.76 (s, 1x 3 H,
43y = 1.3 Hz, Thymin-CHs), 1.81 (s, 1x3 H, *Jun=1.3 Hz, Thymin-
CHa), 2.25 (s, 2x 3 H, Aryl-CHs), 2.29 (s, 2 x3 H, Aryl-CHs), 3.04 (s,
1x3 H, CHs), 3.07 (s, 1x3 H, CHs), 3.14 (s, 1x3H, *Juy = 1.0 Hz,
CHa), 3.15 (s, 1 x 3 H, Iy = 1.0 Hz, CHs), 3.37-3.57 (m, 4 x 1 H, H8),
3.83 (dd, 1x1H, 2Jpy=15.3Hz, 3I44=9.7 Hz, H8), 3.87 (dd,
1x1H, 2Jyy=151 Hz, 3I4y=9.8Hz, H8), 3.97 (dd, 1H,
2Jim = 15.8 Hz, 3Jup = 10.2 Hz, H8'), 3.98 (dd, 1 x1 H, 2Jyn = 15.4 Hz,
3J11 = 10.6 Hz, H8"), 4.30-4.52 (m, 4x2H, H5'), 5.03 (m, 4x1H,
H4), 5.91-6.15 (m, 8x 1 H, 4 xBenzyl-H, 4xH2’), 6.30 (ddd, 1H,
304y =6.0 Hz, 3Jpn=1.7 Hz, *Jyy=1.7 Hz, H3"), 6.33 (ddd, 1H,
30 =6.1 Hz, 3Jyy=1.8 Hz, “Jyy=1.8 Hz, H3’), 6.35 (ddd, 1H,
34y =6.3Hz, 3Jyw=1.8 Hz, “Jyy=1.8 Hz, H3"), 6.39 (ddd, 1H,
30 = 6.0 Hz, 3Juy=1.7 Hz, “Jyy=1.7 Hz, H3’), 6.98 (m, 8x1 H,
4xHL1, 4x Aryl-H4), 7.07-7.13 (m, 6x 1 H, 4xAryl-H5, 2 x Thymin-
H6), 7.14 (d, 1H, “Jyy=1.3Hz, Thymin-H6), 7.18 (d, 1H,
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BC-NMR:

3IP-NMR:
DC:
HPLC:

MS (ESI, m/z):

“Juy = 1.3 Hz, Thymin-H6), 7.24 (m, 4x1H, Aryl-H6), 9.57 (m,
4x1H, NH)

d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 12.07, 12.33 (4 x Thymin-CHs), 16.79
(4 x Aryl-CHs), 42.99 (4 x CH3), 62.45 (4 x C8), 65.95 (4 x C5"), 84.92,
85.02 (4 x C4"), 87.47 (4 x Benzyl-C), 89.01, 89.06 (4 xC1"), 109.83
(4 x Thymin-C5), 120.15, 120.34 (4 xAryl-C5), 126.13, 126.24
(4 x Aryl-C3), 126.49 (4 x Aryl-C6), 126.95, 127.29 (4 xC2"), 133.76,
133.92 (4 x Aryl-C1), 135.12 (4 x Aryl-C4), 136.48, 136.93 (4 xC3"),
137.52 (4 x Thymin-C6), 150.97 (4 xAryl-C2), 154.81 (4 x Thymin-
C2), 164.07 (4 x Thymin-C4)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -9.30, -9.53, -9.72, -10.05
R-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.52

tr =12.29 min

ber.: 498.09

gef.. 521.1 (M+Na")

Spektroskopische Daten von 64'b

H-NMR:

d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 2.20 (s, 3 H, Aryl-CHs), 3.06 (s, 3H,
CHs) 6.82 (dd, 1 H, 33y =7.7 Hz, 3Juny=7.7 Hz, H4), 7.19 (dd, 1H,
34y = 7.7 Hz, YIpw=1.7 Hz, H5), 7.34 (d, 1H, 3Juy=15.7 Hz, H8),
745 (dd, 1H, 3Jpy=7.7Hz, =17 Hz, H6), 7.77 (d, 1H,
331 = 15.7 Hz, H7), 9.23 (s, 1 H, Phenyl-OH)
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3C-NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCly): 14.32 (Aryl-CHs), 38.24 (CHs), 117.52
(C8), 120.37 (C5), 123.34 (C3), 122.29 (C1), 125.14 (C6), 131.04
(C4), 139.26 (C7), 155.69 (C2)

DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.76

7.4.6 Synthese von 5-Chlor-7-methansulfonylmethyl-cyclosaligenyl-d4T-

monophosphat 34c (5-Cl-7-MSM-cycloSal-d4TMP)
0220 Or 20
S\ S\9 % 5 7
HN "4 |
cl O 1) d4T, DIPEA, CHLCN, 20 °C—=Rt, [Ar] - Cl 0 O)\ZN 6
| > $
o°P~¢) 2) tBUOOH, -20 °C— R, [Ar] P05
0O ; O
4 _ 71
3’ 2
114c 34c

Gemall AAV-2 wurden 80.0 mg (0.36 mmol) d4T 4 umgesetzt. Man konnte zwei
Produktfraktionen 34c(up) und 34c(down) als farblose Ole erhalten, die jeweils zwei
Diastereomere des Produktes enthielten. Die beiden Produktfraktionen wurden

gefriergetrocknet und man erhielt farblose Watten.

Ausbeute:  28.0 mg (0.05 mmol, 15 %) 34c(up) als farblose Watte (Diastereomeren-
verhaltnis: 1: 1) und 12.0 mg (0.03 mmol, 7 %) 34c(down) als farblose

Watte (Diastereomerenverhaltnis 1 : 1)
34c(up)

'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.67 (s, 2x 3 H, Thymin-CHz), 3.10 (s,
2 x3 H, CHs), 4.04-4.16 (m, 2x2H, H8), 4.24-4.35 (m, 2x 2 H, H5),
4.95 (m, 2x1 H, H4), 6.00-6.03 (m, 4x1 H, Benzyl-H, H2), 6.35 (d,
1 H, Iy =6.3 Hz, H3"), 6.40 (d, 1 H, 3J4 = 6.3 Hz, H3"), 6.76 (dd, 1 H,
30 =19Hz, 3Jpw=19Hz, HI1), 6.79 (dd, 1H, 3Iun=1.9 Hz,
33t = 1.9 Hz, H1"), 7.15 (m, 2 x 1 H, Thymin-H6), 7.16 (d, 1 H, Aryl-H3),
722 (d, 1H, 34y =8.8Hz, Aryl-H3), 7.45 (dd, 1H, 3J4y=8.8 Hz,
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BC-NMR:

3Ip-NMR:

DC

HPLC:

*Jin = 1.9 Hz, Aryl-H4), 7.50 (dd, 1 H, 3Juy = 8.8 Hz, Iy =1.9 Hz, Aryl-
H4), 7.62 (s, 2 x 1 H, Aryl-H6), 11.32 (s, 2 x 1 H, NH)

d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 12.11, 12.16 (Thymin-CHs), 43.25, 43.32
(CHs), 57.31, 57.53 (Jcp =6.5 Hz, C8), 68.97, 69.03 (C5'), 74.72, 74.95
(JJcp = 6.5 Hz, Benzyl-C), 84.10, 84.17 (C4’), 89.40, 89.46 (C1"), 109.90,
109.96 (Thymin-C5), 120.72, 120.85 (®Jcp =5.0 Hz, Aryl-C3), 123.90
(Aryl-C1), 126.57 (Aryl-C5), 127.56, 127.65 (C2), 129.02 (Aryl-C6),
130.62, 130.78 (Aryl-C4), 132.75, 132.78 (C3"), 135.81 (Thymin-C6),
147.94 (Aryl-C2), 150.88 (Thymin-C2), 163.90 (Thymin-C4)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): - 10.55, - 10.95
Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.69

tr =13.1 min

MS (ESI, m/z): ber.: 518.03

34c(down)

IH-NMR:

BC-NMR:

gef.: 541(M+Na™)

d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.64 (s, 3 H, Thymin-CHjs), 1.67 (s, 3H,
Thymin-Hz), 3.06 (s, 3 H, CHs), 3.10 (s, 3H, CHs), 3.94 (m, 1 H, H8),
3.98 (m, 1 H, H8) 4.16 (m, 1 H, H8"), 4.19 (m, 1 H, H8'), 4.25-4.36 (m,
2 x2 H, H5), 4.96 (s, 2 x1 H, H4), 6.00-6.03 (m, 2 x1 H, H2"), 6.13-6.20
(m, 2x1H, Benzyl-H), 6.40-6.42 (m, 2x1H, H3), 6.78 (dd, 1H,
30 =18Hz, 3Jpy=1.8Hz, H1), 6.80 (dd, 1H, 3J4y=1.1Hz
33 = 1.1 Hz, H1), 7.15-7.28 (m, 2 x2 H, Thymin-H6, Aryl-H3), 7.46 (dd,
1 H, %Iy =8.8 Hz, *Jyn=1.9 Hz, Aryl-H4), 7.49 (dd, 1 H, 3J4y=8.8 Hz,
*Jn = 1.9 Hz, Aryl-H4), 7.60 (d, 1H, “Jpy=1.9 Hz, Aryl-H6), 7.62 (d,
1 H, *Jun = 1.9 Hz, Aryl-H6), 11.33 (s, 1 H, NH), 11.33 (s, 1 H, NH)

d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 11.85, 12.10 (Thymin-CHs), 42.41, 42.59
(CHs), 56.68 (C8), 69.67 (C5’), 73.65 (Benzyl-C), 83.92 (C4"), 89.15
(C1), 109.98 (Thymin-C5), 120.46 (Aryl-C), 126.31 (Aryl-C), 127.39
(C2’), 128.92 (Aryl-C), 130.38 (Aryl-C), 130.75 (Aryl-C), 132.69 (C3),
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135.67 (Thymin-C6), 150,66 (Thymin-C2), 152.50 (Aryl-C2), 163.77
(Thymin-C4)

31Ip.NMR:  d [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): - 10.32, - 10.84
DC Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.66
HPLC: tr =12.9 min

MS (ESI, m/z): ber.: 518.03

gef.: 541(M+Na™)

Synthese von 4-Chlor-2-((E)-2’-methansulfonylmethylvinyl)-phenyl-d4T-phos-
phatdiester 64'c

Os.0 o)
~N 5 7
HN 4
cl o0 1) d4T, DIPEA, CHLCN, 0 °C— Rt, [Al] LT
! >
0P~ 2) tBUOOH, 0 °C—= R, [Al] 5 o
v
3’ 2

114c 64'c

Es wurden 85.0 mg (0.38 mmol) d4T 4 in 8 mL Acetonitril unter Argon-Atmosphare bei
Eiskiihlung gelést und mit 98.0 mg (0.13 mL, 0.77 mmol) Diisopropylethylamin
(DIPEA) versetzt. Es wurden in zwei Schritten (der Reaktionsverlauf wurde mittels DC-
Kontrolle verfolgt) insgesamt 184 mg in Acetonitrii gelostes 5-Chlor-7-
Methansulfonylmethyl-saligenylchlorphosphan  94c  (Rohprodukt:  Gehalt an
Chlorphosphan etwa 70 mol%, « 0.41mmol) bei 0°C zugegeben und
zwischenzeitlich wieder auf Raumtemperatur erwarmt und fur jeweils 1 h gerihrt.
Dann wurden bei Eiskiihlung 0.10 mL einer 5-6 M Ldsung von tert-Butylhydroperoxid

in n-Decan (2 0.50 mmol) zugeben.

Nach 50 min Ruhren bei Raumtemperatur wurden die Lésungsmittel abdestilliert. Vom
Rohprodukt wurden in einer ersten Trennung am Chromatotron Salze entfernt
(Essigester/Methanol [angesauert mit 0.1 % Essigséaure] 9 : 1 v/v). Zum Erreichen der

Analysenreinheit wurden weitere Trennungen mit dem Chromatotron durchgefihrt
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(Dichlormethan mit angesauertem Methanol-Gradienten [0.1 %

0-20 %).

Ausbeute:

H-NMR:

BC-NMR:

31p.NMR:

DC

1.4.7

Essigsaure] von

anstelle des Pro-Nucleotids 34c wurden 110 mg (0.21 mmol, 56 %) von

64'c als analysenreiner weil3er Feststoff erhalten

d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.69 (s, 3 H, Thymin-CHzs), 3.05 (s, 3 H,
CHa), 3.91 (m, 1 H, H5), 3.99 (m, 1 H, H5"), 4.87 (s, 1 H, H4’), 5.90 (d,
%) =5.6 Hz, 1 H, H2"), 6.32 (d, 3Jyy=6.1 Hz, 1 H, H3"), 6.81 (m, 1H,
H1'), 7.30 (dd, 3J44=8.6 Hz, *Jun=2.6 Hz, 1 H, Aryl-H4), 7.46 (d,
3J4y = 8.6 Hz, 1 H, Aryl-H3), 7.53 (d, 3Juy =15.7 Hz, 1 H, H8), 7.59 (s,
1H, Thymin-H6), 7.66 (d, 3Juy=15.7Hz, 1H, H7), 7.77 (d,
“Jn = 2.6 Hz, 1 H, Aryl-H6), 11.22 (s, 1 H, NH)

d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 12.49 (Thymin-CHs), 42.81 (CHs), 65.96
(C5'), 85.67 (C4’), 88.87 (C1), 109.87 (Thymin-C5), 122.71 (C8), 124.96
(Aryl-C1), 126.46 (Aryl-C5), 126.57 (C2’), 127.43 (Aryl-C6), 129.55 (Aryl-
C3), 131.19 (Aryl-C4), 134.30 (C7), 135.46 (C3’), 136.86 (Thymin-C6),
150.98 (Thymin-C2), 164.10 (Thymin-C4), 172.17 (Ary-C2)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): - 5.58

Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 3 : 1 v/v): 0.48

Synthese von 6-Chlor-7-methyl-cyclosaligenyl-d4T-monophosphat 35d

(6-Cl-7-Me-cycloSal-d4TMP)

Cl 2
O/

115d

?
P<

1) d4T, DIPEA, CH,CN, -20 °C—Rt, [Ar]
2) t-BUOOH, -20 °C— Rt, [Ar]

Cl
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Gemal AAV-2 wurden 65 mg (0.29 mmol) d4T 4 umgesetzt. Das Produkt 35d konnte

zunachst

in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.

Ausbeute:

IH-NMR:

BC-NMR:

31p.NMR;:

64 mg (0.15 mmol, 50 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhaltnis 1.0 : 0.6 : 0.6 : 0.5

d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.52 (d, 1x3H, *Juy=1.3Hz,
1 x Thymin-CHz), 1.62 (d, 1x3H, %)y =6.9 Hz, 1 xCHas), 1.64 (d,
1x3H, “*Jyy=1.3 Hz, 1xThymin-CHz), 165 (d, 1x3H,
3J4y = 6.9 Hz, 1 xCH3), 1.67 (d, 2x3 H, 3Jyn=6.9 Hz, 2x CHs), 1.67
(d, 2x 3 H, *Jy = 1.3 Hz, 2 x Thymin-CHs), 4.30 (m, 4 x2 H, 4x H5"),
4.90 (m, 4x1H, 4x H4"), 5.83 (m, 4x 1 H, 4x Benzyl-H), 5.96 (ddd,
1H, 3J4y=6.0 Hz, Jpn=2.4 Hz, *Jyy=1.5 Hz, 1x H2), 5.98 (ddd,
1H, %Juy=6.0 Hz, “Jyn=2.4 Hz, Jyn=1.5 Hz, 1 x H2), 6.03 (ddd,
1H, 3J4y=6.0 Hz, 3Jpn=2.4 Hz, “Jyy=1.5 Hz, 1x H2), 6.05 (ddd,
1H, %Juy=6.0 Hz, “Jyn=2.4 Hz, Jyn=1.5 Hz, 1 x H2), 6.33 (ddd,
1H, 3J44=6.0 Hz, *Jpyy=2.2 Hz, *Jyy=1.4 Hz, 1x H3), 6.35 (ddd,
1H, 3J4y=6.0 Hz, Jpn=2.2 Hz, *Jyy=1.4 Hz, 1x H3'), 6.44 (ddd,
2x1H, 3Jyy=6.0 Hz, *Iyp=2.2 Hz, *Jyu = 1.4 Hz, 2x H3"), 6.79 (m,
4x1H,4xHL), 7.13 (d, 2x1 H, *Jyy = 1.4 Hz, 2 x Thymin-H6), 7.16
(dd, 1H, 3J44=8.4 Hz, “Jyn =1.0 Hz, 1 x Aryl-H3), 7.18 (dd, 2x1 H,
3J4n = 8.4 Hz, Iy =1.0 Hz, 2 x Aryl-H3), 7.18 (d, 1H, *Jyy= 1.4 Hz,
1 x Thymin-H6), 7.19 (dd, 1H, 3Jun=8.4 Hz, *Jyy=1.0 Hz, 1xAryl-
H3), 7.23 (d, 1 H, “Jyy=1.4 Hz, 1 x Thymin-H6), 7.38 (m, 8 x 1 H,
4 x Aryl-H5, 4 x Aryl-H4), 11.30 (s, 4 x1 H, 4 x NH)

d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 12.06 (4 x Thymin-CHz), 22.33
(4 x CH3), 65.90 (4 x C5"), 67.10 (4 x Benzyl-C), 84.96 (4 x C4"), 89.00
(4xC1), 109.81 (4 xThymin-C5), 115.80 (4 xAryl-C3), 120.30
(4 x Aryl-C5) 126.94 (4 x C2"), 127.17 (4 x Aryl-C1), 129.00 (4 xC3",
130.87 (4 x C6), 133.90 (4 x Aryl-C4), 136.47 (4 x Thymin-C6), 150.95
(4 x Thymin-C2), 157.38 (4 x Aryl-C2), 164.04 (4 x Thymin-C4)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -9.18, -9.21, -9.50, -9.62
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DC:

HPLC:

Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.36

tr =13.5 min

MS (FAB, M/Z): ber.: 441.062 (M+H")

gef.: 441 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

441.062 (M+H", Hochauflosung)

7.4.8 Synthese von 7-Butyl-cyclosaligenyl-d4T-monophosphat 36a
(7-Bu-cycloSal-d4TMP)

o)

116a

1) d4T, DIPEA, CH3CN, -20 °C—= Rt, [Ar] 5

2) t-BUOOH, -20 °C— Rt, [A1] 4

Gemall AAV-2 wurden 102 mg (0.45 mmol) d4T 4 umgesetzt. Das Produkt 36a

konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte uber.

Ausbeute:

'H-NMR:

34.4 mg (0.08 mmol, 17 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhéltnis 0.9 : 0.6 : 1.0 : 0.9

d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 0.85 (t, 3 H, 3Jyy=7.1Hz, 1x
CH,CHs), 0.86 (t, 3H, 3J4y=7.3Hz, 1xCH,CHs), 0.86 (t, 3H,
3J4y = 7.1 Hz, 1 x CH2CHs), 0.87 (t, 3H, 3Jun=7.3 Hz, 1x CH,CHs),
1.25-1.45 (m, 8x2 H, 4x H9, 4x H10), 1.52 (d, 3 H, *Jun=1.3 Hz,
1 x Thymin-CHz), 1.62 (d, 3H, *Juy = 1.3 Hz, 1x Thymin-CHs), 1.64
(d, 3H, Y4y =1.3 Hz, 1x Thymin-CHs), 1.68 (d, 3H, *Juy = 1.3 Hz,
1x Thymin-CHs), 1.86-2.04 (m, 4x2H, 4 xHS8), 4.15-4.30 (m,
4x2H, 4xH5)4.90 (M, 2x1 H, 2x H4"), 4.94 (m, 2x 1 H, 2x H4"),
5.55 (m, 2x1 H, 2 x Benzyl-H), 5.61 (m, 2x1 H, 2x Benzyl-H), 5.93
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BC-NMR:

SIP-NMR:
DC:
HPLC:

MS (ESTI, m/z):

(m, 1H, 1xH2), 597 (ddd, 1H, 3Jyy=6.1Hz, 3J4y=2.1Hz,
43y = 1.8 Hz, 1x H2), 5.99 (ddd, 1 H, 3Juy =6.0 Hz, 3Juy=2.5 Hz,
“Jay = 1.3 Hz, 1x H2), 6.02 (ddd, 1 H, %Iy =6.0 Hz, 3Jyy=4.0 Hz,
434y = 2.1 Hz, 1x H2), 6.28 (ddd, 1 H, 3Juy = 6.0 Hz, 3Jyy=1.9 Hz,
“Juy = 1.9 Hz, 1x H3), 6.34 (ddd, 1 H, 3J4y =6.0 Hz, 3Jyy=1.7 Hz,
434y = 1.7 Hz, 1x H3), 6.39 (ddd, 1 H, %Iy =6.1 Hz, 3Jyy=1.8 Hz,
“Jpn = 1.8 Hz, 1x H3'), 6.40 (ddd, 1 H, 3Ju4y =6.2 Hz, 3Jun=1.8 Hz,
*Ji = 1.8 Hz, 1 x H3"), 6.76 (m, 1 H, 1x H1"), 6.78 (m, 1 H, 1x H1),
6.79 (m, 1H, 1xH1), 6.81 (m, 1H, 1xH1), 7.10 (dd, 1H,
304y =8.2Hz, “Juw=1.0Hz, 1xAryl-H3), 7.11 (dd, 2x1H,
331 = 8.8 Hz, “Jyn=1.0 Hz, 2 x Aryl-H3), 7.12 (dd, 1 H, 3J44=8.7 Hz,
“Juy = 0.5 Hz, 1 xAryl-H3), 7.15 (d, 1H, *Juy =1.3 Hz, 1 x Thymin-
H6), 7.17 (d, 1 H, “Jyy=1.3 Hz, 1 x Thymin-H6), 7.18 (d, 1H,
“Jin = 1.3 Hz, 1 x Thymin-H6), 7.20 (d, 1 H, *Jpn = 1.3 Hz, 1 x Thymin-
H6), 7.18-7.23 (m, 4 x1 H, 4 x Aryl-H5), 7.31 (m, 4 x1 H, 4 x Aryl-H6),
7.36 (M, 4 x1H, 4 xAryl-H4), 11.31 (br, 4 x1 H, 4 x NH)

d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 12.11, 12.22, 12.28 (4 x Thymin-CHj3),
14.13, 14.16, 14.27, 14.36 (4 xCHz), 21.98, 22.04 (4 x C10), 26.47,
26.54, 26.67 (4xC9), 35.34, 35.39 (4 xC8), 61.00 (4 xBenzyl-C),
68.50, 68.56 (4 xC5'), 84.25, 84.34 (4 xC4"), 89.27, 89.35, 89.39
(4xC1", 109.82, 109.89 (4 x Thymin-C5), 118.51, 118.56, 118.58,
118.66 (4 x Aryl-C3), 124.75, 124.85, (4 x Aryl-C5), 125.92, 125.95,
(4xC2), 126.38, 126.40, 126.45 (4 xAryl-Cl), 127.39, 127.51
(2 x Aryl-C4), 130.12, 130.19 (4 x C3"), 132.80, 132.92 (4 x Aryl-C6),
135.92 (4 x Thymin-C6), 149.12, 149.16, 149.23 (4 x Aryl-C2), 150.87
(4 x Thymin-C2), 163.91, 163.93 (4 x Thymin-C4)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -7.89, -7.91, -9.04, -9.26
Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.65

tr =17.3 min; 17.6 min (jeweils 2 Diastereomere)

ber.: 448.14

gef.: 471.1 (M+Na")
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7.4.9 Synthese von 6-Chlor-7-butyl-cyclosaligenyl-d4T-monophosphat 36d
(6-Cl,7-Bu-cycloSal-d4TMP)

Cl

o 1) d4T, DIPEA, CH4CN, -20 °C—Rt, [A] 5
: .

oPc 2 tBUOOH, -20 °C— R, [Al] 4

116d 36d

Gemall AAV-2 wurden 100 mg (0.45 mmol) d4T 4 umgesetzt. Das Produkt 36d

konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.

Ausbeute: 179 mg (0.37 mmol, 83 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhéltnis 0.9 : 0.8 :0.6:1.0

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 0.82 (t, 3 H, 3Jyy=7.3Hz, 1x
CH,CHs), 0.85 (t, 3H, 3Jyy=7.4Hz, 1 xCH,CHs), 0.87 (t, 3H,
33 = 7.4 Hz, 1 X CHyCHs), 0.88 (t, 3H, 3Jyn=7.4 Hz, 1x CH,CHj),
1.21-1.55 (m, 8x2 H, 4x H9, 4x H10), 141 (d, 3H, *Jun=1.0 Hz,
1 X Thymin-CHz), 1.63 (d, 3H, *Ju4=1.0 Hz, 1x Thymin-CHs), 1.65
(d, 3H, 9y =1.3 Hz, 1x Thymin-CHs), 1.68 (d, 3H, *J4y = 1.0 Hz,
1x Thymin-CHs), 1.65-1.89 (m, 4x1H, 4xHS8), 1.91-2.03 (m,
4x1H,4xHS),4.14-423 (m, 4x1H, 4x H5') 4.29-4.37 (m, 2x 1 H,
2 x H5"), 4.40-4.47 (m, 2x1 H, 2x H5"), 4.87 (m, 2x1 H, 2x H4",
5.00 (m, 2x1 H, 2x H4"), 5.57-5.71 (m, 4x 1 H, 4x Benzyl-H), 5.56
(m, 1H, 1x H2), 5.99 (m, 1H, 1x H2), 6.05 (m, 2x1 H, 2x H2",
6.31 (ddd, 1H, 3344 =6.0 Hz, 3Juy=1.7 Hz, “Jpy=1.7 Hz, 1 x H3),
6.35 (ddd, 1H, 3Jyy =6.0 Hz, 3Jun=1.7 Hz, “Jun=1.7 Hz, 1 x H3"),
6.42 (ddd, 1H, 3344 =6.0 Hz, 3Juy=1.7 Hz, “Jpn=1.7 Hz, 1 x H3),
6.46 (ddd, 1H, 3Jyy=6.0 Hz, 3Jun=1.7 Hz, “Jyn=1.7 Hz, 1 x H3),
6.77 (m, 2x1H, 2xH1), 6.80 (m, 1H, 1xH1), 6.82 (m, 1H,
1x H1), 7.13 (d, 1 H, *Jyu=1.3 Hz, 1 x Thymin-H6), 7.14 (d, 1 H,
*Jt = 1.0 Hz, 1 x Thymin-H6), 7.16 (d, 1 H, *Jun = 1.0 Hz, 1 x Thymin-
H6), 7.15-7.21 (m, 4x1 H, 4x Aryl-H3), 7.22 (d, 1H, *Jyy=1.1 Hz,
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BC-NMR:

31p.NMR;:
DC:
HPLC:

MS (FAB, M/2):

1 xThymin-H6), 7.35 (m, 4x1H, 4xAryl-H5), 7.43 (m, 4x1H,
4 x Aryl-H4), 11.31, 11.34, 11.35,11.36 (S, 4 x 1 H, 4 x NH)

d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 11.84, 11.95, 11.99, 12.09 (4 x Thymin-
CHs), 13.70, 13.76, 13.84 (4xCH,CHs), 21.35, 21.38, 21.45
(4 x C10), 26.71, 26.85, 27.06 (4 x C9), 33.65, 33.96, 34.71 (4 xC8),
68.67 (d, 2Jcp=4.6 Hz, 1 xC5", 68.84 (d, 2Jcp=5.1 Hz, 1xC5",
68.86 (d, 2Jcp=5.1Hz, 1xC5", 69.49 (d, 2Jcp=5.6 Hz, 1xC5",
79.72 (d, 2Jcp=8.7 Hz, 1xBenzyl-C), 79.95 (d, 2Jcp=8.1Hz,
2 xBenzyl-C), 80.13 (d, %Jcp=7.1 Hz, 1xBenzyl-C), 84.15, 84.22,
84.30, 84.37 (4 x C4"), 89.18, 89.22, 89.34 (4 x C1'), 109.50, 109.73,
109.86 (4 x Thymin-C5), 118.14, 118.20, 118.22, 118.28 (4 x Aryl-C3),
120.70, 120.74, 120.76, 120.81 (4 xAryl-C1), 125.97, 126.02
(4 x Aryl-C5), 127.47, 127.53 (4 x C2"), 130.22, 130.27 (4 x Aryl-C6),
131.14, 131.20, 131.24 (4 xAryl-C4), 132.90, 133.17 (4xC3",
135.88, 135.95 (4 x Thymin-C6), 149.56 (d, 2Jcp = 7.3 Hz, 2 X Aryl-
C2), 150.04, 150.07, 150.11, 150.14 (4 x Aryl-C2), 150.80, 150.82,
150.85 (4 x Thymin-C2), 163.80, 163.83, 163.89 (4 x Thymin-C4)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -8.47, -8.50 —9.59
Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.59
tr =17.7 min; 18.1 min (jeweils 2 Diastereomere)
ber.: 483.109 (M+H")

gef.. 483 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

483.107 (M+H", Hochauflosung)
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7.4.10 Synthese von 7-Trichlormethyl-cyclosaligenyl-d4T-monophosphat 37
(7-TM-cycloSal-d4TMP)

CCl,

|
P

(@)

117

O

ccl !
6 05 ° HN)éljS/
1) d4T, DIPEA, CH3CN, -20 °C—=Rt, [Ar] 5 0 o 2N ®
. S
2) t-BUOOH, -20 °C—= Rt, [A] NFo 7O

3 0O o .

T ——1

3’ 2

37

Gemall AAV-2 wurden 110 mg (0.49 mmol) d4T 4 umgesetzt. das Produkt 38 konnte

zunachst

in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.

Ausbeute:

IH-NMR:

132 mg (0.28 mmol, 56.6 %) einer weil3en Watte als Gemisch von 4
Diastereomeren im Verhaltnis 0.1 : 0.2 : 0.5:1.0

d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.68 (d, 1x3H, “Juy=1.1Hz,
1 x Thymin-CHz), 1.69 (d, 1x3H, *Juy=1.3 Hz, 1x Thymin-CHs),
1.75 (d, 1x3H, Iyy=1.1Hz, 1 x Thymin-CHs), 1.76 (d, 1x3H,
43t = 1.3 Hz, 1 x Thymin-CHs), 4.09-4.25 (m, 4x 1 H, 4x H5'), 4.48
(m, 4x1H, 4xH5"), 4.76 (m, 1x1H, 1xH4), 484 (m, 1x1H,
1x H4", 4.98 (m, 1x 1 H, 1x H4"), 5.04 (m, 1 x1 H, 1 x H4'), 5.89 (m,
1x1H, 1xH2), 595 (m, 1x1H, 1xH2), 6.06 (ddd, 1x1H,
3m=6.1Hz, 3Jyw=25Hz, “Jyn=14Hz, 1xH2), 6.08 (ddd,
1x1H, 3J4y=6.0 Hz, 3Juy=2.5Hz, =14 Hz, 1xH2), 6.17
(ddd, 1x1H, 3J4y=6.1 Hz, %J4u=1.8 Hz, I =1.8Hz, 1xH3),
6.25 (ddd, 1x1H, 3Jyy=5.9Hz, 3I4y=1.8 Hz, *Jyn=1.8 Hz,
1xH3), 6.45 (m, 2x1H, 2xH3), 6.48-6.58 (4xs, 4x1H,
4 x Benzyl-H), 6.74 (m, 1x1 H, 1x H1), 6.81 (m, 1x1H, 1xH1),
6.85 (M, 2 x 1 H, 2 x H1"), 7.14 (d, *Jun = 1.3 Hz, 1 x Thymin-H6), 7.15
(d, *Juy =1.3 Hz, 1 x Thymin-H6), 7.21 (dd, 1x1 H, 3J4y=8.3 Hz,
“Jy = 1.2 Hz, 1 xAryl-H3), 7.24 (d, “Jyy=1.3 Hz, 1 x Thymin-H6),
7.26 (d, *Jun = 1.4 Hz, 1 x Thymin-H6), 7.25-7.30 (m, 3 x1 H, 3 x Aryl-
H3), 7.35 (m, 4 x 1 H, 4 x Aryl-H5), 7.50-7.61 (m, 4 x1 H, 4 x Aryl-H4)
7.63-7.69 (m, 4x1 H, 4xAryl-H6), 11.33, 11.34, 11.35 (s, 4x1H,
4 x NH)
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BC-NMR:

3Ip.NMR:
DC:
HPLC:

MS (FAB, M/2):

d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 12.14 (4 x Thymin-CHjs), 70.00, 70.06
(4 x C5", 84.11 (4 x C4"), 86.75, 86.83 (4 x Benzyl-C), 89.34 (4 xC1"),
99.41 (4xC8), 109.82, 109.91 (4 x Thymin-C5), 119.76, 119.84
(4 x Aryl-C3), 124.84, 124.92, (4 x Aryl-C5), 127.38, 127.51, (4 xC2"),
127.60, 127.69 (2 x Aryl-C4), 130.41, (4 x Aryl-C1), 131.34 (4 xC3"),
13255, 132.71 (4 xAryl-C6), 136.09 (4 x Thymin-C6), 149.30
(4 x Aryl-C2), 150.94 (4 x Thymin-C2), 163.94, (4 x Thymin-C4)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -9.55, -11.06, -11.32
Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.46

tr =15.3 min

ber.: 508.984 (M+H")

gef.: 509 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

508.975 (M+H", Hochauflésung)

7.4.11 Synthese von 7-Dichlormethyl-cyclosaligenyl-d4T-monophosphat 38

(7-DM

CHCl,
o)

|
P

o

118

-cycloSal-d4TMP)

0 7

8CHC|2 HN"4 |5

1) d4T, DIPEA, CH5CN, -20 °C—=Rt, [Ar] 5 0 o)\zN ®

: S
2) t-BUOOH, -20 °C—= Rt, [Ar] SNFro 7O
3 o) o)
4 _ 1
3 2
38

Gemall AAV-2 wurden 110 mg (0.49 mmol) d4T 4 umgesetzt. das Produkt 38 konnte

zunachst

in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte uber.

Ausbeute:

132 mg (0.28 mmol, 56.6 %) einer weilRen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhéltnis 0.1 : 0.2 :0.5:1.0
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H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.66 (d, 1x3H, “Juy=1.3Hz,
1 x Thymin-CHs), 1.67 (d, 1x3H, “Jyy=1.0 Hz, 1 x Thymin-CHs),
1.73 (d, 1x3H, Iuy=1.3Hz, 1 x Thymin-CHs), 1.74 (d, 1x3H,
“Jun = 1.0 Hz, 1 x Thymin-CHs), 4.15-4.43 (m, 4x2 H, 4x H5'), 4.88
(m, 1x1H, 1xH4), 501 (m, 3x1H, 3xH4), 596 (m, 1x1H,
1xH2), 6.04 (m,2x1H,2xH2),6.07 (m, 1x1H,1xH2),6.19 (m,
1x1H,1xH3),6.24(m,2x1H,2xH3),6.30 (M, 1x1H, 1xH3),
6.44 (m, 4 x1H, 4 xBenzyl-H), 6.72-6.76 (2xm, 2x1H, 2xH1),
6.84 (m, 2x1H, 2xH1), 7.01 (m, 4x1H, 4xH8), 7.15 (d,
4Jn = 1.3 Hz, 1 x Thymin-H6), 7.16 (d, “Juy = 1.3 Hz, 1 x Thymin-H6),
718 (d, *Jpy=1.3Hz, 1xThymin-H6), 7.19 (d, “Jun=1.0 Hz
1 X Thymin-H6), 7.23-7.26 (m, 4x1H, 4 xAryl-H3), 7.27-7.30 (m,
4x1H, 4x Aryl-H5), 7.40-7.51 (m, 8x1 H, 4x Aryl-H4, 4x Aryl-H6),
11.32,11.34,11.35 (s, 4 X1 H, 4 x NH)

13C-NMR: d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 12.17, 12.21 (4 x Thymin-CHz), 70.06
70.16 (4 xC5"), 73.21, 73.39 (4 xC8), 81.76, 81.82 (4 xBenzyl-C),
84.07, 84.15 (4xC4"), 89.26, 89.43 (4 xC1"), 109.89, 109.95
(4 x Thymin-C5), 119.10, 119.18 (4 xAryl-C3), 125.12, 125.16,
(4 x Aryl-C5), 127.36, 127.42, (4 x C2'), 127.56, 127.65 (2 x Aryl-C4),
130.53, (4 xAryl-C1), 131.42 (4 xC3"), 132.99 (4 xAryl-C6), 135.95
(4 x Thymin-C6), 149.30 (4 xAryl-C2), 150.93 (4 x Thy-min-C2),
163.93, (4 x Thymin-C4)

3P.NMR: d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -10.11, -10.16, -11.10
DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.42
HPLC: tr =13.0 min

MS (FAB, M/Z): ber.: 475.023 (M+H")
gef.: 475 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

475.020 (M+H", Hochauflosung)
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7.4.12 Synthese von 7-Monochlormethyl-cyclosaligenyl-d4T-monophosphat
(7-MM-cycloSal-d4TMP) 39

CH,C
@]

|
P

@)

119

Cl

CH,CI !
82 HN"4 |
1) d4T, DIPEA, CHyCN, 20 °C—=Rt, [Af] 5N\ AN
. S
2) t-BUOOH, 20 °C—= R, [AT] N o 7O
3 o
11— 71
2
39

Gemall AAV-2 wurden 100 mg (0.45 mmol) d4T 4 umgesetzt. das Produkt 39 konnte

zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tUber.

Ausbeute:

IH-NMR:

BC-NMR:

22.7 mg (0.05 mmol, 11.1 %) einer weil3en Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhaltnis 0.8 : 1.0 : 0.5:0.5

d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.63 (d, 1x3H, “Juy=1.0Hz,
1 x Thymin-CHz), 1.67 (d, 1x3H, *Juy=1.0 Hz, 1 x Thymin-CHs),
1.68 (d, 1x3H, 4y =1.0Hz, 1 x Thymin-CHs), 1.71 (d, 1x3H,
“J4=1.0 Hz, 1 xThymin-CHs), 4.17-4.36 (m, 8x2H, 4 xH5,
4 xH8), 4.88-492 (m, 2x1H, 2xH4), 495498 (m, 2x1H,
2xH4"), 5.89-6.05 (m, 8 x1H, 4xBenzyl-H, 4 xH2), 6.26 (ddd,
1x1H, 3J4y=6.0 Hz, 3Jyy=1.7 Hz, Iy =17 Hz, 1xH3'), 6.36
(ddd, 1x1H, 3J4y=6.0 Hz, 3Jyn=1.8 Hz, Iy =1.8 Hz, 1 xH3,
6.40 (ddd, 1x1H, 3J4y=5.9Hz, 3I4y=17 Hz, *Ipn=1.7 Hz,
1xH3), 642 (ddd, 1x1H, 3J44=6.0Hz, 3J4y=1.7 Hz,
I =1.7 Hz, 1x H3", 6.75 (m, 1x1 H, 1xH1), 6.77 (m, 1x1H,
1xH1"),6.80 (M, 1x1H,1xH1Y), 6.82 (m, 1x1H, 1x H1), 7.09 (d,
“Jn = 1.0 Hz, 1 x Thymin-H6), 7.11 (d, “Jyn=1.0 Hz, 1 x Thymin-H®6),
712 (d, “Juy=1.0Hz, 1xThymin-H6), 7.14 (d, *Jun=1.0 Hz,
1 x Thymin-H6), 7.15-7.17 (m, 2x1H, 2 xAryl-H3), 7.20-7.22 (m,
2x1H, 2 xAryl-H3), 7.22-7.26 (m, 4 x1H, 4 xAryl-H5), 7.36-7.45
(m, 8 x1 H, 4 x Aryl-H4, 4 x Aryl-H6), 11.34 (br, 4 x 1 H, 4 x NH)

d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 11.95, 12.05, 12.12 (4 x Thymin-CHs),
51.33, 51.71 (4xC8), 68.69, 69.41, 70.10 (4 x C5'), 78.74, 80.87
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3IP-NMR:
DC:

HPLC:

(4 x Benzyl-C), 84.18, 86.40 (4 xC4"), 87.97, 89.23 (4 x C1"), 109.86
(4 x Thymin-C5), 118.71, 118.80 (4 xAryl-C3), 124.86, 124.94,
(4 xAryl-C5), 126.81, 126.92, 126.97 (4 xC2'), 127.43, 127.52
(4 x Aryl-C1), 128.87 (2 x Aryl-C4), 130.80 (4 x C3"), 132.94 (4 x Aryl-
C6), 135.87 (4 x Thymin-C6), 149.30 (4 xAryl-C2), 150.87
(4 x Thymin-C2), 163.89, (4 x Thymin-C4)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -10.05, -10.08, -10.51, -10.60
Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.49

tr =12.5 min

MS (FAB, M/Z): ber.: 441.062 (M+H")

7.4.13

gef.. 441 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

441.077 (M+H", Hochauflosung)

Synthese von 7-Cyanomethyl-cyclosaligenyl-d4T-monophosphat 40

(7-CM-cycloSal-d4TMP)

o)

120

o}
8 QCN 5}

6 HN “4 |
1) d4T, DIPEA, CHCN, -20 °C—Rt, [Ar] 5 70 O)\ZN °

: $
2) t-BUOOH, -20 °C— Rt, [Ar] N o N 0N
3 O O .
P J1
3 2
40

Gemall AAV-2 wurden 80 mg (0.36 mmol) d4T 4 umgesetzt. Das Produkt 40 konnte

zunachst

in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte uber.

Ausbeute:

16.8 mg (0.04 mmol, 10.8 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 4
Diastereomeren im Verhaltnis 0.6 : 1.0 :0.6 : 0.7
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'H-NMR:

BC-NMR:

31p.NMR:
DC:
HPLC:

MS (ESTI, m/z):

d [ppm] (400 MHz, DMSO-de): 1.65 (d, 3 H, *Jyy = 1.3 Hz, 1 x Thymin-
CHs), 1.66 (d, 3H, *Jyyn=1.0 Hz, 1 x Thymin-CHs), 1.67 (d, 3 H,
“J4 =13 Hz, 1xThymin-CHz), 1.69 (d, 3H, %Jyn=1.3Hz, 1x
Thymin-CHs), 3.48-3.73 (m, 4x2H, 4 xH8, 4 x H8'), 4.22-4.40 (m,
8x1H, 4xH5', 4x H5"), 4.96 (m, 4x1 H, 4x H4"), 5.91 (m, 2x1 H,
2xH2), 6.04 (m, 6x1H, 2xH2', 4xBenzyl-H), 6.15 (m, 1H,
1x H3", 6.30 (m, 1H, 1x H3"), 6.41 (m, 2x1 H, 2x H3", 6.77 (M,
2x1H, 2xH1), 6.81 (m, 2x1H, 2xH1), 7.15 (dd, 1H,
3J4y = 8.6 Hz, Iy =1.2 Hz, 1 x Aryl-H3), 7.17 (d, 1H, *Jyy= 1.3 Hz,
1 x Thymin-H6), 7.17 (dd, 1H, 3Jun=8.9 Hz, *Jun =1.2 Hz, Aryl-H3),
719 (d, 1H, “Jw=13Hz, 1xThymin-H6), 7.19 (d, 1H,
3J4y = 8.3 Hz, 1xAryl-H3), 7.20 (d, 1H, 3J4y =8.2 Hz, 1 xAryl-H3),
721 (d, 1H, “Jp=13Hz, 1xThymin-H6), 7.22 (d, 1H,
“Jy =14 Hz, 1 xThymin-H6), 7.28 (ddd, 2 x1H, 3J4y=7.7 Hz,
30w =7.7Hz, “Iuy=11Hz, 2xAryl-H5), 7.29 (dd, 2x1H,
304 =7.7Hz, 3Iyu=7.7 Hz, 2xAryl-H5), 7.42-7.46 (m, 8x1H,
4 x Aryl-H6, 4 x Aryl-H4), 11.34 (br, 4 x 1 H, 4 x NH)

d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 12.06, 12.09 (4 x Thymin-CHg), 30.00,
30.04 (4xC8), 67.38, 68.79 (4 xC5"), 77.91 (4 xBenzyl-C), 84.07,
84.14 (4xC4'), 88.79, 88.92 (4 xC1'), 108.93, 108.96 (4xC9),
109.95, 109.98 (4 x Thymin-C5), 118.86, 118.96 (4 x Aryl-C3), 123.72,
123.83, (4 x Aryl-C5), 125.14, 125.20 (4 x C2'), 126.32 (4 x Aryl-C1),
127.63 (2 x Aryl-C4), 130.80 (4xC3'), 132.94 (4 xAryl-C6), 135.87
(4 x Thymin-C6), 147.14 (4 xAryl-C2), 149.94 (4 x Thymin-C2),
163.49, (4 x Thymin-C4)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-ds): -9.90, -10.02, -10.49, -10.61
Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.45

tr =11.6 min

ber.: 431.09

gef.. 454.1 (M+Na")
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7.4.14 Versuch der Synthese von 7-Nitromethyl-cyclosaligenyl-d4T-mono-

phosphat 41 (7-NM-cyclo Sal-d4TMP)
NO, Q : 7
HN24 |
0 1) d4T, DIPEA, CH4CN, -20 °C— Rt, [Ar] //: 5 0PN C
oP~g 2 tBUOOH, -20 °C—= R, [A1] 4 5 .
-, - l’
3 2
121 41

Es wurden 124 mg (0.55 mmol) d4T 4 nach AAV-2 umgesetzt. Das Produkt 41 konnte
jedoch nicht erhalten werden. Es wurden nur diverse Nebenprodukte als
Mischfraktionen erhalten. Aufgrund der chemischen Verschiebung im 3'P-NMR-
Spektrum konnte der falsche Diester 91' als eines der Nebenprodukte identifiziert

werden.

91’

31p.NMR;: d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -6.96
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7.4.15 Synthese von 7,7'-bis-(Ethoxycarbonylmethyl)-cyclophthalogenyl-d4T-

monophosphat 115 (7,7'-bis-ECM-cycloPhthal-d4TMP)
0
o >
OH 1) d4T, DIPEA, CH5CN, -20 °C—=RYt, [Ar] 5
OH 2) t-BUOOH, -20 °C— Rt, [Ar] g
o~
o)

Es wurden 210.0 mg (0.94 mmol) d4T 4 nach AAV-2 umgesetzt. das Produkt 115

konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.

Ausbeute: 49.0 mg (0.085 mmol, 9 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 3

Diastereomeren im Verhéltnis 1.0 : 0.4 : 0.3

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.17 (t, 1x6H, 3Jyy=7.0 Hz,
1x2 X CHyCHa), 1.19 (t, 1 x6 H, 3J44=7.0 Hz, 1x 2 Xx CH,CHs), 1.21
(t, 1x6H, 3Jyy=7.0Hz, 1x2xCH,CHs), 157 (s, 1x3H,
1 X Thymin-CHs), 1.71 (s, 1x3 H, 1x Thymin-CH3), 1.72 (s, 1x3 H,
1 x Thymin-CHz), 3.15, 3.19 (dd, 3 x 2H, 23y = 15.8 Hz, 33y = 9.2 Hz,
3xH8, 3 x2H, 2Jyy=15.8 Hz, 3Jyy=9.2 Hz, 3 xH12), 4.09 (ddd,
3x1H, Wpy=11.7 Hz, 3Jpy=6.7 Hz, 3Jyy=3.1 Hz, 3x H5"), 4.11
(ddd, 1x1H, 2Jpy=13.2 Hz, 3Jpy=7.8 Hz, 3Jyy=7.1 Hz, 1xH5),
4.11 (q, 1x4H, 334y =7.0Hz, 1 x2 xCH,CHs), 4.12 (ddd, 1x1H,
2Ji = 11.0 Hz, 3y =7.3 Hz, 3Jpy=5.3 Hz, 1x H5'), 4.14 (q, 1x 4H,
304y =7.0Hz, 1x2xCH,CHs), 4.15 (q, 1x4H, 3J4y=7.0Hz,
1x2xCH,CHs), 4.16 (ddd, 1x1H, 2Jyy=11.0 Hz, 3J4y=7.0 Hz,
3Jp4=6.5 Hz, 1xH5'), 4.85-492 (m, 3x1H, 3xH4), 596 (m,
3 x2H, 3 x2 xBenzyl-H), 5.98-6.00 (m, 3x1 H, 3xH2), 6.27 (m,
1x1H, 1xH3), 6.28 (m, 1x1H, 1xH3), 6.33 (ddd, 1x1H,
33 = 6.1 Hz, 3y =2.3 Hz, “Jyy = 1.5 Hz, 1 x H3"), 6.80 (dd, 1x1 H,
3J4y = 5.5 Hz, Iy =1.8 Hz, 1 x H1'), 6.82 (dd, 1x 1 H, I =5.5 Hz,
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BC-NMR:

3Ip.NMR:
DC:
HPLC:

MS (ESTI, m/z):

“Jy = 1.8 Hz, 1 x H1"), 6.84 (dd, 1x 1 H, %)y =5.5 Hz, “Jy = 1.8 Hz,
1xH1), 715 (s, 1x1H, 1xThymin-H6), 7.19 (d, 1x1H,
“J =13 Hz, 1xThyminH6), 7.23 (d, 1x1H, *Jyy=1.3Hz
1 X Thymin-H6), 7.41-7.48 (m, 3 x 4H, 3 x4 x Aryl-H), 11.31, 11.32 (s,
3x1H,3xNH)

d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 12.02, 12.21 (3 x Thymin-CHs), 14.34
(3x2 xCH,CH3), 40.15 (3xC8, 3xC12), 60.77 (1x2xCH,CHzg),
60.83 (1x2xCH,CH3), 60.92 (1x2xCH,CHs3), 68.31, 68.55
(3xC5h"), 73.22 (1x2xBenzyl-C), 73.26 (1x2 xBenzyl-C), 73.39
(1 x2 xBenzyl-C), 84.42 (3xC4), 89.21 (3xC1l), 110.01
(3 x Thymin-C5), 127.15, 127.29, 127.56, 127.70, 127.83 (3 x Aryl-C3,
3 xAryl-C6, 3xC2"), 129.57 (3xAryl-C4, 3xAryl-C5), 133.26
(3xC3), 136.13 (3xThymin-C6), 136.94 (d, 3Jcp=6.1Hz,
3 xAryl-C1, 3 X Aryl-C2), 151.05 (3 x Thymin-C2), 164.08
(3 x Thymin-C4), 169.51 (1 x C9, 1x C13), 169.57 (1 xC9, 1xC13),
170.16 (1 xC9, 1 xC13)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -1.57, -3.68, -4.06
Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.57
tr =14.1 min, tr = 14.9 min, tr = 15.1 min

ber.: 578.17

gef.: 601 (M+Na")
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7.5 Synthese der cycloSal-BVDU-monophosphate 116  (AAV-3)

o)
cl X cl X — Br
HN™Y
O 1) BVDU, DIPEA, CH3CN, -20 °C— Rt, [Ar] 0 OAN
| > $
0" ¢l 2) t-BUOOH, -20 °C—= Rt [Ar] o h O~ o

1.5 Aquiv. 93d, 116a-d
95d,96d,113

Die Synthesen wurden unter Argon als Inertgas durchgefuhrt, um Sauerstoff und
Feuchtigkeit auszuschlieRen. Loésungen (ca. 0.05 M) von BVDU 13 in abs. DMF/THF
(2 : 1 viv) wurden angesetzt und auf —20 °C gekulhlt. Zu diesen Losungen wurden bei
—20 °C und unter Rithren 2 Aquivalente DIPEA sowie die entsprechenden Saligenyl-
chlorphosphane gegeben (ca. 1.5 Aquivalente, Einwaage der Chlorphosphane [Ole]
mit Hilfe einer Einweg-Sprite). AnschlieBend wurde das Kaltebad entfernt und man
lieB den Ansatz bei Raumtemperatur aufwarmen. Auf Zugabe weiteres
Chlorphosphans wurde bei noch unvollstindigem Umsatz des BVDU’'s verzichtet
(dinnschichtchromatographische  Reaktionskontrolle:  Laufmittel  Dichlormethan/
Methanol=9 :1 v/v), da es dadurch unvermeidlich auch zur Bildung von 3°,5"-
diphosphoryliertem Nebenprodukts kommen wirde. Es wurden anschlieRend bei
-20 °C 3 Aquivalente tert-Butylhydroperoxid (5-6 M Losung in n-Decan) zugetropft.
Man liel3 die Reaktionsmischungen erneut auf Raumtemperatur erwarmen und 1h
nachriihren. AnschlieRend wurde das Lésungsmittel im  Olpumpenvakuum
abdestilliert. Aus den so erhaltenen gelblichen Rohprodukten wurden in einer ersten
Trennung am Chromatotron Salze entfernt (Essigester/Methanol [angesauert mit
0.1% Essigsaure]=9:1v/v). Durch weitere Aufreinigung am Chromatotron
(Dichlormethan mit Methanol [angesauert mit 0.1 % Essigsaure]-Gradienten) konnte
die BVDUMP-Prodrugs zunachst in Form farbloser Ole isoliert werden. Diese gingen

durch Gefriertrocknung in farblose Watten tber.
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7.5.1 Synthese von 6-Chlor-7-ethoxycarbonylmethyl-cyclosaligenyl-BVDU-
monophosphat 116a (6-Cl-7-ECM-cycloSal-d4TMP)

O

Ao~

Cl
@ch')
P
o cl

1.5 Aquiv. 93d

Gemall AAV-3

1) BVDU, DIPEA, CH5CN, -20 °C— Rt, [Ar]
2) ttBUOOH, -20 °C— R, [Ar]

wurden 210 mg (0.63 mmol) BVDU 13 umgesetzt. das Produkt 116a

konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.

Ausbeute:

IH-NMR:

134 mg (0.22 mmol, 35.0 %) einer weiRen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhéltnis 0.9 : 0.9 :0.8:1.0

d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 1.17 (t, 3 H, 3Jyu=7.0Hz, 1x
CH,CHs), 1.18 (t, 3H, 3Jyy=7.0Hz, 1 x CH,CHs), 1.19 (t, 3 H,
33t = 7.0 Hz, 1 x CH,CHs), 1.20 (t, 3 H, 3Ju=7.0 Hz, 1 x CH,CHa),
2.11 (m, 4x1 H, 4x H2"), 2.18 (m, 4x1 H, 4x H2"), 3.02-3.23 (m,
4x2H,4xH8), 3.84 (m, 2x1H, 2x H4"), 3.98 (m, 2x1 H, 2xH4'),
411 (9, 1x2H, 3Jp=7.1Hz, 1xCHyxCHs), 4.12 (g, 1x2H,
3Jimi=7.0Hz, 1xCH,CHs), 413 (q, 1x2H, 3I44=7.0Hz,
1 XCH,CHz), 4.14 (g, 1x2H, 3Jun=7.1 Hz, 1xCH,CHs), 4.25 (m,
8x1H, 4xH3, 4xH5), 4.40 (m, 4x1H, 4xH5"), 5.42 (d, 1H,
3J4y = 4.3 Hz, 1 x 3'-OH), 5.43 (d, 1 H, 3J4y = 4.6 Hz, 1 x 3'-OH), 5.48
(d, 1H, 3Jyy=4.3 Hz, 1x 3'-OH), 5.49 (d, 1H, 34y =4.6 Hz, 1x 3-
OH), 6.04 (m, 4 x1 H, 4x Benzyl-H), 6.11 (dd, 2 x1 H, 3J4=6.7 Hz,
3J4y = 6.7 Hz, 2 x H1'), 6.17 (dd, 2x1 H, 3344 = 6.9 Hz, 3J4y=6.9 Hz,
2xH1"), 6.83 (d, 1 H, 3J4y=13.7 Hz, 1xBVU-H7), 6.84 (d, 1H,
3J4y = 13.7 Hz, 1xBVU-H7), 6.85 (d, 1H, 3Juy=13.7 Hz, 1 xBVU-
H7), 6.86 (d, 1 H, 3Jyy=13.7 Hz, 1 xBVU-H7), 7.16 (m, 2x1H,
2XAryl-H3), 7.19 (m, 2x1H, 2xAryl-H3), 7.27 (d, 1H,
3J1 = 13.5 Hz, 2xBVU-H8), 7.28 (d, 1H, 3Jun=13.5 Hz, 1 xBVU-
H8), 7.29 (d, 1 H, 3Jyy=13.7 Hz, 1 xBVU-H8), 7.36 (m, 4 x1H,
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BC-NMR:

31p.NMR;:
DC:
HPLC:

MS (FAB, M/2):

4 x Aryl-H5), 744 (m, 4x1 H, 4x Aryl-H4), 7.69 (m, 1 H, 1xBVU-
H6), 7.72 (m, 1 H, 1 x BVU-H6), 7.79 (m, 1 H, 1 x BVU-H6), 7.80 (m,
1 H, 1xBVU-H6), 11.58 (br, 1 H, 1x NH), 11.60 (br, 1H, 1 x NH),
11.62 (br,2 x 1 H, 2 x NH)

d [ppm] (100 MHz, DMSO-ds): 14.12 (4 x CH,CHs), 38.78, 38.93,
38.96 (4 x C8), 39.02 (4 x C2'), 60.93, 61.03, (4 x CH,CHs), 68.42 (d,
2Jcp=6.1 Hz, 1xC5'"), 68.48 (d, 2Jcp=5.6 Hz, 1xC5'), 68.73 (d,
2Jcp=5.6 Hz, 1x C5'), 68.93 (d, 2Jcp=5.6 Hz, 1x C5'), 69.73, 69.85
69.95 (4xC3), 76.29, 76.48, 76.51, 76.56 (4 xBenzyl-C), 84.39,
84.47, 84.61, 84.66 (4 x C4'), 84.82, 84.88, 84.97 (4 x C1'), 107.08,
107.13 (4 x BVU-C8), 110.23, 110.30, 110.33 (4 x BVU-C5), 118.21,
118.27, 118.34 (4 xAryl-C3), 126.12, 126.16, 126.26, 126.31
(4 x Aryl-C5), 129.87, 129.90 (4 x Aryl-C4), 131.51, 131.55 (4 x Aryl-
C1), 131.60, 131.64 (4 x Aryl-C6), 139.37, 139.44, 139.46 (4 x BVU-
C6), 149.33, 149.35, 149.61, 149.71 (4 x BVU-C2), 150.02, 150.09,
150.21, 150.28 (4 x Aryl-C2), 161.75 (2 x BVU-C4), 168.42, 168.45,
168.55, 168.62 (4 x C9)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -9.80, -10.13, -10.16, -10.36
Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.31

tr =16.6 min, 17.0 min (jeweils 2 Diastereomere)

ber.: 621.004 (M+H")

gef.: 621 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

621.005 (M+H", Hochaufldsung)
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7.5.2 Synthese von 6-Chlor-7-methyl-cyclosaligenyl-BVDU-monophosphat
(6-Cl-7-Me-cycloSal-d4TMP) 116b

Cl 2
O/

1.5 Aquiv. 95d

Cl s
6
1) BVDU, DIPEA, CH4CN, -20 °C—= Rt, [Ar] 5@\)7\0
| ! $
P<~/ 2) tBUOOH, -20 °C—= R, [Ar] 4 PO
Cl 4 O (u)

05 __ _Br
HN 4 7 8
S
O N
5
v 0] 1

3 o

OH

116b

Gemal AAV-3 wurden 150.0 mg (0.45 mmol) BVDU 13 umgesetzt. das Produkt 116b

konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.

Ausbeute:

'H-NMR:

128 mg (0.25 mmol, 54.8 %) einer weil3en Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhéaltnis 0.7 : 1.0 : 1.0: 0.7

d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.39 (d, 1x3H, 3J44=6.7 Hz,
1XCHs), 1.61 (d, 1x3H, 3J44=6.7 Hz, 1xCHs), 1.68 (d, 2x3 H,
3J1 = 6.7 Hz, 2 X CH3), 1.90-2.30 (m, 4x2 H, 4x H2), 4.13-4.33 (m,
10x1H, 4 x H3', 4x H5', 2x H5"), 4.39 (m, 1H, 1x H5"), 4.45 (m,
1 H, 1x H5"), 5.43 (d, 1H, 3Jyu=4.4 Hz, 1x3"-OH), 4.45 (d, 1H,
30 =4.4 Hz, 1x3-OH), 551 (m, 2x1H, 2x3-0OH), 585 (m,
4 x 1H, 4x Benzyl-H), 6.15 (dd, 2x 1 H, 334 =6.6 Hz, 3J4y = 6.6 Hz,
2 xH1Y, 6.19 (dd, 1 H, 3J4n=6.6 Hz, 3J4y = 6.6 Hz, 1 x H1"), 6.20 (dd,
1H, 3Jyu=6.6 Hz, 3J4y=6.6Hz, 1xH1), 6.86 (d, 1H,
3Ju = 13.7 Hz, 1xBVU-H7), 6.87 (d, 1H, 3Juy=13.7 Hz, 1 xBVU-
H7), 6.88 (d, 1H, 3Jyy=13.7 Hz, 1xBVU-H7), 6.89 (d, 1H,
304y =13.7Hz, 1xBVU-H7), 7.17 (dd, 3x1H, 3Jyy=8.0Hz,
“Jn = 1.3 Hz, 3 x Aryl-H3), 7.20 (dd, 1 H, 3Jp = 8.0 Hz, “Jy = 1.3 Hz,
1 x Aryl-H3), 7.29 (d, 2x1 H, 3J44=13.0 Hz, 2x BVU-H8), 7.31 (d,
2x1H, 3J44=13.0 Hz, 2xBVU-H8), 7.35 (m, 4x1 H, 4 xAryl-H5),
7.44 (dd, 4x 1H, 334y =8.2 Hz, 3Jun=8.0 Hz, 4xAryl-H4), 7.74 (s,
1 H, 1 x BVU-H6), 7.76 (s, 1 H, 1 x BVU-HB), 7.82 (s, 1 H, 1 x BVU-
H6), 7.83 (s, 1H, 1x BVU-H6), 11.60 (s, 2x1 H, 2x NH), 11.62 (s,
2x1H, 2 x NH)
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13C-NMR: d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 20.77, 20.83, 21.79 (4 xCHz), 39.36
(4xC27),68.29,68.34 (4 x C5'), 69.76, 69.87 (4 x C3"), 84. 60, 84.48,
84.40 (4xC4"), 76.47, 76.55 (2 x Benzyl-C),76.71 (d, %Jcp = 4.6 Hz,
1 xBenzyl-C), 76.77 (1 xBenzyl-C), 84.87, 84.73 (4xC1") 107.13
(4 xBVU-C8), 110.24 (4 xBVU-C5), 118.16, 118.10 (4 xAryl-C3),
126.07, 126.04, 125.95, 125.91 (4 x Aryl-C5), 129.88 (4 x BVU-C7),
130.04, 130.08 (4 xAryl-C1), 131.09 (4 xAryl-C4), 131.68 (4 x Aryl-
C6), 139.36, 139.46 (4 xBVU-C6), 149.34 (4 xBVU-C2), 150.58
(4 x Aryl-C2), 161.74 (4 x BVU-C4)

31p.NMR;: d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -9.03, -9.23, -9.23, -9.44
DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.44
HPLC: tr =16.0 min, 16.4 min (jeweils 2 Diastereomere)

MS (FAB, M/Z): ber.: 548.983 (M+H")
gef.: 549 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

548.988 (M+H", Hochauflosung)

7.5.3 Synthese von 6-Chlor-7-butyl-cyclosaligenyl-BVDU-monophosphat
(6-Cl-7-Bu-cycloSal-d4TMP) 116c

cl
O 1) BVDU, DIPEA, CHiCN, -20 °C— Rt [Ar] 5
o7 cl 2)t-BUOOH, -20 °C—= Rt [Ar] 4

1.5 Aquiv. 96d 116¢c

Gemal} AAV-3 wurden 140.0 mg (0.42 mmol) BVDU 13 umgesetzt. das Produkt 116¢

konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.



Experimentalteil 226

Ausbeute:

'H-NMR:

BC-NMR:

80.1 mg (0.14 mmol, 32.3 %) einer weillen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhaltnis 0.6 : 0.6 :0.9:1.0

d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 0.86 (m, 4x3 H, 4xCHs), 1.33 (m,
4x2H, 4 xH10), 1.47 (m, 4x2 H, 4 x H9), 1.85 (m, 4x 1 H, 4 x H8),
1.97 (m, 4 x1 H, 4 xH8), 2.11 (m, 4 x1 H, 4 x H2"), 2.21 (m, 4 x1 H,
4 x H2"), 3.85 (m, 2x 1 H, 2x H4"), 3.97 (m, 2x 1 H, 2x H4"), 4.12-
4.30 (M, 8x1 H, 4x H3', 4x H5'), 4.34-4.49 (4x 1 H, 4x H5"), 5.41
(d, 1H, 3Jyn=4.4 Hz, 1x 3'-OH), 5.42 (d, 1H, 3Jyy=4.4 Hz, 1x 3-
OH), 548 (d, 1H, 3Jyy=54Hz, 1x3-OH), 549 (d, 1H,
3J4y = 4.7 Hz, 1x3-OH), 5.65 (m, 4x 1 H, 4xBenzyl-H), 6.12 (dd,
1H, 3J4u=6.6Hz, 3J4u=6.6Hz, 1xH1), 6.13 (dd, 1H,
3J4y = 6.6 Hz, 3Jyn=6.6 Hz, 1xH1"), 6.18 (dd, 1 H, 3Jyy=6.8 Hz,
3J = 6.8 Hz, 1 xH1), 6.19 (dd, 1H, 3Jyy=6.8Hz, Iy =6.8 Hz,
1xH1), 6.81 (d, 1 H, 3Jyu=13.6 Hz, 1 xBVU-H7), 6.85 (d, 1H,
%) =136 Hz, 1xBVU-H7), 6.87 (d, 2x1H, 3Juy=13.6 Hz,
2 x BVU-H7), 7.15 (dd, 1 H, 3Juy =8.2 Hz, *Jyn= 1.3 Hz, 1 x Aryl-H3),
7.16 (dd, 1 H, 3Jpy = 8.0 Hz, 3y =1.3 Hz, 1 x Aryl-H3), 7.18 (dd, 1 H,
3J4y = 8.0 Hz, “Jpn = 1.4 Hz, 1 x Aryl-H3), 7.19 (dd, 1 H, 3Jy = 8.2 Hz,
434 = 1.6 Hz, 1 x Aryl-H3), 7.25 (d, 1 H, 3Jyy = 13.6 Hz, 1 x BVU-H8),
726 (d, 1H, 3J4=132Hz, 1xBVU-H8), 7.29 (d, 1H,
3J4y = 13.6 Hz, 1xBVU-H8), 7.30 (d, 1H, 3J4y=13.6 Hz, 1 xBVU-
H8), 7.34 (m, 4x1 H, 4x Aryl-H5), 7.41 (dd, 4x1 H, 3Juy=8.2 Hz,
%) =8.2 Hz, 4 xAryl-H4), 7.73 (s, 1H, 1x BVU-H6), 7.74 (s, 1H,
1 x BVU-H6), 7.79 (s, 1 H, 1x BVU-H6), 7.81 (s, 1H, 1x BVU-H6),
11.58 (br, 1H, 1x NH), 11.59 (br, 1H, 1x NH), 11.61 (br, 2x 1 H,
2 X NH)

d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 13.80, 13.82, 13.86 (4 x CHs), 21.43,
21.52 (4 x C10), 26.70, 26.94 (4 x C9), 33.84, 34.84 (4 x C8), 39.07,
39.13 (4 x C2'), 68.24 (4 x C5'), 69.73, 69.80 (4 x C3'), 80.06 (d, 1 H,
2Jcp=4.6 Hz, 1x Benzyl-C), 80.14 (d, 1H, 2Jcp=4.8 Hz, 1xBenzyl-
C), 80.18 (d, 1 H, 2Jcp=4.6 Hz, 1xBenzyl-C), 80.30 (d, 1H,
2Jcp=5.2 Hz, 1xBenzyl-C), 84.42, 84.49, 84.53 (4xC4"), 84.77,
84.80, 84.83 (4xC1'), 107.13, (4 xBVU-C8), 110.16 (2 x BVU-C5),
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118.10, 118.13, 118.18 (4 x Aryl-C3), 125.94, 126.00, 126.09, 126.13,
(4 X Aryl-C5), 129.91 (4 xAryl-C4), 130.25 (4 xAryl-C1), 131.14
(4 x Aryl-C6), 139.38, 139.48, 139.56 (4 x BVU-C6), 149.32, 149.38
(4 x BVU-C2), 153.47 (4 X Aryl-C2), 161.75 (4 x BVU-C4)

31p.NMR;: d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -8.47, -8.72, -9.04, -9.28
DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.65
MS (FAB, M/Z): ber.: 591.030 (M+H")

gef.: 591 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

591.024 (M+H", Hochauflésung)

754 Synthese von 6-Chlor-cyclosaligenyl-BVDU-monophosphat 116d
(6-Cl-cycloSal-BVDUMP)

o)
cl cl 5 —-B
6l HN 4| 7 8
O 1) BVDU, DIPEA, CH,CN, -20 °C—=Rt, [Ar] 5 ™0 O)%N 6
| 4
o-">c 2) tBUOOH, -20 °C—= Rt, [A1] 4 23 o ONs °
o .
4 1
3’ 2
OH
1.5 Aquiv. 113 116d

Gemal AAV-3 wurden 160.0 mg (0.48 mmol) BVDU 13 umgesetzt. das Produkt 116d
konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte Uber.

Ausbeute: 49 mg (0.09 mmol, 19.1 %) einer weil3en Watte als Gemisch von 2

Diastereomeren im Verhaltnis 1.0 : 1.0

H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 2.09-2.20 (m, 2x 2 H, 2x H2"), 3.89-
3.94 (m, 2x1H, 2x H4"), 4.22 (m, 2x1 H, 2x H3'), 4.29 (ddd, 1H,
30py=13.2 Hz, 2J4u=11.3Hz, %)y =6.1Hz, 1xH5), 4.35 (m,
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BC-NMR:

3Ip-NMR:

DC:

HPLC:

2x1H, 2xH5"), 4.42 (ddd, 1H, 3Jpy=13.2 Hz, 2Jyn=11.2 Hz,
%) =35 Hz, 1x H5", 5.41 (dd, 1H, 2Jpy=15.0 Hz, 3Jpy=7.2 Hz,
1 x Benzyl-H), 5.43 (dd, 1 H, 2Jyy = 15.0 Hz, 3Jpy= 7.2 Hz, 1 x Benzyl-
H), 5.45 (br, 2x1H, 2x3-OH), 5.53 (dd, 1 H, 2Jyu=15.0 Hz,
3Jpy=14.4 Hz, 1xBenzyl-H), 558 (dd, 1H, 2Jyy=15.0Hz,
3Jpy=14.4 Hz, 1xBenzyl-H), 6.13 (dd, 1H, 3J4y=7.2Hz,
3Jm = 6.2 Hz, 1 xH1), 6.15 (dd, 1H, 3J4y=7.2 Hz, 3Juy=6.2 Hz,
1xH1"), 6.85 (dd, 1 H, 3Juy=13.6 Hz, *Jy=1.5Hz, 1 xBVU-H7),
6.88 (dd, 1H, 3Juy =13.6 Hz, “Jyy=1.5 Hz, 1xBVU-H7), 7.11 (dd,
1H, 3Juu=8.3Hz, “Jyu=1.2Hz, 1xAryl-H3), 7.14 (dd, 1H,
304y =83Hz, “Jyw=12Hz, 1xAryl-H3), 7.28 (dd, 1H,
)4y =13.6 Hz, °Jyu=1.0Hz, 1xBVU-H8), 7.29 (dd, 1H,
304 =136 Hz, °Jyu=10Hz, 1xBVU-H8), 7.31 (dd, 1H,
3J4y = 8.1 Hz, “Jpn = 1.2 Hz, 1 x Aryl-H5), 7.33 (dd, 1 H, 3J4 = 8.1 Hz,
434y = 1.2 Hz, 1 x Aryl-H5), 7.38 (dd, 1 H, 3Jy = 8.3 Hz, 3J = 8.1 Hz,
1 x Aryl-H4), 7.41 (dd, 1H, 3J44=8.3 Hz, 3J4y =8.1 Hz, 1 x Aryl-H4),
7.75 (m, 1 H, 1 x BVU-H6), 7.80 (m, 1 H, 1 x BVU-H6), 11.60 (br, 1 H,
1 xNH), 11.61 (br, 1 H, 1 x NH)

d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 39.07 (2 x C2'), 67.16 (d, 2Jcp = 7.3 Hz,
1xC5", 67.28 (d, 2Jcp=7.3 Hz, 1xC5'), 68.02 (d, 2Jcp =5.2 Hz,
1 x Benzyl-C), 68.10 (d, 2Jcp=5.2 Hz, 1 xBenzyl-C), 69.69, 69.82
(2xC3'), 84.41 (d, %Jcp=3.6 Hz, 1 xC4"), 84.42 (d, 3Jcp=3.2 Hz,
1 x C4'), 84.72, 84.83 (2 x C1'), 107.16, 107.18 (2 x BVU-C8), 110.30,
110.36 (2 x BVU-C5), 117.71 (d, 3Jcp=4.8 Hz, 1x Aryl-C3), 117.78
(d, 3Jcp=6.1 Hz, 1x Aryl-C3), 125.54, (2 x Aryl-C5), 129.89 (2 x Aryl-
C4), 130.27 (2 xAryl-C1), 130.85 (2 xAryl-C6), 139.48, 139.58
(2 x BVU-C6), 149.32, 149.38 (2 x BVU-C2), 150.17 (d, 2Jcp = 3.6 Hz,
1 x Aryl-C2), 150.23 (d, 2Jcp=3.6 Hz, 1x Aryl-C2), 161.77 (2 x BVU-
C4)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -10.01
Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.56

tr =15.7 min
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MS (FAB, M/2): ber.: 534.967 (M+H")
gef.: 535 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

534.965 (M+H", Hochaufldsung)

7.6 Synthese der cycloSal-ddA-monophosphate 117a-c und des cycloSal-F-

ara-ddA-monophosphats 118 (AAV-4)
NH,
@Eg\o 1) ddA, DIPEA, DMF/THF (2:1), -40 °C, [Ar] | X o <N | J
| L <
// oP~g 2 tBUOOH, 40 °C, [A[] NP0 N
o
R R o]
93-94 117a-c

Die Synthesen wurden unter Argon als Inertgas durchgefiihrt, um Sauerstoff und
Feuchtigkeit auszuschlieRen. Lésungen (ca. 0.05 M) von ddA 21 bzw. F-ara-ddA 23 in
abs. DMF/THF (2:1v/v) wurden angesetzt und auf —40°C gekihlt. Zu diesen
Losungen wurden bei —40°C und unter Rihren 2 Aquivalente DIPEA sowie die
entsprechenden Saligenylchlorphosphane (verunreinigte Rohprodukte) gegeben. Die
Saligenylchlorphosphane wurden, sofern es sich um Ole handelte, unverdinnt
zugegeben. In den Fallen, in denen die Saligenylchlorphosphane als Feststoffe
anfielen, wurden sie als LOosung in abs. DMF/THF (2:1v/v) zugegeben. Die
Reaktionen wurden dabei dinnschichtchromatographisch verfolgt (Dichlormethan/
Methanol=9 :1 v/v). Sofern ddA 21 bzw. F-ara-ddA 23 noch nicht vollstadndig
verbraucht war, wurde bei -40 °C weiteres Saligenylchlorphosphan zugegeben. Nach
vollstandiger Umsetzung des ddA 21 bzw. F-ara-ddA 23 wurden bei -40°C
3 Aquivalente tert-Butylhydroperoxid (5-6 M Losung in n-Decan) zugetropft. Man lieR
die Reaktionsmischungen auf Raumtemperatur erwé&rmen und 1h nachrihren.
AnschlieRend wurde das Losungsmittel im Olpumpenvakuum abdestilliert. Aus den so

erhaltenen gelblichen Rohprodukten wurden in einer ersten Trennung am
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Chromatotron Salze entfernt (Essigester/Methanol [angesauert mit 0.1 %
Essigsaure] =9 : 1 v/v). Durch weitere Aufreinigung am Chromatotron (Dichlormethan
mit Methanol [angesauert mit 0.1 % Essigsaure]-Gradienten) konnte die Produkte 117-

118 zunachst in Form farbloser Ole isoliert werden. Diese gingen durch

Gefriertrocknung in farblose Watten tber.

7.6.1 Synthese von 3-Methyl-7-ethoxycarbonylmethyl-cyclosaligenyl-ddA

monophosphat 117a (3-Me-7-ECM-cycloSal-ddAMP)
o]
o™
o 1) ddA, DIPEA, DMF/THF (2:1), -40 °C, [A1] 5
: -
o™ 2 t-BUOOH, -40 °C, [Ar] 4

93b

Es wurden 81 mg (0.34 mmol) ddA 21 nach AAV-4 umgesetzt. Das Produkt 117a
konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.

Dariber hinaus wurden 24.6 mg des Eliminierungsproduktes (E)-2-Hydroxy-3-
methylzimtsdureethylester 63'b erhalten, welches nach Lyophilisieren ebenfalls als

farblose Watte vorlag.

Ausbeute: 62.0 mg (0.12 mmol, 36 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhéaltnis 1.0 : 0.6 : 0.4 : 0.3

H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.15 (t, 1x3 H, 3J4y=3.5Hz,
1 XCH,CHs), 1.16 (t, 1 x3 H, 3Jyy=3.5Hz, 1 xCH,CHs), 1.16 (t,
1x3H, 3Jyy=35 Hz, 1 XxCH,CHs), 1.17 (t, 1 x3H, 3Jyy=3.5 Hz,
1 XxCH,CHj3), 2.07 (m, 4 x 2H, 4 x H3'), 2.09 (s, 1 x3 H, 1 x Aryl-CHz),
2.10 (s, 1 x3 H, 1 xAryl-CHs), 2.15 (s, 1x3 H, 1 xAryl-CHs), 2.17 (s,
1x3 H, 1xAryl-CHs), 2.47-2.54 (m, 4x2H, 4 x H2'), 2.90-3.03 (m,
4 x2H, 4 xH8), 4.10-4.16 (m, 4x2H, 4 xCH,CHs), 4.21-4.39 (m,
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BC.NMR:

3Ip-NMR:
DC:
HPLC:

MS (ESI, m/z):

MS (FAB, M/Z):

4x1H,4xH4, 4%x2H, 4 x H5Y), 5.78-5.84 (m, 2 x1 H, 2 xBenzyl-H),
5.87-5.92 (m, 2x1H, 2xBenzyl-H), 6.19, 6.20, 6.22 (t, 4x1H,
%) =5.4 Hz, 4x H1"), 6.82-6.87 (m, 4x 1 H, 4x Aryl-H5), 6.94-6.98
(m, 4x1 H, 4x Aryl-H4), 7.09-7.12 (m, 4x 1 H, 4 x Aryl-H6), 7.19 (s,
4x 2H, 4x NHy), 8.02 (s, 1x1 H, 1xAdenin-H2), 8.06 (s, 1x1H,
1 xAdenin-H2), 8.09 (s, 1x1H, 1xAdenin-H2), 8.11 (s, 1 x1H,
1 x Adenin-H2), 8.21 (s, 1x1H, 1xAdenin-H8), 8.24 (s, 3 x1H,
3 x Adenin-H8)

d [ppm] (125 MHz, DMSO-de): 14.35, 14.43 (4 x CH,CHs), 15.19
(1 xAryl-CHs), 15.29 (1 xAryl-CH3z), 15.39 (1 xAryl-CH3), 15.89
(1 xAryl-CHs), 26.14, 26.18 (4 xC3"), 31.13, 31.20 (4xC2", 41.15
(4xC8"), 60.51, 60.81, 60.86 (4xCH,CHs), 69.36, 69.46, 70.17
(4xC5"), 76.56 (1xBenzyl-C), 76.67 (1xBenzyl-C), 77.12
(1 xBenzyl-C), 77.23 (1 xBenzyl-C), 79.05, 79.24 (4 x C4"), 84.82,
84.85 (4 x C1'), 119.35 (4 x Adenin-C5), 122.05, 122.48 (4 x Aryl-C5),
123.35 (1 xAryl-C3), 12355 (1xAryl-C3), 123.76 (1 xAryl-C3),
123.90 (1 xAryl-C3), 124.35, 124.42 (4 x Aryl-C6), 130.40 (4 x Aryl-
C1), 131.58, 131.68 (4 xAryl-C4), 139.18 (4 x Adenin-C8), 147.80
(4 x Aryl-C2), 148.93 (4 x Adenin-C4), 151.07 (4 x Adenin-C2), 155.01
(4 x Adenin-C6), 169.28 (4 x C=0)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -8.74, -8.91 -9.51, -9.56
Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.43

tr =13.8 min

ber.: 503.16

gef.: 526 (M+Na")

ber.: 503.16 (M+H")

gef.: 504 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)



Experimentalteil 232

Daten zur Charakterisierung von 63'b

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCls): 1.35 (t, 3 H, 3Jun = 7.1 Hz, CH,CHs), 2.31
(s, 3 H, Aryl-CHg), 4.28 (q, 2H, 3Jp =7.1 Hz, CH,CHs), 6.53 (d, 1 H,
3J4 = 16.0 Hz, H8), 6.86 (dd, 1H, Iy =7.9 Hz, 3Jyy=7.4 Hz, H5),
716 (d, 1H, 3J4=7.4Hz, H4), 7.37 (dd, 1H, 3Jyy=7.9 Hz,
“Jn = 1.3 Hz, H6), 8.10 (d, 1 H, 3Jpn = 16.0 Hz, H7)

BC-NMR: d [ppm] (125 MHz, CDCls): 14.72 (CH,CHa3), 16.19 (Aryl-CHs), 60.88
(CH,CHs), 119.02 (C8), 120.97 (C5), 121.94 (C3), 124.29 (C1), 126.84
(C6), 133.04 (C4), 140.56 (C7), 153.69 (C2), 168.15 (C=0)

DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.71

7.6.2 Synthese von 5-Chlor-7-ethoxycarbonylmethyl-cyclosaligenyl-ddA-

monophosphat 117b (5-Cl-7-ECM-cyclo Sal-ddAMP)
o) o)
NH,
| o | 8, 9 0O 101 /N 5 \6N
C o 1)ddA, DIPEA, DMF/THF (2:1), -40 °C, [Ar] CI\& 8<N Js
| > 4
0PNy 2 FBUOOH, -40 °C, [AT] 4 < o hONs 5
o) s
3 2

93c 117b

Es wurden 74 mg (0.31 mmol) ddA 21 nach AAV-4 umgesetzt. Das Produkt 117b

konnte zunéachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte uber.

Ausbeute: 46.0 mg (0.09 mmol, 28 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhaltnis 1.0 : 1.0 : 0.4 : 0.5
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'H-NMR:

BC.NMR:

3IpP-NMR:
DC:
HPLC:

MS (ESTI, m/z):

d [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 1.13 (t, 1x3H, 3Jyu=7.1Hz,
1 XCH,CHs), 1.13 (t, 1 x3 H, 3Jyy=7.1 Hz, 1 xCH,CHs), 1.14 (t,
1x3H, 3Jyy=7.1 Hz, 1 XxCH,CHs), 1.15 (t, 1 x3H, 3Jyy=7.1 Hz,
1 XCH,CHs), 2.08-2.17 (m, 4 x2H, 4 x H3"), 2.49-2.58 (m, 4 x2H,
4xH2), 3.03, 3.04 (dd, 4x1H, 2J4y=16.6 Hz, 3Jpy=9.2 Hz,
4 x H8), 3.30 (dd, 2 x 1 H, 2Jpyn = 16.7 Hz, 3Juy = 3.6 Hz, 2 x H8"), 3.33
(dd, 2x1H, 2Jyy=16.7 Hz, 3Juy=3.6 Hz, 2xH8), 4.10-4.17 (m,
4 x 2H, 4 x CHyCHs), 4.28-4.42 (m, 4x1 H, 4 x H4', 4x 2H, 4x H5"),
5.77-5.80 (m, 2x1H, 2xBenzyl-H), 5.84-590 (m, 2x1H,
2 x Benzyl-H), 6.19-6.22 (m, 4x 1 H, 4x H1"), 6.87-7.04 (m, 4x3 H,
4x 3 xAryl-H), 7.20 (s, 4x2H, 4xNHy), 810 (s, 1x1H,
1 xAdeninH2), 8.11 (s, 1 x1 H, 1xAdenin-H2), 8.12 (s, 1x1H,
1 xAdeninH2), 8.14 (s, 1x1H, 1xAdenin-H2), 8.20, 8.21 (s,
4 x1H, 4 x Adenin-H8)

d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 14.12, 14.14 (4 x CH,CHs), 26.05,
26.17, 26.57 (4x C3"), 30.84, 30.88 (4 xC2"), 41.58 (1xC8), 41.91
(1xC8), 42.11 (1xC8), 42.43 (1xC8), 60.12, 60.62, 60.68
(4 x CH2CHg3), 69.48, 70.10 (4 xC5'), 76.19 (4 xBenzyl-C), 79.67,
80.29 (4xC4'), 84.45 (4 xC1"), 119.22 (4 xAdenin-C5), 121.57,
121.60, 121.65 (4 x Aryl-C3), 125.40, 125.68 (4 x Aryl-C1), 126.36,
126.81 (4 x Aryl-C6), 128.62, 128.67 (4 xAryl-C5), 130.45, 130.81
(4 xAryl-C4), 139.17 (4 xAdenin-C8), 147.92 (4 x Aryl-C2), 149.04
(4 x Adenin-C4), 151.71 (4 xAdenin-C2), 156.03 (4 xAdenin-C6),
168.87 (4 x C=0)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -9.87, -9.99 -10.48, -10.58
Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.49

tr =14.8 min

ber.: 523.10

gef.. 524
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7.6.3 Synthese von 3-Methyl-7-methansulfonylmethyl-cyclosaligenyl-ddA-

monophosphat 117c (3-Me-7-MSM-cyclo Sal-ddAMP)
o\\s,/\o

o 1) ddA, DIPEA, DMF/THF (2:1), -40°C, [Ar] 5
o’P\Cl 2) tBUOOH, -40 °C, [Ar] 4

94b

Gemald AAV-4 wurden 80.0 mg (0.34 mmol) ddA 21 umgesetzt. Das Produkt 117c

konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte tber.

Darlber hinaus wurden 24.6 mg des Eliminierungsproduktes 64'b erhalten, welches

nach Lyophilisieren ebenfalls als farblose Watte vorlag (spektroskopische Daten zu
64'b: vgl. Kap.7.4.5).

Ausbeute:

IH-NMR:

89.3 mg (0.18 mmol, 52 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhaltnis 1.0 : 0.7 : 0.8 : 0.9

d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 1.99-2.21 (m, 4x 2 H, 4 x H3),2.07 (s,
1x3H,1xAryl-CHs), 2.09 (s, 1 x3 H, 1 xAryl-CHs), 2.15 (s, 1 x3 H,
1 xAryl-CHzs), 2.18 (s, 1 x 3 H, 1 xAryl-CHzs), 2.44 (m, 4 x 2H, 4 x H2"),
3.02 (s, 3 H, CHz), 3.06 (s, 3 H, CHa), 3.07 (s, 3 H, CHs), 3.10 (s, 3 H,
CHs), 3.88-4.08 (m, 4x 2H, 4x H8), 4.18-4.39 (m, 4x1 H, 4 x H4",
4x2H, 4xH5), 595 (ddd, 1H, 3Jyn=9.2Hz, 3I4y=2.9 Hz,
3Jp=2.9 Hz, Benzyl-H), 5.97 (ddd, 1 H, 3Jyy =9.1 Hz, 3Jyy = 2.7 Hz,
3Jpn=2.7 Hz, Benzyl-H), 6.05 (dd, 1H, 3Jyy=9.5 Hz, 3Juy=2.9 Hz,
Benzyl-H), 6.08 (dd, 1H, 3J44=9.5 Hz, 3Juy=2.7 Hz, Benzyl-H),
6.18, 6.19, 6.19, 6.20 (t, 4 x1 H, 3Jyy=5.4 Hz, 4 xH1), 7.08 (m,
4x1H, 4 xAryl-H5), 7.17-7.28 (m, 4x1H, 4xAryl-H4, 4x1H,
4 x Aryl-H6), 7.28 (s, 4x2H, 4 xNH), 8.09 (s, 1x1 H, 1xAdenin-
H2), 8.10 (s, 1 x1 H, 1 xAdenin-H2), 8.10 (s, 1 x1 H, 1 x Adenin-H2),
8.11 (s, 1 x1 H, 1 x Adenin-H2), 8.17 (s, 1 x1 H, 1 x Adenin-H8), 8.19
(s,2 x1H, 2 xAdenin-HB8), 8.21 (s, 1 x 1 H, 1 x Adenin-H8)
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13C-NMR: d [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 15.06, 15.12, 15.18, 15.24 (4 x Aryl-
CHs), 25.94 26.00, 26.03, 26.07 (4xC3'), 30.95, (4 xC2', 42.68,
42.72, 43.15, 43.21 (4xCHs), 57.41, 57.46 (4xC8), 69.63, 69.80,
70.20, 70.26 (4 x C5'), 74.37 (1 C, 2Jpy = 7.5 Hz, 1 x Benzyl-C), 75.08
(1C, 2Jpy=11.3Hz, 1xBenzyl-C), 75.48 (1C, 2Jpy=5.0Hz,
1 x Benzyl-C), 75.76 (1 C, 2Jpy= 7.8 Hz, 1x Benzyl-C), 78.68, 78.72,
78.79 (4 x C4'), 84.42, 84.45, 84.49 (4 x C1'), 119.24 (4 x Adenin-C5),
121.62, 122.20 (4 x Aryl-C5), 123.86, 123.91, 124.01 (4 x Aryl-C3),
124.38, 124.42 (4 x Aryl-C6), 127.56, 127.64 (4 xAryl-C1), 131.81,
131.88 (4 x Aryl-C4), 139.08, 139.13, 139.20 (4 x Adenin-C8), 147.44,
147.54 (4 x Aryl-C2), 149.02 (4 x Adenin-C4), 152.52 (4 x Adenin-C2),
156.05 (4 x Adenin-C6)

31p.NMR: d [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -9.49, -9.67 -10.10, -10.27
DC: R-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.58
HPLC: tr =11.8 min

MS (ESI, m/z): ber.: 509.11

gef.: 532.1 (M+Na")

7.6.4 Synthese von 3-Methyl-7-methansulfonylmethyl-cyclosaligenyl-E-ara-

ddA-monophosphat 118 (3-Me-7-MSM-cycloSal-F-ara-ddAMP)
05420 NH
ST s 2
/N 5 \N
0 1) F-ara-ddA, DIPEA, DMF/THF, -40 °C, [Ar] 8<N 4| o2
] 3 > N
oP~q 2 tBUOOH, -40 °C, [Ar] o
. E 1
> s
94b 118

Gemal AAV-4 wurden 80.0 mg (0.32 mmol) F-ara-ddA 23 umgesetzt. Das Produkt
118 konnte zunachst in Form eines farblosen Ols isoliert werden. Dieses ging durch

Gefriertrocknung in eine farblose Watte uber.
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Als Nebenprodukt konnten 18.3 mg des N,O-diphosphorylierten Produkts 121' als
farbloses Ol erhalten werden. Darliber hinaus wurden 50.6 mg des
Eliminierungsproduktes 64'b als gelbes Ol erhalten (spektroskopische Daten zu 64'b:
vgl. 6.4.5).

Ausbeute: 89.3 mg (0.18 mmol, 52 %) einer farblosen Watte als Gemisch von 4

Diastereomeren im Verhéltnis 1.0:09 :1.0:1.0

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 2.05-2.35 (m, 4 x 1 H, 4 x H3"), 2.10 (s,
1x3H,1xAryl-CHs), 2.11 (s, 1 x3 H, 1 XxAryl-CH3), 2.21 (s, 1 x3 H,
1 xAryl-CH3), 2.22 (s, 1x3 H, 1xAryl-CH3), 2.58-2.78 (m, 4x 1H,
4xH3),3.02 (s, 2x1 H, 2xCHa), 3.10 (s, 1 H, CHa), 3.11 (s, 1H,
CHa), 3.91 (dd, 1 H, Iy =15.1 Hz, 3Jun=9.5 Hz, H8), 3.92 (dd, 1 H,
23 = 14.9 Hz, 3Jyn=11.3 Hz, H8), 3.97 (dd, 1H, 2Jun=16.8 Hz,
331 = 10.0 Hz, H8), 4.01 (dd, 1 H, 2Jyy = 15.2 Hz, 3344 =9.7 Hz, H8),
3.93-4.16 (M, 4 x1 H, 4 x H8"), 4.18-4.39 (m, 4x1 H, 4x H4', 4x 2H,
4 x H5'), 5.25-5.34 (m, 2 x 1H, 2 x H2"), 5.39-5.48 (m, 2 x 1H, 2x H2),
5.94-6.06 (m, 2x1H, 2xBenzyl-H), 6.08-6.18 (m, 2x1H,
2 xBenzyl-H), 6.29-6.42 (m, 4x1H, 4xH1), 7.03 (dd, 1H,
3)n = 7.6Hz, 3Jyy=7.6 Hz, 1 x Aryl-H5), 7.04 (dd, 1 H, 3Jyy=7.6 Hz,
3J4n = 7.6 Hz, 1 x Aryl-H5), 7.04 (dd, 1 H, 3Jyy = 7.6 Hz, 3Jyy = 7.6 Hz,
1 x Aryl-H5), 7.06 (dd, 1H, 3J44=7.8 Hz, %Iy = 7.8 Hz, 1 x Aryl-H5),
7.21-7.33 (m, 4x1H, 4xAryl-H4, 4x1H, 4 xAryl-H6), 7.39 (s,
4 x 2H, 4x NH), 8.03 (s, 1x1 H, 1 xAdenin-H8), 8.04 (s, 1x1H,
1 x Adenin-H8), 8.05 (s, 1x1 H, 1xAdenin-H8), 8.06 (s, 1 x1H,
1 x Adenin-H8), 8.08 (s, 1x1 H, 1xAdenin-H2), 8.09 (s, 1x1H,
1 x Adenin-H2), 8.10 (s, 2 x1 H, 2 x Adenin-H2)

13C-NMR: d [ppm] (100 MHz, DMSO-dg): 14.97, 15.03, 15.19, 15.23 (4 x Aryl-
CHs), 32.61, 32.64, 32.81, 32.86 (4 x C3'), 42.68, 42.72, 43.12, 43.23
(4 xCHs), 57.57, 57.62, 58.07, 58.12 (4 xC8), 69.63, 69.80, 70.20,
70.26 (4x C5'), 74.67 (1 C, 2Jpy =7.5 Hz, 1x Benzyl-C), 75.08 (1 C,
2Jpn=11.3 Hz, 1xBenzyl-C), 75.16 (1C, “Jpy=5.0 Hz, 1 xBenzyl-
C), 75.23 (1C, %Jpy=7.8 Hz, 1xBenzyl-C), 75.43, 75.49, 75.53,
75.60 (4 xC4'), 84.21, 84.24, 84.37, 84.41 (4 xC1'), 90.16, 90.24,
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92.01, 92.09 (4xC2), 118.25, 118.28 (4 x Adenin-C5), 121.71,
121.79 (4 x 1 H, Aryl-H3), 122.12, 122.21 (4 x1 H, Aryl-C1), 123.99,
124.04, 124.41, 124.49 (4 xAryl-C4), 127.65, 127.72, 127.74
(4 x Aryl-C5), 131.38, 131.91, 131.94 (4 x Aryl-C6), 139.59, 139.66,
139.68 (4 xAdenin-C8), 149.25, 149.28 (4xAryl-C2), 151.74
(4 x Adenin-C4), 152.75, 152.80 (4 x Adenin-C2), 156.05 (4 x Adenin-

C6)
$Ip_.NMR; d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -9.44, -9.46 —9.97, -10.07
DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.53
HPLC: tr =12.6 min

MS (ESI, m/z): ber.: 527.10

gef.: 550.1 (M+Na")

Spektroskopische Daten zu 121’

Os, 0
S\
Os.,0 0~ "NH
S\ N5 6
SN
8</ |
9 N~ 4 N/)2
_P-0_ .
o ° OF
o 1
3 2
121’
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 2.05-2.35 (m, 4x 1 H, 4x H3"), 1.95-

220 (s, 8x3 H, 8xAryl-CHg), 2.58-2.78 (m, 4x1 H, 4x H3"), 3.02-
3.17 (s, 8x3 H, 8xCHg), 3.91-4.25 (m, 8x2 H, H8), 4.18-4.50 (m,
4x1H,4xH4, 4x2H, 4x H5'), 5.25-5.34 (m, 2 x 1H, 2 x H2"), 5.39-
5.48 (m, 2x 1H, 2 x H2"), 6.02-6.18 (m, 4x 1 H, 4 x Benzyl-H), 6.37-
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6.48 (m, 4x1H, 4 x H1"), 7.05-7.32 (m, 24 x1 H, 24 x Aryl-H), 8.15-
8.40 (s,4 x 1 H, 4 xAdenin-H2, 4 x1 H, 4 x Adenin-H2)

3Ip_NMR: d [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -9.34, -9.42, -9.46, -9.51 (P1);
-9.93, -9.99, -10.07, -10.10 (P2)

DC: Ri-Wert (Dichlormethan/Methanol 9 : 1 v/v): 0.66

7.7 Hydrolyseexperimente
7.7.1 Bestimmung der Hydrolysehalbwertszeiten

Die basischen Hydrolyselésungen wurden mit einer isotonischen 25.0 mM Sdrensen-
Phosphatpufferlosung (pH 7.3) angesetzt. Diese wurde durch Mischen von 77.7 mL
einer 25.5 mM Dinatriumhydrogenphosphatlésung (3.55g/L) und 22.3 mL einer
25.5 mM Kaliumdihydrogenphosphatlésung (3.42 g/L) bereitet und anschlieBend mit
Phosphorsaure auf den pH-Wert von 7.3 eingestellt. Von den Prodrug-Verbindungen
wurden 1.9 mM Stammlésungen in Wasser angesetzt, indem man 11.4 pl der 50 mM
Losungen der Prodrugs in DMSO mit 300 pL Wasser mischte. 300 pL der
Pufferldsungen und 5 pL einer AZT-Losung (5 mg auf 500 pL HyO; interner Standard)
wurden in einem Eppendorf-Cap vorgelegt und mit Hilfe eines Thermomixers auf
37 °C temperiert. Durch Hinzupipettieren von 300 puL der Stammlésungen und kurzes
Durchmischen (Vortex) wurden die Hydrolysen gestartet (ty)) (Gesamtkonzentrationen
der Hydrolyselosungen : Cpuster = 12.4 MM, Cryiester =0.940 mM). Sofort nach Zugabe
der Pufferlosung wurde ein erstes Aliquot (50 mL) entnommen, zum Stoppen der
Hydrolyse in ein Eppendorf-Cap zu einem Tropfen konz. Essigsaure pipettiert und
sofort auf —196 °C (flussiger Stickstoff) abgekihlt. Zu verschieden Zeitabstanden
wurden dann weitere 50.0 pL Aliquote entnommen, die analog zur Nullprobe

behandelt wurden.
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Alle Proben wurden HPLC-analytisch untersucht (Methode 2). Die Auswertung erfolgte
anschlieBend mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel, Version 7.0,
indem der Quotient der Peakflachen des Triesters und des internen Standards (AZT)
(normierte Integrationseinheiten; normierte IE) gegen die Hydrolysezeit (h) graphisch
aufgetragen wurde. Die Geschwindigkeitskonstante k der Phosphattriester konnten
berechnet werden, indem eine exponentielle Ausgleichskurve durch die experimentell
bestimmten Punkte gelegt wurde. Aus diesen Werten fur k konnten anschliel3end nach
der Gleichung fur Geschwindigkeitsgesetze 1. Ordnung

i _In2
p= —Z
1/2 K

die Hydrolysehalbwertszeiten t,, errechnet werden (wegen des Uberschusses an

Wasser kann die Hydrolyse als Reaktion pseudo-1. Ordnung angesehen werden).

7.7.2  3P-NMR-Hydrolysestudien

Die NMR-Hydrolysestudien wurden durchgefihrt, indem man zu einer L6sung von
ca.5mg (0.01 mmol) der Triester in 300m DMSO-ds 700 m einer isotonischen
Imidazol/HCI-Pufferlésung gab (50 mM, entspricht 0.035 mmol Puffersubstanz;
pH 7.3) und den zeitlichen Verlauf der Hydrolyse 3'P-NMR-spektroskopisch verfolgte
(*H-entkoppelt, 202 MHz, 256 Scans).

In einigen Fallen wurden die 3'P-NMR-Studien bei Verwendung eines 50 mM
Ammoniumacetat-Puffers (pH 7.3) unter sonst gleichen Bedingungen wiederholt. Nach
vollstandiger Hydrolyse (*:P-NMR) konnte dann durch Gefriertrocknung das Puffersalz
entfernt werden. Von den Hydrolyseprodukten konnten so ‘H-NMR-Spektren

(500 MHz) gemessen werden.
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7.8 Dichtefunktionalrechnungen

Es wurden Dichtefunktionalrechnungen auf HP-VClass Rechnern mit dem Programm
GAUSSIAN981%! durchgefiihrt. Fir alle Berechnungen wurden 8 — 10 CPUs definiert.
Die dabei fir Geometrieoptimierungen benétigte Rechenzeit betrug etwa 1 Tag pro
Struktur, Optimierungen der Ubergangszustande erforderten im Durchschnitt 2 Tage
Rechenzeit je Struktur. Fur die Geometrieoptimierungen entlang der

Reaktionskoordinate (Scan) wurden durchschnittlich 3 Tage Rechenzeit benétigt.

In allen Berechnungen wurde das Funktional B3LYP"""8 und der triple-zeta-Basissatz
6-311G(d,p) verwendet. Bei Molekilen mit langerkettigen Benzylseitenketten wurde
unter Berucksichtigung der sonst unverhéltnismélilig langeren Rechenzeit der kleinere
double-zeta-Basissatz 6-31G(d) benutzt. Vergleichbare Energien erhalt man jedoch
nur unter Verwendung der selben Funktionale und insbesondere der selben
Basissatze. Aus diesem Grunde wurde die Strukturen der Prototyp-Verbindung und
die Strukturen fir 7-Me-cycloSal-MeMP mit beiden Basissatzen berechnet. Als
Konvergenzkriterien wurden die Standardeinstellungen verwendet (SCF conv.
1.0 - 108 Grad. Conv. 1.0 -10°). Zur Visualisierung der bei den Berechnungen
durchlaufenen Zyklen sowie zur Animation der berechneten Schwingungsspektren

wurde das Programm MOLDEN verwendet°7.

Zunachst wurden Startgeometrien in Form kartesischer Koordinaten fur Edukte und
Produkte mit dem Programm Chem3D Pro™, Version 3.5.2 (CambridgeSoft Corpora-
tion) erstellt. FUr diese wurden dann Geometrie-optimierte Strukturen berechnet. Da
die verwendeten Modellverbindungen Stereozentren am Phosphor- bzw. am Benzyl-
C-Atom aufweisen, musste bei allen Strukturen darauf geachtet werden, dass die
Konfigurationen an den jeweiligen Phosphor- und Benzyl-Zentren Ubereinstimmen.
Um zu verifizieren, dass es sich bei den erhaltenen Geometrien tatsédchlich um
Grundzustéande handelt, wurden anschlie3end die dazugehérigen Schwingungsspek-
ren berechnet. Sie durften dabei keine imagindren Eigenschwingungen aufweisen
(Nimag =0). Mit den so erhaltenen Edukt- bzw. Produkt-Strukturen wurden
anschlieBend Scan-Rechnungen entlang der Reaktionskoordinate durchgeftihrt. Dazu
wurden die Abstande zwischen Benzyl-C- und Benzyl-O-Atom in Schritten der Grolie
von 0.1 A vergréRert bzw. verkleinert und die entsprechenden Strukturen Geometrie-

optimiert. Die energetische Verlauf in Abhangigkeit vom Benzyl-C-O-Bindungsabstand
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konnte dabei mit dem Programm MOLDEN!%" visualisiert werden. In dem Bereich, in
dem die so erhaltenen Diagramme ihr Maximum durchliefen, wurde der
entsprechende Ubergangszustand vermutet. Die zugehorigen Strukturen wurden dann
als Startgeometrien fir potentielle Ubergangszustande verwendet und optimiert. Nach
Berechnung der zugehérigen Schwingungsspektren konnten die Strukturen dann als
Ubergangszustande identifiziert werden, sofern sie genau eine imaginare
Eigenschwingung aufwiesen. Die imagindre Eigenschwingung musste der Bewegung
entlang der Reaktionskoordinate entsprechen. Dies wurde mit Hilfe von MOLDEN

durch Visualisierung der Schwingungen uberprtift.

Fur die so ermittelten Geometrien der Edukte, Produkte und Ubergangszustande
wurde schlielich die Ladungsverteilung mit Hilfe des in GAUSSIAN 98

implementierten NBO-Programms!!®® bestimmit.
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Chloraceton

Chloral

Chloroform
Dichlormethan
Diethylether
Diisopropylethylamin

Dimethylformamid

10-23/24/25-36/37/38-50/53
25-36/38

20/22-38-40-48

40

12-19-22-66-67
11-22-34-52/53
61-E20/21-36

Dimethylsulfoxid 36/38
Essigsaure 10-20/22-34
Essigsaureethylester ~ 11-36-66-67
Ethanol 11
2,3,4,5,6,6-Hexachlor-  36/37/38
2,4-cyclohexadien-1-on

Imidazol 22-34

lodessigsaureethylester 25-34

Lithiumaluminiumhydrid 15

Lithium-diisopropylamid

15-17-34

Methanol 23/24/25-39-40-43
Methyllithium 15-17-22-34-66-67
Natriumborhydrid 15-34
Natriumhydrid 15-34

Natronlauge 34

Nitromethan 5-10-22

Pentachlorphenol
Phenylboronsaure

Phosphorséaure

24/25-26-36/37/38-40-50/53
22
11-36/38-67

9 Gefahrstoffe
Verbindung R-Satze S-Satze
Acetonitril 11-23/24/25 16-27-45
Aluminiumchlorid 34 7/8-28-45
Bromacetonitril 23/24/25 36/37/39-45
Benzol 20/21/22-40-52/53 36/37-61

26-36/37/39-38-45-60-61
26-36/37/39-45

36/37
23.2-24/25-36/37
9-16-29-33
16-26-36/37-39-45-61
45-53

26

26-36/37/39-45
16-26-33

7-16

24/25

26-36/37/39-45
26-36/37/39-45
7/8-24/25-43.6
26-36/37/39-43.11-45
26-36/37/39-45-51
16-26-30-36/37/39-43.11-45
26-36/37/39-43.12-45
7/8-26-36/37/39-43.6-45
26-36/37/39-45

41
22-36/37-45-52-60/61
22-24/25
7-16-23.3-24-26-51
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Verbindung R-Satze S-Satze
Phosphortrichlorid 14-26/28-35-48/20 7/8-26-36/37/39-45
Phthaldialdehyd 36/37/38 26-28-36
Phthaloylchlorid 34-37 26-36/37/39-45
Propionsaure 34 23-36-45
Pyridin 25-26-36/37/38-50/53 26-28.1-36/37-45-61
Salzsaure 34-37 26-36/37/39-45
tert-Butylhydroperoxid ~ 7-21/22-23-34-44-55/53 3/7-14.11-26-36/37/39-45
Tetrahydrofuran 11-19-36/37 16-29-33
Toluol 22-43-50/53 24-37-60-61
Triethylamin 11-20/21/22-35 3-16-26-29-36/37/39-45
Chlortriethylsilan 10-14-35-37 16-26-36/37/39-45
Wasserstoffperoxid 34 3-28-36/39-45
Zinntetrachlorid 34-37-40 7/8-26-36/37-45
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