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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Seit fast 20 Jahren wird intensiv zu HIV (Human Immunodeficiency Virus) geforscht.
Allein im vergangenen Jahr wurden 300 Millionen Dollar in die Erforschung eines
Impfstoffs gegen das Virus investiert. Warum gibt es aber immer noch keine Vakzine
gegen das Virus? Die Antwort ist banal. HIV stellt Forscher vor nie gekannte Proble-
me.

Eine Schwierigkeit liegt darin, dal} es zwei Arten des Virus — HIV-1 und HIV-2 — und
von HIV-1 mindestens zehn Subspezies mit unterschiedlicher geographischer Ver-
teilung gibt. Der Erreger scheint auch nahezu unerschdpflich in seiner Fahigkeit zu
sein, wichtige Antigene zu andern und so das Immunsystem ,ins Leere® laufen zu-
lassen. Dal3 hier mit konventionellen Impfstoffen, die darauf abzielen, Antikérper ge-
gen fixe Antigene eines Erregers zu induzieren, nichts auszurichten ist, liegt auf der
Hand.

Unbestritten ist mittlerweile, dal} eine wirksame Vakzine gegen HIV sowohl humorale
als auch zellvermittelte Immunmechanismen aktivieren mufl. Nur, welche Antikorper
und welche Zellen die schlagkraftigste ,Truppe® darstellen, ist nach wie vor unbe-
kannt. Das Problem vergrof3ert sich weiter, weil die derzeit eingesetzten Tiermodelle
den Ablauf der Infektion im Menschen nur unzuverlassig widerspiegeln. Wahrend
Impfstudien an Affen mit dem Handicap belastet sind, dal? die diversen Primaten
sich besser gegen HIV als gegen den homologen Erreger SIV (der bei Affen ein
AIDS-ahnliches Syndrom ausldst), immunisieren lassen, haben Versuche an Mau-
sen bislang meist falsche, hohe Erwartungen geweckt. Auch fehlt bis heute ein im-
munologischer Marker, an dem man die Schutzwirkung eines Impfstoffs mit einem
simplen Test ablesen kann. Dies macht Impfstudien am Menschen schwierig, da der
Wirksamkeitsnachweis bislang immer Uber quantitative Virusbestimmungen gefiuhrt
werden mul3, und das ist bekanntlich ein sehr aufwendiges Verfahren.
Vielversprechende Ansatze der Impfstoffentwicklung endeten bisher regelmafig in
einer Sackgasse. Da Menschen, die mit einem attenuierten HIV infiziert sind, viele
Jahre kein AIDS entwickeln, hatte man lange Zeit Hoffnung auf eine abgeschwachte
Lebendvakzine gesetzt. In der Tat schutzten Virusvarianten, denen das nef-Gen
fehlte (oder andere Genabschnitte, die fur die Virusvermehrung notwendig sind), Af-
fen in einem hohen Prozentsatz gegen HIV. Allerdings ist seit einigen Monaten Klar,

daf selbst Varianten, denen drei essentielle Genabschnitte fehlen, flr die Geimpften
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einer biologischen Zeitbombe gleichkommen: so belegten Ruth M. Ruprecht und ihre
Kollegen vom Dane Faber Cancer Institute in Boston, dald auch kinstlich mutilierte
HIV-Varianten Versuchstiere krankmachen und téten kénnen'. Die attenuierte Le-
bendvakzine ist damit wohl entgultig vom Tisch.

Auch die lange Zeit als vielversprechend angesehene gp120-DNS-Vakzine entpuppt
sich mehr und mehr als zeitraubende TlUftelei, denn als Geniestreich. Die Bauplane
von nicht weniger als 20000 Varianten des gp120-Molekuls will beispielsweise Mi-
chael Schreiter vom Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenkrankheiten in Hamburg Gber
einen DNS-Impfstoff in den Korper bugsieren1. Andere Wissenschaftler wollen aul3er
virusspezifischen Informationen die Gene fur bestimmte Zytokine mit in die syntheti-
sche Vakzine einbauen. Die nahezu unbegrenzte Zahl von Komponenten solcher
Vakzine verlangen entsprechend umfangreiche Untersuchungen zur Wirksamkeit in
tierexperimentellen Studien und lassen die Einfuhrung solcher Impfstoffe also in
weite Ferne ricken.

Eine einzige Vakzine befindet sich derzeit in der Phase Ill und zwei Impfstoffe in
Phase lla oder b der klinischen Erprobung. Etwa 30 weitere Substanzen befinden
sich zur Zeit in der ,Forschungspipeline“. Das ist bei 15 Jahren HIV-Impfstoff-
forschung nicht gerade berauschend. Diese ganze Problematik macht deutlich, daf}
die Erwartung des friheren US-amerikanischen Prasidenten Bill Clinton, bis zum
Jahre 2007 endlich einen Impfstoff gegen das HI-Virus einsatzbereit zu haben, un-
realistisch ist und dal® der Erforschung und Entwicklung neuer und besserer Thera-
peutika im Kampf gegen HIV weiterhin ein hoher Stellenwert eingeraumt werden
mulf3.

Mittlerweile stehen mehr als ein Dutzend wirksamer Medikamente fur die HIV-
Therapie zur Verfugung. Allen Wirkstoffen ist gemein, dal} sie versuchen, Schwach-
stellen auszunutzen, die vor allem bei der Replikation des HI-Virus zu finden sind. Im
folgenden Kapitel soll deshalb genauer auf diesen Replikationsmechanismus, die

mdglichen Eingriffe und die dafur entwickelten Wirkstoffe eingegangen werden.
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21. HIV-Infektionszyklus

Das HI-Virus gehort zur Familie der Retroviren, zu denen neben HIV auch einige
Tumorviren zahlen, d. h. die genetische Information liegt in Form von einzelstrangi-
ger RNS vor.

Abbildung 1 HlV-Infektionszyklu32

HIV infiziert menschliche Zellen (z. B. T-Helferzellen des Immunsystems), die an ihr-
er Oberflache Proteine tragen, die CD4 genannt werden. HIV tragt seinerseits in sei-
ner Hulle gp120 genannte Proteine und diese passen auf die CD4-Molekule wie ein
Schlissel zum SchiloR. Die CD4-Molekile sind fur HIV die wichtigste Andockstelle.
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Bei der Infektion einer Zelle spielen jedoch weitere Proteine auf der Zelloberflache
eine wichtige Rolle; diese werden als Co-Rezeptoren oder Hilfsschldsser bezeichnet.
Erst dieser intensive Kontakt zwischen Virus und Zelle fuhrt dazu, da® das virale
Genom (HIV-RNS) und drei virale Enzyme durch Fusion der Virushille mit der Zell-
membran in die Zelle eingeschleust werden (siehe Abbildung 1, S. 3). Um nun in die
Zell-DNS integriert werden zu kdnnen, mufd die virale Erbinformation in eine fir die
Zelle verstandliche Sprache umgeschrieben werden. Dies geschieht mit Hilfe eines
der vom Virus mitgebrachten Enzyme, einem RNS-DNS-Ubersetzungsprogramm,
das als Reverse Transkriptase bezeichnet wird. Das virale Genom liegt daraufhin als
einstrangige HIV-DNS vor. Es wird verdoppelt und — mit Hilfe eines weiteren viralen
Enzyms, der Integrase — als sogenanntes Provirus ins Erbgut der Zelle eingespleil3t.
Diese, in das zellulare Erbgut integrierte virale Erbinformation funktioniert nun wie
Zell-Erbgut und steuert die zellularen Mechanismen zur eigenen Vermehrung: Die
Zelle produziert einerseits HIV-RNS, virale Enzyme und andere Bestandteile, die an
der Oberflache der Zelle zu neuen Viren zusammengesetzt werden. Bei einem Tell
dieser viralen Bestandteile handelt es sich zunachst um lange, funktionsuntlchtige
Proteinfaden. Damit diese in die Hulle passen bzw. damit infektidse Viren entstehen
kénnen, mussen sie von einer viralen Proteinschere (dem dritten Enzym, der HIV-
Protease) in funktionierende Proteinsticke geschnitten werden. Man schatzt, dal®
eine infizierte Zelle etwa 200 Viren produziert und taglich etwa 10-100 Milliarden

neue Viren entstehen.

2.2. HIV-Medikamente

Medikamente gegen HIV hemmen die Entwicklung des Virus in verschiedenen Pha-
sen seines Infektionszyklus. Aufgrund der Phase, in der sie den Infektionszyklus
unterbrechen, werden sie in verschiedene Klassen eingeteilt und aufgrund der Art
und Weise wie sie dies tun, lassen sie sich weiter unterscheiden. In klinischen Studi-
en bzw. zur Behandlung zugelassen sind Medikamente der Klasse der Entry-
Inhibitoren, Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (RT-Hemmer) und die Protease-
Inhibitoren (PIl). Bei den Reverse-Transkriptase-Inhibitoren lassen sich Nukleosida-
naloga (NRTI), Nukleotidanaloga (NtRTI) und Nicht-Nukleosidanaloga (NNRTI) un-
terscheiden.
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2.2.1. Entry-Inhibitoren

Die Medikamente dieser Substanzklasse verhindern das Eindringen bzw. Ver-
schmelzen von HIV mit den Wirtszellen. Dies bedeutet, dal} Zellen, die bereits HIV-
RNS oder den Provirus in sich tragen, durch eine Behandlung mit Entry-Inhibitoren
nicht an der Produktion neuer Viren gehindert werden kénnen. Entry-Inhibitoren un-
terscheiden sich aufgrund ihres Wirkmechanismus. Der zur Zeit bekannteste Entry-
Inhibitor ist der Fusionsinhibitor Enfuvirtide (T-20/Ro 29-9800; Hersteller Trime-
ris/Roche). Enfuvirtide verhindert die Fusion von HIV mit der Targetzelle durch die
Blockierung einer Konformationsanderung des Virus-Hullenproteins gp41. Fusions-
inhibitoren werden nur zusammen mit Substanzen der anderen Medikamentenklas-

sen eingesetzt, da sich bei einer Monotherapie rasch Resistenzen entwickelten®.

2.2.2. Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI, NtRTI und NNRTI)

Von den moglichen Angriffspunkten ist vor allem die Reverse Transkriptase (RT) von
besonderen Interesse, weil dieses Enzym fur Retroviren essentiell ist, fur die Wirts-
zelle aber keinerlei Bedeutung hat. Durch die Hemmung der Transkription von RNS
zu komplementarer DNS |aRt sich verhindern, daf® Viruserbmaterial in das Erbgut der
Zelle eingebaut wird. Dies bedeutet, daly neue Zellen vor einer Infektion geschutzt
werden. Dies bedeutet aber auch, dal® Zellen, die HIV bereits als Provirus in sich
tragen, durch eine Behandlung mit RT-Hemmern nicht an der Produktion neuer Viren
gehindert werden. Dennoch sind RT-Hemmer selektive Therapeutika, deren konzep-
tionelle Vorteile im nachfolgenden Kapitel 2.2.2.1. erlautert werden sollen.

Hemmestoffe der RT waren die ersten AIDS-Medikamente und sind bis heute am
weitesten in der Entwicklung fortgeschritten. NRTIs, NtRTls und NNRTIs unterschei-
den sich voneinander durch die Art wie sie die RT an der Transkription hindern.
NRTIs und NtRTIs lassen sich von naturlichen Nukleosiden, wie 2°-Desoxythymidin
(dT) 1 ableiten, wie man in Abbildung 2 erkennen kann. Das alteste Praparat AZT 2
(3--Azido-2*,3'-didesoxythymidin; Zidovudin, Retrovir®) kann als Prototyp der Medi-
kamentengruppe bezeichnet werden®. Weitere Mitglieder dieser Gruppe sind ddl 3
(2',3"-Didesoxyinosin; Didanosin, Videx®), ddC 4 (2‘,3-Didesoxycytidin; Zalcitabin,
Hivid Roche®), 3TC 5 (L-2‘,3-Didesoxy-3*thiacytin; Lamivudin, Epivir®), ABC 6
(Abacavir, Ziagen®) und d4T 7 ( 2‘,3'-Didesoxy-2‘,3'-didehydrothymidin; Stavudin,

Zerit®), die alle als kompetitive Inhibitoren agieren.
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Den genannten Praparaten ist gemein, dal} die 3'-Hydroxylgruppe am 2‘-Des-
oxyribosering des Nukleosides entfernt (z. B. ddl 3, ddC 4, 3TC 5, ABC 6 und
d4T 7), oder durch eine andere Gruppe (wie Azid bei AZT 2) ersetzt wurde. Um die
Auswirkungen dieser Modifizierung besser verstehen zu kdnnen, empfiehlt es sich,

einen genaueren Blick auf die Reverse Transkription zu werfen.

2.2.2.1. Reverse Transkription

Wie schon unter 2.1. erwahnt wurde, mufl} das RNS-Erbmaterial des Retrovirus zur
Reproduktion zuerst in eine DNS-Kopie Ubersetzt werden. Daflir steht dem Virus die
Reverse Transkriptase zur Verfugung. Dieses Enzym bendtigt einzelstrangige RNS
als Matrize. An diese Vorlage synthetisiert sie, ausgehend von einer kurzen Startse-
quenz (Primer), den komplementaren DNS-Strang und es entsteht ein RNS/DNS-
Hybrid. Substrate der RT sind die vier Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP)
dATP, dGTP, dCTP und dTTP. Bei jedem Schritt wird zunachst durch spezifische
Basenpaarung das zur jeweiligen Base des Matrizenstranges komplementare Nu-
kleotid gebunden. Dann greift die 3'-Hydroxygruppe des zuletzt eingebauten Nukleo-
tids nukleophil den a-Phosphatrest des nachsten Triphosphates an. Durch den an-
schlielfenden Austritt von Pyrophosphat kommt es zur Knipfung einer neuen Phos-

phatdiesterbriicke (Abbildung 3). Nach Verschiebung des Enzyms zur nachsten Ba-
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se auf der Matrizen-RNS wiederholen sich die Schritte. Die Reverse Transkriptase ist

somit eine 5'—>3'-Polymerase’.

3 5 3’ 5
RN|S-Matr||ze 4GTP PP, RN|S-Matr||ze
U 6 A C U 6 A ¢
\ | I '. : I .'
A é Jr Reverse ] A é Jr é
| Transkriptase | |
DNS-Strang DNS-Strang
5 3’ 5 3’

Abbildung 3 Bildung eines RNS/DNS-Hybrids durch RT

Wird jetzt eines der Nukleosidanaloga nach Aktivierung zum entsprechenden Tri-
phosphat (z. B. d4TTP) von der RT nicht als Fremdkdrper erkannt und in den entste-
henden DNS-Strang eingebaut, kann durch die fehlende 3‘-Hydroxygruppe keine
weitere Elongation in 3'-Richtung mehr erfolgen.

Hinzu kommt, dal sich die RT keiner Korrekturlesefunktion bedient, wie sie die zel-
leigene DNS-Polymerase nutzt. Dadurch konnen irrtumlich eingebaute Bausteine
nicht wieder herausgeschnitten werden®, so daB die Reverse Transkription unwei-
gerlich abgebrochen wird’.

Der Replikationszyklus der gesunden Zellen wird also durch die Applikation der RT-

Inhibitoren nicht beeinfluRt und ermoglicht somit eine selektive, antiretrovirale Thera-

pie.
2.2.2.2. Nicht-nukleosidanaloge RT-Inhibitoren (NNRTI)

Wie die NRTIs storen die NNRTIs die Funktion der Reversen Transkriptases, werden
aber nicht als falsche Bausteine in die Viruserbgut-Ubersetzung eingebaut. Neue
Zellen werden vor einer Infektion geschuitzt, infizierte Zellen jedoch nicht an der Pro-
duktion neuer Viren gehindert. Da sich unter einer alleinigen Behandlung mit einem
NNRTI sehr schnell eine Resistenz ausbildet, kdnnen sie lediglich in einer Kombina-
tionsbehandlung9 sinnvoll eingesetzt werden.

Zur Therapie der HIV-Infektion zugelassen sind Nevirapin (Viramune®) und Efavi-
renz 8 (Stocrin® oder Sustiva®), in den USA zusétzlich Delavirdin (Rescriptor®). In
klinischer Prufung befinden sich Substanzen wie Calanolide A, MKC-422 [Emivirin,
Coactinon®], AG-1549 [Capravirin], DPC 963,083, PNU 24272, SJ-3366 und andere.
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Abbildung 4 Ein NNRTI am Beispiel von Efavirenz 8

2.2.3. Protease-Inhibitoren

Nach Vorschrift der genetischen Information von HIV produzieren infizierte, mensch-
liche Zellen Proteine, deren Bestandteile zum Aufbau neuer Viren dienen. Medika-
mente der Klasse der Protease-Inhibitoren verhindern, dal} HIV-Protein-Scheren
diese Vorstufen in funktionierende Stlcke schneiden. So entstehen zwar weiterhin
Viren; diese konnen jedoch keine neuen Zellen infizieren. Sie wirken als Peptidmi-
metika im aktiven Zentrum des Enzyms. Innerhalb des HIV-Infektionszyklus setzen
Protease-Hemmer nach den RT-Hemmern an. Zellen, die HIV bereits als Provirus in
sich tragen, werden an der Produktion neuer Viren gehindert. Die Hemmung der Vi-

rusvermehrung ist bei den Pl bisher zumindest in vitro am ausgepragtesten.

@) O @)
OH )
O

Abbildung 5 Ein Protease-Inhibitor am Beispiel von Liponavir 9

Zur Behandlung der HIV-Infektion zugelassen sind: Amprenavir (Agenerase®), Indi-
navir (Crixivan®), Lopinavir 9 (Kaletra®), Nelfinavir (Viracept®), Ritonavir (Norvir®) und
Saquinavir (Invirase® oder Fortovase®). In klinischer Priifung befinden sich Substan-
zen wie Atazanavir (Zrivada®, BMS-232632), Tipranivir (PNU 140690), PD-278390,
DMP 450 und noch einige andere.
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Die Behandlung mit einer Kombination von Protease- und RT-Hemmern senkt die

Virusmenge und die CD4-Zellzahl steigt an. Studien®"°

zeigen eindrucklich, dal®
Kombinationstherapien, die einen Protease-Inhibitor enthalten, das Fortschreiten der
Immunschwache verzdégern, das Auftreten von Aids-definierenden Infektion vermin-
dern und so das Leben verlangern.

Die Tripeltherapie (HAART = highly active antiretroviral therapy) mit einem Protease-
Inhibitor und zwei nukleosidischen RT-Inhibitoren stellt heute (wenn sie bezahlt wer-
den kann) den Standard bei der Behandlung der HIV-Infektion dar. Mit einer geeig-
neten Kombination und der korrekten Einnahme der Medikamente a3t sich die Vi-
ruslast des Patienten unter die PCR-Nachweisgrenze'' (ca. 200 Viren/ul) senken.
Durch die verminderte Anzahl sich noch replizierender Viren ist die Selektion resi-
stenter Virusstamme stark eingeschrankt. Durch diese Therapie wird erfolgreich die
Resistenzentwicklung bei HIV-Infektion verzogert'”. Leider gibt es aber bis heute
noch keine antivirale Therapie, die in der Lage ware, HIV aus dem Korper zu elimi-
nieren. Patienten mit HIV haben aullerdem ein erhdhtes Risiko, ernsthafte Erkran-
kungen durch andere Viren, wie dem Varicella-Zoster-Virus (VZV; verursacht Wind-
pocken und Gurtelrose) zu entwickeln. Obwohl die Erkrankung wahrend der Kindheit
mit einer gesunden Immunabwehr gewohnlich gutartig und selbstlimitierend verlauft,
konnen Zoster-Ausbriche bei HIV-infizierten Patienten lebensbedrohend sein. Die
Behandlung von VZV-Infektionen HIV-infizierter Patienten erfordert meistens die
Verabreichung einer weiteren spezifischen antiviralen Chemotherapie”’, die ahnlich

wie bei der HIV-Behandlung die Replikation des Virus unterbinden soll.

2.3. Herpes-Infektionszyklus

Zur Familie der Herpes-Viren gehdren neben dem Varicella-Zoster-Virus unter ande-
rem das Herpes-Simplex-Virus (HSV), das Epstein-Barr-Virus (EBV), das Hepatitis-
B-Virus (HBV) und das Cytomegalie-Virus (CMV). Sie rufen so unterschiedliche
Krankheitsbilder wie den einfachen Lippenherpes, den Herpes genitalis, Herpes
zoster, das Pfeiffersche Drusenfieber oder Hepatitis B hervor. Im Gegensatz zu HIV
handelt es sich bei den Herpes-Viren um sogenannte DNS-Viren, da sie ihre Erbin-
formation nicht in Form von RNS, sondern DNS in sich tragen. Daher unterscheidet

sich auch ihr Replikationszyklus signifikant von dem des HIV (Abbildung 1, S. 3).
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Abbildung 6 Replikationszyklus von Herpes-Viren

Durch Binden an einen Membranrezeptor und Eindringen in die Wirtszelle gelangt
das virale Capsid in das Cytoplasma und schlieldlich zu einer Kernpore. Dort wird die
virale DNS in das Nukleoplasma entlassen und zirkularisiert'. Nunmehr werden so-
wohl die viralen Partikel- als auch die Replikationsproteine durch den zelleigenen
Transkriptions- und Translationsapparat exprimiert. Zu den Replikationsproteinen
zahlen unter anderem die virale DNS-Polymerase, eine Helicase und eine Primase.
Die Replikation des viralen Genoms erfolgt unter Beteiligung der drei genannten
Proteine durch Abrollen eines fortlaufend synthetisierten neuen DNS-Stranges Uber
die Matrize, einem zirkularen Einzelstrang des ursprunglichen Virus-Genoms (Prinzip
des "rollenden Kreises"). Nach Vervollstandigung zum Doppelstrang und dessen
Teilung in die einzelnen Genom-Einheiten bilden diese zusammen mit den Partikel-
proteinen neue Virione, die durch Ausknospung an der Zellmembran als infektiose
Viren sezerniert werden. Daruber hinaus ist auch die Verbreitung der Viren durch
Zell-Zell-Kontakte oder Zellfusion mé')glich15.

Da die virale DNS-Polymerase der Herpes-Viren eine zentrale Funktion im Replika-
tionszyklus besitzt, stellt sie einen vielversprechenden Angriffspunkt in der antiviralen
Herpes-Therapie dar. Zur Inhibierung dieses Schlussel-Enzyms werden vor allem
azyklische Nukleosidanaloga wie Acyclovir 10 (ACV), Penciclovir 11 (PCV) und Gan-
ciclovir 12 (GCV) eingesetzt.
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Abbildung 7 Antiviral aktive azyklische Nukleosidanaloga

Diese azyklischen Nukleosidanaloga sind aber zu polar fur eine passive Membran-
diffusion, weshalb anstelle von Acyclovir 10 dessen desoxygenierte Form Desciclo-

vir 13 und anstelle von Penciclovir 11 das desoxygenierte und diacetylierte Derivat

16,17.
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Famciclovir 14 oral appliziert wird

Ho T ~r°
¢
Desciclovir 13 Famciclovir 14
Abbildung 8 Orale Darreichungsformen einiger azyklischer Nukleosidanaloga

Ein neuartiges Herpes-Therapeutikum stellt das zyklische Nukleosidanalogon (E)-5-
(2-Bromyinyl)-2'-desoxyuridin 15 (BVDU) dar. Die Synthese der modifizierten Nukle-
obase (E)-5-(2-Bromyvinyl)uracil 16 (BVU)18 sowie des entsprechenden Desoxyribo-
nukleosides BVDU 15" gelang erstmals in den 1970er Jahren und folgte unmittelbar
auf die von Fissekis et al. berichtete Darstellung von 5-Viny|uraci|20 (Abbildung 9).
Nach der Entdeckung der guten antiviralen Eigenschaften von BVDU 15 im Jahre
1979 durch De Clercq et al? erfolgten weitere Untersuchungen, in deren Verlauf die
Wirksamkeit von BVDU 15 gegentber VZV, CMV sowie den beiden Subtypen von

HSV nachgewiesen werden konnte??

. Als problematisch erwies sich jedoch die
enzymatische Spaltung von BVDU 15 zu BVU 16 und 2'-Desoxyribose24 im Blut. Die
antivirale Wirkung von BVDU 15 beruht auf der kompetitiven Inhibierung der viralen
DNS-Polymerase durch BVDU-Triphosphat, welches intrazellular durch enzymati-
sche Phosphorylierung von BVDU 15 gebildet werden muf3. Kommt es zum Einbau

in die DNS, so stort die Bromvinyl-Funktion unter anderem durch Ausbildung soge-



12 2. Kenntnisstand

nannter "cross links" mit anderen DNS-Strangen die Ausbildung der nativen DNS-
Struktur und behindert somit die Funktion der synthetisierten DNS.
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Abbildung 9 Das neuartige Herpes-Therapeutikum BVDU 15 und seine modifi-
zierte Nukleobase BVU 16

Gegenwartig findet BVDU 15 unter dem Handelsnamen Brivudin® medizinische An-
wendung als Virustatikum und lalt sich beispielsweise bei Herpes-Zoster-Erkran-

kungen deutlich niedriger dosieren als Famciclovir 147,

2.4, Das Pronukleotid-Konzept

In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, in welch vielfaltiger Weise NRTIs
als antivirale Therapeutika zur Verfugung stehen. Naturliche endogene Nukleoside
mussen zu den entsprechenden 5'-Triphosphaten (TP) phosphoryliert werden, um in
einen intrazellular entstehenden DNS-Strang integriert werden zu konnen (Kapitel
2.2.2.1., S. 6). Der erste Phosphorylierungsschritt, der zur Bildung von Nukleosid-5°-
Monophosphat (MP) fihrt, wird durch eine Nukleosid-Kinase katalysiert. Dieses En-
zym wird von der Wirtszelle oder durch ein Virus, welches die Zelle infiziert hat, ko-
diert®®, wie es z. B. bei der Metabolisierung von BVDU 15 der Fall ist. Die Umwand-
lung von Nukleosid-MPs zu den entsprechenden 5°-Diphosphaten (DP) und Triphos-
phaten werden schliellich von Nukleosid-, Nukleotidyl-, und Nukleosiddiphosphat-
Kinasen ausgefuhrt. Deshalb spielen die zellularen Kinasen und die viral-kodierten
Kinasen eine lebenswichtige Rolle bei der Metabolisierung und Replikation von Zel-
len und Viren.

Nukleosidanaloga, wie d4T 7, konkurrieren demnach mit den nattrlichen Nukleosi-

den um die Aktivierung zum Triphosphat, ohne die sie keine antivirale Wirkung ent-
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falten konnen. Deshalb bezeichnet man solch eine Wirkstoffvorstufe auch als Pro-

drug.
extrazellulares Medium Zellmembran intrazellulares Medium
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Abbildung 10 Metabolisierung von d4T 7

Nach dem Passieren der Zellmembran wird d4T 7 von der zellularen Thymidin-
Kinase (TK), einem Enzym des "salvage pathways" fur Thymidin, zunachst zum 2',3'-
Didesoxy-2',3'-didehydrothymidylat (d4TMP) phosphoryliert. Dieses wird durch die
Thymidylat-Kinase zum 2',3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidindiphosphat (d4TDP)
umgesetzt. Die Nukleosiddiphosphat-Kinase katalysiert schlieRlich die Reaktion von
d4TDP zum biologisch aktiven 2'3'-Didesoxy-2',3'-didehydrothymidintriphosphat
(d4TTP).

Langzeit-Therapien mit NRTIs wie AZT 2 haben gezeigt27, dal es zu einer Vermin-
derung der Aktivitat der Thymidin-Kinase kommt, die schliel3lich eine Resistenz zur
Folge hat. Hinzu kommt das Problem der Substratspezifitat der beteiligten Kinasen,
welche die Phosphorylierungsschritte fur die Nukleosidanaloga hemmt?®,

Ein Beispiel fur die Hinderung der ersten Phosphorylierung findet man bei dem Wirk-
stoff d4T 7. Die Thymidin-Kinase akzeptiert d4T 7 (Abbildung 10) nur unzureichend
als Substrat und die Metabolisierung zu d4T-Monophosphat findet nur sehr langsam

statt, weshalb die nachfolgenden Phosphorylierungsschritte ebenfalls kaum zu be-
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obachten sind. Das lat den Wirkstoff d4T 7 in der antiviralen Chemotherapie nur
maldig aktiv erscheinen, obwohl die nachfolgenden zwei Phosphorylierungsschritte
gut katalysiert werden, und d4T-Triphosphat einen der potentesten HIV-Inhibitoren
darstellt®.

Eine ahnliche Limitierung findet man auch bei den antiviralen azyklischen Nukleosi-
den wie Acyclovir und Penciclovir, oder dem Nukleosidanalogon BVDU 15. |hre
Wirksamkeit gegen die bekannten Herpes-Viren hangt ebenfalls von der Aktivierung
zum Triphosphat ab. Fur HSV und VZV, die ihre eigene Thymidin-Kinase30 kodieren,
ist dies unproblematisch. Bei Erregern ohne eigene Nukleosid-Kinase, wie z. B. dem
Hepatitis B Virus, hingegen bleibt die antivirale Wirkung der Prodrugs aus. Im Prinzip
sollte die direkte Applikation von 5-Phosphaten (Nukleotiden) die Nachteile der Nu-
kleosidanaloga-Therapie umgehen kénnen. Dieser sogenannte TK-Bypass wird in

der nachsten Abbildung am Beispiel von d4T 7 dargestellt.

-d4TMP
Nukleosid-
Thymidylat- diphosphat-
TK Kinase

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

Abbildung 11 Schematische Darstellung des TK-Bypasses

Allerdings stellen phosphorylierte Nukleosidanaloga biochemisch hdchst problemati-
sche Substanzen dar. Zum einen sind Nukleotide Sauren und liegen bei physiologi-
schem pH-Wert (pH 7.4) zweifach negativ geladen vor. Deshalb sind sie flr einen
passiven Transport durch die lipidreiche Zellmembran zu hydrophil und ein aktiver
Transportmechanismus ist bisher unbekannt. Dariber hinaus werden Nukleotide
durch Phosphohydrolasen (saure und alkalische Phosphatasen, 5°-Nukleotidasen)
im Blut und an Zelloberflachen schnell zu den entsprechenden Nukleosiden dephos-
phoryliert. Dies schrankt inre Verfugbarkeit im Organismus stark ein.

Um das Problem der schlechten Zellmembranpenetration von Nukleotiden zu I6sen,
schlug Montgomery31 vor, Nukleotidester herzustellen, die die Zellmembran durch-
dringen kénnen und anschlielfiend wieder zum Nukleotid metabolisiert werden. Dar-

aufhin wurden verschiedene Prodrugs (hier: PronukleotideSz) entworfen, synthetisiert
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und auf ihre Tauglichkeit hin UberprUftSa. An ein Pronukleotid sollten generell vier

Anforderungen gestellt werden:
e Es muB lipophil genug sein, um passiv durch die Zellmembranen und die Blut-
Hirn-Schranke diffundieren zu kdnnen.

e Es sollte eine ausreichende Stabilitat im extrazellularen Medium aufweisen.

e Dagegen sollte sich das Nukleotid intrazellular durch eine schnelle enzymatische

oder hydrolytische Abspaltung der Schutzgruppe (,Maske*) freisetzen lassen.

e Die abgespaltene Maske darf nicht toxisch sein.

Im Falle der Pronukleotide (z. B. d4TMP, Abbildung 12) gilt es, zwei negativ gelade-
ne Sauerstoffatome an der Phosphatgruppe zu neutralisieren, weshalb die Verwen-

dung von zwei Masken notwendig erscheint.

o) 0
HN)j/ HN)j/

0, oy ofe. o

@O/'o@ :o: — g{}é :o:

d4TMP d4T-Pronukleotid

Abbildung 12 Vom Nukleotid zum Pronukleotid

Erste Versuche mit DiaIkyIphosphatesterna4 (zweiteiliges Prodrug-Konzept) zeigten,
dald die Abspaltung einer Maske durch nukleophile Reaktion am Phosphorzentrum
sehr wohl moglich ist. Die negative Ladung des entstehenden Phosphatdiesters ver-
hinderte jedoch eine weitere Hydrolyse, so dal® es nicht zur Freisetzung des Wirk-
stoffes kam. Neuere dreiteilige Ansatze gehen von Masken aus, die das Nukleotid
durch eine Hydrolysenkaskade, ausgeldst von einer enzymatischen Reaktion der
sich eine zweite enzymatische oder chemische Hydrolyse anschlief3t, in das
Cytoplasma entlassen. Als Beispiele fur Pronukleotid-Systeme, die am ehesten in
der Lage sind, die gestellten Anforderungen zu erfillen und das Nukleosid erfolg-

reich freizusetzen, seien folgende Konzepte genannt:

o Bis(POM)-Nukleotide [Bis(Pivaloyloxymethyl)-]***®

e Bis(POC)-Nukleotide [Bis(iso-Eropngxygarbonyloxymethyl)—]a'6
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e Bis(SDTE)-Nukleotide [Bis(S-(2-Hydroxyethylsulfidyl)-2-thioethyl)-]*’
o Bis(SATE)-Nukleotide [Bis(S-Acyl-2-thioethyl)-]*"***°

° Phosphoramidat-NukIeoside39

Ein Pronukleotid, dem das Bis(POC)-Konzept zu Grunde liegt, hat sogar vor kurzem
unter dem Handelsnamen Viread™ die klinische Zulassung erhalten. Es wird von
Gilead Sciences vertrieben und ist ein Medikament, das zur Klasse der NtRTIs ge-
hort.

Alle genannten Pronukleotid-Systeme benotigen Enzyme zur Freisetzung des Wirk-
stoffs, so dal} sich ihre Wirksamkeit auf Zellen beschrankt, die das entsprechende
Enzym bereitstellen. Ein optimales und effektives Prodrug-System sollte aber von
solchen Einschrankungen befreit sein, um den Virus im Organismus schnell und
vollstandig eliminieren zu kdnnen und damit das Risiko der Resistenzbildung zu mi-
nimieren. C. Meier et al. haben neuartige, dreiteilige Pronukleotide entworfen und
synthetisiert, die sich durch eine rein chemisch verlaufende Hydrolyse von den bis-
herigen Konzepten unterscheiden und deshalb unabhangig von Enzymen funktionie-

ren konnen: Die cycloSaligenyl-Nukleosid-Monophosphate (cycloSal-NMP).

24.1. Das cycloSal-Konzept

4041 hesteht im Unterschied zu den anderen Pronukleotid-

Ein cycloSal-Pronukleotid
Systemen aus nur einer zyklischen, bidenten Maske (Saligenylalkohol) und dem ent-
sprechenden Nukleotid. Das Verhaltnis von Maske zu Wirkstoff wird dadurch auf 1:1
reduziert (sonst 2:1 oder hoher). Dies ist ein entscheidender Vorteil, wenn man die
mdgliche Toxizitat der abgespaltenen Masken berlcksichtigt, die flr die spatere
Vertraglichkeit der eingesetzten Pronukleotide mit verantwortlich ist.

Die Besonderheit der cycloSal-Pronukleotide besteht in der selektiv chemisch ver-
laufenden Hydrolyse. Diese Selektivitat wird durch die unterschiedlichen Stabilitaten
der Benzyl—42, Phenyl-43 und Alkylphosphatester-Bindungen erreicht. Die untere
Abbildung 14 auf der nachsten Seite gibt ein Reaktionsschema der mdglichen Hy-
drolysewege eines cycloSal-Pronukleotids ohne weitere Saligenyl-Substituenten (cy-

cloSal-d4TMP 17) wieder.
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Abbildung 13  Aufbau eines cycloSal-Nukleotides mit Numerierung der Saligenyl-

Kohlenstoffatome

Prinzipiell sollte im ersten Hydrolyseschritt die Phenylester-Bindung des cycloSal-
NMPs gespalten werden. Diese stellt die labilste der drei Phosphatester-Bindungen
dar, da aus der Spaltung dieser Bindung der mesomeriestabilisierte 2-Hy-
droxybenzyl-Phosphatdiester 18 resultiert (Schritt a, Abbildung 14).

@)
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Abbildung 14 Reaktionsschema fiir die selektive, chemische Hydrolyse eines

cycloSal-Pronukleotides am Beispiel von cycloSal-d4TMP 17

Die alternativ denkbare Spaltung der Benzylester-Bindung von 17 wurde hingegen
zu einem 2-Hydroxymethylphenyl-Phosphatdiester 19 flihren (Schritt ¢, Abbildung
14). Da jedoch die Phosphatgruppe als Akzeptor-Substituent in ortho-Position zum
Benzylester dessen Hydrolyse stark verlangsamt42, kommt es normalerweise (Unter-
suchungen® mit Benzyl-funktionalisierten cycloSal-NMPs haben gezeigt, da der

Schritt ¢ auch dominieren kann) nicht zu dieser Reaktion, und der Schritt a verlauft
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als selektive, chemische Hydrolyse. Bedingung hierfur ist lediglich ein schwach alka-
lisches pH-Milieu, wie es in biologischen Medien vorliegt (physiologischer pH-
Wert =7.4). Durch diesen ersten Hydrolyseschritt wird aus dem Akzeptor-
Substituenten (Phosphat) in der C2-Position der cycloSal-Maske ein Donor-
Substituent (Hydroxylgruppe). Diese Umpolung des Substituenten induziert schliel3-
lich die spontane Spaltung des Benzyl-Phosphatdiesters 18 zum potentiellen Wirk-
stoff d4TMP und dem Saligenylalkohol 20 (Schritt b). Insgesamt liegt somit eine
Tandem-Reaktion vor. Es sei angemerkt, dal® der hypothetisch entstehende Phenyl-
Phosphatdiester 19 aufgrund der negativen Ladung an der Phosphatgruppe gegen
den erneuten nukleophilen Angriff eines Hydroxid-Anions auf das Phosphoratom
inert ware, so dal® nur eine selektive, enzymatische Spaltung der Phenylester-
Bindung in 19, beispielsweise durch eine Phosphodiesterase, zur Bildung von
d4TMP und 20 fuhren warde (Schritt d).

Der Hydrolysemechanismus konnte durch die Verwendung multinuklearer NMR-
Spektroskopie (1H-, 3c., 31P-NMR) und Massenspektroskopie bestatigt werden. Die
chemische Hydrolyse von cycloSal-d4TMP- (TK-Bypass)45 oder cycloSal-ddAMP-
Derivaten®® zeigte den ausschlieRlichen Abbau zum Nukleotid und die Bildung des
entsprechenden Salicylalkohols. Bei diesen Experimenten in verschiedenen waliri-
gen Pufferlosungen und in RPMI-1640 Kulturmedium mit 10 % warme-inaktiviertem,
fotalem Kalberserum, wurde auch die zu erwartende pH-Abhangigkeit der Nukleotid-
Freisetzung, wie sie fur die chemische Hydrolyse typisch ist, deutlich. Die Einflisse
von Substituenten am Salicylalkohol und die damit verbundenen elektronischen Ei-
genschaften zeigten eine deutliche Korrelation zu den Hydrolysehalbwertszeiten der
Phosphortriester. Es konnten keine Beweise flr einen enzymatisch bedingten Abbau
in Gegenwart des RPMI-1640 Mediums mit 10 % FCS beobachtet werden.

Die Effizienz der cycloSal-Pronukleotide wurde mittels antiviraler in vitro-Zelltests
demonstriert. Fur die cycloSal-d4TMPs wurde eine Verbindung zwischen ihrer
Struktur und der biologischen Aktivitat gefunden: Je starker die Elektronendonor-
Fahigkeiten eines Saligenyl-Substituenten ist, desto besser ist auch die antivirale
Aktivitat gegen HIV-1 und HIV-2 in CEM/0-Zellen. So wiesen die 3- oder 5-Methyl-
genauso wie die 3,5-Dimethyl-cycloSal-d4TMPs sogar eine hohere antivirale Wirk-
samkeit (0.09 uM) als d4T 7 (0.18 uM) selbst auf. Der Uberzeugendste Beweis flr
die Effizienz des TK-Bypasses ist die Beibehaltung der biologischen Aktivitat der

meisten Verbindungen in Thymidin-Kinase-defizienten (TK') CEM-Zellen. Nur das
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sehr hydrolyselabile 5-Nitro-cycloSal-d4TMP zeigte einen Verlust der antiviralen Ak-

tivitat. Trotzdem bestarken die Ergebnisse die Theorie der selektiven intrazellularen
Freisetzung von d4TMP.
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Abbildung 15 Strukturformeln von ddA 21, cycloSal-ddAMP 22, d4A 23 und cy-
cloSal-d4A 24

Das cycloSal-Konzept wurde auch erfolgreich zur Pravention der ADA-Des-
aminierung von ddA 21 angewendet. Die cycloSal-ddAMPs 22 besitzen eine sehr
hohe antivirale Aktivitat in CEM/0-Zellen (0.03 uM); das ist eine Steigerung um das
100-fache verglichen mit ddA 21 (3.17 pM)46. Neben der hohen Wirksamkeit konnte
eine Steigerung des Selektivitatsindex um das 15-fache festgestellt werden. Wieder
sind die Ergebnisse ein Beweis fur die effiziente Bereitstellung von ddAMP. Es sollte
erwahnt werden, daf® sowohl das intakte cycloSal-ddAMP 22, als auch das cycloSal-
d4AMP 24 vollkommen stabil gegen die enzymatische Desaminierung durch die
Adenosin-Desaminase (ADA) oder die Adenosin-Monophosphatdesaminase (AMP-
DA) sind*’, so daR die biologische Aktivitat nicht durch die Freisetzung von ddIMP
herruhren konnte.

Neben den Didesoxy-Nukleosidanaloga d4T 7 und ddA 21, wurde das cycloSal-
System auch auf AZT 2 angewendet48. Erstaunlicherweise verloren die entspre-
chenden cycloSal-AZTMP-Derivate beinahe ihre gesamte antivirale Aktivitat in mu-
tieten CEM/TK" Zellen, obwohl die in vitro-Aktivitat in den Wildtyp-CEM-Zellinien
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identisch mit der von AZT 2 war. Anscheinend gibt es eine besondere metabolische
Limitierung, die gegen die Beibehaltung der Aktivitat in TK™ Zellen agiert49.
Auch auf das Nukleosidanalogon BVDU 15 wurde das Konzept bereits erfolgreich

angewendet‘r’o‘51

. Hierbei wurden vor allem die Auswirkungen von strukturellen Modi-
fikationen am Glycon der cycloSal-BVDUMPs (Veresterung der 3'-Hydroxylfunktion
mit Carbon- und Aminosauren) und deren Eigenschaften untersucht. Aul3erdem ge-
lang durch Anwendung des cycloSal-Konzeptes die erstmalige Darstellung anti-EBV-
aktiver BVDU-Derivate.

Zusammenfassend |alt sich feststellen, dall das cycloSal-Konzept das erste Beispiel
fur ein erfolgreiches Nukleotid-freisetzendes Pronukleotid ist, welches nicht enzyma-
tisch gestartet werden muf3, sondern durch einfache chemische Hydrolyse mittels
einer Tandem-Reaktion aktiv wird. Die Vorteile des cycloSal-Konzeptes liegen in der
vergleichsweise einfachen synthetischen Verfugbarkeit und in der befriedigenden
Ldslichkeit der Verbindungen im walrigen Medium. Die potentiell toxische Maske
wird bei den cycloSal-NMPs im gunstigen Verhaltnis 1:1 Wirkstoff/Maske abgege-

ben.

Die hohere Lipophilie der cycloSal-NMPs sollte sich merklich auf ihre antivirale Akti-
vitat auswirken. Dennoch ist bis heute kein Zusammenhang zwischen der Lipophilie
und der biologischen Aktivitat der cycloSal-Verbindungen beobachtet worden, ob-
wohl eine hdhere Lipophilie das Passieren der Zellmembran erleichtern sollte. Be-
rucksichtigt man die Hydrolysehalbwertszeiten von 7-35 Stunden ist aber vorstellbar,
dal® durch die Erhéhung der Lipophilie nicht nur die Diffusionen in die Zelle verbes-
sert, sondern auch der Wiederaustritt erleichtert wird. So lange namlich die cycloSal-
Maske nicht abgespalten und das polare Nukleotid freigesetzt wird, kann das Pronu-
kleotid die Zellmembranbarriere in beide Richtungen Uberwinden. Die Richtung des
passiven Membrantransportes wird dabei nur durch den Ausgleich des Konzentrati-
onsunterschiedes auf beiden Seiten der Membran bestimmt. Da aber auch aul3er-
halb der Zelle ein hydrolytischer Abbau der cycloSal-Pronukleotide zu erwarten ist,
verliert man durch die langsame, chemische Hydrolyse der cycloSal-Maske im
Cytoplasma einen Teil des Wirkstoffs, der sogar schon an seinem Bestimmungsort
angelangt war (Abbildung 16, S. 21). Dieses Problem kann aber nicht durch hydroly-
sebeschleunigende Elektronenakzeptor-Substituenten (z. B. Cl, NO) an der Salige-

nyl-Maske geldst werden, weil eine gewisse Stabilitdt Voraussetzung fir den erfolg-
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reichen Transport zu den Zellen ist. Die unterschiedlichen Konzentrationen von Car-
boxyesterasen aullerhalb und innerhalb der Zellen, die bei in vitro-Untersuchungen
der Bis(SDTE)- und Bis(SATE)-Systemen von J-.L. Imbach®’ bestatigt werden
konnten, sollten eine extrazellular/intrazellulare Differenzierung durch einen Ester-
Substituenten an der cycloSal-Maske ermdglichen, wie es in Abbildung 16 skizziert
wird. Die erstmalige Synthese solcher ,lock-in“-modifizierter cycloSal-Pronukleotide
war die Aufgabe meiner Diplomarbeit52, deren Ergebnisse im folgenden Kapitel kurz

erlautert werden sollen.

24.2. |, lock-in“-modifizierte cycloSal-Pronukleotide

Durch den Einschluf® (engl. lock-in) soll verhindert werden, dal} das cycloSal-
Pronukleotid nach der passiven Diffusion in das Cytoplasma, dieses auf dem glei-
chen Weg wieder verlassen kann. Der ,lock-in“ soll in diesem Fall durch einen Ester-
Substituenten an der Saligenyl-Maske ermoglicht werden. Das Funktionsprinzip wird
in der nachsten Abbildung am Beispiel des 3-(Methyl-3‘-propionyl)-cycloSal-d4T-
MPs 77a erklart.

0 0
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extrazellular intrazellular Cytoplasma (pH 7.4)

Zellmembran

Abbildung 16 Theorie des ,lock-in“-Effektes am Beispiel von 3-(Methyl-3*-
propionyl)-cycloSal-d4TMP 77a
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Die intrazellular vermehrt vorhandenen Carboxyesterasen werden den Carbonsaure-
ester schnell hydrolysieren und infolgedessen die freie Carbonsaure entstehen las-
sen. Nach dieser ersten, enzymatischen Hydrolyse kann das cycloSal-Pronukleotid
die Zelle nicht mehr verlassen, da fur den passiven Efflux aus der Zelle, ebenso wie
fur den Infflux, eine hohe Lipophilie Voraussetzung ist. Die an der Saligenylmaske
verbleibende Carbonsaure wird zudem bei einem physiologischen pH-Wert von 7.4
als negativ geladenes Carboxylat vorliegen und als solches eine deutliche Verminde-
rung der Lipophilie hervorrufen. Dadurch ware der Efflux ausgeschlossen. Die Ver-
wendung von ,umgedrehten® Estern, bei denen nach der enzymatischen Hydrolyse
ein Hydroxylrest an der cycloSal-Maske zuruckbliebe, ist auch denkbar. Ob eine Al-
koholgruppe eine ausreichende Verminderung der Lipophilie bewirken kann, mufl}
aber erst noch untersucht werden.

Wahrend meiner Diplomarbeit gelang die Darstellung von insgesamt vier ,lock-in“-
modifizierten cycloSal-Pronukleotiden (77a und 25a-c), die alle durch den gleichen
3-(Methyl-3'-propionyl)-Substituenten ,lock-in“-funktionalisiert waren, und nachfol-

gend zusammengestellt sind.
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Abbildung 17 “lock-in"-modifizierte cycloSal-Pronukleotide 77a und 25a-c

Diese Verbindungen setzen sich formal aus dem Saligenylalkohol Methyl-3-(3-hy-
droxymethyl-2-hydroxyphenyl)propionat 58a, einer Phosphat-Gruppe und dem jewei-
ligen Nukleosid (d4T 7, AZT 2, ddA 21 oder d4A 23) zusammen. Der Syntheseweg
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dieser Verbindungen umfaldte sechs Synthesestufen, wobei zwei Stufen als ,Ein-

topf“-Reaktion durchfuhrbar waren.

Hydrolysestudien (exemplarisch mit dem cycloSal-d4TMP-Derivat 77a durchgefuhrt)

in isotonischen Phosphatpuffern bei pH 7.32 und pH 6.82 ergaben, dal die zusatzli-

che Esterfunktion in der Seitenkette sich ahnlich wie ein einfacher Alkyl-Substituent
auf die chemische Hydrolysehalbwertszeit auswirkt. Fur eines der beiden Diastereo-
mere der d4T-Verbindung 77a wurde bei pH 7.32 eine Halbwertszeit ermittelt, die mit

9.44 h zwischen den Werten des unsubstituierten cycloSal-d4TMPs 17 (4.62 h,

pH 7.29) und des 3-Methyl-cycloSal-d4TMPs 26 (15.70 h, pH 7.29) lag. Damit war

der elektronenziehende Effekt der Esterfunktion, der zu einer Verkirzung der Halb-
wertszeit gefuhrt hatte, geniigend vom aromatischen Ring abgeschirmt.

Mit Hilfe eines Carboxyesterase-Assays sollte anschlielfend die Stabilitat des Me-

thylesters des Saligenyl-Substituenten Uberprift werden. Dabei hatte der Methylester

des freien Salicylalkohols 58a in Anwesenheit der Carboxyesterase (PLE) nur eine

Halbwertszeit von < 0.1 h. Ob dieser Wert in der gebundenen Form des cycloSal-

d4TMPs 77a ahnlich niedrig ist, konnte aber nicht Uberprift werden, da das Hydroly-

seprodukt 3-(2°-Carboxyethyl)-cycloSal-d4TMP 27 HPLC-analytisch nicht nachzu-
weisen war. So blieb nur festzustellen, dald der Abbau des Triesters 77a durch die

Zugabe von Carboxyesterase um das 2.5-fache beschleunigt wurde.

Vor allem die unbefriedigenden Ergebnisse des Carboxyesterase-Assays machen

weitere Untersuchungen unumganglich, ohne die keine abschlieRende Aussage uUber

die Funktionsfahigkeit des ,lock-in“-Konzeptes gemacht werden kann. Die bisher
gewonnenen Erkenntnisse reichen bei weitem noch nicht aus, den Verlauf der

Esterase-beschleunigten Freisetzung des Nukleotides nachzuvollziehen. Bei dieser

Arbeit sollen deshalb folgende Fragen im Vordergrund stehen:

e Wird der Methylester Uberhaupt hydrolysiert oder wurde die beobachtete Be-
schleunigung der enzymatischen Hydrolyse nur durch die doppelt so hohe Kon-
zentration an PBS-Puffer bewirkt?

e Warum wurde das Hydrolyseprodukt 3-(2‘-Carboxyethyl)-cycloSal-d4TMP 27
nicht beobachtet? Ist vielleicht sogar eine enzymatische Hydrolyse des Phos-
phortriesters beobachtet worden?

Dal} eine Esterase-katalysierte Hydrolyse des Phosphortriesters von cycloSal-

Verbindungen nicht auszuschlieRen ist, zeigt eine Untersuchungen®® von J. Balzarini

et al. mit Tritium-markiertem cycloSal-d4TMP, bei der bereits innerhalb von 2 Stun-
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den eine sehr hohe intrazellulare Konzentration von d4TMP beobachtet wurde. Die-
ses Phanomen laldt sich nicht befriedigend erklaren, wenn man von einer chemi-
schen Hydrolyse des Triesters und der damit verbundenen Halbwertszeit (< 15 h)
ausgeht, wie sie wahrend des Hydrolyse-Assays ablauft. Vielmehr zeigt sich hier ei-
ne deutliche Abweichung von den Bedingungen des Modellsystems, die eine Analy-
tik nahelegt, mit der die verborgenen Vorgange an der Oberflache der Zellmembran
bis hinein in das Zellinnere unter in vitro-Bedingungen untersucht werden kann.
Solch eine analytische Studie stellt aber sehr hohe Anforderungen an das Detekti-
onssystem. Aufgrund ihrer hohen Empfindlichkeit stellt die Fluoreszenzanalytik bei
biochemischen Untersuchungen, die meist mit sehr geringen Mengen durchgefuhrt
werden, das Detektionssystem der Wahl dar. Mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie
konnen Informationen Uber die Kinetik makromolekularer Interaktionen, struktureller
Veranderungen sowie enzymatischer Reaktionen gewonnen werden®. Wie Nukleo-
side der Fluoreszenzspektroskopie zuganglich gemacht werden kdnnen, soll deshalb

im nachsten Kapitel gezeigt werden.

2.5. Fluoreszierende Nukleosidanaloga

Um Verbindungen, die selbst nicht fluoreszieren, der Fluoreszenzspektroskopie zu-
ganglich zu machen, werden diese mit fluoreszierenden Gruppen (Fluoreszenzmar-
kern) gekoppelt. Die Kopplung ist in den meisten Fallen unproblematisch und erfolgt
nach den bekannten Standardmethoden®. Als Fluoreszenzmarker kommen unter
anderem Lanthanoide zum Einsatz, die durch chelatbildende Liganden oder Mizellen
stabilisiert sind. Die Mizellen oder Chelate stabilisieren den angeregten Zustand des
Lanthanoids und bewirken einen verspateten Ubergang in den Grundzustand. Diese
Verzogerung hat den Vorteil, dald sich Anregung und Emission nicht dberschneiden
und so eine hintergrundfreie Detektion des Fluoreszenzsignals mdglich ist. Fur Eu®*
z. B. werden Relaxationszeiten von 600-1000 us beobachtet, wahrend normale Fluo-
rophore Relaxationszeiten von 5-100 ns aufweisen.

Fluorescein-, Resorufin- und Rhodaminderivate gehdren zu den wichtigsten Fluores-
zenzmarkern von Biomolekullen. Sie kdnnen prinzipiell an alle Klassen der Biomole-
kile kovalent gebunden werden. Man mufd dafur nur eines der Derivate auswahlen

und mit eine der vorhandenen Hydroxy-, Saure- oder Aminogruppen des entspre-
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chenden Molekuls verknupfen. Bei Nukleosiden mit Purinbasen bietet sich z. B. die
exozyklische Aminogruppe als Kopplungsstelle an. Unter milden Reaktionsbedin-
gungen reagieren Aminogruppen mit N-Hydroxysuccinimidestern (NHS-Ester), sowie
5(6)Carboxyfluorescein-NHS-Estern und N-(Resorufin-4-carbonyl)-piperidin-4-car-
bonsaure-NHS-Estern. In Abbildung 18 sind die aus den beiden NHS-Estern ent-
standenen Produkte 5(6)Carboxyfluorescein-dG 28 und N-(Resorufin-4-carbonyl)-
piperidin-4-carbonsaure-dG 29 gezeigt. Die beiden fluoreszenzmarkierten 2‘-Des-
oxyguanosine besitzen augenscheinlich eine grof’e, raumliche Ausdehnung und ein
bis zu dreimal grofReres Molekulargewicht als 2-Desoxyguanosin 63 selbst. Aulder-
dem kommen durch die Fluoreszenzmarker viele neue funktionelle Gruppen hinzu,
wie Hydroxy-, Ether-, Keto-, Saure- und Estergruppen, die als solche ungewlnschte

Reaktionen und Wechselwirkungen eingehen kénnen.

0
N N NH
< < L
HO HO N H o
o) o)
OH OH
28 29

Abbildung 18 Beispiele fiir fluoreszenzmarkierte 2°-Desoxyguanosine

Es liegt auf der Hand, dal} sich solche fluoreszenzmarkierten Desoxyguanosine, so-
wie andere nach dieser Methode fluoreszenzmarkierte Nukleosidanaloga, nicht ohne
weiteres mit den unmodifizierten Nukleosiden vergleichen lassen. |hre Metabolisie-
rung in die bioaktiven Triphosphate kann durch die mangelnde Substratspezifitat
zum aktiven Zentrum der entsprechenden Enzyme gestort sein. Nicht zu unterschat-
zen sind auch unerwartete Metabolisierungen bis hin zu einer erhohten Cytotoxizitat.
Letztendlich stellen fluoreszenzmarkierte Nukleosidanaloga durch die stark gean-
derten physikalisch-chemischen Eigenschaften nur sehr begrenzt einsetzbare bio-
chemische Sonden dar.

Um unverfalschte Erkenntnisse gewinnen zu konnen, sollte die Fluoreszenz durch

mdglichst wenige Veranderungen am Nukleosid erreicht werden. Aus der Literatur
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sind einige Beispiele bekannt, bei denen der Purinheterozyklus durch wenige Modifi-

kationen in eine fluorophore Gruppe verwandelt werden konnte (Abbildung 19).

HO N HO HO

Yooy
N N N /N =N
<N L7 O)\ | <NII\;I\NH2
0

OH OH OH OH
30 31 32

Abbildung 19 Fluoreszierende Nukleosidanaloga

Auf den ersten Blick erkennt man, dal} diese fluoreszierenden Nukleosidanaloga
weitaus eher den gestellten Anforderungen einer neutralen Sonde entsprechen. 3-(p3-
D-Ribofuranosyl)-imidazo[2,1-i]purin 30 (1 ,N®-Ethenoadenosin, g-Adenosin) findet als
fluoreszierendes, trizyklisches Nukleosidanalogon bei der Detektion von ATP in bio-

logischen Systemen Anwendung®®®’

. 3-p-D-2'-Desoxyribofuranosyl-3,5-diaza-4-oxo-
pheothiazin 31, dessen hervorragende Fluoreszenzeigenschaften erst kurzlich ent-
deckt wurden, hat sich als sehr effektives Cytosinanalogon herausgestellt, das sogar
eine stabile Basenpaarbindung mit Guanin eingehen kann®®. Das trizyklische Ring-
system stabilisiert DNS-Helices und selektiert exakt zwischen Adenin und Guanin®.
Aulerdem wird durch den Einbau von 31 die Schmelztemperatur der DNS erhoht
und die Fluoreszenzeigenschaften des freien Nukleosides bleiben im Oligonukleotid
erhalten®. 2-Amino-9-3-D-2'-desoxyribofuranosylpurin 32 (2-Aminopurin) besitzt auf-
grund seiner stark ausgepragten Fluoreszenz die optimalen Voraussetzungen zum
Nachweis von Nukleinsauren in extrem geringen Konzentrationen®". 2-Aminopurin 32
bildet stabile Basenpaare mit Thymin und Cytosin und kann so Adenin und Guanin in
einem DNS-Doppelstrang ersetzen®. Die Fluoreszenzquantenausbeute betragt in
freier Form 68 %, wird aber durch Einbau in Oligonukleotide deutlich gemindert58.
Unter physiologischen pH-Werten ist die Fluoreszenz optimal und toleriert einen
breiten pH-Bereich. Da dieses Nukleosidanalogon elektromagnetische Wellen bei
grolReren Wellenlangen als die natlrlichen vorkommenden Nukleoside absorbiert,
kann es auch bei einem grofen Uberschul natirlicher Basen durch selektive Anre-

gung sichtbar gemacht werden. Eine Vielzahl enzymatischer Reaktionen laufen mit
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2-Aminopurin 32 in gleicher Weise ab, wie mit ihren natlrlichen Vertretern®. Die in
der Literatur beschriebene Synthese von 2-Aminopurin 32 wurde nur im Mikromal3-
stab ausgehend von 2‘-Desoxyguanosin 63 durchgefuhrt. Vor dem Einsatz in der
cycloSal-Synthese muld deshalb zunachst ein Transfer der Synthese des fluoreszie-
rende Nukleosides 32 in den Grammalistab gelingen, da ein alternativer Synthese-

weg bisher noch nicht vorgeschlagen wurde.
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3. Aufgabenstellung

Synthese und Hydrolyseverhalten von ,lock-in“-modifizierten

cycloSal-Pronukleotide
Ziel dieser Arbeit ist die Darstellung neuer ,lock-in“-modifizierter cycloSal-Nukleosid-
Monophosphate. Im Gegensatz zu den vorangegangenen Synthesen wahrend mei-
ner Diplomarbeitsz, soll dabei weniger die Variation des Nukleosides im Vordergrund
stehen, sondern die Erweiterung der Auswahl an ,lock-in“funktionalisierenden
Estern des Saligenyl-Substituenten. Diese Notwendigkeit ergibt sich aus den an-
schlieRenden Untersuchungen zur enzymkatalysierten Hydrolyse dieser Ester. Der
bisherige Syntheseweg erlaubt keine weitere Variation der Estergruppe. Es ist weder
moglich, andere Alkohole mit dem 2‘-Carboxyethyl-Substituenten zu verestern, noch
sind die geplanten ,umgedrehten® Ester (Abbildung 22, S. 29) zuganglich. Infolge-
dessen stehen als Substrate fur die Carboxyesterase nur die 3-(Methyl-3‘-propionyl)-
cycloSal-NMPs 77a und 25a-c (Abbildung 17, S. 22) zur Verfugung. Es ist aber
durchaus mdglich, dal} der Methylester Uberhaupt kein Substrat flr dieses Enzym
ist. Vielleicht war deshalb auch das Hydrolyseprodukt 3-(2°-Carboxyethyl)-cycloSal-
d4TMP 27 (Abbildung 20) bei den durchgefuhrten HPLC-Untersuchungen nicht
nachzuweisen®. Unabhangig von der Enzymhydrolyse sollen die Verbindungen 27
und 38-40 hergestellt werden, um deren Eigenschaften zu untersuchen und diese

anschlielRend als Referenz einsetzen zu kbnnen.

0 g__ y
H o\
O ||D\<8\ 5'-Nukleosid O ?\(8\5’—Nukleosid
o] o]
d4T: 27 38
BVDU: 39 40

Abbildung 20 Hydrolyseprodukte der 3-Ester-Substituenten und erwarteter assi-
stierender Effekt bei der Phosphattriesterhydrolyse

Die 3-Position der Ester-Substituenten wurde gewahlt, um zusatzlich die Auswirkun-
gen der freigesetzten Carbonsaure- oder Alkoholfunktion auf die Hydrolyse des
Phosphattriesters untersuchen zu kénnen. Im Idealfall kdnnte die jeweils entstehen-

de polare Gruppe, durch einen assistierenden Effekt die chemische Hydrolyse und



3. Aufgabenstellung 29

damit die Freisetzung des Nukleotides beschleunigen (Abbildung 20 und Abbildung
66, S. 72). Um diesen Effekt nachweisen zu kdnnen, sollen zusatzlich die regioiso-
meren, 5-substituierten cycloSal-Pronukleotide hergestellt werden. Ohne einen assi-
stierenden Effekt sollten sich die Halbwertszeiten der Hydrolyseprodukte 41-44 nur
wenig von denen der 3-Isomere 27, 38-40 unterscheiden. Eine deutliche hoherer
Halbwertszeit der 5-lsomere ware ein erster, guter Beweis fur die Existenz dieser

Wechselwirkung.

@) @)

O.1_0O. O.1_ 0O .
P~ 5-Nukleosid N@$ 5'-Nukleosid
HO. o) o)
HO
o)
daT: 41 42
BVDU: 43 44

Abbildung 21 Hydrolyseprodukte der 5-substituierten cycloSal-NMPs

Um alle Verbindungen zuganglich zu machen, mul® der Syntheseweg so modifiziert
werden, dal} keine Einschrankung bei der Synthese der geplanten cycloSal-NMPs
mehr hingenommen werden mufd, wobei der Schwerpunkt sicherlich auf die Hy-
droxymethylierung der Phenolderivate zu setzen ist. Schliel3lich war dieser Schritt

bisher fur die starke Limitierung verantwortlich.

b
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Nukleosid: d4T 7, BVDU 15, 2-Amino-dP 32, 2-Amino-ddP 35; R: z.B. Methyl, tert-Butyl

Abbildung 22 Geplante “lock-in"-modifizierte Zielverbindungen

Die ,lock-in“-modifizierten Saligenyl-Masken kénnen dann mit den beiden Nukleosid-
analoga d4T 7 und BVDU 15 in die entsprechenden cycloSal-NMPs uberfuhrt wer-
den. Zunachst sollen die Hydrolysestabilitaten der Phosphattriester in isotonischem

Phosphatpuffer bei pH 7.3 bestimmt werden. Danach soll das intrazellulare Verhal-
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ten der Verbindungen, insbesondere der Carbonsaureester, in einem Car-
boxyesterase-Assay mit Schweineleberesterase (engl. pig-liver esterase, PLE) simu-
liert und untersucht werden. Anschlie3end soll das Verhalten der Carbonsaureester
durch eine weitere Hydrolyseuntersuchung in den entsprechenden Zellhydrolysaten
humaner CEM/0-Zellen (d4T-Verbindungen) bzw. P3HR-1-Zellen (BVDU-
Verbindungen) aufgeklart und mit den Ergebnissen des Carboxyesterase-Assays
verglichen werden. Ziel der PLE- und Zellextrakt-Kinetiken ist in erster Linie nicht die
Bestimmung der intrazellularen Stabilitaten, sondern der Nachweis der Hydrolyse-
produkte 27 und 38-44, die in Gegenwart der verschiedenen Carboxyesterasen ent-
stehen sollten. Dadurch ware der Beweis flr die Funktionsfahigkeit des ,lock-in“-
Konzeptes erbracht.

FUr Fluoreszenz-analytische Studien sollen einige ausgewahlte ,lock-in“-modifizierte
cycloSal-NMPs mit dem fluoreszierenden Nukleosidanalogon 2-Amino-dP 32 herge-
stellt werden. Das Nukleosidanalogon 32 muf dafur erst einmal durch einen neuen
Syntheseweg im grofleren Maldstab zuganglich gemacht werden, so dal} eine aus-
reichende Menge fur die cycloSal-Synthese zur Verfigung steht. Mit Hilfe der Fluo-
reszenzanalytik konnten diese neuartigen cycloSal-Derivate es ermoglichen, bisher
unbekannte Aspekte des cycloSal-Konzeptes (insbesondere des ,lock-in“-
Mechanismuses) aufzuklaren.

AbschlieBend stellt sich die sehr interessante Frage, ob die ,lock-in“
Funktionalisierung der cycloSal-Pronukleotide auch deren antivirale Wirkung beein-
fluRt. Zur Beantwortung dieser Frage sollen die antiviralen Aktivitaten und Cytotoxi-
zitaten mit Hilfe von in vitro-Zelltests in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Jan

Balzarini, Universitat Leuven, Rega-Institut Leuven, Belgien bestimmt werden.
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4, Resultate und Diskussion

4.1. Synthese von Ester-substituierten Saligenylalkoholen

4.1.1. Synthesestrategie zur Darstellung der ,lock-in“-modifizierten cy-
cloSal-Pronukleotide
Zur Darstellung der ,lock-in“-modifizierten cycloSal-NMPs kann ausgehend von den

unterschiedlich substituierten Saligenylalkoholen auf eine bewahrte Methode zurtick-

gegriffen werden, die in unserem Arbeitskreis entwickelt wurde®.

OO 0. p-Cl
TN P~ "5-Nukleosid ——— y—! - ||D + Nukleosid
X—i : = 0]
= O
Nukleosid: ﬂ
d4T 7, BVDU 15, 2-Amino-dP 32
OH
X: CH,CH,C(O)OR oder CH,CH,OC(O)R X—! ~ + PCl,
in 3- oder 5-Position o OH

Abbildung 23 Retrosyntheseschema zur Darstellung der Zielverbindungen

Dabei erreicht man den Einbau der Phosphatgruppe Uber das Saligenylalkohol-
Derivat, so dal® es moglich ist, die drei unterschiedlichen Nukleoside d4T 7,
BVDU 15 und 2-Amino-dP 32 mit den zyklischen Saligenylchlorphosphanen zu den
entsprechenden Phosphiten umzusetzen, welche anschlieBend noch zum ge-
wunschten Phosphattriester oxidiert werden mussen (Abbildung 23). Die Saligenyl-
chlorphosphane sind trotz der zusatzlich vorhandenen Estergruppe aus den entspre-
chenden Saligenolen darstellbar, was schon wahrend meiner Diplomarbeit gezeigt
werden konnte. Wie aus den Abbildung 20 und 21 zu erkennen ist, missen deshalb
zunachst einmal vier Grundtypen von Saligenylderivaten hergestellt werden, die in
Abbildung 24 nochmals zusammengefal3t sind.

An die Saligenylalkohole werden folgende konstitutionelle Anforderungen gestellt: In
3- oder 5-Position sollen sie einen Ethylen-Substituenten besitzen, an den sich ent-
weder ein veresterter Carbonsaure- oder Alkoholrest anschlie®t. Dieser Ethylen-
~Spacer” soll den Einflu® der elektronenziehenden Esterfunktionen auf den aromati-
schen Ring unterbinden, der sonst die Hydrolysestabilitat der cycloSal-Maske erheb-

lich verringern wiirde®.
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Alkyl-3-(saligenyl)propionate 2-(Saligenyl)ethylcarboxylate

R' = z. B. Methyl, iso-Propyl, tert-Butyl R" = z. B. Methyl, tert-Butyl

Abbildung 24 In 3- und 5-Position Ester-substituierte Saligenylalkohole

Als gemeinsame Synthesestrategie der Saligenylalkohole bieten sich Phenolderivate
an, die in ortho- oder para-Position entweder einen 2-Carboxyethyl- oder einen
2-Hydroxyethyl-Substituenten tragen, und so die Moglichkeit bieten, die unterschied-
lichen Ester einzuflhren. Abschlielend muld in ortho-Position zur phenolischen Hy-
droxylgruppe ein Hydroxymethyl-Substituent eingefihrt werden, wobei auf Beding-

ungen zu achten ist, die von allen Esterfunktionen toleriert werden.

OH OH OH OH
X ————> X ———) 7N
X—— X—— Y—1—
= = =
X: CH,CH,C(O)OR X: in ortho- oder Y: CH,CH,C(O)OH
oder CH,CH,OC(O)R para-Position oder CH,CH,OH
in 3- oder 5-Position in ortho- oder para-Position

Abbildung 25 Retrosynthese der substituierten Saligenylalkohole

Diese Strategie hatte sich wahrend meiner Diplomarbeit als guinstiger herausgestellt,
als das umgekehrte Vorgehen, bei dem zuerst der Salicylalkohol aufgebaut wurde,
und dann der Versuch mildlang, die Estergruppe einzuflhren. Eine Begrindung daflr
ist die Empfindlichkeit von Salicylalkoholen gegenuber Spuren von Saure sowie
Warme, die Nebenreaktionen fordern, wie sie in Arbeiten von A. Blade-Font et al.
beschrieben werden®. Im Vergleich dazu erscheint die Esterfunktion weitaus weni-
ger problematisch und damit auch die Hydroxymethylierung in Anwesenheit einer
solchen Gruppe. In den folgenden Kapiteln wird daher zunachst die Darstellung der

verschiedenen ortho- und para-substituierten Phenolderivate beschrieben.
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4.1.2. Darstellung von Alkyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionaten

Zur Veresterung der 3-(2-Hydroxyphenyl)propionsaure 47 sollten folgende Alkohole
zum Einsatz kommen: Methanol, Ethanol, 2-Propanol, Benzylalkohol und ftert-
Butanol. Zunachst wurde versucht, die Produkte durch Umesterung von Dihydrocu-
marin 45 mit den entsprechenden Alkoholen unter Saurekatalyse zu erhalten. Um-
esterungen gehoren zu den Gleichgewichtsreaktionen und missen deshalb auf die
Seite des gewunschten Produktes gezogen werden. Im Idealfall a3t sich dies durch
die destillative Entfernung des Alkohols mit dem niedrigeren Siedepunkt erreichen,
sofern man den Ester des hoher siedenden Alkohols erhalten mochte. Hier war dies
aus zwei Grunden nicht moglich: Es handelt sich bei der Abgangsgruppe um einen

Phenylalkohol, der zudem noch an das Produktmolekul gebunden bleibt.

a: Methanol

b: Ethanol
@El c: 2-Propanol _R
> (@)
Rickflul®, 5h

45 46a: 96% 46a-c
46b: 81%

46¢: 73% R = Me (a), Et (b), 2-Pr (c)

Abbildung 26 Umesterung von Dihydrocumarin 45

Um dennoch moglichst hohe Ausbeuten zu erreichen, wurden die Reaktionen zu
46a-c in einem groBen UberschuB® an Alkohol durchgefiihrt, indem dieser auch als
Losungsmittel verwendet wurde. Die guten Ausbeuten zeigen, dald sich hier die
Theorie gut in die Praxis umsetzen lieR. Das Methyl-3-(2-hydroxyphenyl)pro-
pionat 46a konnte beinahe quantitativ erhalten werden. Die Ausbeuten des Ethyl-
46b und des 2-Propylesters 46¢ fallen aufgrund der zunehmenden, sterischen Hin-
derung der Alkohole beim nukleophilen Angriff auf die Esterfunktion von Dihydrocu-
marin 45 in dem zu erwartenden Mafl ab.

Der Versuch, auf diese Weise den Benzyl- und tert-Butylester herzustellen, gelang
jedoch nicht. Die Veresterung der 3-(2-Hydroxyphenyl)propionsaure 47 mit den bei-
den Alkoholen fuhrte, wie zu erwarteten war, zum bevorzugten Dihydrocumarin 45.
Wegen der Problematik der intramolekular begunstigten Lactonisierung wurde bei
den vorangegangen Synthesen Dihydrocumarin 45 selbst umgeestert. Um dennoch
alle geplanten Ester zu erhalten, mufte ein Weg gefunden werden, die Carbonsau-

regruppe so zu aktivieren, dafl® der angreifende Benzyl- oder tert-Butylalkohol bevor-
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zugt verestert wird. Eine aus der Peptidsynthese bekannte Methode ist die Aktivie-
rung mit 1,3-Thiazolidin-2-thion®”. Es entsteht ein ,twisted“-Amid, welches ohne wei-
tere Basen- oder Saurekatalyse selektiv den nukleophileren Reaktionspartner wahlt.
Das ware dann der Benzyl- oder tert-Butylalkohol. Zuerst wurde versucht das
Amid 48 ohne weitere Modifikation herzustellen. Eine ahnlich Synthese wurde von
.S. Blagbrough et al. fiir Zimtsaure-Derivate beschrieben®, die in meta- und para-
Position am Aromaten eine freie phenolische Hydroxylgruppe trugen und bei denen

deshalb nicht die Mdéglichkeit der Lactonisierung bestand.

OH Q S DCC, DMAP OH Q s
on + )J\ Dichlormethan g N/l<
HN S 1/ S
/ 25°C, 1h L/
48

47

Abbildung 27 Versuch zur Darstellung von 3-[3-(2-Hydroxyphenyl)propanoyl]-
1,3-thiazolidin-2-thion 48

Und so war es weniger uberraschend, als erneut Dihydrocumarin 45 mit einer Aus-
beute von 69 % isoliert wurde. Offensichtlich hatte wieder die flexible Struktur des
Propionsaure-Substituenten, verbunden mit der ortho-Position des Alkohols, die Re-
aktivitdt dominiert. Diese Problematik lie® die Einfuhrung einer Hydroxy-Schutz-
gruppe als unumganglich erscheinen.

In der Literatur®” wird bei Synthesen mit Tyrosin, einer Aminosaure die ebenfalls eine
phenolische Hydroxylgruppe tragt, diese meistens geschutzt in Form eines Benzyl-
ethers eingesetzt. Analog zur literaturbekannten Umsetzung mit para-Hydroxyzimt-

saure®, konnte diese Schutzgruppe auch hier erfolgreich eingeftuihrt werden.
OH 0) Benzylbromid ©/\O (0]
OH Ethanol, 1N NaOH= OH
20°C, 24h

47 49: 94% 49

Abbildung 28 Einfuhrung einer Benzyl-Schutzgruppe

Nachdem durch die Schutzgruppe eine Lactonbildung ausgeschlossen war, sollte
nun versucht werden, die 3-(2-Benzyloxyphenyl)propionsaure 49 in das aktivierte
Amid 50 (Abbildung 29) zu uberfuhren. Naturlich hatte man jetzt auch versuchen

konnen, den Benzylester direkt durch eine saurekatalysierte Veresterung mit Benzyl-
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alkohol zu erhalten. Durch die Synthese des ,twisted“-Amids 50 sollte aber tUberprift
werden, ob das Versagen der vorherigen Veresterung wirklich mit der Anwesenheit

der phenolischen Alkoholgruppe begrindet werden kann.

B~ 0 i DCC, DMAP Bro 0 s
Dichlormethan
+
OH * HN s > N/Z(S
\ 25°C, 1h L/
49 50: 96% 50

Abbildung 29 Darstellung von 3-[3-(2-Benzyloxyphenyl)propanoyl]-1,3-thiazol-
idin-2-thion 50

Das Produkt 50 konnte mit einer erstaunlich hohen Ausbeute von 96 % als gelber
Feststoff gewonnen werden. Der Farbton ist fur diese Amide charakteristisch und
dessen Anderung bei einer Folgereaktion kann als Indiz fiir das Fortschreiten der
Umsetzung dienen. Damit wurde gezeigt, da® das ,twisted“-Amid 48 durch den frei-
en phenolischen Alkohol entweder gar nicht erst entstehen konnte, oder nach der
Bildung sofort weiter zu Dihydocumarin 45 reagierte.

Bei Recherchen, die helfen sollten, ein selektives, mildes Reagenz zu finden, das
nach der anschlielRenden Veresterung des Amids 50 eine Entschitzung neben der
Esterfunktion erlauben wirde, wurde eine Vorschrift fur die Synthese von Benzyl-3-
(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)propionat 84 gefunden. Die Esterfunktion wurde dabei
durch eine nukleophile Substitution an Benzylbromid70, in einer guten Ausbeute von

immerhin 65 % erhalten.

O Benzylbromid o
HO D/\)LOH DBU, Toluol HO:©/\/‘L o
o RickfluR 6 [ j
83 84: 65% 84

Abbildung 30 Literatursynthese von Benzyl-3-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)pro-
pionat 84

Das Problem zweier nukleophiler Gruppen wird dabei durch eine selektive Deproto-
nierung der acideren Carbonsdure mit nur einem Aquivalent DBU zu deren Gunsten
entschieden. Obwohl der Phenylalkohol nicht in der problematischen ortho-Position
zum 2-Carboxyethyl-Substituenten steht, mul} bei einem Transfer der Reaktionsbe-

dingungen fur die Synthese von Benzyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46d nicht un-
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bedingt wieder mit der Lactonisierung gerechnet werden. Schliellich stellt ein de-
protoniertes Carboxylat-Anion einen aullerst schlechten Angriffspunkt fir einen nu-
kleophilen Alkohol dar, sondern ist selbst ein gutes Nukleophil, wie mit der erfolgrei-

chen Synthese des Benzylesters 46d bewiesen werden konnte.

OH 0 Benzylbromid OH o
DBU, Toluol
OH > (@)
Ruckflul3, 7h
47 46d: 97% 46d

Abbildung 31 Darstellung von Benzyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46d

Der Benzylester 46d wurde mit einer hervorragenden Ausbeute von 97 % gewonnen.
Der Versuch, den tert-Butylester 46e durch die analoge Umsetzung mit tert-
Butylbromid zu erhalten, wurde nicht in Erwagung gezogen. Zum einen hatte der
niedrigere Siedepunkt von tert-Butylbromid nur eine geringe Reaktionstemperatur zu
gelassen und zum anderen mufdten als Nebenreaktion Friedel-Crafts-Alkylierungen
befurchtet werden.

Das tert-Butyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46e konnte schlie8lich durch die Ver-
esterung des Propionsaurederivates 47 mit tert-Butanol unter Vermittlung von N,N-
Qimethylformamid(DMF)—DineopentyIacetaI71 mit guter Ausbeute verestert werden.
Durch die sauren Bedingungen wird einer der acetalisierten Neopentylalkohole in
einem vorgelagerten Gleichgewichtsschritt durch tert-Butanol substituiert. Das ge-

mischte Acetal-Derivat Ubertragt dann ein tert-Butyl-Kation auf die deprotonierte

Carboxylatfunktion.
oH Q j/ tert-Butanol oH Q k
@/\)L oH + /OI\ Toluol g @/\)’LO
RuckfluB, 5h
\ll\l O/\[<
47 46e: 85% 46e

Abbildung 32 Darstellung von tert-Butyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46e

Damit waren alle gewunschten Alkyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionate in guten Aus-
beuten hergestellt. Der zuvor beschrittene Umweg, mit Hilfe der EinfUhrung einer

Benzyl-Schutzgruppe und der anschliefienden Aktivierung zum ,twisted“-Amid die
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gewunschten Ester zu erhalten, war nun nicht mehr sinnvoll. Deshalb wurde dieser

Syntheseweg verworfen und nicht weiter verfolgt.

4.1.3. Darstellung der Alkyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionate

Bei der Synthese der para-substituierten Phenolderivate wurde zunachst versucht,
die 3-(4-Hydroxyphenyl)propionsaure 51 unter Standardbedingungen saurekataly-
siert zu verestern. Dies gelang in hohen Ausbeuten mit Methanol und Benzylalkohol,
wobei der Benzylester 52b nach einer Literaturvorschrift’® synthetisiert wurde (Lit.-
Ausbeute: 91 %).

a: Methanol, CH,Cl,

HO H,SO,, Rickfluf, 5n 1O
OH " p: Benzylalkohol O
TOlUOl, H3PO4

0 RuckfluR, 10h O

51 52a: 93% 52a,b
52b: 73%

R = Me (a), Bn (b)
Abbildung 33 Darstellung von Methyl- und Benzyl-3-(4-hydroxyphenyl)propion-
at 52a,b

Fir die Veresterung von weniger reaktiven Alkoholen, wie 2-Propanol, ist es notwen-
dig, mit einem LOsungsmittel zu arbeiten, welches eine azeotrope Entfernung des
entstehenden Reaktionswassers erlaubt. Bei der Auswahl mufte unter anderem der
Siedepunkt von 2-Propanol (Sdp. 82°C) beachtet werden, weshalb das zuvor ver-
wendete Losungsmittel Toluol (Sdp. 111°C) nicht mehr in Frage kam. So fiel die Ent-
scheidung bei dieser Veresterung auf Chloroform (Sdp. 62°C). Mit Hilfe der dunn-
schichtchromatographischen Reaktionsverfolgung konnte auch die erwartete Edukt-
abnahme festgestellt werden. Um so erstaunlicher war die NMR-spektroskopische
Auswertung des isolierten Produktes, bei der sich herausstellte, dal3 zwar der iso-
Propylester 52c entstanden war, aber die Probe groflitenteils aus dem Ethylester-
Derivat bestand. Da dieses Produktgemisch durch keinen der denkbaren Reakti-
onsmechanismen entstanden sein konnte, mufdte eine Verunreinigung der Edukte
angenommen werden. Bei genauer Uberpriifung der méglichen Quellen stellte sich
heraus, dafld Chloroform zur Stabilisierung immer mit Ethanol versetzt in den Handel

kommt. Da eine Trennung des Gemisches (sowohl des Losungsmittel- als auch des
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erhaltenen Produktgemisches) unter Verwendung der gangigen Methoden unmaoglich
war, wurde der iso-Propylester 52c schlief3lich nach einer literaturbekannten Vor-
schrift” hergestellt. Die beinahe quantitative Ausbeute der Literatur von 98 % konnte

nicht erreicht werden.

HO 2-Propanol HO
21°C, 16h \(
@) (@)
52c

51 52c: 62%

Abbildung 34 Darstellung von iso-Propyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat 52¢

Um den tert-Butylesters 52d zu erhalten, wurde wieder analog der zuvor durchge-
fuhrten Synthese des ortho-Isomers 46e vorgegangen. Die Ausbeute fiel aber mit

73 % etwas geringer aus.

HO HO
glgr}‘-BllJtanoI
OH + )()\ oluo - 0
Riickflu®, 5h \K
ol \ITI o/ﬁ< ol

51 52d: 73% 52d

Abbildung 35 Darstellung von tert-Butyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat 52d

4.1.4. Darstellung der 2-(2-Hydroxyphenyl)- und 2-(4-Hydroxyphenyl)-

ethylalkanoate

Nachdem nun alle gewlinschten Propionate zuganglich waren, konnte mit der Syn-
theseplanung der ,umgedrehten® Ester begonnen werden. Im Gegensatz zu den 3-
(Hydroxyphenyl)propionsaure-lsomeren 47 und 51 muf3ten fur die Veresterungen der
beiden regioisomeren Edukte 2-(2-Hydroxyphenyl)- 53 und 2-(4-Hydroxyphenyl)-
ethanol 54 keine unterschiedlichen Reaktionsbedingungen gefunden werden. Bei
dem Versuch der selektiven Veresterung solcher Diole steht man aber dennoch vor
einigen Problemen. Die meisten Carbonsauren oder deren Derivate differenzieren
wenig zwischen beiden Alkoholen und wurden nicht selektiv den primaren Alkylalko-
hol als Angriffspunkt wahlen. Infolgedessen erhalt man Produktgemische, die sich

aus unterschiedlichen Anteilen der beiden Monoester und dem Diester zusammen-
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setzen. Selbst wenn es moglich sein sollte, dieses Gemisch zu trennen, erhalt man
die gewunschten Produkte in schlechten Ausbeuten. In diesem Fall sollten Essigsau-
re-, Propionsaure- und Pivalinsaureester hergestellt werden, wobei Pivalinsaure auf-
grund der drei Methylgruppen ((+)I-Effekt) in a-Position zur Carboxylgruppe eine
deutlich geringere Reaktivitat fur einen nukleophilen Angriff der Alkohole besitzen
sollte. Alle genannten Fakten zeigen, dal} fur die geplanten Veresterungen nur sehr
selektive Reaktionen in Frage kommen. Erstaunlicherweise gab es fur die beiden
Diole 53 und 54 schon eine literaturbekannte Acylierungsreaktion™, bei der Ethyla-

cetat zu beiden gewlinschten Acetaten 55a,b umgeestert wurde.

Ethylacetat
XN OH n-Hexan N 0\”/
HO—— SiOxNaHSO, HO——
= > = (0]
67°C, 6-18h
53: ortho 55a: 95% 55a: ortho
54: para 55b: 58% 55b: para

Abbildung 36 Darstellung von 2-(2-Hydroxyphenyl)- 858a und 2-(4-Hydroxyphen-
yl)ethylacetat 55b

Der SiO2:NaHSO4-Katalysator laldt sich durch einfaches Einrihren von Silicagel
(chromatographische Qualitat, 60 A, 200-400 mesh) in eine waRrige Natriumhydro-
gensulfat-Losung herstellen, die anschlielend noch 48 Stunden bei 120°C getrock-
net werden muf}. In dieser Form kann der Katalysator, bei trockener Lagerung, Uber
Monate hinweg verwendet werden. Der grofdte Vorteil dieser Reaktion ist das raffi-
nierte Reaktionsprinzip in Verbindung mit der milden Reaktionstemperatur, die zu-
sammen einen kontrollierten Reaktionsverlauf ermdglichen. Der heterogene Kataly-
sator wird in einem unpolaren Losungsmittel von den Reaktanten (Ester und Diol)
umgeben. Der Ester wiederum dient dabei gleichzeitig auch als Cosolvens. Unter
diesen Bedingungen werden die sterisch weniger gehinderten primaren Alkohole
bevorzugt verestert. Ist die erste Hydroxylgruppe acetyliert, erhalt man ein Produkt,
dessen Polaritat soweit herabgesetzt ist, dal® eine Diffusion in das unpolare Lo6-
sungsmittel erfolgt und die zweite Acetylierung des phenolischen Alkohols kann ohne
den Katalysator nahezu ausgeschlossen werden. So mufdten bei der Aufreinigung
auch nur das Edukt, welches danach wieder eingesetzt werden konnte, und Spuren

(< 5 %) des Diesters abgetrennt werden.
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Zur Veresterung der Propionsaure lag es nahe, die Acylierungsreaktion so zu an-
dern, dald Ethylacetat durch Ethylpropionat ersetzt wurde, welches unter diesen Re-
aktionsbedingungen eine beinahe identische Reaktivitat besitzen sollte. Naturlich
anderte sich dadurch die Polaritat des Losungsmittelgemisches. Offensichtlich war
das aber weniger problematisch, denn das Propionat 55¢ wurde auf diese Weise in

einer guten Ausbeute von 85 % gewonnen.

OH Ethylpropionat OH
©/VOH g_ig(;xr\ailgHso4 ©/Vo\n/\
67°C, 18h 0
53 55c: 85% 55¢

Abbildung 37 Darstellung von 2-(2-Hydroxyphenyl)ethylpropionat 55¢

Um die Synthesemdglichkeiten dieser Reaktion noch mehr zu erweitern, wurde nun
versucht, auch Ethylpivalat und -benzoat umzuestern. Beide Ethylester waren aber
nicht geeignet, um unter diesen milden Bedingungen zu den entsprechenden Pro-
dukten zu fuhren. Neben der geringeren Reaktivitat dieser Ester konnte das diesmal
tatsachlich an der geanderten Losungsmittelpolaritat liegen.

Neben der Variation des Esters lieRe sich die Reaktion auch zur selektiven Einfuh-
rung von Hydroxyl-Schutzgruppen verwenden. So verlangen viele Reaktionen mit 2'-
Desoxynukleosiden haufig eine selektive Schutzung der 5°-Hydroxylgruppe, wobei
zwischen einem primaren und sekundaren Alkohol unterschieden werden muf. Die-
se Aufgabe stellte sich auch bei der 3‘-Desoxygenierung von 2-Amino-dP 32, um 2-
Amino-ddP 35 zu erhalten, deren Synthese spater versucht werden sollte (4.2.5.1.,
S. 57). Es bot sich der Versuch an, dieses Problem mit der Methode von G.W. Bre-
ton zu l6sen. Als Modellreaktion wurde 2°-Desoxyguanosin 63 24 Stunden bei 50°C

in einer 30 %-igen LOosung von Ethylacetat in n-Hexan umgesetzt.

0 0
</N | NH Ethylacetat 0 </N | NH
N //I\ n-Hexan Y N //I\
HO N™ "NHz - Si0;NaHSO, | 0 N" NH,
© 50-60°C, 48h' ©
OH OH
63 64

Abbildung 38 Versuch der Darstellung von 5-0O-Acetyl-2’-desoxyguanosin 64
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Da keine Produktbildung beobachtet werden konnte, wurde die Temperatur auf 60°C
erhdht. Auch nach diesem Schritt zeigte sich keine Veranderung, was auf die
schlechte Ldslichkeit von 2‘-Desoxyguanosin 63 zurtickgefuhrt wurde. Deshalb wur-
de die Polaritat der Lésung durch die weitere Zugabe von Ethylacetat und schlieRlich
auch die Menge des Katalysators erhoht. Diese Mal3nahmen bewirkten aber nur die
Bildung von unerwunschten Produkten, weshalb die Reaktion nach 24 Stunden ab-
gebrochen wurde. Die weitere Verminderung des Anteils an unpolarem n-Hexan
oder gar die Substitution des selben, wurde das Funktionsprinzip des heterogenen
Katalysators aul3er Kraft setzen und die Selektivitat ginge verloren. Daher wurde kei-
ne Mdglichkeit gesehen, in diesem Fall zum Erfolg zu kommen.

Zusammenfassend laRt sich feststellen, dal® sich die Ethylester verschiedener Car-
bonsauren selektiv mit primaren Alkoholen umestern lassen, wohingegen weniger
reaktive Ethylester von in a-Position verzweigten Carbonsauren nicht zu einem Er-
folg fuhren. Ein weiterer Nachteil dieser ansonsten synthetisch wertvollen Reaktion
ist die eingeschrankte Loéslichkeit von Diolen in einem Gemisch aus dem entspre-
chenden Ethylester und dem unpolaren n-Hexan, wodurch leider viele interessante

Einsatzmoglichkeiten ausgeschlossen sind.

Fir die Darstellung der Pivalate 55d,e konnte schliellich eine andere selektive Ver-
esterung75 gefunden werden, die sich als optimale Erganzung der zuvor beschriebe-
nen Reaktion herausstellte. Ahnlich wie bei der Silicagel-unterstitzten Umesterung
von Ethylacetat bedient man sich hier wieder eines Carbonsaure-Derivates, wobei

die unreaktivere Pivalinsaure eine besondere Aktivierung notwendig macht.

S
AN OH Q )J\ Toluol 0
HO— * N8 65:C,a8h . HO——
= \/ ’ N 0
53: ortho 56 55d: 80% 55d: ortho

54: para 55e: 51% 55e: para
Abbildung 39 Darstellung von 2-(2-Hydroxyphenyl)- §5d und 2-(4-Hydroxyphen-

yl)ethylpivalat 55e

Wirde man zu den naheliegenden Carbonsaurehalogeniden oder -anhydriden grei-
fen, ware das mit sauren oder basischen Bedingungen verbunden, die eine unge-
wollte Selektivitat der phenolischen Hydroxylgruppe bewirken wirden. Die in

Abbildung 27 (S. 34) vorgestellten ,twisted“-Amide hingegen, lassen sich unter neu-
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tralen Bedingungen verestern und bringen dadurch alle Voraussetzungen mit, hier
zum Erfolg zu flhren.

Die erstaunliche Reaktivitat der ,twisted“-Amide unter diesen milden Bedingungen
wird Ubrigens als Modellsystem flr die enzymatische Aktivierung wahrend der Pep-
tidbindungshydrolyse gesehen, die bekanntlich rein chemisch nur unter weitaus ex-
tremeren Bedingungen zu erreichen ist.

Das Auxiliar 56 laldt sich durch basenkatalysierte Umsetzung von 1,3-Thiazolidin-2-
thion mit Pivaloylchlorid herstellen. Nach dem Umkristallisieren erhalt man das Pro-
dukt in Form von blaRgelben Plattchen, wobei die Farbe — wie weiter oben schon

einmal erwahnt — charakteristisch fur die ,twisted“-Amide ist.

o] S Triethylamin o S
P} CH,Cl, L
+
o] HN™ S - NS
/ 0°C, 2 h /
56: 88% 56

Abbildung 40 Darstellung von 3-Pivaloyl-1,3-thiazolidin-2-thion 56

Durch den Einsatz der jeweils geeigneten Methode der beiden beschriebenen Ver-
esterungen sollte es mdglich sein, alle denkbaren Carbonsauren mit den Diolen 53
und 54 selektiv zu verestern. In a-Position unverzweigte Carbonsauren (verzweigte
waren unreaktiv, s. 0.) kénnen nach der Uberfiihrung in den entsprechenden Ethyl-
ester mit dem SiO,-NaHSO,4-Katalysator nach G.W. Breton umgeestert werden. Die
verzweigten Carbonsauren (eine Verzweigung ist hierbei unbedingt notwendig, da
sonst keine aktivierende Torsion der Amidgruppe erzwungen wird) hingegen missen
in die entsprechenden ,twisted“-Amide uberfuhrt werden und stehen danach eben-
falls fUr eine selektive Veresterung zur Verfiigung.

Nach der Darstellung aller geplanten Estervarianten mufdte nun ein Syntheseweg zu
den entsprechenden Saligenylalkoholen gefunden werden, der als entscheidender

Schritt zu den neuen ,lock-in“-modifizierten cycloSal-NMPs bezeichnet werden kann.

4.1.5. a-Hydroxymethylierung der unterschiedlichen Phenolderivate

Eine Moglichkeit, Phenole in Saligenylalkohole zu Uberfuhren, ist der Umweg Uber
die Salicylaldehyde. Nach der ortho-selektiven Formylierung und der anschlieRenden

Reduktion erhalt man so die gewunschten Salicylalkohole. Hierfur stehen z. B. die
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Reaktionen nach Gattermann-Koch, Vilsmeier-Haack’®, Rieche’” und Casiraghi78 zur
Verfugung. Wie aus der Literatur hervorgeht, weisen die Formylierungen nach Gat-
termann, Vilsmeier und Rieche grofdtenteils schlechte Ausbeuten und eine schlechte
ortho-Selektivitat auf. Durch die Erfahrungen bei friheren Arbeiten in unserem Ar-
beitskreis kam nur die Variante nach Casiraghi78 in Betracht, zumal man die Hydroly-
seempfindlichkeit der Estergruppe im Substituenten nicht Ubersehen darf. Aber auch
diese relativ milden Reaktionsbedingungen wurden von der Esterfunktion nicht tole-
riert. Das als Nebenprodukt gebildete Methanol fuhrte zu unbrauchbaren Umester-
ungsgemischen, die nur durch die Beschrankung auf den Methylester zu vermeiden
waren, weshalb wahrend meiner Diplomarbeit52 nur 3-(Methyl-3'-propionyl)-cycloSal-
NMPs hergestellt werden konnten. Diese Einschrankung galt es nun zu Uberwinden.

Eine anderer — eigentlich naheliegender — Weg zu Saligenylalkoholen ist die direkte
oa-Hydroxymethylierung mit Formaldehyd, wie sie W. Nagata et al. fur verschiedene
Phenolderivate durchfiihrte”. Dabei wird das entsprechende Phenol mit Phenylbo-
ronsaure und para-Formaldehyd unter Propionsaure-Katalyse zur Bildung eines Sa-
ligenylboronats gebracht, das sich anschlieRend oxidativ oder schonender durch die

Umesterung mit 1,3-Propandiol zum Salicylalkohol hydrolysieren laft.

Propionsaure /@
OH p-Formaldehyd
N
X—:ij/ + Toluol CLO/\B
= B X I
HO™~ ~OH

RiickfluR, 6-8 h L _A__0

46a-e 57a-n
52a-d
55a-e Perhydrol
THF
30 min, 0°C
N OH
X: CH,CH,C(O)OR bzw. CH,CH,OC(O)R X OH

in 3- oder 5-Position
58a-n

Abbildung 41 a-Hydroxymethylierung der hergestellten Phenolderivate 46a-e,
52a-d und 55a-e

Die Reaktionsbedingungen erwiesen sich als geradezu ideal fir die notwendige a-
Hydroxymethylierung der substituierten Phenole 46a-e, 52a-d und 55a-e. Selbst die
Umsetzung der freien 3-(2-Hydroxyphenyl)propionsaure 47 gelang mit einer Aus-
beute von immerhin 36 %. Erst die Verwendung von 2-(2-Hydroxyphenyl)ethanol 53

zeigte, wie erwartet, die Grenzen dieser Reaktion. Die Alkoholgruppe in der Seiten-
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kette greift, nach Kondensation des Phenols mit einer der Phenylboronsauregrup-
pen, intramolekular am Boratom an und verhindert somit die Addition des Formalde-
hyd-Molekuls. Wie die untere Tabelle 1 zeigt, konnten die Salicylalkohole Uber beide
Reaktionsschritte hinweg mit einer durchschnittlich guten Ausbeute von ca. 60 %
erhalten werden.

Ein weiterer, interessanter Aspekt dieser Reaktion ist die Moglichkeit der Uberfiih-
rung anderer, multifunktioneller Phenole zu den entsprechenden Salicylalkoholen,
wodurch nicht nur ,lock-in“-modifizierte Phenole als cycloSal-Masken zuganglich
gemacht werden kénnen. Voraussetzung fir das Gelingen der Reaktion ist eine aus-
reichende Loslichkeit des Phenolderivates in Toluol, da das Losungsmittel nicht sub-
stituiert werden darf. Aul3erdem verschlechtern Akzeptor-Substituenten die Nukleo-
philie des Phenols und damit auch die Bildung des Boronats, weshalb solche Phe-

nole nur schlecht hydroxymethyliert werden.

Tabelle 1 Ausbeuten bei der a-Hydroxymethylierung der Phenolderivate

Substituent X in Boronat Saligenol Gesamt-

Edukt 3-Position 5-Position 57a-p 58a-p  Ausbeute
46a C,H4(CO)OMe H 65 % 77 % 50 %
46b C2H4(CO)OEt H 80 % 88 % 70 %
46c  CyH4(CO)OI-Pr H 66 % 79 % 52 %
46e CyH4(CO)Ot-Bu H 66 % 86 % 57 %
46d CyH4(CO)OBNn H 60 % 33 % 20 %
52a H C2H4(CO)OMe 80 % 80 % 64 %
52c H C2H4(CO)OIi-Pr 93 % 93 % 86 %
52d H CoH4(CO)Ot-Bu 77 % 87 % 67 %
52b H C,H4(CO)OBN 92 % 72 % 66 %
55a C,H4sO(CO)Me H 68 % 86 % 58 %
55¢c C2H4O(CO)EL H 32 % 98 % 31 %
55d C,H4O(CO)t-Bu H 86 % 86 % 74 %
55b H C,H40(CO)Me 82 % 95 % 78 %
55e H C,H4,O(CO)-Bu 88 % 72 % 63 %
59: 4-Methylumbelliferon 65 % 69 % 45 %

47 C,H,COOH H 36 % n.s.* —

*n. s.: nicht synthetisiert
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So gelang es, durch die a-Hydroxymethylierung von 4-Methylumbelliferon 59 (Um-
belliferon selbst war kaum in Toluol I8slich) die erste fluoreszierende Saligenylmaske
herzustellen, die zusammen mit den fluoreszierenden Nukleosiden 32 und 35 eben-
falls zur Aufklarung des Hydrolysewegs der cycloSal-Pronukleotide in der Zelle bei-
tragen kann. Eine weitere bemerkenswerte Beobachtung, die bei dieser Reaktion
gemacht wurde, ist die unerwartete Regioselektivitat, die nur eines der beiden maogli-

chen Regioisomere entstehen lie3, wie in der folgenden Abbildung zu sehen ist.

Phenylboronsaure

OH Propionsaure O\B/Ph OH
p-Formaldehyd T Perhydrol
Toluol (0] THF OH
- —_— >
| 0 Ruckflul, 10 h | (o) 30 min, 0°C | 0
(0] (0] 0]
59 570: 65% 570 580: 69% 580

Abbildung 42 Regioselektivitat bei der a-Hydroxymethylierung von 4-Methylum-
belliferon 59

Eine andere interessante Mdglichkeit, die sich ebenfalls durch diese Reaktion eroff-
net hat, ist die Synthese von Saligenylmasken, die cycloSal-Nukleotide in die Lage
versetzen, aktive Transportmechanismen fur das Passieren der Zellmembran zu
nutzen. Dadurch konnten sogar synergistische Effekte erreicht werden. Dal} so et-
was tatsachlich maoglich ist, konnte durch Nukleotid-Steroid-Konjugate gezeigt wer-
den, wie sie C.l. Hong et al. hergestellt haben®. Die Verbindungen konnten nach-
weislich die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden, lieferten aber nicht das freie Nukleotid.
Steroide die sich auf diesem Wege in cycloSal-Masken verwandeln lassen sind z. B.
Ostron 60 und Ostradiol, da sie den notwendigen phenolischen Aromaten beinhal-
ten. Die Umsetzung von Ostron 60 verlief ahnlich gut, wie bei den zuvor eingesetzten

Phenol-Derivaten.

o Phenylboronséure
Propionsaure

p-Formaldehyd 1,3-Propandiol
Toluol Toluol
> 0 » HO
Ruckflul3, 6 h é RuickfluR, 2 h
HO Ph” "0 HO
60 61:49% 61 62: 85% 62

Abbildung 43 a-Hydroxymethylierung von Ostron 60
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Nach dieser Methode gelang auch erstmals die Darstellung von 3-Phenyl-
salicylalkohol 67, der als Edukt fur die Synthese der entsprechenden cycloSal-
Verbindung von Interesse war. Bei Untersuchungen, die im Rahmen einer Diplomar-
beit®’ durchgefiihrt wurden, sollte u. a. das 3-Phenyl-cycloSal-d4TMP auf dessen
inhibitorische Wirkung gegenuber humaner Acetyl- und Butyrylcholinesterase unter-
sucht und mit den 3- 26 und 5-Methyl-cycloSal-Verbindungen verglichen werden.
Vorab durchgefuhrte Molecular Modeling-Untersuchungen von R. Esnouf legten den
Schluly nahe, dal? die GroRe eines Phenylsubstituenten ausreicht, um eine Wech-

selwirkung mit dem aktiven Zentrum der Enzyme ausschlief3en zu konnen.

Phenylboronsaure
Propionsaure

p-Formaldehyd Perhydrol
OH Toluol (o) Ph THF OH
: \B/ —>
. I H o
O Ruickfluf3, 6 h O 5 30 min, 0°C O OH
65 66: 55% 66 67: 89% 67

Abbildung 44 Darstellung von 3-Phenylsalicylalkohol 67

Alle beschriebenen Reaktionen sind ein hervorragender Beleg fur die vielfaltigen
Mdglichkeiten, die mit dem Einsatz der Saligenol-Synthese nach W. Nagata fur die
Darstellung der Saligenylmasken er6ffnet wurden. Viele Probleme die sich in der
Vergangenheit bei diversen Arbeiten in unserem Arbeitskreis aufgrund der schlech-
ten Zuganglichkeit der Saligenole ergaben, konnten und kdnnen mit ihr beseitigt
werden. Neue — vorher undenkbare — cycloSal-Verbindungen lassen sich nun reali-
sieren und stehen somit fir die in vitro-Untersuchung zur Verfligung. Einige dieser
Ideen wurden bereits in diesem Kapitel dargelegt und die ersten Synthesestufen auf

dem Weg zu den Endverbindungen beschritten.
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4.2. Synthese der fluoreszierenden Nukleoside

Aufgrund seiner Struktur lalt sich 2-Aminopurin 32 gut zur Untersuchung der Meta-
bolisierungswege der naturlichen Nukleoside Guanin und Adenin einsetzen. Das sich
von 2-Aminopurin 32 ableitende 2°,3'-Didesoxy-Derivat hingegen sollte eine geeig-
nete Sonde flr das Verhalten der antiviral-aktiven Nukleosidanaloga sein. 2-Amino-
9-p-D-2°,3"-didesoxyribofuranosylpurin 35 (2-Amino-ddP; X = H, Y = NH,, Abbildung
45) wurde ungeachtet seiner Fluoreszenzeigenschaft neben anderen ddP-Derivaten,
insbesondere 6-Halo-ddPs, erstmals 1990 dargestellt. Die Synthese gelang durch
enzymatische Katalyse, wobei E. Coli als Wirtsbakterium die notigen Enzyme bereit-
stellte®. Als Folge der hohen Lipophilie der 6-Halo-ddP-Derivate erhoffte man sich
eine effektive Diffusion in die Zellen des Zentralen Nervensystems (ZNS). Dies ist
von besonderem Interesse, da man annimmt, dal} sich das HI-Virus in Nervenzellen
starker vermehrt, was durch eine Reihe von Nervenfehlfunktionen nach einer HIV-
Infektion begrundet wird. Das ZNS konnte eine Art Reservoir fur die Viren darstellen,

in das viele Wirkstoffe nicht eindringen kénnen®®

0]

0 HN X
| ¢ f
HN /I\ N XN
HO
@ ° @
Pyr|m|d|n PU””

CIZ

Nukleosid- Nukleosid-
Phosphorylase Phosphorylase
33 34 35

(P) = OPOgHy; X = F, CI, Br, I, H, OH; Y = NH,, H, CI, OH

Abbildung 45 Enzymatische Synthese von ddP-Derivaten

Die durch Nukleosid-Phosphorylasen katalysierte Synthese erfolgt durch eine Trans-
glykosylierung zwischen 2°,3‘-Didesoxyuridin 33 und dem entsprechenden Purinderi-
vat. Zu den Vorteilen dieser Synthesestrategie zahlt der kostengunstige Bezug des
Edukts 2°,3‘-Didesoxyuridin 33 im Handel und der saubere Verlauf der Reaktion oh-
ne die Bildung von Nebenprodukten oder Isomerisierungen. Als Nachteil sind in er-
ster Linie die mafdigen Ausbeuten (40-20 %) zu nennen.

Leider stellte sich das desoxygenierte 2-Amino-ddP 35 als inaktiv gegen HIV-1 her-

aus. Die Aktivitat gegen HIV-2 wurde aber genauso wenig untersucht, wie die sicher-
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lich problematische Aktivierung zum Triphosphat, die auch hier fur die fehlende
Wirksamkeit verantwortlich sein konnte. Durch die Metabolisierung mittels ADA liel3e
sich eine Umwandlung in das anti-HIV-aktive 2‘,3'-Didesoxyguanosin 36 (ddG) errei-
chen. Im Gegensatz zu den 6-Halo-ddP-Verbindungen 37a-d, die sich durch diesen
Metabolisierungsweg als anti-HIV-aktiv erwiesen, war 2-Amino-ddP 35 kein Substrat
fur die ADA und blieb somit inaktiv (untere Abbildung). Das ist aber ein entscheiden-
der Vorteil im Hinblick auf die Verwendung als Sonde, deren Fluoreszenz andernfalls
verloren ginge. Die Cytotoxizitat von 2-Amino-ddP 35 war bei diesen Untersuchung-

en vergleichbar mit der von AZT 2.

<”fx Il - ¢ Xx
@ %F}_J e

37a-d
X=F,Cl,Br, |,

Abbildung 46 Metabolismus verschiedener Nukleosidanaloga

Alle genannten Eigenschaften machen die Nukleoside 32 und 35 zu hervorragenden
Kandidaten flr die Umsetzung zu fluoreszierenden cycloSal-Verbindungen. Je nach
analytischer Fragestellung kann eines der beiden Nukleoside ausgewahlt werden.
Durch die Kombination mit der fluoreszierenden cycloSal-Maske 580, deren Synthe-
se in Abbildung 42 (S. 45) beschrieben wurde, stinde ein Baukastensystem mit
grolRartigen analytischen Moglichkeiten zur Verfligung. So kénnten Maske und Nu-
kleosid nebeneinander zu jeder Zeit der in vitro-Metabolisierung nachgewiesen und

deren anschliefender Verbleib verfolgt werden.

4.21. Synthesestrategie zur Darstellung der fluoreszierenden Nukleo-
side 32 und 35

Ausgangspunkt fur die Darstellung der fluoreszierenden Nukleoside ist 2‘-Des-
oxyguanosin 63. Nach einer literaturbekannten® zweistufigen Synthese sollte das
erste fluoreszierende Nukleosid 32 zuganglich sein, welches dann durch eine 3'-

Desoxygenierung in das zweite Nukleosid 35 Uberfuhrt werden konnte.
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Abbildung 47 Syntheseschema zur Darstellung der Nukleoside 32 und 35

In der Literatur wird die Synthese von 2-Amino-dP 32 fur eine Menge von ca. 200 mg
beschrieben. Die Aufreinigung der einzelnen Stufe erfolgte durch HPLC-Methoden.
Um genugend Edukt fur die anschlielende cycloSal-Synthese und die 3'-Des-
oxygenierungsversuche zu haben, multe das Nukleosid 32 aber in deutlich groRerer
Menge hergestellt werden. So wurde zunachst einmal versucht, diese Vorschrift in
den Grammalstab zu transferieren. Dieser Syntheseweg wird als Methode A be-

zeichnet und im folgenden Abschnitt beschrieben.

4.2.2. Darstellung von 6-Thio-2‘-desoxyguanosin 68 nach Methode A

Die erste Synthese der Vorschrift®® hat die Substitution des Carbonylsauerstoffs am
Purinheterozyklus durch ein Schwefelatom zum Ziel. Als Zwischenprodukt erhalt
man also 6-Thio-2'-desoxyguanosin 68. Als Schwefelquelle dient Natriumhydrogen-
sulfid, das den Carbonylkohlenstoff nukleophil angreifen muf3, und schlie3lich den
Sauerstoff ersetzen soll. Dafur wird der Sauerstoff vorab mit Trifluoracetanhydrid in
Pyridin verestert und durch einen Pyridiniumrest ausgetauscht, welcher anschlie-
Rend wiederum durch das angreifende Hydrogensulfid-Anion verdrangt werden kann
und nach der Tautomerisierung das 6-Thiolderivat 68b liefert. Durch den Transfer

der Reaktionsbedingungen in den Grammalistab konnte das Produkt 68 nur noch
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mit einer maligen Ausbeute von 25 % erhalten werden. Dieses schlechte Ergebnis

ist vor allem mit der problematischen Aufreinigung zu begrinden.

o)
< | /'\II\H 1. [CF50(CO)],0 | b
. 3 2
N e e —
HO N NH, Pyridin . @N
o] 0°C, 40 min q
OH 2. NaSH, DMF
63 21°C, 24 h
) SH
ij\ N BN
NH N
< | ¢ |
L PN
HO NTONTONH, -~ HO N™ SN NH
o) o)
OH 68 68: 25% OH 68

Abbildung 48 Darstellung von 6-Thio-2*-desoxyguanosin 68 mittels NaSH

Der grofte Uberschulk an zugesetztem Natriumhydrogensulfid erschwerte die spatere
Aufreinigung erheblich. Nach einer ersten saulenchromatographischen Trennung
war das Produkt noch immer stark verunreinigt. Der Versuch das Produkt auszukri-
stallisieren gelang nur, nachdem das Loésungsmittel DMF vollstandig entfernt war.
Die destillative Entfernung des Losungsmittels nahm, wegen des hohen Siedepunkts
(153°C), sehr viel Zeit in Anspruch. Die vorgeschlagene Aufreinigung des Rohpro-
dukts mittels HPLC scheint das einzig sinnvolle Verfahren bei dieser Synthese zu
sein. Diese Chromatographie schlie3t wiederum eine effektive Darstellung (u. a. we-
gen des enormen Verbrauchs an teuren HPLC-Losungsmitteln) von groReren Men-

gen aus.

4.2.3. Darstellung von 6-Thio-2‘-desoxyguanosin 68 nach Methode B

Die ursprungliche zweistufige Methode A war offensichtlich nicht geeignet, um einen
effizienten Syntheseweg zu den beiden fluoreszierenden Nukleosiden 32 und 35 zu
gewahrleisten. Mit dieser Methode konnten nur schlechte Ausbeuten bei gleichzeitig
hohem Arbeits- und Zeitaufwand erzielt werden. Deshalb mufdte ein anderer Synthe-

seweg zu 2-Thio-2‘-desoxyguanosin 68 gefunden werden. Dabei ist die schlechte
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Ldslichkeit von 2'-Desoxyguanosin 63 in unpolaren, organischen Lésungsmitteln ein
stark limitierender Faktor, durch den die Verwendung von Natriumhydrogensulfid
sowie DMF kaum umgangen werden kann. Es gibt aber eine literaturbekannte Thi-
ierung von iso-Butyryl-geschitztem 2°-Desoxyguanosin 69 mit Hilfe von Thioessig-

saure, die mit einer hohen Ausbeute zwischen 90-86 % gelangss.

(0] (0]
N N
NH NH
4 4
<N | 41\ <N | //I\ ,
HO N NH, i-BuO N NHi-Bu
(0] (0]
OH Oi-Bu
63 69
S l S
N N
NH NH
4 4
STy ey
HO N NH2 i-BuO N NHi-Bu
0] (0]
OH Oi-Bu
68 70

Abbildung 49 Methode B zur Darstellung von 6-Thio-2-desoxyguanosin 68

Bei dieser als Methode B bezeichneten Syntheseweg mussen aber zwei zusatzliche
Stufen in Kauf genommen werden, die insgesamt die Zahl der Syntheseschritte zum
ersten fluoreszierenden Nukleosid 32 verdoppeln. Dal} sich diese Schutzgruppen-

strategie dennoch lohnt, soll im nachsten Kapitel gezeigt werden.

4.2.3.1. Darstellung von 2-N,3°,5‘-O-Tri-iso-butyryl-2‘-desoxyguanosin 69

Fir die iso-Butyryl-Schitzung von 2‘-Desoxyguanosin 63 gibt es verschiedene Vor-

schriften®®®’

, die alle dem gleichen Prinzip folgen. Das Nukleosid 63 wird in Pyridin
suspendiert und unter Kuhlung wird iso-Butyrylchlorid zugegeben. Die Kiuhlung sollte
dabei unter 10°C gehalten werden, um Nebenreaktionen, wie eine zweifache Umset-
zung der exozyklischen Aminogruppe, zu vermeiden. Diese Reaktion empfiehlt sich
ubrigens auch, wenn man nur das einfach geschitzte N-2-iso-Butyryl-2‘-des-
oxyguanosin erhalten mdchte, daly sich danach durch eine selektive Hydrolyse der

beiden iso-Butyratgruppen darstellen 1aRt®".
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Abbildung 50 iso-Butyrylschiitzung von 2-Desoxyguanosin 63

Die Isolierung und Aufreinigung war einfach. Nach der Hydrolyse des Uberschuissi-
gen Saurechlorids durch Zugabe einer walirigen Losung von Natriumhydrogencar-
bonat konnte das Produkt 69 direkt auskristallisiert werden, wahrend das Pyridin-

iumchlorid gelost blieb.

4.2.3.2. Darstellung von 6-Thio-2-N,3‘,5‘-O-tri-iso-butyryl-2‘-desoxyguanosin 70

Um Pyrimidin-Nukleoside in ihre Thioanaloga zu uberfuhren, verwendet man nor-
malerweise Phosphorpentasulfid oder Lawesson’s Reagenz. In diesem Fall waren
diese Reagenzien ungeeignet, da sie sich nicht mit sdurelabilen und warmeempfind-
lichen Nukleosiden vereinbaren lassen. Purin-Nukleoside wie die 2'-
Desoxyguanosin-Derivate wurden unter diesen Bedingungen depuriniert werden.

Durch die eingefuhrten Schutzgruppen ist das Guanosin-Derivat 69 gut in Dichlor-
methan I6slich und kann nach einer Literaturvorschrift schonender umgesetzt wer-
den®. Dafiir wurden nacheinander Triethylamin, Dimethylaminopyridin (DMAP) und
Mesitylensulfonylchlorid zusammen gegeben. Der Reaktionsverlauf konnte dabei gut
durch DC-Kontrolle verfolgt werden. Nach Bildung des 6-O-Mesitylensulfonyl-
Derivates aus der tautomeren Form der Amidgruppe der Purinbase wurde mit der
Zugabe von N-Methylpyrrolidin fortgefahren. Nachdem — wieder durch DC-Kontrolle
— der Austausch der Mesitylensulfonylgruppe durch N-Methylpyrrolidin sichergestellt
war, konnte mit dem Zutropfen der Thioessigsdure begonnen werden. Zum Beenden
der Reaktion wurde die organische Phase mit einer gesattigten waflrigen Natriumhy-
drogencarbonat-Losung gewaschen und damit die Uberschussigen Reagenzien ent-
fernt. Die Ausbeute lag mit 71 % unter der Literaturangabe von 90-86 %, aber im-
merhin fast dreimal so hoch als bei der zuvor durchgefuhrten Thiierung unter Kapitel
4.2.2. (S. 50). Die einzelnen Teilschritte dieser Reaktion sind in Abbildung 51 zu-

sammengefalit.
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Abbildung 51 Thiierung von 2-N,3',5*-O-Tri-iso-butyryl-2*-desoxyguanosin 69

Die hier verwendete Thiierung hat zwei entscheidende Vorteile gegenuber den Re-
aktionen mittels Phosphorpentasulfid, Lawesson’s Reagenz und der weiter oben
beschriebenen Synthese mit Natriumhydrogensulfid: die Reaktion lauft bei Raum-
temperatur mit einer im Vergleich zu Methode A deutlich besseren Ausbeute ab; und
nach Beendigung der Reaktion wird die Thioessigsaure in ein Acetat-Anion umge-
wandelt, das gut zu entfernen ist. AuRerdem kdnnen alle Zwischenprodukte sehr gut
dunnschichtchromatographisch detektiert und deren Bildung verfolgt werden, was

einen kontrollierten Reaktionsverlauf gewahrleistet.

4.2.3.3. Freisetzung von 6-Thio-2‘-desoxyguanosin 68

Die Entschijtzung85 wurde unter alkalischen Bedingungen (basenkatalysierte Ester-
und Amidhydrolyse) durchgefuhrt. Fur das Entfernen aller Schutzgruppen mufte die
Reaktionszeit mindestens 10 Stunden betragen, um sicherstellen zu kénnen, dal}
nach den Esterhydrolysen auch die stabilere Amid-Schutzgruppe gespalten wurde.
Sobald die Bildung von Nebenprodukten beobachtet werden konnte, wurde die Hy-
drolyse abgebrochen. Zur Isolierung wurde das Reaktionsgemisch neutralisiert und
bis zur Trockene eingedampft. Das reine 6-Thio-2°-desoxyguanosin 68 konnte nach
dem Umkristallisieren des Rohproduktes aus Wasser mit einer Ausbeute von 67 %

erhalten werden, was einer Menge von etwa 2 Gramm entsprach.
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Abbildung 52 Entschiitzung von 6-Thio-2-N,3’,5O-tri-iso-butyryl-2‘-desoxygua-

nosin 70

Vergleicht man nun die beide Methoden A und B miteinander, die beide das Pro-
dukt 68 zum Ziel hatten, so laft sich feststellen, dafl3 durch die Schutzgruppenstrate-
gie beinahe eine Verdoppelung der Ausbeute (A: 25 %, B: 47 %) erreicht wurde.
Dieses Ergebnis alleine wéare schon ein ausreichender Beweis fiir die Uberlegenheit
des neuen 5-stufigen Synthesewegs B, der durch die unproblematischere Durch-
fuhrbarkeit aller Synthesen und die besseren Aufreinigungsmoglichkeiten noch un-

termauert wird und deshalb den Vorzug erhalten sollte.

4.2.4. Darstellung von 2-Amino-9-f-D-2‘-desoxyribofuranosylpurin 32

Nachdem das Zwischenprodukt 68 der zweistufigen Methode A zu 2-Amino-dP 32
durch die Methode B in den bendtigten Mengen hergestellt werden konnte, sollte
nun mit dem zweiten Teil dieser Vorschrift® fortgefahren werden.

Das 6-Thionukleosid 68 kann im Gegensatz zu 2‘-Desoxyguanosin 63 durch eine
Raney-Nickel katalysierten Reduktion erfolgreich umgewandelt werden®. Die Re-
duktion gelang nur unter einer reinen Wasserstoffatmosphare, die mit Hilfe einer Hy-
drierungsapparatur erzeugt wurde. Eine Wasserstoffmenge von etwa 2 Litern war
dabei ausreichend. Der Versuch mit einem einfachen Wasserstoffreservoir (Ballon)
schlug hingegen fehl, was die Vermutung nahelegt, dal’ ein erhdhter Druck Uber der
Reaktionslosung herrschen mufd. Durch die Reaktionszeit von Uber 20 Stunden bei
50°C, sollte aber unbedingt auf die Dichtigkeit der Apparatur geachtet werden.

Bei der Umsetzung konnten nahezu keine Nebenreaktionen beobachtet werden. Die
Isolierung erfolgte, indem man das Reaktionsgemisch zunachst durch Celite filtrierte
und das Losungsmittel (Wasser) mit Hilfe einer Gefriertrocknung entfernte. Der er-
haltene Feststoff mul3te anschlieRend noch chromatographisch von Verunreinigung-

en befreit werden.
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Abbildung 53 Reduktive Darstellung von 2-Amino-dP 32

Damit war das erste Ziel auf dem Weg zu den fluoreszierenden cycloSal-
Verbindungen erreicht. Der insgesamt sechsstufige Syntheseweg verwandelt 2‘-Des-
oxyguanosin 63 mit einer Ausbeute von immerhin 36 % in das fluorophore Nukleo-
sid 32. Das ist ein gutes Ergebnis, nicht zuletzt im Hinblick auf die weiteren Synthe-
sen, die das zweite fluoreszierende Nukleosid 2-Amino-ddP 35 zuganglich machen

sollen.

4.2.5. Synthesevorschlag fur die Darstellung von 2-Amino-ddP 35

Die tibliche Methode® fur die Synthese von 2‘,3‘-Didesoxynukleosiden ausgehend
von ihren 2‘-Desoxyanaloga ist eine modifizierte Desoxygenierung der 3‘-Hy-
droxylgruppe nach D.H.R. Barton®. Dafiir mufd vorher aber die 5'-Hydroxylgruppe
der 2°-Desoxynukleoside selektiv geschutzt werden.

In der Literatur” werden 2'-Desoxyguanosin und -adenosin fur diese selektive
Schutzung nur mit schon vorhandener Benzoyl- oder iso-Butyrylschutzgruppe an der
exozyklischen Aminogruppe eingesetzt. Aufgrund dieser Vergleiche l1aldt sich diese
MalRnahme bei der geplanten Umsetzung von 2-Amino-dP 32 sicherlich nicht ver-
meiden. Eine Methode, chemo- und regioselektiv die 2-Amino- und 5'-
Hydroxygruppe in einem Schritt zu schutzen, ist wegen der geringen Reaktivitatsun-
terschiede zur 3'-Hydroxyfunktion ausgeschlossen. Eine praktikable LOsung ware die
progressive Einfuhrung der Schutzgruppen, angefangen mit der Aminofunktion ge-
folgt von der Alkoholgruppe. In Abschnitt 4.2.3.1. (S. 51) wurde ein Beispiel fur die

selektive N-iso-Butyrylierung von 2‘-Desoxyguanosin 63 gegeben.

Unter Berucksichtigung dieser Methode a3t sich nun der folgende Weg zu dem fluo-

reszierendem Nukleosid 35 ausgehend von 32 aufstellen:
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Abbildung 54 Syntheseplan von Nukleosid 35 ausgehend von 32

Es mussen also nochmals sechs Stufen von 2-Amino-dP 32 zu 2-Amino-ddP 35 be-
schritten werden, was den Syntheseweg insgesamt auf zwolf Stufen anwachsen Iaft.
Alternativ dazu, kdnnte eine Reduzierung auf nur sechs Stufen erreicht werden,

wenn man die Reihenfolge der einzelnen Reaktionsschritte wie folgt durchfuhrt.
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35 75
Abbildung 55 Syntheseplan von Nukleosid 35 ausgehend von dG 63

Neben dem verkurzten Syntheseweg gibt es noch weitere Vorteile, die flr diesen
Vorschlag sprechen. So sind die ersten drei Schritte literaturbekannte®"®® Reaktio-
nen. Die Erfahrungen, die bei der Darstellung von Nukleosid 32 gemacht wurden,

kénnten bei den analogen Umsetzungen von Zwischenprodukt 75 zu 35 hilfreich sein
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und genutzt werden. All das 1alt den zweiten Syntheseplan als sinnvoller und effekti-
ver erscheinen.
4.2.5.1. Darstellung von 5‘-O-Benzoyl-2‘-desoxyguanosin 73

Wie weiter oben erwahnt, werden die Purinbasen bei dieser Reaktion meistens mit
einer Schutzgruppe an der exozyklischen Aminofunktion eingesetzt91. Wegen Erfah-
rungen die bei der analogen Synthese von ddA 21 gemacht wurden®, sollte auch

hier eine Umsetzung ohne weitere Schutzgruppen ausprobiert werden.

/N NH Benzoesaure /N NH
L popo AL L
HO N N NH, Pyridin .~ BzO N N NH,
:O: 21°C,4 h :O:

63 73: 16% 73

Abbildung 56 Darstellung von 5-0O-Benzoyl-2*-desoxyguanosin 73

Das N,N-Bis-(2-oxo-3-oxazolidinyl)phosphorsaurediamidchlorid (BOPDC) bildet mit
der Benzoesaure ein gemischtes Anhydrid, das aufgrund der sterischen Abschir-
mung bevorzugt mit dem 5°-Alkohol reagiert. Das Edukt 63 wurde in Pyridin gelost
und mit Benzoesaure und BOPDC 4 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Nach
dieser Zeit war zwar immer noch Edukt vorhanden, aber die Zunahme an Nebenpro-
dukten erzwang den Abbruch der Reaktion durch die Zugabe einer walrigen Kali-
umcarbonat-Losung. Durch den unvollstandigen Umsatz des Edukts fiel, wie zu er-
warten war, die Ausbeute leider sehr gering aus. Ein reaktiveres Benzoylierungsrea-
genz ginge aber auf Kosten der Selektivitat. Da auch der in Abbildung 38 (S. 40) ge-
zeigte Versuch, eine 5-Acetylschutzgruppe anzubringen, fehlschlug, blieben als Al-
ternativen noch folgende Mdglichkeiten: Die Veresterung mit Pivalinsaureanhydrid
mit einer katalytischen Menge an DMAP in DMSO, wie sie in der Literatur® fiir die
Barton-Desoxygenierung erwahnt wurde (Ausbeute: 34 %); oder das vorherige Ein-
fuhren einer Aminoschutzgruppe mit der laut Literatur®' immerhin eine Ausbeute von
67 % moglich gewesen ware, aber den Sytheseweg zu Nukleosid 35 auf acht Stufen
ansteigen liel3.

Die weitere Verfolgung der Synthese von 2-Amino-ddP 35 war aber im Rahmen die-

ser Arbeit nicht mehr moglich.
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4.3. Darstellung der ,lock-in“-modifizierten cycloSal-NMPs

Die weiteren Syntheseschritte zu den ,lock-in“-modifizierten cycloSal-NMPs sollten
nun nach der Vorschrift erfolgen, die schon wahrend meiner Diplomarbeit52 zZur er-
folgreichen Darstellung dieser neuartigen Verbindungsklasse gefuhrt hatte. Dafur
mussen zunachst einmal alle hergestellten Salicylalkohole 58a-0 mit Phos-
phortrichlorid in reaktive, zyklische 2-Chlor-4H-benzo[1.3.2]dioxaphosphorin-
Derivate 76a-o (Saligenylchlorphosphane) tberfuhrt werden, welche dann als Kopp-
lungsreagenzien verwendet werden koénnen. Durch die Verknupfung der Salige-
nylchlorphosphane 76a-o mit den drei Nukleosiden d4T 7, BVDU 15 und 2-Amino-
dP 32 in Gegenwart der Hunig-Base Di-iso-propylethylamin (DIPEA) gelangt man zu
den cycloSal-Nukleosidphosphiten, die direkt mit tert-Butylhydroperoxid zu den ent-
sprechenden cycloSal-Nukleosid-Monophosphaten (,lock-in“-modifizierte cycloSal-
NMPs) oxidiert werden. Die einzelnen Schritte wurden schon einmal im Retrosynthe-
seschema der Abbildung 23 (S. 31) dargestellt. Wegen der strukturellen Unterschie-
de der einzelnen Nukleoside konnte die fiir d4T 7 etablierte Vorschrift® nicht ohne
weiteres auf BVYDU 15 und 2-Amino-dP 32 Ubertragen werden, sondern mul3te be-
sonders verifiziert werden, weshalb jedem Nukleosid ein eigener Abschnitt gewidmet

ist.

4.3.1. Darstellung der Saligenylchlorphosphane 76a-o

Die Synthesen der Saligenylchlorphosphane 76a-o mufdten, wegen der Wasserem-
pfindlichkeit von Phosphor(lll)-Verbindungen, generell unter Schutzgasbedingungen
durchgefuhrt werden.

Die Saligenylalkohole 58a-o wurden zunachst in trockenem Diethylether vorgelegt.
Die Menge des Losungsmittels hangt dabei ausschliellich von der Loslichkeit des

verwendeten Salicylalkohols ab, der aber unbedingt vollstandig gelést werden muf3.

OH 1.1.1 Aquiv. PCl;, Et,0 o.__cl
N N 2. 2.2 Aquiv. Pyridin i N P
| - 1
0-21°C, 1.5 h =
58a-o0 76a-o

X: CH,CH,C(O)OR oder CH,CH,OC(O)R
in 3- oder 5-Position

Abbildung 57 Darstellung der Saligenylchlorphosphane 76a-o
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AnschlieRend wurden 1.1 Aquivalente Phosphortrichlorid zligig zu der Lésung ge-
tropft. Nach dem Abkuhlen auf 0°C muf} der entstehende Chlorwasserstoff durch die
Zugabe von 2.2 Aquivalenten Pyridin, geldst in etwas Diethylether, langsam abge-
fangen werden. Dabei fallt Pyridiniumchlorid als farbloser Feststoff aus. Bei Versu-
chen, die ohne diese Basen-Neutralisierung analog durchgefuhrt wurden, konnte
kein Produkt isoliert werden. Zur Vervollstandigung der Fallung wurde das Reakti-
onsgemisch mehrere Stunden (am besten uber Nacht) bei -4°C gelagert. Trotzdem
gelang es nicht, dal Pyridiniumchlorid durch die anschlielende Filtration quantitativ
abzutrennen. Andere Aufreinigungsmaoglichkeiten wie Chromatographie oder Destil-
lation standen wegen der Hydrolyseempfindlichkeit von Phosphor(lll)-Verbindungen
und der thermischen Labilitat der Esterfunktion nicht zur Verfugung. Nach dem Ent-
fernen des Losungsmittels konnten die gewunschten Produkte 76a-o, die alle als
blakgelbe Ole anfielen, durch *'P-NMR-Spektroskopie der Rohprodukte identifiziert
werden. Trotz der Pyridiniumchlorid-Verunreinigung haben die Saligenylchlorphos-
phane 76a-o eine ausreichende Qualitat, um mit den drei Nukleosidanaloga d4T 7,
BVDU 15 und 2-Amino-dP 32 verknupft werden zu kdnnen.

4.3.2. Darstellung der cycloSal-d4TMPs 77a-o0

Die ,Eintopf‘-Synthese umfal3t zwei Schritte, die Verknlpfung des Saligenylchlor-
phosphans mit dem Nukleosid d4T 7 zu einem cycloSal-Nukleosidphosphit als insta-
bilem Zwischenprodukt, gefolgt von der Oxidation des Phosphits mit Hilfe von ftert-

Butylhydroperoxid zur Zielverbindung.

O

1.d4T 7, DIPEA \fLE
X O\P/CI -20°C, 1h N o\'|3|/o
1 ? |
X &6 2. +BUOOH X—&é {Oﬁ
-20-21°C, 30 min
76a-o 77a-0

X: CH,CH,C(O)OR oder CH,CH,OC(O)R
in 3- oder 5-Position

Abbildung 58 Darstellung der cycloSal-d4TMPs 77a-o

Zu Beginn wurde d4T 7 mit Pyridin koevaporiert (um Spuren von Wasser ausschlies-

sen zu kénnen) und anschlieRend sofort unter Inertgasatmosphare in Acetonitril ge-
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l6st. Nach Zugabe von 2 Aquivalenten DIPEA wurde das Gemisch auf -20°C gekiihlt.
Zu dieser Losung konnte dann das entsprechende Saligenylchlorphosphan zuge-
tropft werden. Nach etwa einer Stunde wurde das Fortschreiten der Reaktion durch
DC-Kontrolle uberpruft. War noch Nukleosid nachzuweisen, wurde erneut Salige-
nylchlorphosphan zugegeben, um die Umsetzung zum cycloSal-Nukleosidphosphit
moglichst zu vervollstandigen.

Im zweiten Schritt wurden schliellich die cycloSal-Nukleosidphosphite mittels tert-
Butylhydroperoxid in die cycloSal-Nukleotide 77a-o uberfuhrt. Wie schon bei der er-
sten Stufe wurde der Reaktionsverlauf wieder durch DC-Kontrolle tUberpruft. Die Oxi-
dation war nach etwa 30 Minuten beendet und das Losungsmittel konnte entfernt
werden. Der zurlckbleibende, harzige Rickstand wurde durch zweimalige Chroma-

tographie aufreinigt.

Tabelle 2 Namenskiirzel und Ausbeuten der ,lock-in“-modifizierten cycloSal-
d4TMPs 77a-o

Substituent X in Namenskurzel vor
77a-o 3-Position 5-Position _-cycloSal-d4TMP  Ausbeute
a C2H4(CO)OMe H 3-MePr 32 %
b C2H4(CO)OEt H 3-EtPr 35 %
c C2H4(CO)Oi-Pr H 3-i-PrPr 54 %
d C2H4(CO)Ot-Bu H 3-t-BuPr 73 %
e C,H4(CO)OBN H 3-BnPr 43 %
f H C2H4(CO)OMe 5-MePr 39 %
g H C2H4(CO)Oi-Pr 5-i-PrPr 33 %
h H C2H4(CO)Ot-Bu 5-t-BuPr 44 %
i H C2H4(CO)OBN 5-BnPr 59 %
i C,H4O(CO)Me H 3-AcEt 31 %
k C2H4O(CO)Et H 3-PrEt 28 %
I C,H4O(CO)t-Bu H 3-PivEt 52 %
m H C,H4O(CO)Me 5-AcEt 41 %
n H C2H4O(CO)t-Bu 5-PivEt 39 %
o 8-Hydroxymethyl-4-MeU* n.n.** 26 %

*Methylumbelliferon; **nicht nétig
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Die cycloSal-d4TMPs 77a-o wurden alle als Diastereomerengemische erhalten, da
die verwendete Oxidationsmethode des Phosphits keine stereochemische Bevorzu-
gung fur eines der beiden Phosphat-Enantiomere (Rp und Sp) ermdglichen sollte. Bei
den spateren 31P-NMR-Messungen wurden dennoch manchmal Abweichungen von
diesem idealen 1:1-Verhaltnis gemessen. Dieses Phanomen lafdt sich durch Veran-
derungen bei der chromatographischen Aufreinigung begriinden, die durch die un-
terschiedlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften der Diastereomere verur-
sacht werden kdnnen. Wahrend der Chromatographie war aber keine nachvollzieh-
bare Trennung der Diastereomere zu erkennen.

Insgesamt gelangen die Synthesen mit maRigen bis guten Ausbeuten, wie eine Blick
auf Tabelle 2 deutlich macht. Sowohl das Saligenylchlorphosphan (bei hypotheti-
scher Betrachtung der Rohprodukte 76a-o als Reinsubstanzen) als auch die Base
DIPEA muften bei allen Synthesen mindestens im zweifachen Uberschu zugege-
ben. Erst durch dieses Vorgehen war kein d4T 7 mehr in der Reaktionsldsung nach-
zuweisen. Somit konnte auch ein Unterschuld an Phosphitylierungsreagenz ausge-
schlossen werden. Da bei der Einwaage immer ein gewisser Anteil an Pyridinium-
chlorid mit eingewogen wurde, ware das aufgrund dieser Verunreinigung sonst
durchaus zu beflirchten gewesen.

AuRerdem wurden in Tabelle 2 Namenskurzel fur die ,lock-in“-modifizierten cycloSal-
Verbindungen 77a-o eingefthrt, die in den nun folgenden Abschnitten ausschlieRlich
Verwendung finden sollen. Die Systematik dieser Buchstabenkurzel soll an zwei Bei-

spielen verdeutlicht werden:

Beispiel 1:  3-(Methyl-3'-propionyl)-cyclosaligenyl-d4T-monophosphat 77a =
3-MePr-cycloSal-d4TMP 77a
Beispiel 2:  5-(Acetoxy-2‘-ethyl)-cyclosaligenyl-d4T-monophosphat 77m =

5-AcEt-cycloSal-d4TMP 77m

4.3.2.1. Darstellung der 3- und 5-(2‘-Carboxyethyl)-cycloSal-d4TMPs 27, 41

Die 3- und 5-t-BuPr-cycloSal-d4TMPs 77d,h wurden vor allem wegen ihrer Eigen-
schaft, in saurer Losung leicht hydrolysierbar zu sein, hergestellt. In erster Linie sind
sie also Zwischenprodukte auf dem Weg zu den beiden Regioisomeren cycloSal-

d4TMPs 27 und 41 mit dem freien Saure-Substituenten am Saligenylaromaten.
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Die Bedingungen fur solch eine tert-Butylester-Hydrolyse sind im Vergleich mit den
Standardverfahren zur Spaltung von Estern relativ mild. Es gilt zu bedenken, daf® der
Phosphattriester selbst hydrolyseempfindlich ist. Deshalb kam nur eine saurekataly-
sierte Hydrolysemethode in Frage, bei der die Phosphattriester prinzipiell stabiler
sind als im basischen Medium. Hierfuir wurden die tert-Butylester 77d,h bei Raum-
temperatur in Dichlormethan vorgelegt, und die Lésung durch die zligige Zugabe von

Trifluoressigsaure (engl. Abk.: TFA) angesauert.

0] (0]
080 N" O  TFA, CH,Cl, 0% o N "0
X—i— o " o) 21c1h . Y— - v o
N ¢} - ’ = e}
X: CH,CH,C(0)Ot-Bu in 3-(77d) 27:71% Y: CH,CH,C(O)OH in 3- (27)
oder 5-Position (77h) 41: 98% oder 5-Position (41)

Abbildung 59 Darstellung von 3- und 5-(2-Carboxyethyl)-cycloSal-d4TMP 27,
41

Nach einer Stunde war kein Edukt mehr nachzuweisen und die Reaktionsldsung
wurde mit Hilfe des Rotationsverdampfers vom Ldsungsmittel befreit. Das Rohpro-
dukt wurde anschlielend durch eine chromatographische Trennung aufgereinigt,
obwohl die Dinnschichtchromatogramme der jeweiligen Rohprodukte keine erkenn-
baren Verunreinigungen zeigten. Die etwas geringere Ausbeute von 27 ladt sich am
ehesten durch Verluste bei der Chromatographie erklaren.

Bei den nachfolgenden Untersuchungen zum Hydrolyseverhalten der hergestellten
cycloSal-NMPs soll fur den 2‘-Carboxyethyl-Substituenten ausschlieldlich folgendes

Synonym verwendet werden:

Beispiel: 3-(2‘-Carboxyethyl)-cyclosaligenyl-d4T-monophosphat 27 =

3-Saure-cycloSal-d4TMP 27

4.3.3. Darstellung der cycloSal-BVDUMPs 78a-I

Die Synthese der cycloSal-BVDUMPs 78a-1 konnte bis auf wenige Modifikationen
ebenso durchgefuhrt werden, wie die zuvor beschriebene Darstellung der d4T-

Derivate. Wegen der schlechteren Ldslichkeit von BVDU 15 in Acetonitril, wurde zu-
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nachst auf das Losungsmittelgemisch DMF und THF (2:1 v/v) zurickgegriffen, das

sich schon bei den ersten Synthesen von cycloSal-BVDUMP-Derivaten bewahrt

hatte®°.

Br:
T NH
1. BVDU 15, DIPEA Hfl
THF/DMF 5:1 0 N~ O

XN O\P/CI -40°C, 1 h X O\;DI/O

X—— | > X— 5 O
= o} 2. BuOOH _ 1)

-20-21°C, 1 h

76a-o 78a-l

X: CH,CH,C(O)OR oder CH,CH,OC(O)R
in 3- oder 5-Position

Abbildung 60 Darstellung der cycloSal-BVDUMPs 78a-1

Ein Nachteil dieser Mischung ist der hohe Anteil an DMF, das hygroskopisch ist und
zudem einen sehr hohen Siedepunkt besitzt. Dadurch wird die spatere Entfernung
des Ldsungsmittelgemisches deutlich erschwert und verlangsamt. Es stellte sich
heraus, dald BVDU 15 auch ausreichend in einem Mischungsverhaltnis von 5:1 v/v
THF/DMF geldst werden kann. Nach der Zugabe von DIPEA wurde das Reaktions-
gemisch auf -40°C abgekuhlt. Die noch niedrigere Temperatur, im Vergleich zu
d4T 7, sollte eine Reaktion der 3‘-Hydroxylgruppe von BVDU 15 mit dem Salige-
nylchlorphosphan unterbinden. Aus dem gleichen Grund wurde auch die Menge an
Saligenylchlorphosphan auf 1.5 Aquivalente (bei hypothetischer Betrachtung der
Rohprodukte 76a-0 als Reinsubstanzen) reduziert. Nachdem die erfolgreiche Bildung
des cycloSaligenylphosphites Uberprift war (DC-Kontrolle), konnte dieses wiederum
mit tert-Butylhydroperoxid innerhalb von ca. 30 Minuten zum Monophosphat oxidiert
werden. Zur Aufreinigung wurde zunéchst das Lésungsmittelgemisch im Olpumpen-
vakuum entfernt und aus dem harzigen Ruckstand der jeweilige Triester nach zwei
chromatographischen Trennungen isoliert.

Die erzielten Ausbeuten der cycloSal-BVDUMPs 78a-l fielen mit durchschnittlich
39 % etwas schlechter aus als fur die d4T-Verbindungen 77a-o (9: 42 %). Es sollte
aber erwahnt werden, dal} in diesem Fall auf die weitere Zugabe von Saligenyl-
chlorphosphan verzichtet wurde. Ein UberschulR hatte zu keiner Ausbeutenverbesse-
rung beigetragen, sondern nur die Bildung von 3‘,5'-diphosphoryliertem Nebenpro-
dukt beglnstigt. So muldte bei der Aufreinigung immer nicht umgesetztes BVDU 15

reisoliert werden. Unter Berlcksichtigung dieser Problematik lassen sich die Aus-
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beuten fur die BVDU-Verbindungen 78a-l sogar als besser — da effizienter — einstu-
fen. Das neue Losungsmittelverhaltnis von 5:1 THF/DMF Uberzeugte nicht nur durch
eine deutliche Verkurzung der Aufreinigungszeiten, sondern lieferte im Vergleich mit

den anfanglich durchgefihrten Synthesen mit dem 2:1 Gemisch auch hohere Aus-

beuten.
Tabelle 3 Namenskiirzel und Ausbeuten der ,lock-in“-modifizierten cycloSal-
BVDUMPs 78a-1
Substituent X in Namenskurzel vor
78a-l 3-Position 5-Position _-cycloSal-BVDUMP  Ausbeute

a C2H4(CO)OMe H 3-MePr 31 %
b C2H4(CO)OI-Pr H 3-i-PrPr 54 %
c C2H4(CO)Ot-Bu H 3-t-BuPr 51 %
d C2H4(CO)OBN H 3-BnPr 35 %
e H C2H4(CO)OMe 5-MePr 33 %
f H C2H4(CO)OI-Pr 5-i-PrPr 41 %
g H C2H4(CO)Ot-Bu 5-t-BuPr 31 %
h H C2H4(CO)OBN 5-BnPr 44 %
i C2H4O(CO)Me H 3-AcEt 42 %
i C,H4O(CO)t-Bu H 3-PivEt 41 %
k H C2H4O(CO)Me 5-AcEt 40 %
I H C,H4O(CO)t-Bu 5-PivEt 27 %

4.3.3.1. Darstellung der 3- und 5-(2‘°-Carboxyethyl)-cycloSal-BVDUMPs 39, 43

Nach der erfolgreichen Hydrolyse der tert-Butylester der cycloSal-d4TMPs 77d,h
sollten auch die entsprechenden BVDU-Verbindungen 78c,g bei Raumtemperatur in
einer TFA angesauerten Dichlormethan-Lésung hydrolysiert werden koénnen. Als
problematisch multe dabei die geringere Hydrolysestabilitdt von BVDU-Triester im
Vergleich mit ihren analogen d4T-Verbindungen (siehe 4.4.1., S. 68) gesehen wer-
den, die zu Ausbeuteverlusten hétte fiihren kénnen. Uberraschenderweise lagen

aber die Ausbeuten in der gleichen Grélienordnung, wie bei den vorangegangen Hy-
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drolysen, wobei auch hier wieder das 3-substituierte cycloSal-BVDUMP 39 mit einer

geringeren Ausbeute gewonnen wurde.

0 0]

Br Br
T NH T NH
\Yl

O  TFA CH2CI2

N 0\9/0 N o\u/o
X—— D ¢ 21°C,1h P
= O ’ O

OH
X: CH,CH,C(O)Ot-Bu in 3- (78¢) 39: 88% Y: CH,CH,C(O)OH in 3- (39)
oder 5-Position (789) 43: 97% oder 5- Posmon (43)
Abbildung 61 Darstellung von 3- und 5-(2‘-Carboxyethyl)-cycloSal-BVDUMP 39
und 43

Es lalt sich also festhalten, dal3 die Hydrolyse des tert-Butylesters auch bei den
BVDU-Verbindungen sehr viel schneller verlauft, als die Hydrolyse des Phosphattri-

esters.

4.3.3.2. Darstellung von 5-(2‘-Hydroxyethyl)-cycloSal-BVDUMP 44

Um bei den anschlieRenden HPLC-Hydrolysestudien alle moglichen Hydrolysepro-
dukte der Ester als Coinjektionsstandard zugeben zu kdnnen, sollten auch die vier
cycloSal-Nukleotide 38, 40, 42 und 44 mit dem freien Ethylalkohol-Substituenten
hergestellt werden. Es zeigte sich aber schnell, da® keine der synthetisierten Ester-
verbindungen 78i-l so schonend hydrolysiert werden kann, daf} nicht zugleich auch
der Phosphattriester mit zersetzt wurde, da eine Hydrolyse im sauren Milieu ausge-
schlossen war. Glucklicherweise stellte sich bei den Carboxyesterase-Untersuch-
ungen heraus, dal® das Pivalat 78l ein sehr gutes Substrat fur die PLE (EC 3.1.1.1)
ist. Leider war die Esterase so spezifisch, dal} sie weder das Regioisomer 78j noch
die Hydrolyse eines anderen Esters katalysierte, weshalb 5-(2°-Hydroxyethyl)-
cycloSal-BVDUMP 44 als einzige der vier Referenzverbindungen isoliert werden
konnte.

Die Reaktionsbedingungen wurden vom MikromafRstab des Carboxyesterase-Assays
ubernommen. Die Menge des Enzyms wurde auf 22 Units pro umol Ester gesenkt,
genau so wie die Konzentration des Esters in der Losung. Dadurch konnte auch die
DMSO-Menge verringert werden, die sonst Schwierigkeiten bei der Aufarbeitung be-

reitet hatte. Die Hydrolyse verlief ohne erkennbare Nebenreaktionen (HPLC-Kon-
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trolle) und wurde durch die Zugabe von Dichlormethan beendet, in dem das Produkt
der walrigen Phase entzogen und gleichzeitig das Enzym desaktiviert wurde. Die
Wahl des organischen LOosungsmittels erwies sich aber als aulderst ungunstig, da
nach dem Ausschutteln keine vollstandige Phasentrennung mehr zu beobachten
war. So fiel die Ausbeute etwas geringer aus, als man es aufgrund des HPLC-
Chromatogrammes erwartet hatte, wobei dies ausschlieRlich auf die problematische

Phasentrennung zurtckzufihren ist.

Br Br
— NH  PLEEC3.1.1.1 — NH
H[LL I H0,DMSO H[LL PN
0 N (0] Phosphat- 0 N (0]
O\I':',/O Puffer pH 7.3 O\I':',/O
| (@] > | (0]
o 37°C,15h o
OPiv OH OH OH
78I 44:72% 44

Abbildung 62 Darstellung von 5-(2*-Hydroxyethyl)-cycloSal-BVDUMP 44

Bei den nachfolgenden Untersuchungen zum Hydrolyseverhalten der hergestellten
cycloSal-NMPs soll fir den 2‘-Hydroxyethyl-Substituenten ausschlie3lich folgendes

Namenskurzel Verwendung finden:

Beispiel: 5-(2-Hydroxyethyl)-cyclosaligenyl-BVDU-monophosphat 44 =

5-OHEt-cycloSal-BVDUMP 44

4.3.4. Darstellung der cycloSal-2-Amino-dPMPs 79a-d

Zum Abschlu der synthetischen Arbeiten sollten noch ausgewabhlte fluoreszierende
cycloSal-2-Amino-dPMPs hergestellt werden. Bei der Durchfiihrung kam zu den ge-
rade beschrieben Problemen mit BVDU 15 noch ein weiteres hinzu. 2-Amino-dP 32
verfugt Uber einen potentiellen dritten Angriffspunkt fur die Saligenylchlorphosphane.
Trotzdem sollte weiterhin die 5-Hydroxylgruppe bevorzugt angegriffen werden. Des-
halb wurde zunachst einmal analog der cycloSal-BVDUMP-Synthesen vorgegangen.
Aufgrund der héheren Polaritat von 2-Amino-dP 32 gab es aber schon Probleme bei
der Solvatisierung. Um nicht den Anteil an DMF erhdéhen zu missen, wurde die
Menge des Losungsmittels einfach verdoppelt, wodurch sich das gesamte 2-Amino-

dP 32 auflésen lieR. Die Saligenylchlorphosphane 76¢,i,I,n wurden in einem Uber-
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schuf von 1.5 Aquivalenten zugegeben. Somit war wieder keine vollstdndige Umset-

zung des Nukleosides 32 zu erwarten.

; N X
1. 2-Amino-dP 32 Y N
DIPEA < j“\/;I\
N™ >N “NH,

. 0
ool THF/DMF 5:1
1 ’ ST
A0 2. t-BUOOH N0
-20-21°C, 1 h
76c.iln 79a-a O

X: CH,CH,C(O)OR oder CH,CH,OC(O)R
in 3- oder 5-Position

Abbildung 63 Darstellung der cycloSal-2-Amino-dPMPs 79a-d

Interessanterweise konnte eine Ausbeuteverbesserung beobachtet werden, nach-
dem die Base DIPEA im Uberschu von 2 Aquivalenten zugegeben wurde. Eine Be-
grundung daflr wurde aber nicht gefunden. Dennoch setzt sich die Ausbeute von
79d, bei deren Synthese nur 1.5 Aquivalente DIPEA verwendet wurden, deutlich von

den Ubrigen ab.

Tabelle 4 Namensklirzel und Ausbeuten der ,lock-in“-modifizierten cycloSal-
2-Amino-dPMPs 79a-d

Substituent X in Namenskurzel vor
79a-d 3-Position 5-Position _-cycloSal-2-Amino-dPMP  Ausbeute
a C2H4(CO)Oi-Pr H 3-i-PrPr 32 %
b H C2H4(CO)OBN 5-BnPr 23 %
c C,H4O(CO)¢t-Bu H 3-PivEt 24 %
d H C,H4O(CO)t-Bu 5-PivEt 7 %

Wie zu erwarten, waren die Ausbeuten insgesamt schlechter als bei den zuvor
durchgefuhrten Synthesen. Um die entstandenen Nebenprodukte zu entfernen,
muften alle Rohprodukte auch mindestens dreimal chromatographiert werden. Ob
die alternative Darstellung der cycloSal-2-Amino-dPMPs 79a-d mit Hilfe einer
Schutzgruppenstrategie weitaus effektiver verlaufen wurde, bleibt bei den damit ver-
bundenen Problemen und Nachteilen (Abspaltung der Schutzgruppen in Gegenwart

eines Phosphattriesters, groferer Syntheseaufwand) fraglich.



68 4. Resultate und Diskussion

4.4. Untersuchungen zum Hydrolyseverhalten der ,lock-in“-

modifizierten cycloSal-NMPs

4.41. Hydrolyse in einer schwach basischen Phosphat-Pufferlosung

Alle hergestellten cycloSal-Nukleotide wurden zunachst in einer schwach basischen,
isotonischen Phosphat-Pufferlosung (PBS, pH 7.3) bei 37°C hydrolysiert. Die ge-
wahlten Bedingungen dienen zur Simulation des physiologisch-chemischen Milieus,
wie es bei einer spateren in vivo-Anwendung herrschen wuirde. Die dabei gewon-
nenen Hydrolysehalbwertszeiten sollen zeigen, dal’ die synthetisierten Pronukleotide
eine ausreichende Stabilitat fur den unerlalichen Transport in das Cytoplasma be-
sitzen.

Vor Beginn der Hydrolysestudien wurde von jeder Verbindung eine 50 mM DMSO-
Stammlosung hergestellt. Fur die chemische Hydrolyse wurde dann eine Kinetiklo-
sung vorgelegt, indem man 300 pul 50 mM PBS, 100 ul Wasser und 188.6 ul DMSO
zusammengab, mit einem internen Standard (AZT) versetzte und auf 37°C in einem
Thermomixer temperierte. Durch Zupipettieren von 11.4 yl der 50 mM DMSO-
Stammldsung wurde die Hydrolyse gestartet (Gesamtkonzentrationen in der Hydro-
lyseldsung: Cpuffer = 24.8 MM, Cryiester = 0.94 mM), kurz durchmischt und sofort das
erste Aliquot (o) entnhommen. Wahrend des Reaktionsverlaufs (Hydrolysendauer: 22-
32 h) wurden weitere Aliquote entnommen. Zum Stoppen der Hydrolyse wurden die
Aliquote nach der Entnahme zu einigen Tropfen konzentrierter Essigsaure gegeben.
Die so erhaltenen Proben konnten nun RP-HPLC-analytisch mit Hilfe eines UV-
Detektors vermessen werden.

Zur Auswertung der erhaltenen Chromatogramme wurde der Quotient aus den Pe-
akflachen des Triesters (Edukt) und des internen Standards gebildet und gegen die
Hydrolysedauer aufgetragen. Durch diese experimentell erhaltenen MeRpunkte
konnte mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogrammes ,Microsoft Excel 8.0°“ eine
exponentielle Ausgleichskurve gelegt werden. Die Annahme einer unimolekularen
Kinetik wurde durch die Verwendung eines groRen Uberschusses an Wasser ermdg-
licht, demzufolge fir solche Hydrolysen ein Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung,

der allgemeinen Form gilt:

A(t) = Ay e
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Die so erhaltene Geschwindigkeitskonstante k ermdglichte nun die Berechnung der

Halbwertszeit nach der allgemeinen Gleichung:
_In2

t1/2 - k
Alle chemischen Hydrolysekinetiken wurden als Doppelbestimmung durchgefihrt. In
den folgenden Balkendiagrammen sind die so berechneten Halbwertszeiten der
chemischen Hydrolyse bei pH 7.3 zusammengestellt. Die verschiedenen cycloSal-
Nukleotide sind dabei nach der jeweiligen Nukleobase und die d4T- und BVDU-

Verbindungen zusatzlich nach dem Substitutionsmuster (3- und 5-Position) geordnet.

3-_-cyclo Sal-d4TMP

7
Methyl 26 P75

Séure 27 f22,9

PivEt 771

PrEt 77k

AcEt 77j 136

BnPr 77e '

t-BuPr 77d J 135

i-PrPr 77c 12,5

[9)]

EtPr 77b g

MePr 77a ' 7.3

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Halbwertszeit [h]

Abbildung 64 Hydrolysehalbwertszeiten der 3-substituierten cycloSal-d4TMPs
26, 27, 77a-e und 77j-1in PBS bei pH 7.3

Bevor die Werte nun diskutiert und interpretiert werden sollen, mussen an dieser
Stelle einige nicht zu vernachlassigende Bemerkungen zu der gerade beschriebenen
Bestimmungsmethode gemacht werden:

Die erhaltenen Halbwertszeiten geben nur Auskunft Uber die Stabilitat der cycloSal-

Nukleotide unter den gewahlten Bedingungen, wobei keine genauen Aussagen uUber
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die chemischen Vorgange, die zur Abnahme der Triester gefuhrt haben, gemacht
werden kénnen. So kann noch nicht einmal ausgeschlossen werden, daf® die beob-
achtete Abnahme der Edukte durch eine Reaktion an einer anderen funktionellen
Gruppe der Pronukleotide und nicht, wie vorausgesetzt, durch die Hydrolyse des
Phosphattriesters verursacht wurde. Hinzu kommt, dal} sich alle cycloSal-Nukleotide
nur als Gemisch zweier diastereomerer Phosphattriester untersuchen liel3en, da eine
vorherige chromatographische Trennung aller Diastereomere nicht moglich gewesen
ware (einige, wenige Diastereomere hatte man mittels praparativer HPLC trennen
konnen, z. B. 3-AcEt-cycloSal-d4TMP 77j). Die beiden Diastereomere konnten sich
aber unter Umstanden sowohl in ihrer Halbwertszeit, als auch in ihrem Hydrolysever-
halten unterscheiden. Wie bereits im Kenntnisstand tUber den Hydrolyseweg des cy-
cloSal-d4TMPs 17 (Abbildung 14, S. 17) dargestellt, konkurrieren im ersten Schritt
der chemischen Hydrolyse zwei Reaktionswege, die entweder zum Benzyl- 18 oder
zum Phenyl-Phosphatdiester 19 fuhren. Im Gegensatz zu den Benzyl-Phosphat-
diestern, die in der Folgereaktion d4TMP freisetzen, sind die Phenyl-Phosphatdiester
dazu nicht mehr in der Lage. Dal} dieser unerwlnschte Hydrolyseweg nicht einfach
ausgeschlossen werden kann, zeigte sich erstmals bei Untersuchungen an Benzyl-
substituierten cyc/oSaI-NukIeotiden44, bei denen auch Saligenyl-Substituenten in die-
se Sackgasse fuhrten. Um das Problem zu Uberprifen, wurde mit einigen ausge-
wihlten cycloSal-Nukleotiden eine *'P-NMR-Untersuchung des Hydrolysewegs
durchgefuhrt, die in Abschnitt 4.4.4. (S. 112) beschrieben ist. Alle genannten Fakten
machen deutlich, dal® die Halbwertszeit alleine bei der Bewertung einer cycloSal-
Verbindung als effiziente Nukleotidquelle nur wenig Aussagekraft hat. Das Problem
der Auswertung einer Hydrolysekinetik eines Diastereomerengemisches kann zwar
nicht geldst, aber in diesem Fall vernachlassigt werden. Die exponentiellen Trendli-
nien lieRen sich in den meisten Fallen sehr gut durch die erhaltenen MeRwerte le-
gen. Bei den wenigen Ausnahmen lag immer der to-Wert Uber der Ausgleichskurve,
was darauf schlieBen laldt, dald eines der beiden Diastereomere schneller hydroly-
sierte, als es der berechnete Wert wiedergibt.

Wenn sichergestellt ist, dal} bei den Hydrolysen tatsachlich d4TMP entsteht, kann
mit der Auswertung der Halbwertszeiten begonnen werden. Der Einfluld der Ester-
modifizierung in 3- oder 5-Position am Saligenylaromaten soll durch den Vergleich
mit dem unsubstituierten cycloSal-d4TMP 17 und dem 3-Methyl-cycloSal-d4TMP 26

verdeutlicht werden. Die Halbwertszeiten der hergestellten cycloSal-d4TMPs 77a-n
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haben eine Grélenordnung, die zwischen den beiden Vergleichsverbindungen 17
und 26 liegt, was ein deutlicher Hinweis auf Elektronendonor-Substitution ist. Da eine
Estergruppe aber Akzeptor-Eigenschaften besitzt, ist die Verlangerung aller Halb-
wertszeiten — im Vergleich zu 17 — ein guter Beweis fur die abschirmende Wirkung
der Ethyleneinheit. Dennoch wurde der (-)I-Effekt der Ester nicht vollstandig kom-
pensiert. Ware dies der Fall, miRten alle Werte der 3-substituierten Verbindungen
im Bereich der 17.5 h von 3-Methyl-cycloSal-d4TMP 26 liegen. Die Werte geben
aber deutlichen den EinfluR® der verschiedenen Estergruppen wieder, indem der (+)I-
Effekt der Ethylengruppe durch die unterschiedlichen (-)I-Effekte der Ester entspre-
chend abgeschwacht wurde. Im Einklang damit hatte das 3-Methylpropionat 77a
(7.3 h) eine deutlich geringere Halbwertszeit, als das 3-tert-Butylpropionat 77d
(13.5 h) (siehe Abbildung 64).

5-_-cyclo Sal-d4TMP

H17

" 12,5
Sédure 41

PivEt 77n

6,3

AcEt 77m

BnPr 77i

t-BuPr 77h

i-PrPr 77g

MePr 77f

9 12 15 18 21 24
Halbwertszeit [h]

Abbildung 65 Hydrolysehalbwertszeiten der 5-substituierten cycloSal-d4TMPs
17, 41, 77f-i und 77m,n in PBS bei pH 7.3

Um so mehr Uberraschte die enorme Stabilitat der freien Sauren 27 und 41, wobei

das 3-Isomer 27 mit 22.9 h die mit Abstand stabilste Verbindung ist. Dieses Verhal-
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ten lakt sich nicht befriedigend mit dem geringsten (-)I-Effekt der Carboxylatgruppe
(pH 7.3) begrinden. Hinzu kommt, dal® der 2-Carboxyethyl-Substituent (trotz der
negativen Ladung) in keinem Fall ein starkerer Elektronendonor sein kann, als es die
Methylgruppe bei 3-Methyl-cycloSal-d4TMP 26 ist. Eine mogliche Erklarung fur diese
enorme Stabilitat kdnnte die elektrostatische AbstoRung sein, die ein negativ gela-
denes Molekul auf ein nukleophil angreifendes Hydroxid-lon ausibt und so die Hy-
drolyse des Phosphattriesters verlangsamt. Dieser Befund steht aber im starken Ge-
gensatz zur Beschleunigung, die der theoretisch denkbare, assistierende Effekt, wie
er in der nachsten Abbildung fur die 3-Saure 27 postuliert wird, verursachen sollte.
Nach einem ersten nukleophilen Angriff des Carboxylates entsteht das gemischte
Anhydrid 80. Durch Arbeiten von G.J. Friis und H. Bungaard ist bekannt, da® bei
Bis[3-(2‘-acetoxyphenyl)propionyllJoxymethylestern nach der enzymatischen Hydroly-
se einer Acetylgruppe spontan das Lacton (Dihydrocumarin 45) entsteht®. Da das
Anhydrid 80 reaktiver ist als deren Oxymethylesterfunktion, sollte auch hier das nu-
kleophile Phenolat intramolekular angreifen und zugig das Lacton 85 entstehen las-
sen. Nach der Hydrolyse des Benzyl-Phosphatdiesters wird letztendlich d4TMP und

das Dihydrocumarin-Derivat 86 freigesetzt.

P O
© .
@] intramolekularer ( o
O. 20, Angriff 0 ' O,
I?\\o 5-d4T — - e /P\\O 5'-d4T
(0] (0]
27 80 l schnell
(0] (0]
(0] (0] )
‘ (0]
OH -d4TMP O.T_0.
IIDI 5'-d4T
86 85 o)

Abbildung 66 Theorie zur beschleunigten d4TMP-Freisetzung durch die freige-

setzte Carbonséuregruppe (assistierender Effekt)

Dal der assistierende Effekt in diesem Fall nicht beobachtet werden konnte, muf}
aber nicht bedeuten, dal} er generell auszuschliel3en ist. Vielleicht war nur die Ket-
tenlange des Carboxyethyl-Substituenten fir eine intramolekulare Anhydrid-Bildung

zu kurz. Somit durfte sich das oben skizzierte Gleichgewicht nicht einstellen und in-
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folgedessen auch nicht die schnelle Weiterreaktion zum Lacton 85 beobachtet wer-
den.

Vergleicht man nun die Werte der Substitutionsisomere, erkennt man, dal} alle 3-
Isomere deutlich stabiler sind als ihre 5-Analoga. Dieser Befund laf3t sich wieder
leicht mit dem groReren (+)I-Effekt eines zum Phenylester ortho-standigen Elektro-
nendonor-Substituenten erklaren. Diese Vermutung wird auch durch die Beobach-
tung gestitzt, dal die Variation der Ester sich nachweislich mehr auf die 3-Isomere
auswirkte. So umfassen die Halbwertszeiten der 5-Isomere 5.4-7.3 h (Abbildung 65),
wohingegen sie bei den 3-lsomeren zwischen 7.3-13.6 h (Abbildung 64, S. 69) lie-

gen.

Alle beschriebenen Beobachtungen und Erklarungen sollten sich in ahnlicher Weise
auch bei den Halbwertszeiten der analogen BVDU-Verbindungen wiederfinden, de-

ren Werte in den nachsten beiden Abbildungen zu sehen sind.

3-_-cyclo Sal-BVDUMP

' 6,3
Methyl 82

Saure 39 ' 9.6

'4,1
PivEt 78j

'4,8
AcEt 78i

5.1
BnPr 78d ' '

'4,9
t-BuPr 78c
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i-PrPr 78b '

MePr 78a Js.
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Abbildung 67 Hydrolysehalbwertszeiten der 3-substituierten cycloSal-BVDUMPs
39, 78a-d, 78i,j und 82 in PBS bei pH 7.3
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Im Vergleich zu den cycloSal-d4TMPs bewirkte die 3-Hydroxylgruppe des BVDU-
Glycons eine deutliche Verklurzung der Halbwertszeiten, die schon bei vorangegan-
genen Hydrolysestudien u. a. mit 3-Methyl-cycloSal-BVDUMP 82 beobachtet wur-
de®. Hier hydrolysierten die 3-substituierten cycloSal-BVDUMPs etwa doppelt, und
die 5-substituierten (untere Abbildung) sogar dreimal so schnell wie ihre d4T-
Analoga. Der Faktor drei findet sich auch, wenn man die beiden 3-Methyl-cycloSal-
NMPs 26 und 82 miteinander vergleicht, d. h. die Hydrolyse der Prototyp-Ver-
bindung 82 verlauft schneller. Anscheinend wird durch einen langeren, lipophilen
Ester-Substituenten eine bessere Abschirmung gegen den nukleophilen Angriff des

Hydroxid-lons bewirkt, als durch die Methylgruppe.

5-_-cyclo Sal-BVDUMP

H 81 '1’5

Siure 43 4.1

1,8
PivEt 78I '

1,4
AcEt 78k ' '

2,3
BnPr 78h '

' 1,9
t-BuPr 78g

i-PrPr 78f g1

MePr 78 Jis
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Abbildung 68 Hydrolysehalbwertszeiten der 5-substituierten cycloSal-BVDUMPs
43, 78e-h, 78k,1 und 81 in PBS bei pH 7.3

Uberraschenderweise konnte bei den 3-substituierten cycloSal-BVDUMPs eine Um-
kehrung der Reihenfolge der Stabilitaten festgestellt werden (Abbildung 67, 3-Me-
thylpropionat 78a ausgeschlossen), mit dem 3-iso-Propylpropionat 78b (5.7 h) als

stabilste der Esterverbindungen, was man alleine aufgrund des induktiven Effektes



4. Resultate und Diskussion 75

nicht erwarten wurde. Offensichtlich dominieren hier sterisch abschirmende Effekte
uber die elektronischen. So ist es auch nicht verwunderlich, daf} sich die Variation
der Estertypen weitaus weniger bemerkbar machte (5-: 1.4-2.3 h; 3-: 3.9-5.7 h). Die
Frage, warum hierbei gerade der iso-Propylester 78b am meisten profitierte, konnte
nach den durchgefuhrten Untersuchungen nicht beantwortet werden. Ein erster Hin-
weis kann vielleicht durch den Vergleich mit den folgenden cycloSal-2-Amino-
dPMP 79a-d gefunden werden.

_-cyclo Sal-2-Amino-dPMP 79 _

|
5-PivEt a ‘ Jao
3-PivEt b ‘ Jas
5-BnPrc ‘ '3’4
3.i-PrPrd Jao
0 2 4 6

Halbwertszeit [h]

Abbildung 69 Hydrolysehalbwertszeiten der cycloSal-2-Amino-dPMPs 79a-d in
PBS beipH 7.3

Auf den ersten Blick ergibt sich ein ahnliches Bild, wie bei den zuvor beschriebenen
cycloSal-NMPs, wobei der Unterschied zwischen den 3- und 5-Isomeren mit 3.0-
4.9 Stunden wesentlich geringer ausfiel. Durch die 3‘-Hydroxylgruppe waren die
Halbwertszeiten, verglichen mit den cycloSal-d4TMPs, wieder deutlich verkirzt. Bis
auf das 3-iso-Propylpropionat 79a liel3 sich eine etwas grofere Stabilitat gegenuber
den entsprechenden BVDU-Verbindungen feststellen. Diese Unregelmalligkeit be-
weist, dal3 die besondere Stabilitat des 3-i-PrPr-cycloSal-BVDUMPs 78b durch das
Zusammenspiel des iso-Propionates und der BVU-Nukleobase verursacht wird, zu
dem die 2-Amino-dP-Base offensichtlich nicht fahig ist.

Was laldt sich nun Uber die Eignung der hergestellten cycloSal-NMPs als Pronukleo-
tid sagen, zu deren Abschatzung die chemischen Hydrolysen in erster Linie durch-
gefuhrt wurden? Die Erfahrungen haben gezeigt, da® Halbwertszeiten, die im Be-
reich der beiden Prototyp-Verbindungen H- und 3-Me-cycloSal-NMP liegen, prinzipi-

ell gut in der Lage sind, bei den spateren in vitro-Zelltests das Nukleotid freizusetzen.
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Deshalb war das Ziel, die ,lock-in“-Modifizierung so vorzunehmen, dal} die Stabilitat
der cycloSal-Maske nur so beeinflut wird, wie es die gemessenen Halbwertszeiten

wiedergeben.

4.4.2. Carboxyesterase (PLE) katalysierte Hydrolysestudien

Die enzymatischen Hydrolysestudien sollten bis auf wenige Anderungen ebenso
durchgefuhrt werden, wie die zuvor beschriebenen chemischen Hydrolysen, um
mdglichst vergleichbare Werte zu erhalten. Zu der unter 4.4.1. beschriebenen Kine-
tiklosung wurden lediglich 50 Units Carboxyesterase (PLE, Sigma EC 3.1.1.1.) zuge-
geben. Daflr wurde die entsprechende Menge eingewogen und in einem Gemisch
aus 300 ul 50 mM PBS und 100 ul Wasser aufgenommen. Anschlieend mulfdte so
lange geschuttelt werden, bis sich eine homogene Suspension gebildet hatte. Erst
dann konnten die zum Losen der Pronukleotide notwendigen 188.6 ul DMSO und
der interne Standard (AZT) zupipettiert und im Thermomixer auf 37°C temperiert
werden. Durch die Zugabe von 11.4 ul der 50 mM DMSO-Stammlésung wurde die
Kinetik gestartet. Wie zuvor wurde sofort das erste Aliquot entnommen. Die Hydroly-
se der Aliquote wurde mit einigen Tropfen konzentrierter Essigsaure und 40 ul Ace-
tonitril verhindert. Um alle Hydrolyseprodukte, vor allem die Polaren, sicher auf der
RP-HPLC-Saule zu binden und damit auch identifizieren zu kdnnen, wurde bei die-
sen Messungen neben Acetonitril ein mit Tetrabutylammoniumhydroxid (TBAH) an-
gesetzter Puffer als Eluent verwendet. Bei der Auswertung der Chromatogramme
wurde wieder analog der chemischen Hydrolysekinetiken vorgegangen.

Das Ziel dieser Studie war die praktische Funktionspriufung der entworfenen ,lock-
in“-Masken, die ihre Wirkung erst nach der erfolgreichen, enzymatischen Hydrolyse
der Carbonsaureester entfalten konnen. Die mangels humaner Carboxyesterase
verwendete PLE, ist ein Gemisch von funf Isoenzymen; die beiden Hauptenzyme, |
und V, hydrolysieren aromatische/langkettige Ester beziehungsweise kurzkettige
Ester. Es gibt viel Beweise dafur, da® die meisten Saugetier-Esterasen ahnlich,
wenn auch nicht identisch sind. So gibt es sehr grolke Ubereinstimmungen zwischen
den beiden Aminosauresequenzen der PLE und der humanen Carboxyesterase, von
der aber weniger Isoenzyme bekannt sind®,

Die ermittelten Halbwertszeiten geben, wie oben ausfuhrlich beschrieben, nur Aus-

kunft Uber die Geschwindigkeit, mit der die eingesetzten Edukte verschwinden.



4. Resultate und Diskussion 77

Mochte man nun Informationen Uber den genaueren Reaktionsverlauf haben, bietet
es sich an, die bei der Hydrolyse gebildeten Produkte zu untersuchen, um so Ruick-
schlusse auf die abgelaufenen Reaktionen der Edukte ziehen zu kénnen. Wenn ei-
nes der hergestellten cycloSal-NMPs tatsachlich ein Substrat fir die ausgewahlte
PLE sein sollte, mul} sich im HPLC-Chromatogramm ein Peak der freien Saure (27,
39, 41, 43) bzw. des Alkohols (38, 40, 42, 44) finden lassen. Da die Wechselwirkung
vor dem Hintergrund der ebenfalls stattfindenden chemischen Hydrolyse untersucht
werden mul, stellte sich die Frage, wie die zusatzliche Hydrolyse bei der zu mes-
senden Halbwertszeit zum Ausdruck kommt. Eine weitere Reaktion, wie die enzyma-
tische Hydrolyse, wirde zusatzlich Edukt verbrauchen und dessen Abnahme be-

schleunigen, was letzten Endes zu einer geringeren Halbwertszeit fihren muf}.

3-_-cyclo Sal-d4TMP

OPBS-Puffer pH 7,3 B mit PL-Esterase

22,6
Saure 27 22,9
82 |
PivEt 771 131
10,5
PrEt 77k 10,7
8,3
AcEt 77j f 136
7,0
BnPr 77e 9,1
10,9
t-BuPr 77d 13,5
9,3
i-PrPr 77c 12,5
8,1
EtPr 77b 85
7,6
MePr 77a 7,3
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Abbildung 70 Halbwertszeiten der 3-substituierten cycloSal-d4TMPs 27, 77a-e,
und 77j-1 in PBS bei pH 7.3 mit und ohne PLE

Naturlich kdbnnen auch andere Faktoren fur eine Beschleunigung verantwortlich sein.
Ein Beispiel ware der Angriff der Carboxyesterase direkt am Phosphattriester, bei

dem dann keine anderes Hydrolyseprodukt als das Nukleotid gefunden werden
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durfte. Die Auswertung der chemischen Hydrolysen hat gezeigt, dal3 die freigesetz-
ten Sauren sehr stabil sind und selbst bei den 3-Isomeren 27 und 39 kein beschleu-
nigter Abbau durch einen assistierenden Effekt befurchtet werden muld. Vielmehr
zeichnen sich gerade diese Sauren durch ihre enorme Stabilitat aus. Demnach gibt
es keine Grunde, diese nicht auch sicher nachweisen zu kdnnen, wenn sie freige-

setzt wurden.

5-_-cyclo Sal-d4TMP
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Abbildung 71 Halbwertszeiten der 5-substituierten cycloSal-d4TMPs 41, 77f-i
und 77m,n in PBS bei pH 7.3 mit und ohne PLE

Bei der Auswertung reicht es also, nach einer Verklrzung der chemischen Halb-
wertszeit zu suchen. Wenn das der Fall ist, missen nur noch die Chromatogramme
nach dem entsprechenden Hydrolyseprodukt hin Uberpraft werden, um eine enzy-
matische Hydrolyse nachweisen zu kdnnen.

Vergleicht man nun die Werte, fallen zwei Verbindungen ins Auge, die sich anschei-
nend vollig kontrar zur allgemeinen Tendenz der verklrzten Halbwertszeit verhielten.
Zum einem verringerte sich die Stabilitat durch die Zugabe des Enzyms bei der 5-
Saure 41 deutlich (t,, ohne PLE: 12.5 h; ty, mit PLE: 9.1 h), wohingegen sie beim 3-
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Isomer 27, wie erwartet, kaum beeinflut wurde. Zum anderen fuhrte die PLE bei
dem 3-Methylpropionat 77a sogar zu einer Stabilisierung (t,, ohne PLE: 7.3 h; t,, mit
PLE: 7.6 h). Diese widerspruchlichen Beobachtungen machen deutlich, dal} eine
verringerte Halbwertszeit alleine noch kein Beweis flir eine enzymatische Hydrolyse
sein mufd. Dadurch, daR sich — bis auf eine Ausnahme — alle Halbwertszeiten ver-
klrzt haben, geben sie noch nicht einmal den gewlnschten Hinweis fur eine enzy-
matische Aktivitat. Um die Auswirkungen der PLE zu relativieren und damit besser
bewerten zu kdénnen, wurde aus den beiden Halbwertszeiten der chemischen
(t.NMPgs)) und der enzymkatalysierten Hydrolyse (t,NMPp_g)) der Quotient gebil-
det:

tl/ZNMP(PBS)
tl/ZNMP(PLE)

= kleinster Betrag ~1SI

Der kleinste Wert aller berechneter Quotienten wurde dann als Substrat-Index (Sl)
mit dem Betrag 1 (fur 3-MePr 77a: 0.96 ~ 1 Sl) festgelegt. Die Werte der Ubrigen
Quotienten mufRten nun durch Dividieren mit diesem kleinsten Wert (0.96) in das
entsprechende Verhaltnis gebracht werden, wodurch sie ebenfalls zu Substrat-
Indices wurden. In der folgenden Tabelle sind die so berechneten Werte zusam-
mengefalit.

Tabelle 5 Berechnete Substrat-Indices bei der PLE-Hydrolyse fiir die cyclo-

Sal-d4TMPs 77a-n, 27 und 41

Sl | MePr EtPr i-PrPr t-BuPr BnPr AcEt PrEt PivEt Séure

3-| 1.00 1.09 1.41 1.29 1.34 1.71 1.06 1.68 1.05
5- | 1.82 n.s.” 1.60 1.34 1.19 1.12 n.s.* 1.19 1.43

*n. s.: nicht synthetisiert

Anhand der Umrechnung Iat sich gut erkennen, dal} auch ohne die Mdglichkeit ei-
ner enzymatischen Esterhydrolyse ein S| von 1.43 (5-Saure 41) erreicht wurde.
Sollte tatsachlich einer der Ester als Substrat flr die PLE in Frage gekommen sein,
mufte sich das durch einen Wert bemerkbar machen, der Uber 1.43 liegt. Insgesamt
findet man nur vier cycloSal-d4TMPs, die diesen Grenzwert Uberschreiten (5-Me-
Pr 77f. 1.82, 5-i-PrPr 77g: 1.60, 3-AcEt 77j: 1.71, 3-PivEt 771: 1.68) und deshalb ei-

ner genaueren Betrachtung unterzogen werden sollen.
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Das Hydrolyseprodukt der ersten beiden Ester (5-MePr 77f, 5-i-PrPr 77g) ware die 5-
Saure 41, die unter diesen Bedingungen immerhin eine Halbwertszeit von 9.1 Stun-
den besal. Die Frage, warum die PLE sogar die Phosphattriester-Hydrolyse be-
schleunigt hat, 1alt sich nach den durchgefuhrten Untersuchungen nicht beantwor-
ten. Das ist aber auch nicht so entscheidend, da die Sauren 27 und 41 in erster Linie
als Referenzverbindungen fur die Coinjektion hergestellt wurden. Fur eine erfolgrei-
che ldentifizierung in den Aliquoten ist es nur wichtig, daf® ihre Stabilitat ausreicht,
um eine nachweisbare Konzentration entstehen zu lassen. Damit die 5-Saure 41 bei
der anschlielienden Auswertung der HPLC-Chromatogramme aufgrund ihrer Reten-
tionszeit erkannt werden kann, empfiehlt es sich, zuerst einen Blick auf die nachste
Abbildung zu werfen, die das Chromatogramm des ersten entnommenen Aliquotes

(to) der PLE-Hydrolyse wiedergibt.
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Abbildung 72 HPLC-Chromatogramm der 5-Sé&ure-cycloSal-d4TMP 41 zu Be-
ginn der PLE-Hydrolyse

Unter diesen Bedingungen hat die 5-Saure 41 eine Retentionszeit von 9.6 Minuten,
und liegt damit in einem optimalen Detektionsbereich. Somit kann mit der Untersu-
chung der ersten beiden PLE-Hydrolysen (5-MePr-77f und 5-i-PrPr-cycloSal-
d4TMP 77g) begonnen werden.

Der Sl von 5-MePr 77f lag mit 1.82 am weitesten tUber dem gesetzten Grenzwert von
1.43 und lie® somit eine Enzymhydrolyse als sehr wahrscheinlich erscheinen. Um so
mehr Uberraschte das Chromatogramm (Abbildung auf der nachsten Seite), dal®
durch die Vermessung des Aliquoten nach etwa 5 Stunden erhalten wurde. Der Tri-

ester 77f ist mit einer Retentionszeit von 10.6 min ebenso gut zu erkennen, wie das
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freigesetzte d4TMP, welches durch den verwendeten Puffer erst nach 8.3 Minuten
eluiert wurde. Dal} es sich bei diesem Peak tatsachlich um d4TMP handelt, konnte
durch einen Coinjektionsversuch bewiesen werden. Im Bereich zwischen 9-
10 Minuten kann aber kein Hinweis auf die vermutete 5-Saure 41 gefunden werden.

Damit ist eine enzymatische Methylester-Hydrolyse definitiv ausgeschlossen.

0,30 - 5-MePr 77f
025 | 10,6
0,20 - d4TMP
0,15 - 83
0,10 -
0,05 - L
0,00 -
-0,05 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retentionszeit [min]

Absorption [AU]
N

Abbildung 73 HPLC-Chromatogramm der PLE-Hydrolyse von 5-MePr-cycloSal-
d4TMP 77f

Dieses unerwartete Ausbleiben der Enzymaktivitat lie® kaum mehr hoffen, dal} 5-i-
PrPr-cycloSal-d4TMP 77g (Sl: 1,60) eher ein Substrat fur die PLE gewesen sein
konnte, und so ist es auch nicht verwunderlich, da® das nachste Chromatogramm

ein ahnliches Bild zeigt.

0,30 - 5-i-PrPr 77g
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Abbildung 74 HPLC-Chromatogramm der PLE-Hydrolyse von 5-i-PrPr-cycloSal-
d4TMP 77g



82 4. Resultate und Diskussion

Wie zu erwarten, hat der lipophilere iso-Propylester 77g eine groRere Retentionszeit
(12.3 min), wobei sich die beiden anderen Peaks wieder eindeutig als AZT 2 und
d4TMP identifizieren lassen. Damit ist erneut der Beweis erbracht, dal} auch der iso-

Propylester 77g nicht als Substrat von der PLE akzeptiert wurde.

Nach diesen ersten negativen Resultaten schien die Frage, ob sich die ,umgedreh-
ten” Ester anders verhalten wiurden, wegen der noch kleineren Substrat-Indices
schon mit einem Nein beantwortet zu sein. Auch wenn der S| von 3-AcEt-cycloSal-
d4TMP 77j mit 1.71 eigentlich eine enzymatische Hydrolyse nahe legte. Als Hydroly-
seprodukt muRte hier der Alkohol 38 entstehen und nachzuweisen sein. Leider
konnte nur eine (5-OHEt-cycloSal-BVDUMP 44) der vier geplanten Referenzverbin-
dungen 38, 40, 42 und 44 isoliert werden, weshalb bei der Auswertung der folgenden
beiden Chromatogramme auf wichtige Informationen verzichtet werden muf3. So ist
die Stabilitat des potentiellen Hydrolyseproduktes 38 genauso unbekannt, wie der
weitere Verlauf der Hydrolyse, bei dem vielleicht — im Gegensatz zur 3-Saure 27 —
der assistierende Effekt der Hydroxylgruppe beschleunigt d4TMP freisetzt. Infolge-
dessen konnte das Produkt 38 in so geringen Mengen entstehen, dal’ eine Detektion
mit Hilfe der HPLC-Analytik unmaoglich ist.

Das nachste Chromatogramm gibt den Stand der Kinetik nach ca. 1.2 Stunden wie-
der. Neben dem gewohnten Bild (AZT 2, d4TMP und 77j) ist hier zum ersten Mal ein
weiteres kleines Signal nach 11.1 Minuten zu sehen. Aulerdem sind auch die bei-

den Diastereomere angetrennt als Doppelpeak (10.2 und 10.4 min) zu erkennen.

3-AcEt 77j

0.8 10.2 10,4
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Retentionszeit [min]
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Abbildung 75 HPLC-Chromatogramm der PLE-Hydrolyse von 3-AcEt-cycloSal-
d4TMP 77
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Die Vermutung, dal} vielleicht einer dieser beiden Peaks durch das Hydrolyse-
produkt 38 verursacht wurde, liel3 sich durch den Vergleich mit den Chromatogram-
men der chemischen Hydrolyse ausschlielen. Sollte der Peak bei 11.1 Minuten tat-
sachlich durch 3-OHEt-cycloSal-d4TMP 38 verursacht worden sein, ware das ein
erster Hinweis, dal® die Alkohole wesentlich instabiler sind, als die Sauren und des-
halb auch nur in geringen Konzentrationen akkumuliert werden konnen. Ein erster
Beweis fur diese Vermutung ware die Beobachtung des selben Signals bei der fol-
genden Hydrolyse von 3-PivEt-cycloSal-d4TMP 771.

Dessen S| war mit 1.68 beinahe identisch mit dem zuvor diskutierten 3-AcEt 77j. Um
mdglichst vergleichbare Bedingungen voraussetzen zu kénnen, mufdte dessen 4-
fach langere Halbwertszeit (8.2 h) berucksichtigt werden. Deshalb wird in der nach-
sten Abbildung die Zusammensetzung der Hydrolyselésung nach etwa 5 Stunden
Reaktionsdauer gezeigt, was relativ zur 4-fachen Halbwertszeit genau dem Zeitpunkt
entspricht, bei dem die vorangegangene Probe von 3-AcEt 77j vermessen wurde.
Eine Spur des 3-OHEt 38 kann aber nicht gefunden werden. Das konnte wieder an
der Labilitat des Zwischenproduktes 38 liegen. Angenommen es ware hier in der
selben Menge entstanden, wie bei der vorherigen Hydrolyse, wirde nach 5 Stunden
eine noch geringere Konzentration von 3-OHEt 38 Ubrig bleiben, dessen Nachweis
nicht mehr moglich sein kdnnte. So kann die naheliegende Zuordnung des Peaks als
Hydrolyseprodukt 38 bei 11.1 Minuten (Abbildung 75) weder bestatigt, noch ausge-

schlossen werden.
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3-PivEt 771
0,25 13,4
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Abbildung 76 HPLC-Chromatogramm der PLE-Hydrolyse von 3-PivEt-cycloSal-
d4TMP 771
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Als Zwischenergebnis bleibt festzuhalten, dal} die PLE bisher keinen Ester der Pro-
pionate 77a-i hydrolysiert hat. Bei den ,umgedrehten® Estern 77j-n konnte die enzy-
matische Hydrolyse weder belegt, noch in allen Fallen ausgeschlossen werden, da
es die berechtigte Vermutung gibt, dal3 die Eigenschaften der Hydrolyseprodukte 38
und 42 einen Nachweis mit dieser Methode verbieten.

Bevor nun nach Grinden flr das Ausbleiben der enzymatischen Hydrolysen gesucht
werden soll, empfiehlt es sich, zunachst einmal das Verhalten der analogen Ester
der cycloSal-BVDUMPs 78a-1I, 39 und 43 zu untersuchen und die Resultate in die
Diskussion einflieRen zu lassen. Deren Balkendiagramme sind in den folgenden bei-

den Abbildungen zu sehen.

3-_-cyclo Sal-BVDUMP

O PBS-Puffer pH 7,3 W mit PL-Esterase

10,4
Saure 39

PivEt 78;

AckEt 78i

BnPr 78d

t-BuPr 78c

i-PrPr 78b

MePr 78a

I
0 2 4 6

oo

10 12
Halbwertszeit [h]
Abbildung 77 Halbwertszeiten der 3-substituierten cycloSal-BVDUMPs 39, 78a-
d und 78i.,j in PBS bei pH 7.3 mit und ohne PLE

Diesmal zeigten die beiden Sauren 39 und 43 das erwartete Verhalten und ihre
Halbwertszeiten wurden durch die Zugabe von PLE nicht verkurzt, sondern sogar

verlangert. Solch eine stabilisierende Wirkung findet sich nur noch bei den beiden
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regioisomeren Methylpropionaten 78a,e, deren Verhalten damit als Abweichung von

der allgemeinen Verklrzung der restlichen Halbwertszeiten bezeichnet werden kann.

Zur besseren Interpretation der Werte wurden wieder die Substrat-Indices der ein-

zelnen Verbindungen nach der oben beschriebenen Weise berechnet und in der fol-

genden Tabelle zusammengefalit.

Tabelle 6 Berechnete Substrat-Indices bei der PLE-Hydrolyse fiir die cyclo-
Sal-BVDUMPs 78a-1, 39 und 43

SI| MePr i-PrPr t-BuPr BnPr AcEt PivEt Séure
3- 1.06 1.64 1.32 1.41 1.82 1.44 1.06
5- 1.00 1.44 1.40 1.28 8.47 25.72 1.03

5-_-cyclo Sal-BVDUMP

O PBS-Puffer pH 7,3 B mit PL-Esterase

Saure 43

PivEt 78I

AcEt 78k

BnPr 78h

t-BuPr 78g

i-PrPr 78f

MePr 78e

Halbwertszeit [h]

Abbildung 78 Halbwertszeiten der 5-substituierten cycloSal-BVDUMPs 43, 78e-
h und 78k,l in PBS bei pH 7.3 mit und ohne PLE

Obwohl es sich bei diesen Werten ebenfalls um Substrat-Indices handelt, ist ein di-

rekter Vergleich mit den ersten Sl-Daten der d4T-Derivate nicht ohne weiteres er-
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laubt. Die erhaltenen Betrage konnten alleine durch die unterschiedliche Nukleoba-
se, deren Einflul durch die Berechnungsmethode nicht bertcksichtigt wird, hdher
sein. Eine solche Erhdhung mufdte sich aber gleichmaRig auf alle SI-Werte auswir-
ken.

Wie schon aus beiden Balkendiagrammen zu erkennen ist, konnten diesmal Sub-
strat-Indices erreicht werden, die weit Uber denen der d4T-Verbindungen liegen. Im
Falle von 5-PivEt 781 macht sich das sogar durch einen SI-Wert bemerkbar, der den
Wert der 5-Saure 43 um das 25-fache ubertrifft.

Zuerst sollen aber wieder die Hydrolysen der Propionate 78a-h ausgewertet werden.
Mit einem Betrag von 1.64 hat 3-i-PrPr 78b den grof3ten SlI. Nach 2.7 Stunden PLE-
Hydrolyse ergibt sich folgendes Bild:

1,4 3-i-PrPr 78b
12 - 14,1

1,0 1
0,8
0,6 - 9,97

0,4 - ﬂ
02 1 AZT
0,0 /k_/\ L

'0,2 T T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retentionszeit [min]

Absorption [AU]

Abbildung 79 HPLC-Chromatogramm der PLE-Hydrolyse von 3-i-PrPr-cycloSal-
BVDUMP 78b

Nach ca. 7 Minuten eluierte, wie gewohnt, der interne Standard (AZT) gefolgt von
einer Verbindung, die eine Retentionszeit von 9.9 Minuten aufweist, und schliel3lich
das Edukt 78b. Es liegt nahe, den unbekannten Peak als freie 3-Saure 39 zu be-
trachten. Diese Vermutung mufte sich durch Coinjektion der reinen 3-Saure 39 be-
weisen lassen. Sollte die getroffene Zuordnung richtig sein, darf danach nur eine
Intensivierung des vermuteten Signals beobachtet werden. Ist dagegen ein neuer
Peak nachzuweisen, kann es sich eindeutig nicht um die gleiche Verbindung han-
deln. Das Ergebnis des Coinjektionsversuches ist in der nachsten Abbildung darge-
stellt. Ohne Zweifel 1aft sich in diesem Chromatogramm ein weiterer Peak mit einer

Retentionszeit von 11.3 Minuten erkennen, der somit die Zuordnung widerlegt. Als
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wahrscheinlichster Verursacher dieses Signals kommt dann BVDUMP in Betracht,

welches durch die chemische Hydrolyse des Phosphattriesters entstanden ware.

Durch einen weiteren Coinjektionsversuch (diesmal mit BVDUMP; ist nicht abgebil-

det) konnte diese Vermutung bestatigt werden.

Absorption [AU]

Abbildung 80
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HPLC-Chromatogramm der PLE-Hydrolyse von 3-i-PrPr-cycloSal-
BVDUMP 78b mit Coinjektion der 3-Séure 39

Das 5-Isomer 78f der beiden iso-Propylpropionate hat immerhin noch einen Sl von

1.44. Das ausgewahlte Chromatogramm zeigt ein recht ahnliches Bild, wie das zuvor

untersuchte.

Abbildung 81
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HPLC-Chromatogramm der PLE-Hydrolyse von 5-i-PrPr-cycloSal-
BVDUMP 78f
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Nach etwas mehr als 10 Minuten eluierte ein breiter Peak, der durch die bisher ge-
machten Beobachtungen, sofort als BVDUMP erkennbar ist. Die eventuell entstan-
dene 5-Saure 43 wirde sich mit einer Retentionszeit von 10.8 Minuten zwar nur um
0.5 Minuten unterscheiden, mufte aber dennoch als weiterer Peak, vor allem zu Be-
ginn der Hydrolyse, in den entsprechenden Aliquoten (kaum BVDUMP vorhanden)
nachzuweisen sein. Tatsachlich ist noch ein weiterer, unbekannter Peak bei
12.7 Minuten zu erkennen, bei dem es sich aber um ein Nebenprodukt, ahnlich wie
BVDU 15 (kleiner Peak bei 8 Minuten), handeln mulR.

Nachdem weder 3-i-PrPr- und 5-cycloSal-BVDUMP 78b,f Substrate der PLE waren,
noch die zuvor untersuchten Ester der d4T-Verbindungen, konnte man schon den
Schluld ziehen, dal} alle ,lock-in“-modifizierten cycloSal-NMPs generell ungeeignete
Substrate fur die PLE seien. Diese Einschatzung wurde nach der Auswertung der
Aliquote, die das Hydrolyseverhalten der tert-Butylpropionate 78c,g aufklaren sollten,
weiter untermauert, da sich erneut keine Spur von den freien Sauren 39 und 43 fin-
den liel3 (nicht abgebildet).

Um so mehr Uberrascht das Chromatogramm des 3-BnPr-cycloSal-BVDUMPs 78d,
mit dem erstmals der Nachweis fur die erfolgreiche, enzymatische Hydrolyse eines

Propionates erbracht werden kann.
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Abbildung 82 HPLC-Chromatogramm der PLE-Hydrolyse von 3-BnPr-cycloSal-
BVDUMP 78d

Der mittlere Peak zeigt exakt die notwendige Retentionszeit von 11.2 Minuten und
liegt damit etwa eine Minute Uber dem vermeintlichen BVDUMP-Signal (somit kann

BVDUMP als Verursacher ausgeschlossen werden). Der endgultige Beweis wurde
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wieder durch einen Coinjektionversuch erbracht, bei dem in der Tat lediglich eine
Intensivierung dieses Peaks zu erkennen ist, wie das folgende Chromatogramm be-

weist.
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Abbildung 83 HPLC-Chromatogramm der PLE-Hydrolyse von 3-BnPr-cycloSal-
BVDUMP 78d mit Coinjektion der 3-Saure 39

Dieser erste Erfolg sollte aber schon beim nachsten und damit auch letzten Propio-
nat (5-BnPr-cycloSal-BVDUMP 78h) wieder ausbleiben. So konnte also letzten En-
des nur eine einzige enzymatische Hydrolyse unter allen untersuchten Propionaten
der cycloSal-d4TMPs und -BVDUMPs beobachtet werden.

AbschlieRend folgt nun die Auswertung der vielversprechenden Acetat- 78i,k und
Pivalat-Verbindungen 78j,I. Wie schon erwahnt, stand als Coinjektionsstandard
hierfir nur das 5-OHEt-cycloSal-BVDUMP 44 zur Verfugung. Dadurch bereitet die
Identifizierung des Hydrolyseproduktes 40 die gleichen Schwierigkeiten, wie sie fur
die analoge d4T-Verbindung weiter oben schon beschrieben wurden.

Der Sl (1.82) von 3-AcEt-cycloSal-BVDUMP 78i lalkt auf eine enzymatische Aktivitat
schlieRen. Doch bei der Uberpriifung der Chromatogramme aller entnommener Ali-
quote konnte kein Hinweis fur die Freisetzung des Alkohols 40 gefunden werden. Da
dessen physikalisch-chemische Eigenschaften unbekannt sind, kann auch hier nicht
ausschlossen werden, daf® das Zwischenprodukt 40 entstanden ist, aber danach so
schnell weiter hydrolysierte, so dal} ein Nachweis nicht moglich war.

Das 3-PivEt-cycloSal-BVDUMP 78j hat unter diesen Bedingungen eine ahnliche

Halbwertszeit (3.3 h), weshalb man Chromatogramme erwarten sollte, die sich nur
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durch die unterschiedlichen Retentionszeiten der Edukte (78i: 12.4 min; 78;j:
15.1 min) unterscheiden. Der Vergleich der Chromatogramme beider Verbindungen,
der in der nachsten Abbildung wiedergegeben ist, bietet aber eindeutig einen ande-
ren Anblick. Das Aliquot des 3-AcEt-cycloSal-BVDUMP 78i zeigt bei etwa
10 Minuten den gewohnten BVDUMP-Peak, wohingegen bei 3-PivEt-cycloSal-
BVDUMP 78j in dieser Region ein kleines, gefolgt von einem grolReren, scharfen Si-
gnal mit 10.6 Minuten Retentionszeit zu erkennen gibt. Dieser Wert lie3e sich gut mit
den Erwartungen fur den freien Alkohol 40 vereinbaren, der damit namlich im Be-
reich der 10.2 Minuten des regioisomeren 5-OHEt-cycloSal-BVDUMP 44 liegen wur-
de.

3-AcEt 78i 3PiVEL 78
-Piv j
1,3 124 15,1 - 10
1,1 . +0,8
5 0.9 BVDUMP : ’
<L VY , . 106
S 0,7 1 : .
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g 0,5 AZT - 407 -
é 0,3 i :.|‘I :I'I 10,6 ::I T 0,2
I 'R alv
0,1 fﬂ‘—’\-—d J%\J‘L T 0,0
'0,1 T T T T T T T T '0,2
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Abbildung 84 Vergleich der HPLC-Chromatogramme der PLE-Hydrolyse von 3-
AcEt- 78i und 3-PivEt-cycloSal-BVDUMP 78j

Bei der Auswertung der restlichen Aliquote, liel3 sich auch der charakteristische Ver-
lauf, der nach solch einer Enzymhydrolyse folgen wirde, sehr gut nachvollziehen.
Mit dem Fortschreiten der Hydrolyse von 3-PivEt78j stieg die BVDUMP-
Konzentration weiter an, wohingegen die Intensitat des vermeintlichen Alkohol-
Signals einige Zeit nahezu unverandert blieb, um dann aber langsam abgebaut zu
werden, bis am Ende nur noch BVDUMP nachzuweisen war. Diese Beobachtungen
sind zwar ein guter, wenn auch nicht ausreichender Beweis fir die aufgestellte Ver-
mutung. Die Ungewil3heit liele sich mittels einer NMR-Untersuchung beseitigen,
woflr man das Zwischenprodukt aber isolieren mifte. Dies ware aber nur maoglich,

wenn die Umsetzung des Eduktes 78j wesentlich schneller verlaufen wirde. Denn
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nur so kdnnte eine grolere Menge des Alkohols 40 entstehen, die eine Isolierung
aus dem Gemisch heraus moglich und praktikabel erscheinen liel3.

Genau dieser Weg fuhrte im Fall des 5-lsomers 781 zur ersten, erfolgreichen Syn-
these von 5-OHEt-cycloSal-BVDUMP 44, wodurch immerhin einer der vier geplanten
Coinjektionsstandards isoliert werden konnte. Das nachfolgende Chromatogramm
gibt den Stand der Hydrolyse nach nur einer Minute wieder, bei dem schon etwa die
Halfte des eingesetzten Eduktes 781 verbraucht war. Nach weiteren 10 Minuten war
so viel Edukt umgesetzt, dal® nur noch der Peak bei 10.2 Minuten detektiert werden
konnte. Diese schnelle Umsetzung machte es sogar mdglich, die Halbwertszeit des
Zwischenproduktes 44 (t,, = 2.6 h, Abbildung 86) direkt mit Hilfe dieser Daten zu be-

stimmen.
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Abbildung 85 HPLC-Chromatogramm der PLE-Hydrolyse von 5-PivEt-cycloSal-
BVDUMP 78I

Wie der Sl (8.47) von 5-AcEt-cycloSal-BVDUMP 78k schon erahnen laft, ist auch
dieser Ester ein hervorragendes Substrat der PLE. So zeigten die Chromatogramme,
wie bei der Hydrolyse von 5-PivEt 781 beschrieben, wieder eine schnelle Freisetzung
(ca. 30 min) des Alkohols 44. Durch die etwas langsamere Hydrolyse konnte diesmal
auch die weiterfUhrende Hydrolyse zu BVDUMP beobachtet werden. Das entspre-
chende Chromatogramm, das die enzymatische Hydrolyse belegt, ist wegen der

Analogie zum eben gezeigten Verlauf nicht extra abgebildet.

Nachdem jetzt alle PLE-Hydrolysen ausgewertet sind, 1a3t sich feststellen, dald nur
vier (3-BnPr-cycloSal-BVDUMP 78d, 5-AcEt-cycloSal-BVDUMP 78k 3-PivEt-cyclo-
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Sal-BVDUMP 78j und 5-PivEt-cycloSal-BVDUMP 78l1) der sechsundzwanzig Ester
nachweislich durch die Carboxyesterase hydrolysiert wurden. Dennoch konnte bei
den meisten Verbindungen durch die Anwesenheit der PLE eine Destabilisierung —
im Vergleich zur rein chemischen Hydrolyse — festgestellt werden, die sich nicht so
ohne weiteres erklaren |1at, da die Hydrolysebedingungen ansonsten identisch wa-

ren.

_-cyclo Sal-BVDUMP

O ohne PLE pH 7.3 O 15 Units PLE B 50 Units PLE
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5-i-PrPr 77g
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Abbildung 86 EinfluB8 der PLE-Konzentration auf die Hydrolysehalbwertszeiten

Um den EinfluR des Enzyms weiter aufzuklaren, wurden einige Hydrolysen mit einer

geringeren Menge (15 Units) an PLE wiederholt. Von den BVDUMPs wurden dafur
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jeweils zwei Ester ausgewahlt, die enzymatisch hydrolysiert wurden und zwei die nur
beschleunigt BVDUMP freisetzten. Im Vergleich dazu wurden noch vier d4T-Ester
verwendet, deren Hydrolyse sich zuvor am meisten beschleunigt hatte.

Betrachtet man die beiden Balkendiagramme auf der vorherigen Seite, fallt sofort
auf, dal® sich die verringerte PLE-Konzentration nur wenig auf die Halbwertszeiten
der enzymatischen Hydrolysen auswirkte, wahrend sich bei den restlichen Verbin-
dungen eine deutliche Stabilisierung abzeichnet. Anscheinend war die Menge des
Enzyms im Fall der Substrate immer noch gro3 genug, um ahnlich schnell zur Bil-
dung des Enzym-Substrat-Komplexes zu fuhren (wohlgemerkt soll und kann hierbei
keine Aussagen Uber die Bildungsgeschwindigkeit des Produktes oder die Reakti-
onskinetik gemacht werden, da ja nur die Abnahme der Edukte bestimmt wurde),
wohingegen sich der Effekt, der fur die beschleunigte Hydrolyse bei den Nicht-
Substraten verantwortlich zeichnet, eher linear zur PLE-Konzentration verhielt. Diese
Beobachtung kann als weiteres Indiz fur eine enzymkatalysierte Hydrolyse genutzt
werden. Vorausgesetzt eine geringe Beeinflussung der Halbwertszeiten lieRe sich
nur bei Substraten des Enzyms feststellen, kdnnte die Ungewil3heit bei der Auswer-
tung von 3-AcEt-cycloSal-BVDUMP 78i beseitigt werden, da eine eindeutige Abhan-
gigkeit von der PLE-Konzentration (50 Units: 3.1 h; 15 Units: 4.1 h; ohne PLE: 4.8 h)
festzustellen ist. Diese Beobachtung wurde eine enzymatische Hydrolyse ausschlie-
Ren. Eine Erklarung fir den beschleunigten Abbau der Nicht-Substrat-Verbindungen
konnte zum Beispiel eine Wechselwirkung mit der Proteinoberflache des Enzyms
sein, die in der Lage sein muf, die Phosphattriester-Hydrolyse zu katalysieren.
AbschlieRend stellt sich nun die Frage, warum die PLE nur so wenige Ester als Sub-
strat akzeptierte und wodurch ihre Selektivitat bestimmt wurde. Um eine Antwort ge-
ben zu kdnnen, empfiehlt es sich, einen Blick auf das aktive Zentrum des Enzyms zu
werfen, das fur die Substratselektivitat verantwortlich sein sollte. Nachdem in der
Vergangenheit immer wieder Anomalien in der Struktur- und Stereospezifitat der
PLE auftraten, wurde ein Modell fur das aktive Zentrum entworfen und veroffentlicht,
mit dem eine Abschatzung maglich sein sollte®™. Das urspriangliche Modell mufdte im
Laufe der Zeit mehrfach geandert werden, um die angenommenen GrofRen der ver-
schiedenen Taschen, die nicht immer mit den hydrolysierten Estern zu vereinbaren
waren, anzupassen, bis schliel3lich das Modell auf der nachsten Seite in den darge-
stellten Dimensionen erhalten wurde®. Ein potentielles Substrat mull demnach so

beschaffen sein, dal} es beim Andocken zum Enzym-Substrat-Komplex mit zwei po-
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laren Bindungsstellen, bezeichnet als Prqonty und Pgack), und zwei hydrophoben Ta-
schen, Hy(arge) Und Hsmany, zu interagieren vermag, wobei das Volumen fur den lipo-
philen Teil des Substrates durch die H -Tasche auf etwa 56 A3 (~6.2x23x3.9A)

begrenzt wird.

6.2 A
30A P ) 1.6 A
‘L-;--A.s
23A Pe
0.8A
16A

Abbildung 87 Modell des aktiven Zentrums der PLE

Die beiden polaren Taschen zwingen die Carbonylgruppe des Carbonsaureesters
sich so anzuordnen, dal} der Angriff des benachbarten Serin-Alkohols (Ser), der ka-
talytischen Triade, begunstigt wird. Ester die sich aus sterischen oder konfigurativen
Grunden nicht in diese Form bringen lassen, bleiben unberuhrt, wodurch die be-

9798 Die Stereoselektivitat kann

kannte Stereoselektivitat des Enzyms begrindet wird
aber in diesem Fall nicht fur das Ausbleiben der Enzymaktivitat verantwortlich ge-
macht werden, da immer beide Diastereomere zur Verfugung standen. Die Ursache
durfte vielmehr in der begrenzten Grolde der H -Tasche zu finden sein.

Betrachtet man die vier Substrate 3-BnPr- 78d, 5-AcEt- 78k, 3-PivEt- 78j und 5-
PivEt-cycloSal-BVDUMP 78I, fallt auf, dal} nur Pronukleotide darunter sind, die zur
Klasse der BVDU-Verbindungen gehoren. Alle d4T-Verbindungen waren inaktiv und
es stellt sich wiederum die Frage, warum BVDU 15 so begunstigt wurde. Neben dem
Bromvinyl-Substituenten — anstelle der 5-Methylgruppe — besitzt BVDU 15 noch eine
3‘-Hydroxylgruppe am Glycon, die eine zusatzliche Polarisierung in dieser Region
bewirken sollte, wohingegen d4T 7 dort vollkommen unpolar ist. Es kdnnte sein, dal}
genau diese 3‘-Hydroxylgruppe zur Bildung des ES-Komplexes notwendig ist. Die
Doppelbindung am Glycon von d4T 7 hat aber auch eine konformative Auswirkung.
Die Freiheitsgrade des Glycons werden im Vergleich zu BVDU deutlich einge-
schrankt, und damit auch die mogliche Anordnung der Nukleobase und des 4'-

Hydroxymethyl-Restes des Nukleosides. Diese mangelnde Flexibilitat kdnnte bei den
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cycloSal-d4TMPs dafur verantwortlich gewesen sein, dal} sich keines der Pronukleo-
tide so anordnen konnte, dal® der grof3e lipophile Rest in die H -Tasche der PLE
palte.

Auch die Auswahl der Ester selbst ist bemerkenswert. Bis auf eine Ausnahme (3-
BnPr 78d) wurden nur die ,umgedrehten® Ester hydrolysiert, was die Vermutung na-
helegt, dal’ sich diese Ester besser in das aktive Zentrum einfuigen lassen, wenn der
grol3e cycloSal-NMP-Rest die Rolle des Alkohols Ubernimmt. Die einzige Ausnahme,
das 3-BnPr 78d, konnte vielleicht nur durch die besonderen Eigenschaften eines
Benzylalkohol-Restes toleriert worden sein.

Bei der publizierten GroRe® der H, -Tasche ist es aulerdem mehr als verwunderlich,
dald uberhaupt eine der untersuchten Verbindungen in das aktive Zentrum der PLE
paldte. Vielmehr stellen die Ergebnisse dieser Studie die Dimension des Modells er-
neut in Frage, und machen eine genauere Untersuchung hinsichtlich dieser Beob-
achtung unumganglich. Zumal eine Reihe von ahnlichen PLE-Hydrolysestudien mit

anderen Pronukleotiden bekannt sind®'%

, bei denen ebenfalls eine PLE-katalysierte
Hydrolyse beobachtet wurde. Vielleicht ist auch die Vorstellung des aktiven Zentrums
als starrer Hohlraum, wie es das Modell vermittelt, eine zu grol3e Vereinfachung der
tatsachlichen Gegebenheiten. Die gleichen Bedenken sollten hinsichtlich der Be-
wertung der gewonnen Erkenntnisse fur das spatere Hydrolyseverhalten gelten:
Kann durch solch einen einfachen PLE-Assay wirklich eine zuverlassige Aussage
uber die ,lock-in“-Fahigkeit der Pronukleotide bei einem spateren in vitro- oder in vi-
vo-Einsatz gemacht werden? Auch wenn man davon ausgeht, dafl3 die humane Car-
boxyesterase eine bemerkenswerte Ahnlichkeit mit denen anderer S&ugetiere auf-
weist, ist sie dennoch nicht identisch und kann daher auch nicht die gleiche Sub-
stratspezifitat besitzen. Zur Klarung dieser Ungewilheit wurde eine weitere Studie in
humanen Zellextrakten durchgefihrt, die auf die gerade gestellte Frage eine Antwort

geben sollte, und im nachsten Abschnitt beschrieben wird.

4.4.3. Hydrolysestudien in humanen Zellextrakten

Das intrazellulare Verhalten der ,lock-in“-modifizierten Pronukleotide sollte nun durch
Untersuchungen in den Extrakten humaner CEM/0-Zellen (fir die d4T-
Verbindungen) bzw. P3HR-1-Zellen (fir die BVDU-Derivate) aufgeklart werden. Die-

se Zellextrakte wurden von Dr. Lieve Naesens, Rega-Institut Leuven, Belgien,
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(CEM/0O-Zellen) sowie Dr. Astrid Meerbach, Universitat Jena, (P3HR-1-Zellen) zur
Verfugung gestellt.

Vor Beginn der Kinetiken wurden 1 ml des jeweiligen Zellextraktes auf zehn Eppen-
dorf-Caps verteilt und mit 20 pl einer 70 mM Magnesiumchlorid-Losung versetzt. Die
Hydrolysen wurden nun in jedem Cap durch die Zugabe von jeweils 20 pl einer
3.0 mM DMSO-L6sung, die zuvor durch Verdiinnen der 50 mM DMSO-Stammlésung

hergestellt wurde, gestartet.

3-_-cyclo Sal-d4TMP

O PBS-Puffer pH 7,3 W CEM/0-Zellextrakt

20,4
Saure 27 229
66 | |
PivEt 77I P 13,1
3,2 ‘
PrEt 77k g10,7
1,9
AcEt 77j J13.6

BnPr 77e 9,1

0,0
t-BuPr 77d 13,5
10,1
i-PrPr 77¢ 12,5

EtPr 77b

MePr 77a 7,3

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Halbwertszeit [h]

Abbildung 88 Halbwertszeiten der 3-substituierten cycloSal-d4TMPs 27, 77a-e
und 77j-1 bei 37°C in PBS bei pH 7.3 und in CEM/0-Zellextrakt

Im Gegensatz zu den vorherigen Kinetiken mul3ten jetzt keine Aliquote mehr ent-
nommen werden, sondern jede der zehn Proben wurde durch Zupipettieren von
300 ul essigsaurem Methanol zu unterschiedlichen Zeitpunkten gestoppt und so
selbst zum Aliquoten. Die MelRwerte einer Kinetik wurden also diesmal durch zehn
unabhangige Hydrolysen erhalten. Damit konnte eine Kontaminierung der Zellex-
trakte bei der Aliquotenentnahme ausgeschlossen werden, die sonst zu stark ver-

falschten Ergebnissen gefuhrt hatte. Durch diese Strategie war aber die Verwendung
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eines internen Standards nicht mehr moglich, weshalb Konzentrationsschwankun-
gen, die sich unweigerlich beim Pipettieren ergeben, als neue Fehlerquelle hinge-
nommen werden muf3ten. Nach dem Stoppen wurde die Probe fur 15 Minuten auf
0°C abgekunhlt, um eine vollstandige Fallung der denaturierten Proteinbestandteile zu
gewabhrleistet. Diese konnten dann durch Zentrifugieren und anschlieffendem Filtrie-
ren des Uberstandes abtrennt werden. Diese Proben wurden nun unter gleichen Be-
dingungen, wie zuvor die Aliquote der PLE-Hydrolysen (HPLC-Methode Il), RP-
HPLC-analytisch vermessen.

Zur Auswertung konnten diesmal nur die Absolutflachen des Phosphattriesters ge-
gen die Hydrolysedauer in einem XY-Diagramm aufgetragen werden. Die Berech-
nung der Halbwertszeiten erfolgte analog zu dem in Kapitel 4.4.1. (S. 68) fur die

chemischen Hydrolysekinetiken beschriebenen Verfahren.

5-_-cyclo Sal-d4TMP

OPBS-Puffer pH 7,3 B CEM/0-Zellextrakt

11/4
Saure 41 12,5
55
PivEt 77n 54
2,6
AcEt 77m 6,3
4,3
BnPr 77i 6,5
5,3
t-BuPr 77h 7,1
57
i-PrPr 779 7,3
5,7
MePr 77f 7,0
| I I I I I I I [
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Halbwertszeit [h]

Abbildung 89 Halbwertszeiten der 5-substituierten cycloSal-d4TMPs 41, 77f-i
und 77m,n bei 37°C in PBS bei pH 7.3 und in CEM/0-Zellextrakt

Die Halbwertszeiten der untersuchten d4T-Verbindungen waren im Zellextrakt (ZE)

generell niedriger als bei den chemischen Hydrolysekinetiken. Eine Ausnahme bil-
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dete das 5-PivEt-cycloSal-d4TMP 77n, welches im ZE eine vergleichbare Halbwerts-
zeit aufwies (ZE: 5.5 h; PBS: 5.4 h). Es gilt anzumerken, dal} bei allen Halbwerts-
zeiten eine gewisse Fehlertoleranz zu bertcksichtigen ist, die eine Diskussion von
solchen kleinen Differenzen verbietet. Die in den chemischen Hydrolysen ermittelte
Reihung der Stabilitaten findet sich auch in den ZE-Kinetiken wieder, wobei jedoch
die Acetate 77j,m und Pivalate 771 deutlicher destabilisiert wurden. Das drtckt sich
selbstverstandlich auch in den berechneten Substrat-Indices aus, die in der nachfol-

genden Tabelle zusammengestellt sind.

Tabelle 7 Berechnete Substrat-Indices fiir die cycloSal-d4TMPs 77a-n, 27
und 41 in CEM/0-ZE
S/ | MePr EtPr i-PrPr t-BuPr BnPr AcEt PrEt PivEt Séure

3-| 1.03 1.08 1.25 1.52 1.52 7.11 3.33 2.00 1.13
5-| 1.22 n.s.” 1.28 1.34 1.54 2.45 n.s.” 1.00 1.11

*n. s.: nicht synthetisiert

Die Erfahrungen bei der Auswertung der PLE-Substrat-Indices haben gezeigt, dal}
SI-Werte unter 1.40 kein brauchbares Indiz fir eine Enzymaktivitat waren. Deshalb
sollen nun nur noch Verbindungen untersucht werden, deren S| diesen Wert Uber-
schreitet.

Das erste Chromatogramm gibt die Zusammensetzung des CEM/0-Zellextraktes von
3-t-BuPr-cycloSal-d4TMP 77d (SI: 1.52) nach drei Stunden Inkubationszeit bei 37°C

wieder.

0,25 -
3-t-BuPr 77d
0,20 - 13,3
=)
< 0,15
c
o
% 0,101 d4TMP
5 7.3
§ 0,05 - 11,12
<
0,00 -
-0,05 T T T T T T 1
2 8 0 12 14 16 18 20
Retentionszeit [min]
Abbildung 90 HPLC-Chromatogramm der CEM/0-ZE-Hydrolyse von 3-t-BuPr-

cycloSal-d4TMP 77d
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Im Vergleich mit den PLE-Chromatogrammen fallt auf, dal® die Basislinie durch Be-
standteile aus dem ZE gestort wird. Ware das 3-Saure-cycloSal-d4TMP 27 freige-
setzt worden, mufte ein Absorptionssignal mit etwa 9.6 Minuten Retentionszeit zu
finden sein. Statt dessen ist ein Peak bei 11.1 Minuten entstanden, dem aber keines
der erwarteten Hydrolyseprodukte zugeordnet werden kann.

Interessanterweise konnte an dieser Stelle schon einmal ein Abbauprodukt (bei der
PLE-Hydrolyse von 3-AcEt-cycloSal-d4TMP 77j; siehe Abbildung 75, S. 82) nachge-
wiesen werden. Vorausgesetzt die beiden Verursacher sind identisch, mul} das un-
bekannte Produkt aus zwei unterschiedlichen Estern entstanden sein. Diese Beob-
achtung liel3e sich erklaren, wenn man davon ausgeht, dal® es sich um ein Abbau-
produkt des gemeinsam gebildeten d4TMPs handelt.

Nachdem auch in den Zellextrakten keine Hydrolyse der 3-Propionate 77a-e nach-
zuweisen war, steht nun die Uberpriifung der 5-Isomere 77f-i an. Exemplarisch dafir
wurde das folgende Chromatogramm (Inkubationsdauer: 1.2 h) des 5-BnPr-cycloSal-
d4TMPs 77i (Sl: 1.54) ausgewahlt. Im Hintergrund befindet sich ein Referenz-
Chromatogramm, welches durch die Zugabe der 5-Saure 41 zum tp-Aliquoten von

77i gewonnen wurde.

—5BnPr77vi ------ 5-Saure 41 + 77i
5-Saure 41 5-BnPr 77i

0,25 - 9,7 13,7 - 0,20

= - 0,15
<

c - 0,10
.0
b3

5 - 0,05
(7}
0

< = 0,00

‘ ‘ -0,05

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retentionszeit [min]

Abbildung 91 Vergleich der HPLC-Chromatogramme der CEM/0-Zellextrakte
von 5-BnPr- 77i und 5-S&ure-cycloSal-d4TMP 41

Der Vergleich beider Kurven |a3t sofort erkennen, dal} keine freie 5-Saure 41 freige-
setzt wurde. Somit konnte wieder ein beschleunigter Abbau des Triesters registriert
werden, der sich nicht auf die enzymatische Verseifung des Carbonsaureesters zu-

ruckfuhren lalt. Die beiden kleineren Absorptionssignalen, wovon das eine wieder-
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um mit 11.1 Minuten und das andere mit 12.5 Minuten eluiert, kdnnten z. B. auch
durch Abbauprodukte der cycloSal-Maske verursacht werden. Der Nachweis der in-
takten Saligenylalkohole 58a-n (im Fall von 58i ware die Retentionszeit unter diesen
Bedingungen 13.5 Minuten gewesen) konnte — wie erwartet — bei keiner der PLE-
und ZE-Kinetiken beobachtet werden, da im Gegensatz zu den Pronukleotiden alle
Carbonsaureester der Saligenylalkohole schnell hydrolysiert werden sollten®.

Die Substrat-Indices der ,umgedrehten Ester 77j-1 lassen sich nur so deuten, dal}
es zu einer aktiven Wechselwirkung zwischen den Estern und den Carboxyesterasen
im Zellextrakt gekommen sein mufdte. Der fehlende Coinjektionsstandard 3-OHEt-
cycloSal-d4TMP 38 macht die Beweisfuhrung aber problematisch. Die nachfolgende
Abbildung vereint die beiden Chromatogramme von 3-AcEt-77j und 3-PivEt-
cycloSal-d4dTMP 771.

0.25 1 3-AcEt77] 3-PIVEL 77l 0,22
104 134

0,20 - | L o1s
=) .
< 0,15 - - 0,14
c
2 0,10 - 010
=
g 005 - 0,06
<

0,00 - - 0,02

-0,05 ‘ T 1 1 T T T T -0,02

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retentionszeit [min]

Abbildung 92 Vergleich der HPLC-Chromatogramme der CEM/0-Zellextrakte
von 3-AcEt- 77j und 3-PivEt-cycloSal-d4TMP 771

Bei der Inkubation von 3-AcEt 77j ist eindeutig ein neuer Peak mit einer Retentions-
zeit von 11.0 Minuten entstanden. Dieses Signal findet sich auch bei der untersuch-
ten Probe von 3-PivEt 771 wieder, wenn auch mit einer wesentlich geringeren Inten-
sitdt. Man sollte nicht vergessen, dal® auch bei den zuletzt Gberpriften Hydrolysen
immer ein Signal an dieser Stelle zu sehen war. Insofern ware diese Beobachtung
nicht weiter erwahnenswert gewesen. Erst die auliergewohnliche Intensitat im
Chromatogramm von 3-AcEt 77j, verbunden mit dem Sl von 7.11, sprechen fur die
Vermutung, dal} es sich bei diesem Peak tatsachlich um das Hydrolyseprodukt 3-
OHELt 38 handelt.
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Wie der Sl (3.33) des 3-PrEt-cycloSal-d4TMPs 77k nahelegt, konnte die Auswertung
dieser Kinetik zur weiteren Unterstutzung der Zuordnung beitragen. Leider eluierte
aber in diesem Fall schon der Triester 77k mit 11.2 Minuten und das potentiell ent-
stehende 3-OHEt 38 ware daneben nicht zu differenzieren gewesen, weshalb des-
sen Daten nicht mit herangezogen werden konnten.

Dal} bei solchen Zuordnungen Vorsicht geboten ist, wird deutlich, wenn man die
11.0 Minuten Retentionszeit mit den 10.6 Minuten des mutmallichen analogen
BVDUMP-Alkohols 40 (Abbildung 84, S. 90) vergleicht, die bei der PLE-Hydrolyse
gemessenen wurden. In der Regel unterschieden sich die d4T-Verbindungen von
ihren BVDU-Analoga, indem sie etwa zwei Minuten fruher eluierten. Somit stellt sich
die Frage, warum dieser Unterschied nicht auch bei den beiden Alkoholen 38 und 40
festzustellen ist.

Die beiden 5-Isomere der ,umgedrehten Ester verhalten sich, nach den Substrat-
Indices zu urteilen, vollig gegensatzlich. Wie schon erwahnt, ist das 5-PivEt-cycloSal-
d4TMP 77n die einzige Verbindung, deren Halbwertszeit sich im ZE kaum veran-
derte. Der Sl| des 5-AcEt-cycloSal-d4TMPs 77m dagegen weist mit 2.45 auf eine
enorme Beschleunigung hin, die einen Nachweis des 5-OHEt-cycloSal-d4TMPs 42

erwarten laft.

0,15 - 5-AcEt 77m
10,4

5-OHEt 427
11,1

Absorption [AU]
(=]
o
»

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retentionszeit [min]

Abbildung 93 HPLC-Chromatogramm der CEM/0-ZE-Hydrolyse von 5-AcEt-
cycloSal-d4TMP 77m

Tatsachlich kann wieder ein Hinweis fur eine erfolgreiche Hydrolyse des Acetats in
Form des Peaks bei 11.1 Minuten gefunden werden. Ein endgultiger Beweis fur die-
se Behauptung ist aber auch hier, wegen des fehlenden Coinjektionsstandards 42,
nicht moglich.
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Was laldt sich nun nach Auswertung der ZE-Hydrolysen aller d4T-Verbindungen zu
deren Fahigkeit sagen, durch eine intrazellulare, enzymkatalysierte Hydrolyse der
Carbonsaureester einen ,lock-in“-Effekt auszulésen? Zunachst einmal wurden die
Ergebnisse der PLE-Hydrolysen bestatigt, in dem alle Propionate 77a-i nachweislich
nicht hydrolysiert wurden. Bei den ,umgedrehten“ Ester 77j-n hingegen spricht vieles
dafur, dald die gewlnschten Hydrolysen im Zellextrakt tatsachlich zu beobachten
sind (Ausnahme: 5-PivEt 77n).

Bevor eine abschlieRende Diskussion gefuhrt werden soll, missen noch die Hydroly-
seuntersuchungen der BVDU-Verbindungen ausgewertet werden, deren Ergebnisse

in den nachsten beiden Balkendiagrammen zusammengefaldt sind.

3-_-cyclo Sal-BVDUMP

O PBS-Puffer pH 7,3 B P3HR-1-Zellextrakt

13,3
Saure 39

PivEt 78j

AcEt 78i

BnPr 78d

t-BuPr 78c

i-PrPr 78b

MePr 78a

14
Halbwertszeit [h]
Abbildung 94 Halbwertszeiten der 3-substituierten cycloSal-BVDUMPs 39, 78a-
d und 77i,j bei 37°C in PBS bei pH 7.3 und in P3HR-1-Zellextrakt

Der Wechsel des Zelltyps zur Gewinnung des Zellextraktes war notwendig gewesen,
da sich die BVDU- von den d4T-Verbindungen auch durch ihren spateren Angriffs-

punkt unterscheiden. P3HR-1-Zellen werden z. B. fur in vitro-Zelltests gegen das
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Epstein-Barr-Virus verwendet, weshalb deren ZE auch fur diese Untersuchung gut

geeignet sein sollte.

5-_-cyclo Sal-BVDUMP

O PBS-Puffer pH 7,3 B P3HR-1-Zellextrakt

Saure 43

PivEt 78I

AcEt 78k

BnPr 78h

t-BuPr 78g

i-PrPr 78f

MePr 78e

Halbwertszeit [h]

Abbildung 95 Halbwertszeiten der 5-substituierten cycloSal-BVDUMPs 43, 78e-
h und 77k,1 bei 37°C in PBS bei pH 7.3 und in P3HR-1-Zellextrakt

Zum erstenmal kann hier eine insgesamt stabilisierende Tendenz festgestellt wer-
den. Die einzigen beiden klrzeren Halbwertszeiten von 3- und 5-AcEt-cycloSal-
BVDUMP 78i,k sollten sich deshalb um so mehr durch zwei enorm hohe Substrat-
Indices bemerkbar machen. Die Werte, die in der nachsten Tabelle zu finden sind,
lassen erahnen, dal® eigentlich nur funf Ester als Kandidaten flr eine enzymatische

Hydrolyse in Frage kommen.

Tabelle 8 Berechnete Substrat-Indices bei der P3HR-1-ZE-Hydrolyse fiir die
cycloSal-BVDUMPs 78a-1, 39 und 43

SI| MePr i-PrPr t-BuPr BnPr AcEt PivEt Séure
3- 1.18 1.55 1.36 1.71 9.55 1.49 1.31
5- 1.29 1.27 1.36 1.80 7.71 1.75 1.00
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Vergleicht man die SI-Werte mit denen der PLE-Studie (Tabelle 6, S. 85), ist auler-
dem eine gute Ubereinstimmung bei den (berdurchschnittlich hohen Substrat-
Indices festzustellen. Darunter ist auch wieder 3-BnPr-cycloSal-BVDUMP 78d (SI:
1.71), das sich als einziges PLE-Substrat unter allen untersuchten Propionaten her-
ausgestellt hat.

Auf den ersten Blick ist das nachste Chromatogramm, welches den Stand der Hy-
drolyse nach 6.8 Stunden wiedergibt, durch die Vielzahl der vorhanden Absorptions-
signale etwas unubersichtlich. Der wichtigste Peak ist sicherlich bei 11.1 Minuten zu
sehen, mit dem erneut der Beweis fur eine erfolgreiche Carbonsaureester-Spaltung

erbracht werden kann, da er eindeutig durch die freie 3-Saure 39 verursacht wurde.

0,6 - 3-BnPr 78d
05 - 15,2

2 04-

5 03 Bvpy BVDU-

g 42 415 Mp 3-Séure

5 O BVU16 5, 97 39

3 01 73 11,1

< | bwm L—__—d\————-
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Retentionszeit [min]

Abbildung 96 HPLC-Chromatogramm der P3HR-1-ZE-Hydrolyse von 3-BnPr-
cycloSal-BVDUMP 78d nach 6.8 h

Etwa 1.5 Minuten fruher eluierte das BVDUMP und noch etwas friher zwei Verbin-
dungen, die bisher nicht beobachtet werden konnten. Es ist bekannt®, daR im
P3HR-1-ZE neben der Carboxyesterase auch Phosphatasen und Nukleotidasen
enthalten sind, die das gebildete BVDUMP relativ schnell zu BVDU 15 dephosphory-
lieren kdnnen. Dieses wiederum kann durch Spaltung der glycosidischen Bindung bis
zum Endprodukt BVU 16 abgebaut werden. Alle genannten Hydrolyseprodukte
konnten hier durch ihre Retentionszeiten und die anschlieRenden Coinjektionsversu-
che einwandfrei identifiziert werden.

Sollte die Substratspezifitat der ZE-Carboxyesterase identisch mit der der PLE sein,
darf trotz des noch groReren S| (1.80) bei der Inkubation von 5-BnPr-cycloSal-
BVDUMP 78h kein Signal des 5-Saure-cycloSal-BVDUMP 43 zu finden sein. Das
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nachfolgende Chromatogramm, welches den Stand der Kinetik nach 1.6 Stunden
wiedergibt, entspricht aber in mehrfacher Hinsicht nicht den Erwartungen. Zum einen
sind im Bereich der Retentionszeit (10.6-10.8 min) der 5-Saure 43 gleich zwei sich
uberlappende Peaks zu entdecken. Eine exakte Zuordnung, welches der beiden Si-
gnale durch die 5-Saure 43 verursacht wurde, ware in diesem Fall alleine durch die
Retentionszeit nicht moglich gewesen. Die Verwendung eines DAD-Detektors er-
moglicht es aber, die simultan aufgezeichneten UV-Spektren aller eluierten Verbin-
dungen zur Auswertung dieses Problems heranzuziehen. Der Vergleich der UV-
Spektren lieferte ein eindeutiges Ergebnis. Die zuerst eluierte Verbindung (10.7 min)
weist eine Ubereinstimmung mit dem Spektrum der 5-Saure 43 auf, wohingegen das
Spektrum bei 10.8 Minuten keiner bekannten Verbindung zu zuordnen war. Mit Hilfe
dieser UV-Spektren konnte bei der vorherigen Hydrolyse zusatzlich gepriuft werden,
ob der Peak bei 11.1 Minuten tatsachlich durch die 3-Saure 39 und nicht etwa durch

ein anderes, unerwartetes Abbauprodukt verursacht wurde.

0,6 - 5-BnPr 78h
05 - 15,1
5 |
3 04
.§ 0.3 5-Saure
g— 0,2 - BVDUMP 43 12,97
2 o1l 9,7 10,7 n
<
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Abbildung 97 HPLC-Chromatogramm der P3HR-1-ZE-Hydrolyse von 5-BnPr-
cycloSal-BVDUMP 78h

Zum anderen ist ein neuer, unerwarteter Metabolit mit einer Retentionszeit von
12.9 Minuten entstanden. Nachdem in dieser Region nicht zum erstenmal ein Ab-
sorptionssignal aufgezeichnet wurde, sollte nun — ebenfalls mit Hilfe der UV-
Spektren — die Vermutung Uberpruft werden, ob es sich bei diesem Signal vielleicht
um ein Abbauprodukt der cycloSal-Maske 58i oder des Nukleotides handelt. Alle
nukleosidhaltigen Peaks konnen durch ihr charakteristisches UV-Spektrum
(2 Maxima bei 250 nm und 293 nm, 2 Minima bei 227 nm und 270 nm) identifiziert
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werden®’. Vergleicht man das DAD-UV-Spektrum (nachste Abbildung) unter Beruck-
sichtigung dieser Werte, wird deutlich, dal’ der Peak eindeutig nur durch eine BVDU-
haltige Verbindung verursacht worden sein kann. Die Retentionszeit von 12.9 min
lalkt sich aber mit keinem der vorstellbaren Abbauprodukte von 5-BnPr-cycloSal-
BVDUMP 78h (BVDUMP, BVDU 15, BVU 16) vereinbaren, die ja schon im vorletzten
Chromatogramm (Abbildung 96) nachgewiesen und identifiziert wurden. So handelt
es sich hierbei also um einen unerwarteten Metaboliten, dessen Identitat mit der zur

Verfigung stehenden Analytik nicht aufgeklart werden konnte.
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Abbildung 98 DAD-UV-Spektrum des Signals bei 12.9 min

Nun folgt die Auswertung der Hydrolyse von 3-AcEt-cycloSal-BVDUMP 78i, die auf-
grund ihres enormen Sl-Wertes von 9.55 aullerst vielversprechend ist. Die nachste
Abbildung gibt die Zusammensetzung des Aliquoten nach etwa 50 Minuten wieder.
Deutlich ist zu erkennen, wie die Enzymkatalyse die Reaktion so schnell vorange-
trieben hat, dal® nur geringe Mengen an BVDUMP, BVDU 15 und BVU 16 gebildet
wurden. Das Hauptprodukt ist ein Signal mit einer Retentionszeit von 10.5 Minuten.
Es spricht alles daflrr, dal} das Acetat sehr schnell enzymatisch verseift wurde und
hier das 3-OHEt-cycloSal-BVDUMP 40 als Zwischenprodukt zu sehen ist. Ein erster
Beweis fur diese Vermutung ware die Beobachtung des gleichen Produktes bei der
Hydrolyse des 3-PivEt-cycloSal-BVDUMP 78j. Doch, wie der Sl von 1.49 befurchten
lie, zeigten die entsprechenden Chromatogramme keinerlei Spuren der erhofften
Esterspaltung. Nach dieser Enttduschung sollte aber nicht vergessen werden, dal}
bei den vorangegangen PLE-Hydrolysen die gleichen Ester schon einmal untersucht

wurden, wobei gerade das Pivalat 78j als besonders reaktiv auffiel. Wirde man in
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einem dieser Chromatogramme das gleiche Signal bei etwa 10.5 Minuten finden,

ware das ein noch besserer Beweis, als der gerade vorgeschlagene Vergleich.

06 - 3-AcEt 78i
05 - 3-OHEt40 123

04 10,5
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Abbildung 99 HPLC-Chromatogramm der P3HR-1-ZE-Hydrolyse von 3-AcEt-
cycloSal-BVDUMP 78i

In Abbildung 84 (S. 90) sind die Chromatogramme der beiden Ester 78i,j miteinander
verglichen worden und das Aliquot des Pivalates 78j zeigte tatsachlich einen Peak
bei 10.6 Minuten. Diese Beobachtung lal3t nur noch wenig Zweifel an der Richtigkeit
der postulierten Esterhydrolyse aufkommen, da es auf3erst unwahrscheinlich ist, dafl
zwei unterschiedliche Assays, die mit zwei verschiedenen Verbindungen durchge-
fuhrt wurden, zu ein und dem selben Produkt fuhren, ohne das dabei die flr den
Unterschied der beiden Pronukleotide verantwortlichen Ester verandert wurden.
AbschlieRend steht noch die Uberpriifung der analogen 5-lsomere aus, die beide
das 5-OHEt-cycloSal-BVDUMP 44 als Hydrolyseprodukt liefern sollten und deshalb
in der nachsten Abbildung vereint sind.

Das 5-AcEt-cycloSal-BVDUMP 78k ist schon nach 23 Minuten mehr als zur Halfte
verbraucht und grofdtenteils in das 5-OHEt-cycloSal-BVDUMP 44 Uberfihrt. Im Ge-
gensatz dazu kann bei der Inkubation von 5-PivEt-cycloSal-BVDUMP 78I selbst nach
1.3 Stunden keine signifikante Menge des Alkohols 44 nachgewiesen werden.

An dieser Stelle sollte noch einmal darauf hingewiesen werden, dal} alle Hydrolysen
einer unimolekularen Kinetik folgen. Deshalb sollte der Nachweis der Hydrolysepro-
dukte am ehesten innerhalb eines Zeitraums, der dem der jeweiligen Halbwertszeit
(5-PivEt 78I: t, = 1.9 h) entspricht, moglich sein. Bis dahin ist schon die Halfte des

Eduktes umgesetzt und damit auch die Halfte der Konzentration an Hydrolysepro-
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dukten erreicht. Da hier zudem Zwischenprodukte identifiziert werden sollen, die
selbst standig weiter hydrolysiert werden, verringert sich deren Konzentration zu ei-
nem spateren Zeitpunkt immer mehr, da auch immer weniger nachgebildet werden

kann.

0,7 - 5-OHEt 44 5-PivEt 78I 06
10,2 14,9

0.6 7 5-AcEt 78k 105
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Abbildung 100 Vergleich der HPLC-Chromatogramme der P3HR-1-Zellextrakte
von 5-AcEt- 78k und 5-PivEt-cycloSal-BVDUMP 78I

Betrachtet man beide Kurven genauer, ist bei beiden Hydrolysen ein weiteres Pro-
dukt bei 10.8 Minuten entstanden. Dessen Identitat konnte zwar mit Hilfe der UV-
Spektren nicht bestimmt werden, aber es ist eindeutig keine BVDU-haltige Verbin-
dung. Es konnte demnach ein Abbauprodukt der cycloSal-Maske (z. B. 58q, siehe
Abbildung 102, S. 111) oder des Glycons sein. Bei dem zweiten Peak (12.7 min), der
nur bei der Hydrolyse des Pivalates 78l zu finden ist, lieRen sich hingegen wieder
eindeutig die charakteristischen BVDU-Absorptionsmerkmale nachweisen.

Vor der Diskussion der ZE-Ergebnisse muld noch berlcksichtigt werden, dal3 die
verwendeten Extrakte nicht mit dem gleichen pH-Wert von 7.3 erhaltlich waren, son-
dern nur als leicht saure Losung mit pH 6.8. Selbstverstandlich hat aber der pH-Wert
einen Einflul auf die Hydrolysegeschwindigkeit. Um dessen Auswirkung relativieren
zu konnen, wurden mit jeweils zwei Verbindungen aus den beiden Nukleotidklassen
nochmals rein chemische Hydrolysen bei pH 6.8 durchgeflihrt. Die Ergebnisse sind
im nachsten Balkendiagramm im Vergleich mit den Werten der Hydrolyse bei pH 7.3
dargestellt.

45,46

Theoretisch sollten sich die Kinetiken im Sauren verlangsamen™ ™", was durch die

Untersuchung auch bestétigt wird. Insgesamt sind die Anderungen der Halbwerts-
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zeiten aber gering. Trotzdem bieten sie die Mdglichkeit, vor allem bei den P3HR-1-
Hydrolysen, die beobachtete Stabilisierung vieler cycloSal-BVDUMPs im Extrakt, als
reine pH-bedingte Anderung zu erkennen. So stimmt die gemessene Halbwertszeit
(5.0 h) von 3-PivEt-cycloSal-BVDUMP 78j exakt mit dem ermittelten Wert der ZE-
Hydrolyse Uberein. Dies wiederum belegt, dal® der berechnete Sl von 1.49 (Tabelle

8, S. 103) tatsachlich kein Hinweis fur eine Enzymaktivitat gewesen sein mufite.

_-cyclo Sal-BVDU- bzw. d4TMP

OPBS pH 7.3 EPBS pH 6.8

3-PivEt 78;j

3-AcEt 78i

5-PivEt 77n

5-AcEt 77m

Halbwertszeit [h]

Abbildung 101  Einflu3 des pH-Wertes auf die Hydrolysehalbwertszeit

Dal sich generell fast alle Halbwertszeit der cycloSal-d4TMPs im CEM/0-ZE auch
ohne nachweisbare Enzymhydrolyse im leicht Sauren beschleunigten, erscheint da-
durch aber um so erstaunlicher. Daflr kann man eigentlich nur Enzyme verantwort-
lich machen, die zusatzlich neben der Carboxyesterase im ZE enthaltenen sind. Die-
se mussen die Umwandlung der Phosphattriester katalysiert haben, da eine rein

chemische Ursache ausgeschlossenen werden kann.

Nach Auswertung der ZE-Hydrolysen steht fest, dal} die Zweifel an der Aussagekraft
des PLE-Assays fur die Bewertung der ,lock-in“-Fahigkeit der entworfenen cycloSal-
NMPs berechtigt waren. Dies wird deutlich, wenn man die nachfolgende Tabelle be-
trachtet, in der alle nachgewiesenen und vermuteten Carbonsaureester-Hydrolysen
nebeneinander aufgelistet sind.

So war es erst durch die Beobachtung der Hydrolyse von 3-AcEt-cycloSal-
d4TMP 77j (t,ZE: 1.9 h) und 3-PivEt-cycloSal-d4TMP 771 (t,,ZE: 6.6 h) im ZE mdg-

lich, eine Begriundung flr den mangelhaften oder fehlenden Nachweis des Hydroly-
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seproduktes 38 in den Chromatogrammen des PLE-Assays der beiden Ester zu ge-

ben.
Tabelle 9 Zusammenfassung aller beobachteten und vermuteten, enzymati-
schen Carbonséureester-Hydrolysen
_-cycloSal-d4TMP 77 _ _-cycloSal-BVDUMP 78_
PL-Esterase CEM/0-ZE PL-Esterase P3HR-1-ZE
3-AcEt j 3-AcEt j 3-BnPrd 3-BnPrd
3-PivEt I 3-PivEt | 5-AcEt k 5-AcEt k
3-PrEt k 3-PivEt j 5-BnPr h
5-AcEt m 5-PivEt | 3-AcEt i

*nicht nachgewiesen

Der Unterschied zwischen den Carboxyesterasen drickt sich namlich nicht nur durch
deren Selektivitat aus, sondern auch in der Geschwindigkeit, mit der sie die Hydroly-
sen katalysieren. Durch die langsamere PLE-Hydrolyse der beiden Ester (t,,PLE:
8.3 h 77j; t,PLE: 8.2 h: 771) wurde der Alkohol 38 ebenfalls nur mit dieser geringen
Geschwindigkeit — oder sogar noch langsamer, da in dem Wert auch die Phos-
phattriester-Hydrolyse beinhaltet ist — freigesetzt. Der Alkohol 38 scheint aber bei
weitem nicht so stabil zu sein, wie die beiden Sauren 27 und 41. Der Vergleich mit
dem einzigen, isolierten 5-OHEt-cycloSal-BVDUMP 44 (t,,PLE: 2.6 h) lalkt fir den
Alkohol 38 eine relativ geringe Halbwertszeit zwischen 4-6 Stunden als realistisch
erscheinen. Durch das Zusammenspiel dieser unterschiedlichen Bildungs- und Ab-
baugeschwindigkeiten hydrolysierte der Alkohol 38 wahrscheinlich schneller zum
d4TMP weiter, als er gebildet werden konnte. Deshalb war der Nachweis des Zwi-
schenproduktes 38 bei der Auswertung der Hydrolyse-Chromatogramme kaum oder
gar nicht erst moglich, wodurch die Beweisfihrung mit dieser Methode hinfallig ist.
Die verschiedenen Hydrolysewege und die daraus resultierenden Produkte sind in
der nachsten Abbildung exemplarisch fur das 3-AcEt-cycloSal-d4TMP 77j nochmals
zusammengefalit.

Wie der Vergleich der jeweiligen Substrate beweist, war die humane Carboxyestera-
se nicht nur reaktiver, sondern auch weniger selektiv als die PLE. Neben den uber-
einstimmend akzeptierten Estern 77j,1 wurde durch den ZE zusatzlich ein weiteres 3-

Isomer 77k und sogar das 5-AcEt-cycloSal-d4TMP 77m hydrolysiert. Diese Beob-
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achtung spricht dafur, dal das aktive Zentrum der humanen Carboxyesterase flexi-
bler oder sogar grofder sein muf3, als das der PLE (Abbildung 87; S. 94).

O
H5C O o HO
(ON[PON PLE )
P 5-d4T ————> O. Il:I’/O\S'-d4T
(ID t1o: > 8.3 h |
O
77j 38
-d4TMP | ty2: 13.6 h -d4TMP | ty2: 4-6 h
iy
H;C (0] PLE HO
OH » OH
sehr schnell
OH OH
58j 58q

Abbildung 102 Hydrolysewege mit Angabe der entsprechenden Halbwertszeiten
von 3-AcEt-cycloSal-d4TMP 77j wahrend der PLE-Hydrolyse

Die Selektivitat der PLE war gegenuber den BVDU-Verbindungen wesentlich weniger
einschrankend, und so ist es auch nicht verwunderlich, dal® eines der Propionate (3-
BnPr-cycloSal-BVDUMP 78d) hydrolysiert wurde. Der Vergleich mit der Selektivitat
der ZE-Carboxyesterase liefert aber eine widerspriichliche Aussage. In Uberein-
stimmung mit der Vermutung, daf das aktive Zentrum gréf3er ist, wurde im P3HR-1-
ZE auch das 5-BnPr-cycloSal-BVDUMP 78h hydrolysiert. Andererseits waren aber
nur die beiden Acetat-lsomere 78i,k Substrate, wohingegen die Pivalate 78j,1 unbe-
rihrt blieben. Diese wiederum waren, neben dem ebenfalls akzeptierten 5-BnPr-
cycloSal-BVDUMP 78h, beide gute Substrate der PLE. Das zeigt, dal} die Selektivi-
tat eines Enzyms das Ergebnis eines komplizierten Zusammenspiels verschiedener
Faktoren ist, das sich nicht einfach auf die Grole einer lipophilen Tasche beschran-
ken laft.

Als Fazit der beiden Studien laRt sich resimieren, dald der PLE-Assay alleine nur
eine unzureichende Aussagekraft hat, wenn es darum geht, das Verhalten der syn-
thetisierten cycloSal-NMPs in humanen Medien vorherzusagen. Die — wenn auch nur
geringen — Unterschiede der Carboxyesterasen verursachten eine abweichende Se-
lektivitat und, was vielleicht noch wichtiger ist, eine unterschiedliche Hydrolysege-
schwindigkeit. So lassen sich die Halbwertszeiten aus dem PLE-Assay nicht einfach

101,102

zu in vitro- oder gar in vivo-Halbwertszeiten extrapolieren , wie z. B. durch die
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beiden Halbwertszeiten von 3-AcEt-cycloSal-d4TMP 77j (t,,PLE: 8.3 h; t,,ZE: 1.9 h)
deutlich wurde. Der Nutzwert der PLE-Hydrolyse ist somit gering, und konnte die
Entwicklung und Bewertung neuer Pronukleotide sogar erschweren. Als Werkzeug in
der Synthese konnte mit ihrem Einsatz aber immerhin das erste cycloSal-

BVDUMP 44 mit einer freien Alkoholgruppe an der cycloSal-Maske isoliert werden.

4.4.4. *P-NMR-Hydrolysestudien

Aus friiheren Arbeiten von C. Meier et al. ist bekannt*, daR der Prototyp cycloSal-
d4TMP 17 bei der Hydrolyse ausschliellich den Benzyl-Phosphatdiester und infol-
gedessen auch d4TMP bildet. Wird eine zusatzliche Methylgruppe in 3-Position des
Saligenylaromaten (3-Me-cycloSal-d4TMP 26) angebracht, fihrt dies zu einer deutli-
chen Verlangerung der Halbwertszeit und zu einer nachweisbaren Bildung des un-
brauchbaren Phenyl-Phosphatdiesters. Wie wirkt sich nun die ,lock-in“-Funktio-
nalisierung auf das Hydrolyseverhalten der hergestellten cycloSal-NMPs aus? Eine
geeignete Untersuchungsmethode, bei der die unterschiedlichen Hydrolyseprodukte
nebeneinander nachgewiesen und quantifiziert werden kénnen, ist eine *'P-NMR-
Hydrolysestudie.

Zur Durchfihrung wurden ungefahr 7 umol des jeweiligen cycloSal-NMPs in einem
Gemisch aus deuteriertem DMSO und einem 50 mM Imidazol-HCI-Puffer (pH 7.3)
geldst. Die Hydrolysen fanden bei Raumtemperatur im NMR-Rdéhrchen statt und
wurden durch Messung 1H—entkoppelter *’P_.NMR-Aufnahmen verfolgt. Unter den
genannten Bedingungen lagen die Hydrolysehalbwertszeiten im Bereich mehrerer
Tage, so dald eine spektroskopische Verfolgung der Reaktion problemlos mdglich
war.

Exemplarisch fur alle hergestellten Verbindungen wurden die beiden regioisomeren
3- bzw. 5-MePr-cycloSal-BVDUMP 78a,e und das d4T-Analogon 3-MePr-cycloSal-
d4TMP 77a ausgewahlt, dessen Hydrolyseverlauf (Abbildung auf der nachsten Sei-
te) zuerst diskutiert werden soll. Die Zuordnung der Signale zu den Hydrolysepro-
dukten erfolgte auf Basis der chemischen Verschiebung, sowie mit Hilfe von 'H-
gekoppelter 31P-NMR-Spektroskopie.

Zunschst einmal sind die beiden Diastereomere im *'P-Spektrum gut getrennt (77a
1. D: -5.5 ppm, 77a 2. D: -6.6 ppm) zu erkennen. Dadurch war es moglich, das ge-

naue Verhaltnis der Diastereomere zu bestimmen, indem man die Diastereomeren-
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gemische in deuteriertem DMSO aufnahm und die erhaltenen Signale integrierte. Die

Verhaltnisse aller hergestellten Triester sind im experimentellen Teil dieser Arbeit zu

finden.
- 3-MePr-cycloSal-d4TMP 77a
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Abbildung 103  Gestapelte Darstellung der *'P-NMR-Spektren der Imidazol-HCI-
Puffer-Hydrolyse von 3-MePr-cycloSal-d4TMP 77a

Das erste erkennbare Hydrolyseprodukt entstand gleich nach dem Start bei 2.1 ppm
und kann aufgrund der chemischen Verschiebung nur der erwartete Benzyl-
Phosphatdiester sein. AuRerdem reagierte dieses Produkt auch zlugig weiter und
nach 68 Tagen ist d4TMP (0.7 ppm) deutlich als Endprodukt zu erkennen. Dennoch
kann spatestens nach 21 Tagen ein weiteres, wenn auch schwaches, Signal ausge-
macht werden, dessen chemische Verschiebung (-4.1 ppm) charakteristisch flr den
Phenyl-Phosphatdiester ist. Die entstandene Menge (< 2 %) ist aber so gering, dal}
dessen Bildung vernachlassigt werden darf. Weiterhin 1al3t sich ein geringer Unter-
schied in der Hydrolysegeschwindigkeit der beiden Diastereomere feststellen. Erste

Hinweise fur solch ein unterschiedliches Hydrolyseverhalten wurden schon bei der
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Auswertung der chemischen Hydrolysekinetiken gefunden, wobei hier das
2. Diastereomer langsamer hydrolysierte.
Als nachster Triester folgt nun das BVDU-Analogon, dessen Hydrolyseverlauf in der

folgenden Abbildung zusammengestellt ist.

o@ 3-MePr-cycloSal-BVDUMP 78a
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Abbildung 104 Gestapelte Darstellung der 31P—NMR-Spektren der Imidazol-HCI-
Puffer-Hydrolyse von 3-MePr-cycloSal-BVDUMP 78a

Die Trennung der beiden Diastereomeren (78a 1. D: -6.1 ppm, 78a 2. D: -6.4 ppm)
fallt deutlich geringer aus. Nach einem Tag ist wieder die Bildung des Benzyl-
Phosphatdiester bei 2.1 ppm nachzuweisen. Der geanderte Nukleosid-Rest hat auf
die chemische Verschiebung offensichtlich keinen EinfluR und macht sich erst beim
BVDUMP (1.0 ppm) selbst bemerkbar. Schon nach 14 Tage war das Edukt 78a fast
vollstandig verbraucht und in das freie Nukleotid Uberfuhrt, ohne dall eine erwah-
nenswerte Menge an Phenyl-Phosphatdiester entstanden ist. Um so mehr uber-
rascht die Beobachtung eines neuen, unerwarteten Signals bei 0.8 ppm. Interes-
santerweise blieb dessen Konzentration im weiteren Verlauf der Hydrolyse unveran-

dert und es stellt sich die interessante Frage, ob dieses unerwartete Produkt auch
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bei der folgenden Untersuchung von 5-MePr-cycloSal-BVDUMP 78e zu finden sein

wlrde.

5-MePr-cycloSal-BVDUMP 78e
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Abbildung 105 Prozentuale Verteilung der Endprodukte nach der Imidazol-HCI-
Puffer-Hydrolyse von 5-MePr-cycloSal-BVDUMP 78e

Die Hydrolyse der beiden Diastereomere (78e 1. D: -6.9 ppm; 78e 2. D: -7.1 ppm)
verlief noch schneller als bei den zuvor untersuchten 3-isomeren Diastereomeren
von 78a, wobei der Benzyl-Phosphatdiester diesmal bei 1.3 ppm entstand. Durch
Integration aller Signale konnte die prozentuale Verteilung der Endprodukte be-
stimmt werden. Zu fast 95 % konnte das Edukt 78e in BVDUMP umgewandelt wer-
den. Der nicht gewunschte Phenyl-Phosphatdiester ist mit 1.7 % noch nicht einmal
das wichtigste Nebenprodukt, sondern ein Signal bei 0.6 ppm, das mit 3.4 % gebildet
wurde. In Analogie zum 3-lsomer ist also wieder die unbekannte Verbindung ent-
standen, die sich in beiden Fallen um 0.18 ppm vom BVDUMP unterscheidet.

Das wichtigste Ergebnis der *'P-NMR-Untersuchungen ist jedoch die Tatsache, daR
die Bildung des Phenyl-Phosphatdiesters generell als unproblematisch bezeichnet
werden kann und somit bei der chemischen Hydrolyse der ,lock-in“-modifizierten cy-

cloSal-NMPs keine Rolle spielt.
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4.5. Fluoreszenzuntersuchung der cycloSal-2-Amino-dPMP 79a-d

Die vier hergestellten cycloSal-2-Amino-dPMPs 79a-d mussen vor einem spateren in
vitro-Einsatz auf ihre Fluoreszenzfahigkeit gepruft werden. Das Analytik-Verfahren
der Wahl dafur ist die HPLC, da sich mit ihr mehrere Eigenschaften nebeneinander
bestimmen lassen. Zum einen ist die Fluoreszenz von der Umgebung des entspre-
chenden Moleklls abhangig. Fur die in vitro-Untersuchungen liegen die Verbindun-
gen in einer walrige Losung mit einem Cosolvens vor, in der sie auf die Zellkultur
aufgetragen werden. Der Fluoreszenznachweis soll von der Oberflache der Zell-
membran bis hinein in das Cytoplasma erfolgen, welches ebenfalls ein Medium auf
waldriger Basis ist. Besteht aber ein Losungsmittel aus Molekulen, deren Schwin-
gungsniveaus weit auseinander liegen (z. B. Wasser), so kann es die gro3en Quan-
ten der elektronischen Ubergange (ibernehmen und damit die Fluoreszenz auslé-
schen. Ist dieser ungunstige Effekt auch bei den cycloSal-2-Amino-dPMPs 79a-d zu
beobachten? Fur den passiven Infflux sollte deren Lipophilie in einer ahnlichen Gro-
Renordnung, wie die der cycloSal-d4TMPs, liegen. Eine einfache Abschatzung der
Lipophilie ist durch die Bestimmung der Retentionszeit mit Hilfe einer RP-HPLC-
Saule mdglich. Danach haben Verbindungen mit einer ahnlichen Retentionszeit auch
eine ahnlich hohe Lipophilie. Wie hoch ist nun die Lipophilie der fluoreszierenden
Triester? Fur die in vitro-Fluoreszenz ist naturlich auch die nachweisbare Konzentra-
tion von besonderem Interesse. Reicht die Empfindlichkeit GUberhaupt flr einen in
vitro-Nachweis aus? Alle diese Fragen lassen sich sehr gut durch eine HPLC-
analytischen Untersuchung beantworten.

Vor der Messung muldte zunachst eine geeignete Konzentration fur die Injektionslo-
sungen gefunden werden. Dazu wurden 5 pl der 3.0 mM DMSO-LOsung des jeweili-
gen cycloSal-dPMPs zu 495 ul Wasser pipettiert und so auf 30 uM verdlnnt. Diese
Losungen sollten nun mit Hilfe eines HPLC-Fluoreszenzdetektors unter Verwendung
der Methode Il, die zuvor schon fur die Aliquote der PLE-Hydrolysen verwendet wur-
de, vermessen werden. Zur Anregung der Fluoreszenz wurde mit einer Wellenlange
(WL) von 320 nm gearbeitet und diese mit einer Emissions-WL von 360 nm detek-
tiert, in dem man die Intensitat (in mV) bestimmte. Es stellte sich heraus, dal} die
Losungen noch viel zu konzentriert waren, weshalb jeweils 5 pul der 30 uM Lésungen
zu 95 ul Wasser gegeben und damit eine Verdlinnung von 1.5 uM erreicht wurde. Mit

diesen Losungen konnten schlieBlich Chromatogramme aufgezeichnet werden, die
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immer noch eine starke Fluoreszenz aufwiesen. Vergleicht man die injizierte Kon-
zentration mit den Werten der nachfolgenden antiviralen Daten (Tabelle 12, S. 119),
wird deutlich, dald diese in Hohe der antiviral-wirksamen Konzentration liegt. Somit
ist die ,fluoreszierende Sonde“ empfindlich genug, um unter mdglichst identischen
Bedingungen arbeiten zu kdnnen. Fur jede Verbindung gibt es eine optimale WL mit
der sich die Fluoreszenz anregen lalt und eine charakteristische WL mit der die
Relaxation erfolgt. Bei dieser Untersuchung wurden alle vier cycloSal-2-Amino-
dPMP 79a-d mit der gleichen WL bestrahlt und deren emittierte Strahlung bei der
gleichen WL vermessen. Dadurch kommt es zu den beobachteten Unterschieden bei
der Empfindlichkeit bzw. Intensitat der Fluoreszenz (564.1-265.8 mV). Die gewahlten
Wellenlangen sind in diesem Fall fur die 3-Isomere glnstiger gewesen. Bei den
spateren in vitro-Untersuchungen sollten die Fluoreszenzparameter aber noch bes-

ser angepalit werden.

Tabelle 10 analytische Eigenschaften der cycloSal-2-Amino-dPMPs 79a-d
_-cycloSal-2-Amino-dPMP 79 _

Verbindung 3-i-PrPr a 5-BnPrb 3-PivEt ¢ 5-PivEt d

Retentionszeit [min]: 11.0 12.5 12.0 121

Intensitat* [mV]: 564.1 268.6 391.2 265.8

*Ex. WL (nm): 320; Em. WL (nm): 360

Fir die Bewertung der Retentionszeiten empfiehlt sich der Vergleich mit den Werten
der analogen d4T- und BVDU-Verbindungen, die in der nachsten Tabelle aufgelistet
sind. Die fluoreszierende Nukleobase bewirkt offensichtlich eine Polarisierung der
Pronukleotide, wodurch die Retentionszeit und infolgedessen auch die Lipophilie

noch geringer ist, als bei den cycloSal-d4TMPs 77c,i,l,n.

Tabelle 11 Vergleich mit den Retentionszeiten der analogen cycloSal-
d4TMPs 77c,i,l,n und -BVDUMPs 78b,h,j,1

_-cycloSal-NMP HPLC-Retentionszeiten [min] nach Methode II*

Nukleosid 3-i-PrPr 5-BnPr 3-PivEt 5-PivEt
DAT: 77_ 123 ¢ 13.7i 13.31 134 n
BVDU: 78_ 141b 15.2 h 15.1]j 1491

*siehe HPLC-Methoden, Kapitel 6.1.1.
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Die Lipophilie der cycloSal-BVDUMPs 78b,h,j,| ist trotz der vorhandenen 3‘-Hydro-
xylgruppe am hochsten. Dies beweist, daly durch die BVU-Base 16 die polarisieren-
de Wirkung der 3‘-Hydroxylgruppe am Glycon, im Vergleich zu d4T 7, mehr als aus-
geglichen wird.

In jedem Fall sollte die Lipophilie der cycloSal-2-Amino-dPMP 79a-d ausreichen, um
die Zellmembran durchdringen zu kénnen. Um den EinfluR der Lipophilie bei der
Uberwindung der Zellmembranbarriere umfassend aufklaren zu kénnen, wéaren si-
cher noch lipophilere Fluoreszenzsonden von Interesse, die im Bereich der cycloSal-
BVDUMPs liegen sollten. Diese Aufgabe konnten die geplanten cycloSal-ddPMPs
erfillen, deren Synthese im Rahmen dieser Arbeit aber nicht mehr durchgefuhrt

werden konnte.

4.6. Antivirale in vitro-Aktivitat der ,lock-in“-modifizierten cy-
cloSal-d4TMPs 77a-n, 27 und 41

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jan Balzarini, Rega-Institut,
Universitat Leuven, Belgien wurden die ,lock-in“-modifizierten cycloSal-d4TMPs 77a-
n, 27 und 41 einem in vitro-anti-HIV-Test in unterschiedlichen Zellkulturen unterzo-
gen. Als Testsystem dienten HIV-1- bzw. HIV-2-infizierte humane T-Lymphozyten
(CEM/0), sowie HIV-2-infizierte Thymidin-Kinase-defiziente Zellen (CEM/TK"). Als
Referenzverbindung wurde zusatzlich das Nukleosidanalogon d4T 7 getestet.
Betrachtet man die antiviralen Aktivitatsdaten des freien Nukleosides d4T 7 (Tabelle
auf der nachsten Seite), lallt sich eine gute Aktivitat gegen HIV-1 und HIV-2 in den
CEM/0-Zellen feststellen. Diese Aktivitat geht in den CEM/TK™-Zellen aber verloren.
Diese Beobachtung kann nur auf den Mangel an Thymidin-Kinase zuruckgefuhrt
werden, denn dieses Enzym ist essentiell fur die Metabolisierung zum eigentlich akti-
ven d4TTP (siehe Abbildung 10, S. 13). Nur Nukleotide selbst bieten in dieser Zelli-
nie die Mdglichkeit einer TP-Bildung und bleiben damit antiviral aktiv.

Die cycloSal-d4TMP-Derivate 77a-n, 27 und 41 weisen in der Wildtyp-Zellinie
(CEM/0) eine Wirksamkeit gegen HIV-1 und HIV-2 auf, die in der gleichen GroRen-
ordnung liegt, wie die von d4T 7. Des weiteren laldt sich ein Zusammenhang zwi-
schen dem Substitutionsmuster (und dem damit verbundenen elektronischen Einflu

des Substituenten auf die cycloSal-Maske) und der antiviralen Aktivitat beobachten.
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Der gleiche Substituent ist prinzipiell in der 3-Position ein besserer Elektronendonor
als in der 5-Position. Je starker der Elektronendonor ist, desto besser ist auch die
antivirale Aktivitat. So sind die 3-Isomere in der Regel die aktiveren Regioisomere.
Eine Korrelation mit den Substitutionsmuster wurde auch bei der Bestimmung der
chemischen Hydrolysestabilitat gefunden (siehe 4.4.1., S. 68). Die Unterschiede der
Estertypen kommen aber im Gegensatz zu den Halbwertszeiten hier nicht zum Tra-

gen.

Tabelle 12 Anti-HIV-1 und -HIV-2-Aktivitdten und cytotoxische Eigenschaften

der cycloSal-d4TMPs 77a-n, 27 und 41

Verbindung ECso® (1M) CCso’ (uM)
CEM/0 CEM/TK CEM/0

_-cycloSal-d4TMP ~ HIV-1 HIV-2 HIV-2
5-Séure 41 0.14+0.10 0.80+0.20 50.0+30.0 76
3-Séure 27  0.19+0.08 1.40+0.60 20.0+0.00 100
5-PivEt 77n  0.23+0.16 0.90+0.42 060+0.28 21.5+0.35
3-PivEt 770 0.16+0.09 0.70+0.42 0.40+0.00 54.8+0.42
3-PrEt 77k 0.24+0.05 0.41+027 060+0.21 43.5+8.30
5-AcEt 77m  0.15+0.06 0.80+0.57 055+021 435+11.3
3-AcEt 77  0.16+0.09 0.33+0.24 0.15+0.00 39.9+19.7
5-BnPr 77i  0.08+0.00 1.00+0.28 2.00+0.00 60.6=+3.30
3-BnPr 77e  0.15+0.09 1.00+0.28 287+196 435+11.7
5-tBuPr  77h  0.18+0.08 240+230 4.00+0.00 41.2+1.70
3-tBuPr  77d 0.33+0.11 0.50+0.14 1.14+0.96 43.0+4.45
5-i-PrPr 779  0.17+0.08 0.90+0.42 3.00+0.00 589 +5.30
3-i-PrPr 77c  0.14+0.06 1.00+0.28 0.08+0.13 54.0+11.3
3-EtPr 77b  0.19+0.09 0.65+0.07 0.36+0.00 49.3+3.32
5-MePr 77f  0.33+0.11 1.05+0.35 120+1.10 581 +1.84
3-MePr 77a  0.09+0.05 0.25+0.15 0.40+0.42 57.1+2.80
d4T 7 0.10+0.00 055+0.20 27.5+3.50 34.9+7.40

°50 % effektive Konzentration zur Unterdriickung der Virusreplikation

Konzentration

50 % cytotoxische
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Die cycloSal-d4TMPs 27 und 41 mit der freien Saure verhalten sich wie d4T 7 und
ihre Aktivitat geht in den TK-defizienten Zellen verloren. Wie 1a3t sich das erklaren?
Durch die Carboxylatgruppe ist die Lipophilie der Pronukleotide viel geringer als bei
den Esterverbindungen und der passive Membrantransport sollte stark gehemmt
sein. Die Aktivitat in den CEM/0-Zellen kann folglich nicht durch das Pronukleotid
selbst verursacht worden sein, sondern nur durch d4T 7, das aus dem enzymati-
schen Abbau von d4TMP resultiert, welches wiederum durch die extrazellulare Hy-
drolyse der Triester entstanden sein muld. Die eingeschrankte Wirksamkeit ist von
ganz besonderer Bedeutung, weil sich damit beweisen lalt, dal® die beiden Sau-
ren 27 und 41 nicht in der Lage sind, die Zellmembran zu durchdringen. Das ist wie-
derum die Basis fur einen erfolgreichen ,lock-in“ dieser Pronukleotide.

Nachdem die Funktion des ,lock-in“-Prinzips (Abbildung 16, S. 21) nun gesichert ist
(die beiden Alkohole 38 und 42 ausgeschlossen), soll nun die entscheidende Frage
geklart werden, ob sich die Fahigkeit der cycloSal-Pronukleotide zum ,lock-in“ durch
eine gesteigerte antivirale Aktivitat in der TK'-Zellinie bemerkbar macht. Es mufite
sich demnach ein Aktivitatsunterschied zwischen den cycloSal-d4TMPs feststellen
lassen, die im Zellextrakt zur entsprechenden Saure hydrolysiert wurden und denen
die, wie gewohnt, einfach d4TMP freisetzten. Leider wurden aber im Zellextrakt nur
einige der ,umgedrehten Ester verseift. Ob die beiden Alkohole 38 und 42 unter
physiologischen Bedingungen einen ,lock-in“ bewirken, bleibt fraglich. Welche Akti-
vitdten sollte man unter Berlcksichtigung aller genannter Fakten nun erwarten?
Wenn durch die CEM/0-ZE-Kinetiken tatsachlich vergleichbare in vitro-Bedingungen
simuliert wurden, sollten sich die Unterschiede der Substrat-Indices (Tabelle 7,
S. 98) in den Aktivitaten widerspiegeln, in dem die aktivsten cycloSal-d4TMPs auch
die hochsten SI-Werte aufweisen. Und tatsachlich ist das 3-AcEt-cycloSal-
d4TMP 77j mit dem grofdten Sl (7.11), nach dem 3-i-PrPr-cycloSal-d4TMP 77c, die
mit Abstand aktivste Verbindung. Auch die Ubrigen ,umgedrehten“ Ester gehoren,
wie die Substrat-Indices es erwarten lassen, zu den aktiveren cycloSal-d4TMPs.
Dennoch gibt es unter den Propionaten auch drei Verbindungen (77a-c), die in ihrer
Aktivitat gleichwertig, oder sogar besser sind. Diese Beobachtung muf® aber keinen
Widerspruch darstellen, wenn man bedenkt, dal® die Propionate nicht hydrolysiert
wurden und daher zu keinem ,lock-in“fahig sind. Deshalb sollten diese cycloSal-
d4TMPs, genauso wie die nicht ,lock-in“-modifizierte cycloSal-d4TMPs, um so akti-

ver sein, desto hydrolysestabiler sie sind. Nach den beiden Sauren 27



4. Resultate und Diskussion 121

(t,ZE=20.4h) und 41 (t,ZE=11.4h) war das 3-i-PrPr-cycloSal-d4TMP 77c
(Abbildung 88, S. 96) mit t.ZE = 10.1 h das stabilste cycloSal-d4TMP unter den Pro-
pionaten. Somit kann man die enorme Aktivitat des 3-i-PrPr-cycloSal-d4TMPs 77¢c
alleine mit dieser Beobachtung erklaren. Die Halbwertszeiten im CEM/0-ZE haben
selbstverstandlich erst Gultigkeit, wenn das Pronukleotid die Zellmembran durch-
drungen hat und bis in das Cytoplasma vorgedrungen ist. Davor geben nur die
Halbwertszeiten der chemischen Hydrolyse Auskunft Uber die Stabilitat. Auf dem
ersten Blick konnten die gemessenen Aktivitaten auch nur von diesen Werten be-
stimmt werden, da gerade auch die 3-Isomere der ,umgedrehten“ Ester unter diesen
Bedingungen zu den stabilsten Verbindungen (t,,PBS: 10.7-13.6 h) gehorten. Ver-
sucht man aber einen Zusammenhang zwischen allen Werten und den antiviralen
Daten herzustellen, erkennt man deutlich, da® die meisten Propionate trotz ahnlicher
Halbwertszeiten inaktiver sind. Das 5-AcEt-cycloSal-d4TMP 77m hat mit
t,PBS = 6.3 h eine beinahe gleiche Halbwertszeit, wie 5-BnPr-cycloSal-d4TMP 77i
(t,PBS = 6.5 h), ist aber in den TK-defizienten Zellen viermal aktiver (77i: 2.00 pM;
77m: 0.55 uM). Auch die unterschiedliche Lipophilie der beiden cycloSal-d4TMPs
kann keine Begrindung fur diese Beobachtung sein, da das Benzylpropionat 77i
sicher lipophiler ist und deshalb auch besser die Zellmembranbarriere Uberwinden
sollte. Erst wenn man davon ausgeht, dal3 beide Pronukleotide in das Cytoplasma
eingedrungen sind, kann das 5-AcEt-cycloSal-d4TMP 77m seinen konzeptionellen
Vorteil ausspielen und nach der enzymatischer Hydrolyse effizient d4TMP freisetzen.
Trifft diese Erklarung zu, sind die sehr guten antiviralen Aktivitaten ein hervorragen-
der Beweis fur den erfolgreichen ,lock-in“ der ,umgedrehten” Ester. Dal} die antivi-
ralen Konzentrationen der ,lock-in“-fahigen cycloSal-d4TMPs 77j-m nicht noch ge-
ringer ausfielen und damit die Aktivitaten sich noch deutlicher von den restlichen
Verbindungen abheben, kdnnte an der relativ hohen Lipophilie (Abschatzung durch
Korrelation der HPLC-Retentionszeiten nach Methode ll: 42 =11.1 min;
77m = 10.4 min) des Hydrolyseproduktes 5-OHEt-cycloSal-d4TMP 42 liegen, die
eine verbesserte Wirksamkeit wegen des mangelhaften Einschlusses unterbindet
und sich wahrscheinlich nur durch die beschleunigte d4TMP-Freisetzung als aktiver
herausgestellt hat.

In Bezug auf die Cytotoxizitat fallt auf, dald alle untersuchten Verbindungen bis auf
das 5-PivEt 77n weniger toxisch waren, als d4T 7 (CCsp = 34.9 uM) selbst. Dieses

Ergebnis ist besonders erfreulich, da es beweist, daR die Uberfiihrung des Nukleosi-
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danalogons d4T 7 in die cycloSal-d4T-Pronukleotide und die vorgenommene ,lock-
in“-Modifizierung keine negativen Auswirkungen auf die Vertraglichkeit des Wirk-
stoffes d4T 7 hat. Es wird namlich vermutet, dald ein Teil der Toxizitat der cycloSal-
NMPs unter anderem durch ein reaktives Chinonmethid verursacht wird, das wah-

193 Neben

rend der Hydrolyse als Intermediat zum freien Salicylalkohol gebildet wird
dem nukleophilen Angriff von Wasser sind auch Reaktionen mit anderen in der Zelle
vorhandenen Nukleophilen denkbar (z. B. nukleophile Stellen an Proteinen, Nukleo-
siden und Aminosauren). Deren Produkte bzw. deren Metabolite kdnnten dann fir
einen Teil der cytotoxischen Wirkungen verantwortlich sein. Die, um die Halfte ge-
ringere, Toxizitat der beiden Sauren 27 und 41 |4t sich wieder durch den verhin-
derten Infflux begrinden, wodurch die beobachtete Cytotoxizitat nur von dem lang-
sam gebildeten d4T 7 verursacht wurde, welches anschlieBend in die Zelle ein-

dringen konnte.

Die synthetisierten ,lock-in“-modifizierten cycloSal-BVDUMPs 78a-l, 39, 43 und 44
werden gegenwartig von Dr. A. Meerbach, Universitat Jena, in vitro auf ihre anti-
EBV-Aktivitat getestet.
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51. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Synthese neuer ,lock-in“-modifizierter cycloSal-
NMPs mit d4T 7, BVDU 15 und 2-Amino-dP 32 als Nukleosidkomponente durchge-
fuhrt. Diese Verbindungen wurden anschlielend auf ihre Eigenschaften hinsichtlich
des Hydrolyseverhaltens in verschiedenen Medien untersucht und die cycloSal-
d4TMPs auf ihre anti-HIV-Aktivitat Gberprift. Erstmals konnten dabei die fir den
Jlock-in“ verantwortlichen Ester an der cycloSal-Maske frei gewahlt werden. So wur-
de der Estersubstituent sowohl in der Position (3 oder 5) als auch die Estergruppen
selbst variiert. Entweder kam ein am C3-Kohlenstoff mit dem Saligenylaromaten ver-
knupftes Methyl-, Ethyl-, iso-Propyl-, tert-Butyl- und Benzylpropionat zum Einsatz
oder ein Uber das C2-Kohlenstoff des Ethylalkohols mit der cycloSal-Maske verbun-
denes Ethylacetat, -propionat und -pivalat.

Die fur die Synthese der cycloSal-NMPs bendtigten Ausgangsverbindungen sind das
Nukleosidanalogon und der entsprechende Salicylalkohol. Als gemeinsamer Aus-
gangspunkt der unterschiedlich estersubstituierten Saligenylalkohole 58a-o0 boten
sich Phenolderivate an, die in ortho- oder para-Position entweder einen Propionsau-
re- oder einen 2-Hydroxyethyl-Substituenten trugen, um so die verschiedenen Ester
einfUhren zu kénnen. AnschlieBend multen diese Phenolderivate o-hydroxyme-
thyliert werden, wodurch sie in die bendtigten Salicylalkohole 58a-o Uberfuhrt wur-
den.

Zur Darstellung der 3-(2-Hydroxyphenyl)propionate 46a-e kamen zunachst Methanol,
Ethanol, 2-Propanol zum Einsatz. Dabei wurde nicht die freie 3-(2-Hydroxyphenyl)-
propionsaure 47 verestert, sondern das d-Lacton Dihydrocumarin 45 mit den ent-
sprechenden Alkoholen unter Saurekatalyse umgeestert (Abbildung 26, S. 33). Dies
gelang in sehr guten Ausbeuten (96-73 %). Der Versuch, auf diese Weise den Ben-
zyl- und tert-Butylester zu erhalten, scheiterte ebenso, wie die Veresterung der freien
Carbonsaure 47 mit den entsprechenden Alkoholen, da dies unweigerlich zum be-
vorzugten Dihydrocumarin 45 fihrte. Durch nukleophile Substitution an Benzylbromid
konnte das Problem hingegen fur den Benzylester 46d gelost werden (Abbildung 31,
S. 36). Der tert-Butylester 46e wurde durch Veresterung der 3-(2-Hydroxyphenyl)-
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propionsaure 47 mit tert-Butanol unter Vermittlung von DMF-Dineopentylacetal in
guten Ausbeuten isoliert (Abbildung 32, S. 36).

FUr die Synthese der para-standigen Propionate 52a-d konnte ebenfalls die freie 3-
(4-Hydroxyphenyl)propionsaure 51 unter Standardbedingungen saurekatalysiert ver-
estert werden (Abbildung 33, S. 37), was in hohen Ausbeuten (62-93 %) mit Metha-
nol, 2-Propanol und Benzylalkohol gelang. Der tert-Butylester 52d wurde analog der
Synthese des tert-Butylester 46e mit einer Ausbeute von 73 % hergestellt.

Die Veresterung des 2-(2-Hydroxyphenyl)- 83 und 2-(4-Hydroxyphenyl)ethanols 54
erforderte eine Reaktion, die bei solchen Diolen selektiv den primaren Alkylalkohol
wahlt. Dies gelang nach einer literaturbekannten Acylierungsreaktion (Abbildung 36,
S. 39), bei der Ethylacetat zu den beiden regioisomeren Acetaten 55a,b umgeestert
wurde. Aullerdem konnten die Synthesemdglichkeiten dieser Reaktion erweitert
werden, indem auch die Ethylester anderer Carbonsauren (Ethylpropionat, -butyrat,
-pivaloat und -benzoat) eingesetzt wurden, wobei die Ester der unverzweigten Car-
bonsauren zu positiven Resultaten fuhrten (55¢: 85 % Ausbeute).

Fir die Darstellung der entsprechenden Pivalate 55d,e wurde eine andere selektive
Veresterung gefunden (Abbildung 39, S. 41), die als optimale Erganzung der zuvor
beschrieben Reaktion bezeichnet werden kann. Ahnlich der Silicagel-unterstitzten
Umesterung von Ethylalkanoaten bediente man sich wieder eines Carbonsaurederi-
vates, wobei die weniger reaktive Pivalinsaure eine besondere Aktivierung notwendig
machte. Dies gelang durch Uberfiihrung in ein ,twisted“-Amid, welches unter neutra-
len Bedingungen den nukleophileren, primaren Alkohol und nicht den phenolischen

wahlt.

Nach Darstellung der verschiedenen phenolischen Esterderivate 46a-e, 52a-d und
55a-e muldte nun ein Syntheseweg zu den entsprechenden Salicylalkoholen gefun-
den werden. Eine Mdglichkeit ware die selektive Formylierung zum Salicylaldehyd
mit anschlieBender Reduktion gewesen. Aufgrund friherer Arbeiten in unserem Ar-
beitskreis kam nur die Variante nach Casiraghi in Betracht, zumal die Labilitat der
Estergruppe in der Seitenkette die meisten bekannten ortho-Formylierungen aus-
schlo3. Aber auch diese relativ milden Reaktionsbedingungen wurden von den
Estergruppen nicht toleriert. Das als Nebenprodukt gebildete Methanol fuhrte zu un-
brauchbaren Umesterungsgemischen. Ein anderer Weg zu Salicylalkoholen, ausge-

hend von Phenolen, war die direkte a-Hydroxymethylierung mit Formaldehyd, wie sie
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zuvor W. Nagata et al. durchgefiihrt hatte™. Die Reaktionsbedingungen erwiesen
sich als ideal fur die geplante Umwandlung der estermodifizierten Phenole (Tabelle
1, S. 44) in die entsprechenden Salicylalkohole. Selbst die Umsetzung der freien 3-
(2-Hydroxyphenyl)propionsaure 47 gelang mit einer Ausbeute von immerhin 36 %.
Ein interessanter Aspekt dieser Reaktion ist die Uberfiihrung anderer multifunktio-
neller Phenole in die entsprechenden Salicylalkohole, wodurch nicht nur ,lock-in“-
modifizierte Phenole als cycloSal-Masken zuganglich gemacht werden kénnen. So
gelang es, durch die a-Hydroxymethylierung von 4-Methylumbelliferon 59 die erste
fluoreszierende Saligenylmaske herzustellen, die zur weiteren Aufklarung des Meta-
bolismus der cycloSal-Nukleotide in der Zelle beitragen kénnte. Ein unerwartetes
Ergebnis war die Regioselektivitat, die bei dieser Reaktion beobachtet wurde und nur

eines der beiden moglichen Regioisomere lieferte (Abbildung 42, S. 45).

Fir die cycloSal-NMP-Synthese wurden nun noch die drei Nukleosidanaloga d4T 7,
BVDU 15 und 2-Amino-dP 32 bendtigt. Durch Synthese nach einer Literaturvor-
schrift®® konnte d4T 7 erhalten werden, wahrend BVDU 15 freundlicherweise von
Prof. Dr. P. Wutzler, Universitat Jena, zur Verfugung gestellt wurde. Um das 2-
Amino-dP 32 zu erhalten, sollte eine MikromaLl,stab—Synthese84 so modifiziert wer-
den, dal} das fluoreszierende Nukleosid 32 in den bendtigten, gréleren Mengen zu-
ganglich war. Die zweistufige Vorschrift stellte sich dabei aber als ungeeignet heraus
und so wurde eine neue sechsstufige Synthese entworfen. Ausgehend von 2'-
Desoxyguanosin 63 konnte das Zwischenprodukt 6-Thio-2°-desoxyguanosin 68 der
Literatursynthese durch die Verwendung von iso-Butyryl-Schutzgruppen uber funf
Stufen hinweg mit einer Ausbeute von 47 % erhalten werden (Abbildung 49, S. 51).
Analog der Literatur® wurde dann 6-Thio-2'-desoxyguanosin 68 reduktiv durch Ra-
ney-Nickel-Katalyse in das fluoreszierende Nukleosid uberfuhrt (Abbildung 53,
S. 55). Auf diesem Weg wurde eine Menge von ca. 2 g 2-Amino-dP 32 erhalten, was

einer Ausbeute von insgesamt 36 % entspricht.

Nachdem alle Edukte fur die cycloSal-NMP-Synthese bereitstanden, wurden die
estermodifizierten Salicylalkohole 58a-0, nach der in unserem Arbeitskreis Ublichen
Methode, mit Phosphortrichlorid zu den 2-Chlor-4H-benzo-[1.3.2]dioxaphosphorin-
Derivaten (Saligenylchlorphosphanen) 76a-o umgesetzt (Abbildung 57, S. 58). Das

als Nebenprodukt anfallende Pyridiniumchlorid konnte jedoch nicht vollstandig ent-
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fernt werden, da die Hydrolyse- bzw. Oxidationsempfindlichkeit des Phosphors und
die thermische Labilitat der Esterfunktionen Aufreinigungsverfahren, wie Chromato-
graphie oder Destillation, ausschlossen.

Trotz der geringen Verunreinigung wurde mit Hilfe dieser reaktiven Phosphor(lll)-
Verbindungen 76a-o weiter gearbeitet und die Nukleosidanaloga d4T 7, BVDU 15
und 2-Amino-dP 32 mit den ,lock-in“-modifizierten cycloSal-Masken verknupft. Die
.Eintopf‘-Synthese umfalte zwei Schritte: die Verknlpfung des Saligenyl-
chlorphosphans mit dem jeweiligen Nukleosid zu einem cyclischen Phosphit als re-
aktives Zwischenprodukt gefolgt von einer Oxidation des Phosphits mit Hilfe von tert-
Butylhydroperoxid zu den Zielverbindungen (Abbildung 58, S. 59; Abbildung 60,
S. 63; Abbildung 63, S. 67). Die Synthesen gelangen mit moderaten bis guten Aus-
beuten (Tabelle 2-4), wobei sowohl das Saligenylchlorphosphan als auch die Base
DIPEA bei allen Synthesen im Uberschull zugegeben werden muf3ten.

Um flr die nachfolgenden Hydrolysestudien Referenzverbindungen zur Verfigung zu
haben und dabei auch deren Eigenschaften bestimmen zu konnen, sollten einige
Ester vorab chemisch hydrolysiert werden. Die tert-Butylpropionate 77d,h und 78c,g
lieRen sich gut unter sauren Bedingungen (TFA) in die cycloSal-NMPs mit der freie
Propionsaure (27, 39, 41, 43) als Saligenyl-Substituent Uberfuhren (Abbildung 59,
S. 62; Abbildung 61, S. 65), welche nun zur Coinjektion in der HPLC-Analytik einge-
setzt werden konnten. Ebenso sollten die Acetate 77j,m bzw. 78i.k oder die Pivala-
te 771,n bzw. 78j,1 durch chemische Hydrolyse zur Quelle der cycloSal-NMPs mit
dem freien Ethylalkohol-Substituenten (38, 40, 42, 44) werden, um auch diese Coin-
jektionsstandards einsetzen zu kdénnen. Wegen der Hydrolyseempfindlichkeit der
cycloSal-Phosphattriester konnte aber keiner der ,umgedrehten® Ester auf diesem
Weg hydrolysiert werden. Erst die uberraschend schnell verlaufende enzymatische
Hydrolyse des Pivalates 781 mit Hilfe der PLE ermdglichte die Isolierung von 5-OHEt-
cycloSal-BVDUMP 44 in einer guten Ausbeute von 72 % (Abbildung 62, S. 66).

Das Hydrolyseverhalten aller ,lock-in“-modifizierten cycloSal-NMPs 27, 39, 41, 43,
77a-n, 78a-1 und 79a-d wurde zuerst in einer waldrigen Phosphat-Pufferlosung bei
pH 7.3 untersucht, um die Stabilitat und damit den Einflu® der eingefuhrten Substitu-
enten zu prufen. Wie erwartet, lagen die gemessenen Halbwertszeiten zwischen de-
nen der Prototyp-Verbindungen H- 17 bzw. 81 und 3-Me-cycloSal-NMP 26 bzw. 82
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(Abbildung 64 und 65, S. 69 bzw. 71) und boten damit die Grundlage fur eine erfolg-
reiche Nukleotid-Freisetzung bei den spateren in vitro-Untersuchungen.
Bei den weiteren Hydrolysestudien stand die Untersuchung der ,lock-in“
auslosenden enzymatischen Verseifung der Carbonsaureester im Vordergrund und
damit die Uberpriifung der Praxistauglichkeit der entworfenen ,lock-in“-modifizierten
Pronukleotide. Zunachst wurde ein Carboxyesterase-Assay durchgefuhrt, bei dem
der ,lock-in“-Mechanismus durch die Zugabe von PLE ausgeldst werden sollte. Uber-
raschenderweise wurde keines der Propionate 77a-i hydrolysiert. Nur das 3-AcEt-
cycloSal-d4TMP 77j und vermutlich auch 3-PivEt-cycloSal-d4TMP 771, dessen Hy-
drolyse aber mit Hilfe der HPLC-Analytik ohne den Coinjektionsstandard 38 nicht
bewiesen werden konnte, wurde von der PLE als Substrat akzeptiert. Bei den cyclo-
Sal-BVDUMPs 78a-1 war die PLE weitaus weniger selektiv und es konnten insge-
samt vier Hydrolysen (3-BnPr- 78d, 5-AcEt- 78k, 3-PivEt- 78j und 5-PivEt-cycloSal-
BVDUMP 78I) beobachtet werden. Es wurde versucht, die Resultate dieses PLE-
Assays durch die Gestalt des aktiven Zentrums der Carboxyesterase zu begriinden.
Das derzeit gultige Modell dieses Zentrums (Abbildung 87, S. 94) liel3 aber keine
eindeutigen Ruckschlisse auf die beobachtete Selektivitat zu, sondern stellte eher
das Modell selbst in Frage, da die Dimensionen der verschiedenen Taschen insge-
samt als zu klein erschienen, um Ester in Grolke der cycloSal-NMPs Uberhaupt hy-
drolysieren zu kdénnen. Als Ergebnis dieser PLE-Untersuchung lie sich Folgendes
festhalten:
o Ester der cycloSal-NMPs mit BVDU-Komponente werden eher hydrolysiert.
e Ester, bei denen sich der cycloSal-NMP-Teil auf Seiten des Alkohols befindet,
passen wesentlich besser in das aktive Zentrum der PLE.
e Von den Propionaten ist nur das 3-Isomer 78d der Benzylpropionate ein Substrat.
Die insgesamt unbefriedigenden Ergebnisse dieses Assays lielien keine abschlies-
sende Aussagen uber die ,lock-in“-Fahigkeit der untersuchten Verbindungen zu,
weshalb ein weiterer Assay mit humanen Zellextrakten durchgefihrt wurde, der die

tatsachlichen intrazellularen Bedingungen wesentlich besser simulieren sollte.

Diese Untersuchungen wurden in Extrakten von humanen CEM/0-Zellen (fur die
d4T-Verbindungen) bzw. P3HR-1-Zellen (fur die BVDU-Derivate) durchgefthrt. Der
pH-Wert der Extrakte lag dabei mit 6.8 im leicht Sauren, weshalb sich die chemische

Stabilitat der cycloSal-Phosphattriester etwas vergrofdern sollte. Erstaunlicherweise
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verkurzten sich alle Hydrolysehalbwertszeiten der cycloSal-d4TMPs 77a-n

(Abbildung 88, S. 96) und liellen damit eine generelle enzymatische Hydrolyse der

unterschiedlichen Carbonsaureester erwarten. Bei der Auswertung der Chromato-

gramme konnten aber insgesamt nur vier Esterspaltungen (3-AcEt- 77j, 3-PrEt- 77Kk,
3-PivEt- 771 und 5-AcEt-cycloSal-d4TMP 77m) nachgewiesen werden. Die Ursache
fur die Destabilisierung der Ubrigen Verbindungen konnte nicht gefunden werden.

Von den Estern der cycloSal-BVDUMPs 78a-1 waren ebenfalls nur vier Substrate (3-

BnPr- 78d, 5-BnPr- 78h, 3-AcEt- 78i und 5-AcEt-cycloSal-BVDUMP 78k) fir die hu-

mane Carboxyesterase darunter, wobei diesmal die Ubrigen Verbindungen tatsach-

lich stabiler waren (Abbildung 94, S.102). Der Vergleich der PLE- und ZE-

Untersuchungen brachte folgende Resultate:

o Die Selektivitat der ZE-Carboxyesterase ist, vor allem bei den Estern der cyclo-
Sal-d4TMPs, wesentlich geringer als die der PLE.

e Die Unterschiedlichkeit der beiden Enzyme druckt sich auch in der Ge-
schwindigkeit aus, mit der die Hydrolysen gleicher Verbindungen katalysiert wer-
den.

e Die Propionate sind, bis auf die Benzylester und die Propionate der ,umgedreh-
ten® Ester, keine geeigneten Substrate fur die Carboxyesterasen und daher auch
fur die ,lock-in“-Funktionalisierung.

Aulerdem wurde deutlich, da nur die Zellextrakt-Untersuchungen verlallich Aus-

kunft geben kdonnen, wenn es um die Beurteilung eines Esters als potentielle ,lock-

in“-bewirkende Gruppe geht.

Da bei der Bestimmung der chemischen Halbwertszeiten nur der Abbau des Eduktes
verfolgt wurde und bei der Auswertung der HPLC-Chromatogramme keine quantitati-
ve Aussage Uber die entstandenen Hydrolyseprodukte gemacht werden konnte,
wurden drei ausgewahlten Verbindungen (3-MePr-cycloSal-d4TMP 77a, 3-MePr-
78a und 5-MePr-cycloSal-BVDUMP 78e) exemplarisch fir alle Ubrigen einer ¥p.
NMR-Hydrolysestudie im Imidazol-HCI-Puffer unterzogen. Ergebnis dieser Untersu-
chung war, dal} alle Verbindungen das entsprechende Nukleotid als Endprodukt lie-

fern, ohne dabei nennenswerte Mengen an Nebenprodukten zu bilden.

Die vier cycloSal-2-Amino-dPMPs 79a-d wurden als Fluoreszenzsonde fur zukunfti-

ge in vitro-Untersuchungen hergestellt. Vor diesem Einsatz sollten deren physika-
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lisch-chemische Eigenschaften Uberpruft werden. Nachdem schon die Hydrolyse-
halbwertszeiten bestimmt waren, fehlte noch die Untersuchung ihrer Fluoreszenzei-
genschaften. Dafur wurde die Lésungen der cycloSal-2-Amino-dPMPs 79a-d so lan-
ge verdunnt, bis eine Konzentration von 1.5 uM erreicht war. Erst bei dieser Verdun-
nung konnten die Losungen mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors HPLC-analytisch

vermessen werden (Tabelle 10 und 11, S. 117).

Die in vitro-HIV-Zelltests der cycloSal-d4TMPs 77a-n, 27 und 41 gegen HIV-1 und
HIV-2 (Tabelle 12, S. 119) in humanen T-Lymphozyten (CEM/0) zeigten eine mit
d4T 7 vergleichbare antivirale Aktivitat. Zur Uberpriifung des Funktionsprinzips der
Pronukleotide wurde zusatzlich eine Thymidin-Kinase-defiziente Zellinie (CEM/TK")
verwendet, bei der nur intrazellular freigesetztes d4TMP aktiv sein konnte. Im Ge-
gensatz zu d4T 7 zeigten alle cycloSal-d4TMPs 77a-n — mit Ausnahme der beiden
Sauren 27 und 41 — auch in dieser Zellinie gute antivirale Aktivitaten, d. h. die ,lock-
in“-modifizierten Pronukleotide setzten immer erfolgreich d4TMP frei, was aufgrund
der vorangegangenen Hydrolysestudien auch erwartet wurde. Durch die Inaktivitat
der freien Sauren 27 und 41 konnte aul3erdem der Beweis erbracht werden, dal} das
.lock-in“-Konzept prinzipiell funktionieren wirde (aber nur mit den Propionaten 77a-
i), da deren Hydrolyseprodukte die Zellmembran nicht passieren konnen. Das inter-
essanteste und auch wichtigste Ergebnis dieser Untersuchung ware deshalb die Be-
obachtung herausragender Aktivitaten der nachgewiesenen, ,lock-in“-fahigen Ver-
bindungen (3-AcEt- 77j, 3-PrEt- 77k, 3-PivEt- 771 und 5-AcEt-cycloSal-d4TMP 77m)
gewesen. Da im Zellextrakt aber nur Ester hydrolysiert wurden, die die beiden Alko-
hole 38 und 42 (deren Isolierung nicht gelang und deshalb die Eigenschaften nicht
bestimmt werden konnten) freisetzen, Uberraschte es nicht, dal3 keine aullerge-
wohnlichen Aktivitdten festgestellt werden konnten. Dennoch zeigten gerade die
Lumgedrehten® Ester 77j-n in der TK-defizienten Zellinie eine erhdhte Wirksamkeit.

Leider konnten die Ergebnisse der vielversprechenden, antiviralen Aktivitatsuntersu-
chung der BVDU-Verbindungen 78a-I in dieser Arbeit nicht mehr bertcksichtigt wer-

den.
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5.2. Summary

New ,lock-in“-modified cycloSal-NMP derivatives were synthesized to deliver mem-
brane-insoluble intracellular prodrugs after carboxyesterase catalyzed hydrolysis of
the saligenyl side-chain ester group. For the preparation of cycloSal pronucleotides
the major building blocks were the corresponding nucleoside analogues (in this case:
d4T 7, BVDU 15 and 2-Amino-dP 32) and the salicylic alcohol derivatives 58a-o,
bearing different ester substituent groups (in ortho- or para-position) with systematic
variation of the structure of the carboxylic ester function.

To obtain the salicylic alcohols 58a-n, different bifunctionalized phenols have been
esterified selectively. The products of these esterifications were transformed into the
appropriate salicylics alcohol by an ortho-hydroxymethylation reaction, first per-
formed by Nagata et al. This reaction was also of great value for the synthesis of
many other salicylic alcohol derivatives. As a result, it was possible to achieve the
first fluorescent cycloSal-mask 580 (chapter 4.1.).

The salicylic alcohols were then used to prepare cyclic chlorophosphites by conden-
sation reactions with phosphorustrichloride. Once the cyclic chlorophosphites were
obtained, they were used as phosphitylating agents for the corresponding nucleoside
analogue in the third step. The synthesis was completed by oxidation of the interme-
diately formed phosphite triesters to the corresponding phosphotriester with tert-butyl
hydroperoxide (chapter 4.3.).

The prodrugs were tested for their hydrolytic behaviour under different conditions.
First the chemical hydrolysis half-lives of the phosphotriester group was determined
in a buffered aqueous phosphate brine solution (PBS) to evaluate the influence of
the introduced ester substituents. Then further hydrolysis in the presence of pig-liver
esterase (PLE) and in human cell extracts should proof the ability of the “lock-in”-
modified cycloSal-NMPs, to show the necessary intracellular enzymatic-hydrolysis of
the “lock-in"-effecting ester group. The relevant products were identified by HPLC
retention times (supported by coinjection of the expected product), UV-spectra and
¥'P_NMR-spectroscopy (chapter 4.4.).

Particularly, the cycloSal-d4TMPs were tested for their ability to inhibit the replication
of HIV-1 and HIV-2 in human lymphocytes (CEM cells) and compared with the activ-
ity of d4T 7 (chapter 4.6.).
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5.3. Ausblick

Die Untersuchungen haben gezeigt, dal} die ,lock-in“-Funktionalisierung der cyclo-
Sal-NMPs nicht nur theoretisch, sondern auch praktisch mdglich ist und im Prinzip
auch funktionieren kann. Ob mit diesem Konzept tatsachlich eine Verbesserung der
cycloSal-NMP-Wirksamkeit erreicht werden kann, a3t sich vielleicht nach Auswer-
tung der Aktivitatsuntersuchung der BVDU-Verbindungen 78a-l sagen, die sich zur
Zeit aber noch in der Durchfuhrung befindet. Um die Ergebnisse dieser Arbeit weiter
zu untermauern und alle enzymatischen Hydrolysen zweifelsfrei belegen zu kdnnen,
steht noch die Synthese der Referenzverbindungen 38, 40 und 42 aus. Ein Lavulin-
saureester hatte sich bei anderen Arbeiten®® in unserem Arbeitskreis als geeignete
Hydroxyl-Schutzgruppe, die neben dem Phosphattriester problemlos entfernt werden
konnte, herausgestellt. Es gibt keinen Grund, weshalb dies nicht auch in diesem Fall

moglich sein sollte.

O
Hydrazinhydrat
\H/\)J\O o) Essigsaure, Pyridin HO o
? Nukleosid Raumtemperatur ? Nukleosid
O O
Nukleosid: d4T 7, BVDU 15 38,40

Abbildung 106 Synthesevorschlag fiir die Ethylalkohol-substituierten cycloSal-
NMPs 38 und 40

Die Lavulinsaureester-modifizierten cycloSal-NMPs koénnen in Analogie zu den in
dieser Arbeit durchgefuhrten Synthesen erhalten werden. Fur die Isolierung der bei-
den 5-Isomere 42 und 44 muissen dementsprechend die 5-substituierten cycloSal-
NMPs hergestellt werden.

Beim Entwurf der bisherigen ,lock-in“-modifizierten cycloSal-NMPs konnte nicht mit
einem so selektiven Verhalten der Carboxyesterase gerechnet werden. Zudem war
die Selektivitat noch aulierst ungunstig. Gerade die Propionate, bei denen die Saure
mit dem cycloSal-NMP verknulpft ist, wurden nicht hydrolysiert. Sehr wahrscheinlich
sind aber nur die Sauren in der Lage, einen effektiven Einschlul® des Pronukleotides
in der Zelle zu verursachen. Bei zukunftigen Arbeiten gilt es somit, die Selektivitat
der Carboxyesterase zu berlcksichtigen, um einen Ester zu finden, der enzymatisch

hydrolysiert wird, und danach eine ausreichende Polarisierung des Pronukleotides
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bewirkt. Da sich die ,umgedrehten Ester als gute Substrate herausgestellt haben,
scheint es sinnvoll, bei der Suche nach dem geeigneten Ester sich auf diese Anord-
nung zu beschranken. Durch die Anwendung des bekannten Doppelester-Prodrug-
Konzeptes93 fur die ,lock-in“-Funktionalisierung, bei dem zwei Ester nacheinander in
einer Kaskade hydrolysiert werden, konnten auch die ,umgedrehten® Ester zur
Quelle negativ-geladener Propionate werden. Gestartet wirde die Hydrolyse — wie
zuvor — durch eine Carboxyesterase. Ob die Selektivitat des Enzyms durch diese

Modifizierung beeinflul3t wird, bleibt aber offen.

RYO Carboxyesterase- R<_-O

o o o Icl) o Aktivierung jO/H o o (”) o

\[( BT daT > “PT T
(0] (0] (@]

S) (@) HO
0 Cytoplasma pH 7.4 o
(0] o.n_O - NIp>
3 ~d4T © © IIIDI O\d4T
0] (0]
R: H, CH3, CoHg usw. 27

Abbildung 107 Vorschlag eines Doppelester-modifizierten cycloSal-d4TMPs und

die Kaskadenfreisetzung des ,lock-in“-fahigen Propionates 27

Eine weitere Moglichkeit ware die Verwendung einer anderen funktionellen Gruppe.
Wirde man z. B. anstelle der Carbonsaureester Carbamate in der dargestellten
Weise (untere Abbildung) anbringen, ware das Hydrolyseprodukt kein Alkohol, son-
dern ein Amin, welches sich im Cytoplasma sofort in das entsprechende Ammonium-

Kation verwandeln wirde und als solches an der cycloSal-Maske verbliebe.

I
( j\ )J\ humane
(o) H HsN

Carboxyesterase o
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Abbildung 108 Vorschlag fiir ein neuartiges, “lock-in"-fahiges cycloSal-NMP

Ein bekanntes Prodrug, dem dieses Carbamat-Konzept zu Grunde liegt, ist das kli-
nisch erprobte Cytostatikum CPT-11 (Irinotecan). Der eigentliche Wirkstoff SN-38
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wird nach Hydrolyse der Carbamatfunktion (hauptsachlich durch die humane Car-
boxyesterase 2 (hCE-2)) freigesetzt1°4. Da die positive Ladung an der cycloSal-
Maske einen ahnlich guten ,lock-in“, wie der negativ-geladene Carboxylat-
Substituent, bewirken sollte, spricht vieles fur den Erfolg der Carbamat-
Funktionalisierung. Die zum Phosphattriester benachbarte positiv-geladene Ammo-
niumgruppe konnte auch zu neuartigen, interessanten Abbauprodukten fuhren. Nach
der Hydrolyse des Phenyl-Phosphattriesters konnte die negative Ladung des Phe-
nolates, oder des Phosphates, intramolekular abgefangen werden. Nach der an-
schlielRenden Hydrolyse des Benzyl-Phosphatdiesters wirde die cycloSal-Maske als
zwitterionischer, ungeladener Benzylalkohol (ist in der nachfolgenden Abbildung dar-
gestellt) zurlckbleiben. Das nach auf3en hin ungeladene Molekul konnte anschlie-
Rend sogar durch einen passiven Membrantransport die Zelle wieder verlassen. Da-

durch wurde sich vielleicht die Toxizitat der cycloSal-Nukleotide insgesamt verrin-

gern.
(0]
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Abbildung 109 Vorschlag fir das erste Nukleosid-Diphosphat liefernde Pronu-
kleotid am Beispiel von d4T 7

Fahrt man den Gedanken der Wechselwirkung zwischen der Ammonium- und der
Phosphatfunktion weiter, laf3t sich auch ein vollkommen neuartiges Pronukleotid vor-
stellen und entwerfen, das in der obigen Abbildung dargestellt ist. Die intrazellulare
Bereitstellung eines Diphosphates ware ein Novum in der antiviralen Therapie. Die
Verbesserungen, die in der Vergangenheit mit den Monophosphat-liefernden Pronu-
kleotiden erreicht wurden, kénnten von dieser Verbindungsklasse noch Ubertroffen
werden. Daflur spricht vor allem die Verringerung der intrazellularen Metabolisie-
rungsschritte zum aktiven Triphosphat, die sich auf nur noch einen Enzym-
abhangigen Schritt beschranken wurde. Selbstverstandlich behielten die Vorteile des

cycloSal-Konzeptes auch bei diesem neuen Prodrug ihre Gultigkeit.
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6. Experimenteller Teil

6.1. Allgemeines

6.1.1. Chromatographie
Diinnschichtchromatographie (DC):

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 Verbin-

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

Préparative Dinnschichtchromatographie:

Mittels eines Chromatotrons der Firma Harrison Research, Modell 7924 T, wurden
Substanzgemische mit Rohausbeuten von maximal 4.00 g getrennt. Als Trennmittel
diente gipshaltiges Kieselgel 60 PF2s4 (Merck Nr.: 7749) in Schichtdicken von 1, 2
und 4 mm auf Glasplatten (Durchmesser: 20 cm). Die Detektion der UV-aktiven Sub-
stanzen erfolgte mit einer UV-Lampe der Firma Konrad Benda bei einer Wellenlange

von 254 nm.
Préaparative Sdulenchromatographie (Flash-Chromatographie):
Substanzgemische mit mehr als 4.00 g Rohausbeute wurden Uber eine Saule mit

leichtem Uberdruck aufgereinigt. Als Trennmaterial wurde Kieselgel mit einer Korn-
groflde von 63-200 um (Baker Nr.: 0253) verwendet.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC):

Die Hochleistungsflussigkeitschromatographie wurde an einer Merck-Hitachi-Anlage
durchgefuhrt.

Software: Chromatography Data Station Software
Interface: D-7000

Pumpe: L-7100

Automatischer Probenwechsler: L-7200

Detektion: Diode Array Detector L-7455

FL-Detector L-7480
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Analytische Saule: LiChroCart 125-3 mit Lichrospher 100 RP 18 (5

um) Fullmaterial
HPLC-Methoden:

Methode I: Fur die Vermessung der Aliquote der chemischen Hydrolysen wurde ein
Acetonitril-Gradient in Wasser von 5-100 % in 20 min, dann 15 min isokratisch Ace-
tonitril/Wasser 5:95 v/v, mit einer Flu3rate von 0.5 ml/min und einer UV-Detektion bei
265 nm verwendet.

Methode II: Die Aliquote der Zellextrakt- und PLE-Hydrolysen wurden mit einem
Acetonitril-Gradienten in  lonenpaarungspuffer (Tetrabutylammoniumphosphat,
pH 3.8) von 8-100 % in 22 min, 5 min 100 % Acetonitril, dann 6 min isokratisch 8 %
Acetonitril mit einer Flurate von 0.6 ml/min und einer UV-Detektion 240-260 nm
vermessen. Fur die Vermessung der fluoreszierenden Triester wurde zusatzlich der
Fluoreszenzdetektor eingeschleift. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte dabei mit
einer Wellenlange von 320 nm, und die emittierte Fluoreszenzstrahlung wurde bei
360 nm detektiert.

6.1.2. Spektroskopie
Kernresonanzspektroskopie (NMR):

Die NMR-Spektren wurden in der spektroskopischen Abteilung des Instituts flr Or-
ganische Chemie der Universitat Hamburg auf den Bruker-Geraten aufgenommen.
Auf dem Modell AMX 400 wurden 400 MHz-'H-NMR- und 101 MHz-"*C-NMR-
Spektren gemessen. Auf dem Modell DRX 500 wurden 500 MHz-'H-NMR, 125 MHz
*C-NMR- und 202 MHz 31P-NMR-Spektren gemessen.

Die chemische Verschiebung & [ppm] wurde auf die Losungsmittelsignale bezogen,
wobei DMSO-ds auf 2.49 ppm ('H) bzw. 39.7 ppm ("*C) und CDCl; auf 7.27 ppm ('H)
bzw. 77.0 ppm (13C) kalibriert wurde. Die Verschiebungen der 3'1P—NMR—SignaIe wur-

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

Infrarotspektroskopie (IR):

Die IR-Spektren wurden auf einem Perkin Elmer 1600 Series FTIR-Gerat aufge-

nommen.
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Ultraviolettspektroskopie (UV):

Die UV-Spektren wurden auf einem UV-Spektralphotometer, Cary 1E, der Firma Va-
rian aufgenommen.

Massenspektroskopie (MS):

Die Massenspektren wurden auf einem Elektrospray-Gerat der Firma Finnigan MAT,
TSQ 7000 gemessen und mit der Software ISIS 8.1 nachbearbeitet. Als FlieRmittel
wurde Acetonitril mit 0.1 % Essigsaure benutzt.

Die Charakterisierung der Zielverbindungen durch FAB-MS bzw. hochaufgeloste
FAB-MS erfolgte auf einem Micromass VG 70-250 S Massenspektrometer in einer

m-Nitrobenzylalkohol-Matrix mit Polyethylenglycol als Referenzsubstanz (durch-

schnittliches Molekullgewicht: 600 g/mol).
6.1.3. Gerate

Schmelzpunktbestimmung:

Schmelzpunkte wurden auf dem Gerat FP5 der Firma Mettler gemessen.

Gefriertrocknung:

Walrige Losungen wurden an der Gefriertrocknungsanlage Amsco/Finn-Aqua Lyo-

vac GT2 lyophylisiert.

Thermomixer:

Die HPLC-Hydrolysestudien wurden bei 37°C in einem Eppendorf Thermomixer
5436 durchgefuhrt.

6.1.4. Losungsmittel

Acetonitril; CoH3N [41.05]; Fluka Nr. 00709, puriss., absolut Gber Molekularsieb (H2O
< 0.001 %); Sdp.: 82 °C.

Dichlormethan; CHCl, [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 Uber Natrium getrock-

net und bei Normaldruck abdestilliert.
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N,N-Dimethylformamid (DMF); C3H;NO [73.10]; Fluka Nr. 40248, puriss., aminfrei;
absolut uber Molekularsieb (H,O < 0.01 %); > 99.5 %; Sdp.: 153°C

Essigséureethylester; C4HgO, [88.11]; technische Qualitat; Sdp.: 77°C; Uber Calci-

umchlorid getrocknet und bei Normaldruck abdestilliert.

Ethanol; C;HsO [45.06]; Riedel-deHaen Nr. 32205; Sdp.: 78-79°C; 99.8 % (GC).
iso-Propanol; C3HgO [60.11]; Fluka Nr. 59304, 99.5 % (GC); Sdp.: 81.8°C.
Methanol;, CH4O [32.04]; technische Qualitat; Sdp.: 64°C; bei Normaldruck destilliert.
Petrolether (45-65); technische Qualitat; Sdp.: 45-65°C; im Vakuum destilliert.

Pyridin; CsHsN [79.10]; Fluka Nr. 82704, puriss., absolut uber Molekularsieb ( < 50
ppm H20); >99.8 %; Sdp.:116°C

Tetrahydrofuran (THF); C4HgO [72.11]; Fluka Nr. 87371, puriss., absolut Uber Mole-
kularsieb (H20O < 0.005 %), >99.5 %.

Toluol; C7Hg [92.31]; Merck-Schuchard 818765; > 99 % (GC).

6.1.5. Verwendete Pufferlésungen
lonenpaarungspuffer fiir die HPLC:

Es wurden 1000 ml Wasser und 6.6 ml Tetrabutylammoniumhydroxid vermischt und
mit 85 %-iger Phosphorsaure der pH-Wert auf 3.8 eingestellt (Puffer 1). Zu 60 ml des
Puffers | wurden wiederum 1000 ml Wasser gegeben, um den eigentlichen lonen-

paarungspuffer zu erhalten (Puffer II).

50 mM Phosphatpuffer (pH 7.3) fiir die enzymkatalysierte Esterhydrolyse:

In 10 ml Wasser wurden 68.5 mg (385 umol) Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat
(NagHPO4+2 H20) und 1.55 g (114 umol) Kaliumdihydrogenphosphat (KH2,PO4) ge-
I6st und falls notig der pH-Wert mittels verdinnter Phosphorsaure oder verdunnter

Natronlauge auf 7.3 eingestellt.
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6.2. Synthese der Saligenylalkohol-Derivate 58a-p und 62

6.2.1. Darstellung von Alkyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionaten 46a-c nach
AAV-1

Alkohol OH @
H,SO _R
m - ©
0" "o RiickfluR, 5h

45 R = Me (a), Et (b), 2-Pr (c) 46a-c

Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV)-1:

Zu 60 ml des entsprechenden, absoluten Alkohols wurden 10.4 g (70.0 mmol) Dihy-
drocumarin 45 und 5 Tropfen konzentrierte Schwefelsaure gegeben. AnschlielRend
muldte das Reaktionsgemisch fur 5 Stunden unter Ruckfluf® erhitzt werden.

Zur Aufreinigung wurde zunachst der Uberschissige Alkohol unter Vakuum abdestil-
liert. Danach blieb ein Oliger Ruckstand ubrig, der in 50 ml Diethylether aufgenom-
men und mit 50 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Loésung ausgeschuttelt
wurde. Die walirige Phase wurde verworfen und die Diethylether-Phase zweimal mit
30 ml Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen der Diethylether-Losung Gber Natri-
umsulfat wurde das Losungsmittel entfernt. Das isolierte Rohprodukt enthielt noch
Spuren von Dihydrocumarin 45, die durch eine abschlieRende chromatographische
Aufreinigung mit Hilfe des Chromatotrons (Dichlormethan mit einem Petrolether (45-

65)-Gradienten von 50-0 %) entfernt werden konnten.

6.2.1.1. Darstellung von Methyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46a

OH 0
1 7 /10
6 2 g 9 O
5 3
4 46a
Synthese und Aufreinigung erfolgte nach AAV-1.
Ausbeute: 12.1 g (67.2 mmol, 96 %); farblose, feine Nadel

Schmelzpunkt: 41.5°C

DC: Rs-Wert (Dichlormethan): 0.56
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"H-NMR: 8 [ppm] (250 MHz, CDCls): 7.33 (s, 1H, Aryl-OH); 7.16-7.10 (m,
1H, H5-Aryl); 7.12 (d, 3Juw= 7.3 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.91-6.85 (m,
2H, H4-Aryl+HB-Aryl); 3.71 (s, 3H, H10); 2.96 (t, *Jun= 6.7 Hz,
2H, H8); 2.75 (t, *Ju.n= 6.7 Hz, 2H, H7)

¥C-NMR: & [ppm] (63 MHz, CDCls): 175.7 (C9); 154.1 (C1); 130.3 (C3);
127.8 (C2); 127.0 (C5); 120.6 (C4); 116.5 (C6); 52.0 (C10); 34.6
(C7); 24.9 (C8)

UV (CH3CN): Amax: 298.77, 272.61 nm
}Lmin: 241 .37 nm

IR (KBr): v [em™]: 3457 (OH), 3038, 1719 (CO), 1594, 1506, 1456, 1421,
1102, 989, 845, 786, 751, 707

6.2.1.2. Darstellung von Ethyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46b

OH (0]
1 7 /10\
6 2 g 9 O 1
5 3
4 46b

Synthese und Aufreinigung erfolgte nach AAV-1.

Ausbeute: 13.6 g (56.7 mmol, 81 %), farblose, feine Nadeln
Schmelzpunkt: 34-35°C
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.66

"H-NMR: & [ppm] (250 MHz, CDCls): 7.42 (s, 1H, Aryl-OH); 7.13 (ddd,
2x°Jy= 6.7 Hz, “Upn= 1.5 Hz, 1H, H5-Aryl); 7.11 (d, *Jhn= 7.3
Hz, 1H, H3-Aryl); 6.90 (d, *Ju.u= 7.9 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.88 (ddd,
2x°Jy= 7.6 Hz, “Upn= 1.2 Hz, 1H, H4-Aryl); 4.17 (q, *Jhn= 7.0
Hz, 2H, H10); 2.93 (t, *Jun= 6.7 Hz, 2H, H8): 2.74 (t, *Jun= 6.7
Hz, 2H, H7); 1.26 (t, *Jun= 7.0 Hz, 3H, H11)

¥C-NMR: 8 [ppm] (63 MHz, CDCls): 175.4 (C9); 154.2 (C1); 130.3 (C3);
127.7 (C5); 127.1 (C2); 120.5 (C4); 116.6 (C6); 61.1 (C10); 34.9
(C8); 24.9 (C7); 14.0 (C11)
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IR (KBr): v [em™: 3500 (OH), 1705 (CO)

6.2.1.3. Darstellung von iso-Propyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46¢

OH o Ma
1 7 JQ
9 O

6 2 g 11b

4 46¢c

Synthese und Aufreinigung erfolgte nach AAV-1.

Ausbeute: 10.6 g (51.1 mmol, 73 %), farbloses Ol
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.68
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.40 (s(br), 1H, Aryl-OH); 7.13 (ddd,

2x%J4= 7.6 Hz, *Jun= 1.8 Hz, 1H, H5-Aryl); 7.09 (dd, *Jy.v= 7.5
Hz, “Jun= 1.7 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.92-6.85 (m, 2H, H4-Aryl+H6-
Aryl); 5.02 (sept, *Jp.u= 6.2 Hz, 1H, H10); 2.90 (t, *Ju.= 6.2 Hz,
2H, H7); 2.69 (dd, *Jun= 6.5 Hz, *Ju.n= 6.2 Hz, 2H, H8); 1.21 (d,
*Jun= 6.2 Hz, 6H, H11a,b)

¥C-NMR: 8 [ppm] (101 MHz, CDCls): 175.0 (C9); 154.3 (C1); 130.4 (C3);
127.7 (C5); 127.2 (C2); 120.5 (C4); 116.6 (C6); 68.7 (C10); 35.2
(C8); 24.9 (C7); 21.6 (C11a,b)

UV (CH3CN): Amax: 272.61, 214.39, 202.32 nm
Amin: 239.95, 210.84 nm

IR (Film): v [em™): 3398 (OH), 3038, 1702 (CO), 1609, 1595, 1506, 1491,
1458, 1375, 1236, 1105, 754

6.2.2. Darstellung der Alkyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionate 46d,e

Die beiden Propionate 46d,e konnten nicht nach der AAV-1 hergestellt werden,
weshalb ein alternativer Syntheseweg gefunden werden mufte. Die verschiedenen
Ansatze und die schlielllich erfolgreiche Synthese beider Verbindungen werden in

den folgenden Abschnitten beschrieben.
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6.2.2.1. Versuch zur Darstellung von 3-[3-(2-Hydroxyphenyl)propanoyl]-1,3-thi-
azolidin-2-thion 48

OH o) 3,7,
s DCC, DMAP 4©jl
OH Dichlormethan
¥ HNJ\S =~ 7 1o
\ 25°C, 1h
47 45

Es wurde eine Losung von 2.18 g (13.1 mmol) 3-(2-Hydroxyphenyl)propionsaure 47,
1.56 g (13.1 mmol) 1,3-Thiazolidin-2-thion und 160 mg (1.31 mmol) 4-DMAP in 22 ml|
Dichlormethan hergestellt. Zu diesem Gemisch wurden nun 2.97 g (14.4 mmol) DCC
gegeben, woraufhin ein kristalliner Niederschlag entstand. Nach einer Stunde war
das Edukt 47 vollstandig verbraucht (DC-Kontrolle) und die Kristalle konnten durch
Filtration abgetrennt werden. Nach dem Entfernen des LOsungsmittels wurde das
Rohprodukt mit Hilfe des Chromatotrons aufgereinigt (Dichlormethan mit einem
Methanol-Gradienten von 0-20 %). Das erhaltene, mutmaliliche Produkt 48 stellte
sich nach der 1H-NMR-AnaIyse als Dihydrocumarin 45 heraus, dessen Bildung mit

dieser Synthese gerade vermieden werden sollte.

Ausbeute: 1.34 g (9.04 mmol Dihydrocumarin, 69 %), blaRgelbes Ol
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.80
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 7.29 (dd, *Jy.y= 7.3 Hz, *Jyn= 1.2

Hz, 1H, H3-Aryl); 7.26 (ddd, 2x*Ju.n= 7.8 Hz, *Jpu= 1.9, 1H, H5-
Aryl); 7.11 (ddd, 2x*Jpy= 7.4 Hz, *Jy= 1.3 Hz, 1H, H4-Aryl);
7.04 (dd, *Jpu= 8.0 Hz, *Jy= 1.3 Hz, 1H, H6-Aryl); 2.97 (dd, Jp.
4= 8.3 Hz, *Jun= 6.1 Hz, 2H, H7); 2.77 (dd, *Ju.u= 8.3 Hz, *Jnn=
6.1 Hz, 2H, H8)

BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 168.5 (C9); 151.8 (C1); 128.5
(C3); 128.1 (C5); 124.3 (C4); 123.6 (C2); 116.4 (CB); 28.7 (C8);
22.9 (C7)
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6.2.2.2. Benzyl-Schitzung von 3-(2-Hydroxyphenyl)propionsaure 47 zu 3-(2-

Benzyloxyphenyl)propionsaure 49

OH (o) Benzylbromid m 11 (e 0]
Ethanol, 1N NaOH p 1 7
OH > OH
20°C, 24h 6 2 g 9
5 3
4
47 49

3.32 g (20.0 mmol) 3-(2-Hydroxyphenyl)propionsaure 47 wurden in 60 ml Ethanol
vorgelegt. Unter Rihren wurden bei Raumtemperatur nacheinander 40 ml 1 N
NaOH-Lésung und 3.42 g (20.0 mmol) Benzylbromid, das zuvor in 10 ml Ethanol
aufgenommen wurde, innerhalb von 2 Stunden zu getropft. Nachdem das Reakti-
onsgemisch uber Nacht bei Raumtemperatur abreagiert hatte, wurde die Losung in
100 ml Eiswasser gegossen und unter starkem Ruhren mit 37 %-iger Salzsaure auf
pH 2 angesauert. Es entstand eine milchige Suspension, deren walrige Phase nach
einer Diethylether-Extraktion (dreimal 30 ml) verworfen wurde. Nach dem Trocknen
uber Natriumsulfat und dem Entfernung des Losungsmittels mittels Rotationsver-
dampfer wurde ein gelbbraunes Ol erhalten. Das reine Produkt wurde schlieRlich
durch Flash-Chromatographie (Dichlormethan mit einem angesauerten (0.10 % Es-

sigsaure) Methanol-Gradienten von 0-30 %) erhalten.

Ausbeute: 4.38 g (18.8 mmol, 94 %), gelbes Ol
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.74
"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 12.04 (s(br), 1H, COOH); 7.47-

7.44 (m, 2H, Ho-Ph); 7.39 (dd, *Ji.4= 7.3 Hz, 2H, Hm-Ph); 7.34-
7.29 (m, 1H, Hp-Ph); 7.16 (dd, 1H, 2x*Jy.= 7.1 Hz, H5); 7.16
(dd, *Jpn= 7.4 Hz, 0= 1.8 Hz, 1H, H3); 7.01 (dd, *Jy.u= 8.7
Hz, *Jnu= 1.1 Hz, 1H, HB); 6.85 (ddd, 2x°Jin= 7.4 Hz, *Jp= 1.1
Hz, 1H, H4); 5.12 (s, 2H, H10); 2.83 (t, *Juu= 7.6 Hz, 2H, H7);
2.49 (t, *Jy.u= 7.7 Hz, 2H, H8)

BC-NMR: § [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 174.1 (C9); 156.2 (C1); 137.6
(C11); 129.8 (C3); 129.0 (C2); 128.5 (2xCm-Ph); 127.9 (Cp-Ph);
127.6 (C5); 127.4 (2xCo-Ph); 120.6 (C4); 112.1 (CB); 69.3 (C10);
33.8 (C8); 25.6 (C7)
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6.2.2.3. Darstellung von 3-[3-(2-Benzyloxyphenyl)propanoyl]-1,3-thiazolidin-2-

thion 50
Bn.
@) o) )SJ\ DCC, 4-DMAP ©/\ /l(
Dichlormethan 2'
+
OH HN S N
-/ 0-25°C, 1h
49 * s

Es wurden 1.25g (4.88 mmol) 3-(2-Benzyloxyphenyl)propionsaure 49, 582 mg
(4.88 mmol) 1,3-Thiazolidin-2-thion und 60 mg (0.49 mmol) 4-DMAP in 10 ml
Dichlormethan geldst und auf 0°C abgekuhlt. Unter Ruhren wurden nun 1.11g
(5.36 mmol) DCC zugegeben. Nach 5 Minuten entfernte man das Eisbad und rlhrte
30 Minuten weiter. Dabei farbte sich die Losung gelb und ein farbloser, kristalliner
Feststoff fiel aus. Der Niederschlag wurde durch Filtration abgetrennt und die Kri-
stalle mit Dichlormethan gewaschen. Die organischen Phasen wurden vereinigt und
das Lésungsmittel entfernt. Danach blieb ein gelbes Ol als Rohprodukt zuriick, wel-
ches mit Hilfe des Chromatotrons aufgereinigt werden konnte (Dichlormethan mit

einem Methanol-Gradienten von 0-20 %).

Ausbeute: 1.68 g (4.70 mmol, 96 %), hellgelber Feststoff
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.81
"H-NMR: 3 [ppm] (500 MHz, CDCl3): 7.46-7.42 (m, 2H, Ho-Ph); 7.40 (ddd,

3Jun= 7.6 Hz, 2x*Jyy= 1.7 Hz, 2H, Hm-Ph); 7.35-7.31 (m, 1H,
Hp-Ph); 7.22 (dd, *Jp.n= 7.7 Hz, *Jun= 1.8 Hz, 1H, H3-Aryl); 7.19
(ddd, 2x°Jy.4= 7.8 Hz, *Jui= 1.8 Hz, 1H, H5-Aryl); 6.93-6.89 (m
2H, H4-Aryl+H6-Aryl); 5.10 (s, 2H, H10); 4.52 (t, *Jyu= 7.6 Hz,
2H, H4*); 3.62 (t, *Jun= 7.4 Hz, 2H, H7); 3.21 (t, *Jy.u= 7.6 Hz,
2H, H5'); 3.07 (t, *Jpu= 7.4 Hz, 2H, H8)

¥C-NMR: & [ppm] (126 MHz, CDCls): 201.3 (C2*): 174.4 (C9); 156.7 (C1);
137.2 (C11); 130.3 (C3); 129.0 (C2); 128.8 (2xCm-Ph); 127.8
(C5); 127.6 (Cp-Ph); 127.3 (2xCo-Ph); 120.7 (C4); 111.6 (C6);
69.8 (C10); 56.0 (C4‘); 38.4 (C8); 28.3 (C5°); 26.1 (C7)
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6.2.2.4. Darstellung von Benzyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46d

OH @)

OH O Benzylbromid 1 7 10
DBU, Toluol
OH oluo . 6 2 % 9 O/\O
Ruickflul, 7h 5 3 o p
4 m
47 46d

Zu einer ruhrenden Lo6sung von 2.08 g (12.5 mmol) 3-(2-Hydroxyphenyl)propion-
saure 47 in 30 ml trockenem Toluol wurden 1.87 ml DBU und 1.48 ml (12.5 mmol)
Benzylbromid gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde nun 7 Stunden unter Ruckflufd
erhitzt und danach auf Raumtemperatur abgekuhlt. Die organische Phase wurde
nacheinander mit Wasser und einer gesattigten Natriumhydrogencarbonat-Losung
gewaschen und mit einer konzentrierten Natriumchlorid-Lésung vorgetrocknet. Nach
dem Trocknen Uber Natriumsulfat konnte schliel3lich das Losungsmittel entfernt wer-
den. Das reine Produkt wurde nach der Aufreinigung mit Hilfe des Chromatotrons (n-

Hexan mit einem Ethylacetat-Gradienten von 10-50 %) erhalten.

Ausbeute: 3.11 g (12.1 mmol, 97 %), blakgelbes Ol
DC: R+Wert (n-Hexan/Ethylacetat 3:2 v/v): 0.48
R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.71

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.36 (s, 1H, Aryl-OH); 7.37-7.29
(m, 5H, Ph); 7.02 (dd, ®Ju.n= 7.3 Hz, 1H, H3-Aryl); 7.00 (ddd,
2x%J4= 7.6 Hz, *Jun= 1.8 Hz, 1H, H5-Aryl); 6.77 (dd, *Jy.v= 7.9
Hz, “Jun= 1.1 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.67 (ddd, 2x°Jun= 7.4 Hz, *Ju
4= 1.2 Hz, 1H, H4-Aryl); 5.06 (s, 2H, H10); 2.79 (t, *Jy.n= 7.7 Hz,
2H, H7); 2.61 (dd, *Ju.n= 8.1 Hz, *Jun= 7.2 Hz, 2H, H8)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.6 (C9); 155.3 (C1); 136.4
(C11); 129.9 (C3); 128.6 (2xCm-Ph); 128.1 (Cp-Ph); 128.1
(2xCo-Ph); 127.4 (C5); 126.5 (C2); 119.1 (C4); 115.0 (C6); 65.5
(C10); 33.7 (C8); 25.7 (C7)
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6.2.2.5. Darstellung von tert-Butyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46e

11a
OH (0]
OH 0 ﬂ/ t:Butanol 17 )<"'°
e} oluo 11c
OH + )\ - » 6 2 8 9 O 10
\N O/\[< Ruckflul®, 5 h 5 3

4
46e

Eine Ldsung von 1.50 g (9.03 mmol) 3-(2-Hydroxyphenyl)propionsaure 47 und 8.70 g
(117 mmol) tert-Butanol in 22 ml Toluol wurde bis zum RuUckflul3 erhitzt. Zu diesem
siedenden Gemisch wurden 6.27 g (27.1 mmol) N,N-DMF-Dineopentylacetal in etwa
einer halben Stunde zugetropft. Nach insgesamt 5 Stunden Reaktionszeit liel3 man
den Ansatz auf Raumtemperatur abkiahlen. Um den Uberschussigen tert-Butanol und
eventuell nicht umgesetztes Edukt 47 zu entfernen, wurde die organische Phase
nacheinander mit einer gesattigten Natriumcarbonat-Losung und Wasser gewa-
schen. Nach dem Trocknen uber Natriumsulfat konnte das LOosungsmittel entfernt
und der dlige Rickstand mittels Chromatotron (Dichlormethan mit einem Methanol-

Gradienten von 0-20 %) aufgereinigt werden.

Ausbeute: 1.62 g (7.29 mmol, 81 %), farbloses Ol
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.61
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCI3): 8.06 (s, 1H, Aryl-OH); 7.13 (ddd,

253Jun= 7.6 Hz, *Jun= 1.5 Hz, 1H, H5-Aryl); 7.08 (dd, *Ju.u= 7.5
Hz, *Jus= 1.6 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.90 (dd, *Jun= 8.1 Hz, *Jun=
1.0 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.86 (ddd, 2x*Ju.s= 7.4 Hz, *Jun= 1.1 Hz,
1H, H4-Aryl): 2.86 (t, *Jui= 6.2 Hz, 2H, H7); 2.65 (t, *Jp.= 6.2
Hz, 2H, H8); 1.43 (s, 9H, H11a-c)

¥C-NMR: 8 [ppm] (101 MHz, CDCls): 174.5 (C9); 153.8 (C1); 129.9 (C3);
127.3 (C5); 126.7 (C2); 120.0 (C4); 116.2 (C6); 73.5 (C10); 35.8
(C8); 26.8 (C11a-c); 25.6 (C7)
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6.2.3. Synthesen der Alkyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionate 52a-d

6.2.3.1. Darstellung von Methyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat 52a

0) (0]

Methanol 3 7 10
/©/\)LOH CH2C|2, H2SO4 o 2 4 % 9 O/
HO Rickflul, 5h HO 1 5

51 52a

Zu 6 ml absolutem Methanol wurden 2.49 g (15.0 mmol) 3-(4-Hydroxyphenyl)-
propionsaure 51 und 2-3 Tropfen konzentrierte Schwefelsaure gegeben. Anschlie-
Rend multe das Reaktionsgemisch fur 5 Stunden unter Ruckflul® erhitzt werden.
Dabei wurde das entstehende Reaktionswasser kontinuierlich mit einem Wasserab-
scheider entfernt. Nach dem Abklhlen wurde das Reaktionsgemisch nacheinander
mit einer gesattigten Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschen. Die
organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel mit
Hilfe des Rotationsverdampfer entfernt. Das zurickbleibende Rohprodukt konnte
durch eine Trennung am Chromatotron (Dichlormethan mit einem Methanol-

Gradienten von 0-20 %) aufgereinigt werden.

Ausbeute: 2.51 g (13.9 mmol, 93 %), farbloser Feststoff
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.70
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.07 (d, *Jun= 8.3 Hz, 2H, H3-

Aryl+H5-Aryl); 6.76 (d, *Jun= 8.4 Hz, 2H, H4-Aryl+H6-Aryl); 3.68
(s, 3H, H10); 2.89 (t, *Jun= 7.7 Hz, 2H, H7): 2.61 (t, *Jun= 7.7
Hz, 2H, H8)

BC-NMR: § [ppm] (101 MHz, CDCl3): 173.6 (C9); 154.0 (C1); 132.6 (C4);
129.4 (C5+C3); 115.3 (C2+C6); 51.6 (C10); 36.0 (C8); 30.1 (C7)

6.2.3.2. Darstellung von Benzyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat 52b

@) @)

Benzylalkohol 3 7 10
/©/\)LOH Toluol, H3PO4 _ 2 4 p 9 O/\1©
HO Ruckfluf3, 10h HO™ 1 5 o P

51 52b
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Ein Gemisch aus 7.00 g (42.1 mmol) 3-(4-Hydroxyphenyl)propionsaure 51, 13 ml
Benzylalkohol und 3 Tropfen 85 %-ige Phosphorsaure in 80 ml Toluol wurde bis zum
Ruckfluld erhitzt, wobei man das entstehende Reaktionswasser mit Hilfe einer Dean-
Stark-Apparatur abtrennte. Das verdampfende Toluol/Wasser-Gemisch wurde bei
einer Reaktionstemperatur von 145-150°C 10 Stunden kontinuierlich destilliert. An-
schlieRend konnte unter Olpumpenvakuum (1 Torr) bei einer Olbadtemperatur von
150°C der Uberschussige Benzylalkohol entfernt werden. Das zuruckbleibende, 6lige
Rohprodukt wurde nun in Diethylether aufgenommen, mit einer gesattigten Natrium-
hydrogen-Losung und Wasser gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das
reine Produkt 52b konnte schlieRlich durch Destillation im Olpumpenvakuum (Olbad:
235°C, Ubergangstemperatur: 185-190°C) erhalten werden.

Ausbeute: 7.92 g (30.9 mmol, 73 %), blaRgelbes, zahes Ol
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.85
R+Wert (Dichlormethan/Diethylether 9:1 v/v): 0.47

"H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.15 (s, 1H, Aryl-OH); 7.36-7.27
(m, 5H, Ph); 6.98 (d, *Jun= 8.4 Hz, 2H, H3-Aryl+H5-Aryl); 6.64
(d, ®Juw= 8.5 Hz, 1H, H4-Aryl+H6-Aryl); 5.06 (s, 2H, H10); 2.74
(t, 3= 7.5 Hz, 2H, H7); 2.60 (t, 3Jy.i= 7.4 Hz, 2H, H8)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.4 (C9): 155.8 (C1); 136.4
(C11); 130.6 (C4); 129.3 (C5+C3); 128.6 (2xCm-Ph); 128.1 (Cp-
Ph); 128.0 (2xCo-Ph); 115.3 (C2+C86); 65.5 (C10); 35.7 (C8);
29.7 (C7)

6.2.3.3. Darstellung von iso-Propyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat 52¢

0]

11a
iso-Propanol /k
/@/\/LOH HCI-Gas trocken /©/\)9Lo 10>11b
HO 21°C, 16h

51

Zu einer ruhrenden Loésung von 3.34 g (20.1 mmol) 3-(4-Hydroxyphenyl)propion-
saure 51 in 150 ml (1.95 mol) iso-Propanol wurde trockenes Chlorwasserstoff-Gas

eingeleitet. Dabei erwarmte sich die Losung bis zum Sieden des Alkohols. Nach ei-
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ner Stunde wurde der Vorgang abgebrochen. Zur Vervollstandigung wurde die Re-
aktionsldsung unter einer Argonatmosphare bei Raumtemperatur 16 Stunden weiter
geruhrt. Das Losungsmittel konnte danach am Rotationsverdampfer entfernt und das
zuriickbleibende farblose, zéahe Ol mit Hilfe des Chromatotrons (Dichlormethan mit

einem Methanol-Gradienten von 0 bis 20 %) aufgereinigt werden.

Ausbeute: 2.60 g (12.5 mmol, 62 %), farbloser Feststoff
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.71
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.12 (s, 1H, Aryl-OH); 6.98 (d, *J.

4= 8.5 Hz, 2H, H3-Aryl+H5-Aryl); 6.64 (d, *Ji.v= 8.5 Hz, 2H, H4-
Aryl+H6-Aryl); 4.84 (sept, *Jun= 6.3 Hz, 1H, H10); 2.70 (t, *Jpr=
7.5 Hz, 2H, H7); 2.47 (t, *Ju.s= 7.5 Hz, 2H, H8); 1.12 (d, *Ju.i=
6.3 Hz, 6H, H11a,b)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 171.9 (C9); 155.7 (C1); 132.6 (C4);
129.2 (C5+C3); 115.2 (C2+C6); 67.1 (C10); 36.0 (C8); 29.7 (C7);
21.7 (C11a,b)

IR (NaCl): v [em™]: 3412, 3024, 1712 (CO), 1613, 1595, 1519, 1449,
1377, 1298, 1266, 1149, 1108, 904, 837, 820, 609

6.2.3.4. Darstellung von tert-Butyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat 52d

tert-Butanol 1a
(0] Toluol 5 ; (0] k“b
N,N-DMF-dineo-
/©/\)LOH pentylacetal 2 4 5 9 0710 11c
> 5
HO RuckfluR, 5h HO™ 1%
> 52d

Eine Ldosung von 1.99 g (12.0 mmol) 3-(4-Hydroxyphenyl)propionsaure 51 und 11.6 g
(156 mmol) tert-Butanol in 25 ml Toluol wurde bis zum RuUckflul3 erhitzt. Zu diesem
siedenden Gemisch wurden 8.33 g (36.0 mmol) N,N-DMF-Dineopentylacetal in etwa
einer halben Stunde zugetropft. Nach insgesamt 5 Stunden Reaktionszeit liel3 man
den Ansatz auf Raumtemperatur abkiahlen. Um den Uberschussigen tert-Butanol und
nicht umgesetztes Edukt 51 zu entfernen, wurde die organische Phase mit einer ge-
sattigten Natriumcarbonat-Losung und Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen

uber Natriumsulfat konnte das Losungsmittel entfernt und der 6lige Ruckstand mit
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dem Chromatotron (Dichlormethan mit einem Methanol-Gradienten von 0-20 %) auf-

gereinigt werden.

Ausbeute: 1.96 g (8.82 mmol, 73 %), farbloser Feststoff
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.79
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.05 (d, *Jun= 8.5 Hz, 2H, H3-

Aryl+H5-Aryl); 6.75 (d, *Ju.= 8.5 Hz, 2H, H4-Aryl+H6-Aryl); 2.84
(t, 2Ju= 7.7 Hz, 2H, H7); 2.51 (t, *Ju= 7.7 Hz, 2H, H8); 1.42 (s,
9H; 11a-c)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 172.7 (C9); 154.3 (C1); 132.4 (C4);
129.3 (C5+C3); 115.2 (C2+C6); 73.5 (C10); 37.4 (C8); 30.3 (C7);
28.0 (C11a-c)

6.2.4. Synthesen der 2-(2-Hydroxyphenyl)- und 2-(4-Hydroxyphenyl)-
ethylalkanoate 55a-c nach AAV-2

Ethylalkanoat
OH  n-Hexan o) R
X o X
Ho—" D Sio, NaHso4= Ho—! D \[Of
67°C, 6-22h
53: ortho 55a,c: ortho
54: para 55b: para

Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV)-2:

Zu einem Gemisch von 1 mmol des entsprechenden Diols in 15 ml einer 30 %-igen
Ldsung von Ethylacetat in n-Hexan wurden 100 mg des NaHSO4-SiO,-Katalysators
gegeben, dessen Darstellung nachfolgend beschrieben ist. Danach wurde unter
Ruhren die Temperatur auf 67°C erhdht und in regelmafligen Abstanden der Reakti-
onsverlauf mit Hilfe der DC verfolgt. Sobald das Edukt vollstandig verbraucht war,
wurde die Losung auf Raumtemperatur abgekuhlt, der Katalysator mit einem einfa-
chen Papierfilter abgetrennt und der Katalysator mit etwas Dichlormethan gewa-
schen. Die vereinigten, organischen Phasen wurden am Rotationsverdampfer vom
Ldsungsmittel befreit und das isolierte, olige Rohprodukt am Chromatotron gereinigt

(Dichlormethan mit einem Methanol-Gradienten von 0-20 %).
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Darstellung des NaHS O, SiOs-Katalysators:

In einem Becherglas wurden 4.14 g (0.03 mol) NaHSO4-H,0 in 20 ml Wasser gelost
und mit 10 g Silicagel (SiO,; sdulenchromatographische Qualitat, 60 A, 200-
400 mesh) vermischt. Dieses Gemisch wurde zunachst 15 Minuten gerthrt und an-
schlielend unter leichtem Erwarmen so lange geruhrt, bis ein trockenes Pulver ent-
standen war. Der Katalysator mufdte zum weiteren Trocknen noch 48 Stunden bei

120°C gebacken werden und war danach fertig zum Gebrauch.

6.2.4.1. Darstellung von 2-(2-Hydroxyphenyl)ethylacetat 55a

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-2 (siehe Abschnitt 6.2.4.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:

2.68 g (19.4 mmol) 2-(2-Hydroxyphenyl)ethanol 53, 1.94 g NaHSO,4-SiO,-Katalysator,
88 ml Ethylacetat, 204 ml n-Hexan, Reaktionszeit: 18 h;

Ausbeute: 3.04 g (16.9 mmol, 87 %), kristalliner, farbloser Feststoff
DC: R+Wert (n-Hexan/Ethylacetat 3:2 v/v): 0.44
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCIs3): 8.08 (s, 1H, Aryl-OH); 7.13 (ddd,

253Jun= 7.7 Hz, *Jun= 1.6 Hz, 1H, H5-Aryl); 7.12 (dd, *Ju.n= 7.5
Hz, “Ju= 1.6 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.88 (dd, *Jun= 7.7 Hz, *Jun=
1.3 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.84 (dd, *Ju.n= 7.7 Hz, *Juns= 1.0 Hz, 1H,
H6-Aryl); 4.29 (t, *Jun= 7.0 Hz, 2H, H8); 2.97 (t, *Juw= 7.0 Hz,
2H, H7); 2.09 (s, 3H, H10)

BC-NMR: 8 [ppm] (101 MHz, CDCls): 172.0 (C9); 154.8 (C1); 130.9 (C3);
128.3 (C5); 123.6 (C2); 120.7 (C4); 115.9 (C6); 64.5 (C8); 30.1
(C7); 21.0 (C10)
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6.2.4.2. Darstellung von 2-(4-Hydroxyphenyl)ethylacetat 55b

23 T 0.9 10
48\ﬂ/
1 5 0

HO 6

55b

Die Reaktion wurde gemald der AAV-2 (siehe Abschnitt 6.2.4.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:

2.68 g (19.4 mmol) 2-(4-Hydroxyphenyl)ethanol 54, 1.94 g NaHSO,-SiO,-Katalysator,
88 ml Ethylacetat, 204 ml n-Hexan, Reaktionszeit: 18 h;

Ausbeute: 3.04 g (16.9 mmol, 87 %), kristalliner, farbloser Feststoff
DC: Rs-Wert (n-Hexan/Ethylacetat 3:2 v/v): 0.44
"H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCIs): 8.08 (s, 1H, Aryl-OH); 7.13 (ddd,

253Jun= 7.7 Hz, *Juy= 1.6 Hz, 1H, H5-Aryl); 7.12 (dd, *Jyv= 7.5
Hz, *Ju= 1.6 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.88 (dd, *Ju.n= 7.6 Hz, *Jyn=
1.3 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.84 (dd, *Jp.u= 7.7 Hz, *Jus= 1.0 Hz, 1H,
H6-Aryl); 4.29 (t, *Jun= 7.0 Hz, 2H, H8); 2.97 (t, *Jun= 7.0 Hz,
2H, H7); 2.09 (s, 3H, H10)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 172.0 (C9); 154.8 (C1); 130.9 (C3);
128.3 (C5); 123.6 (C2); 120.7 (C4); 115.9 (C6); 64.5 (C8); 30.1
(C7); 21.0 (C10)

6.2.4.3. Darstellung von 2-(2-Hydroxyphenyl)ethylpropionat 55c

OH

1 7 0.9 10
5 3 O

4 55¢c

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-2 (siehe Abschnitt 6.2.4.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:

1.53 g (11.0 mmol) 2-(2-Hydroxyphenyl)ethanol 53, 1.10 g NaHSO4-SiO,-Katalysator,
60 ml Ethylpropionat, 140 ml n-Hexan, Reaktionszeit: 22 h;

Ausbeute: 1.66 g (9.16 mmol, 83 %), farbloses Ol
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DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.68

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.12 (ddd, 2x°Jun= 7.6 Hz, *Jnn= 1.7
Hz, 1H, H5-Aryl); 7.10 (dd, *Jy= 7.5 Hz, *Jps= 1.7 Hz, 1H, H3-
Aryl); 6.88 (dd, *Jun= 7.5 Hz, *Jun= 1.3 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.84
(dd, *Jyi= 7.6 Hz, ‘U= 1.2 Hz, 1H, H6-Aryl); 4.32 (t, *Jp= 7.0
Hz, 2H, H8); 2.98 (t, *Jun= 7.0 Hz, 2H, H7); 2.37 (q, *Jun= 7.7
Hz, 2H, H10); 1.16 (t, *Ju= 7.7 Hz, 3H, H11)

BC-NMR: 8 [ppm] (101 MHz, CDCls): 174.6 (C9); 154.8 (C1); 130.9 (C3);
128.3 (C5); 123.6 (C2); 120.7 (C4); 115.9 (C6); 64.7 (C8); 30.1
(C7); 27.8 (C10); 9.4 (C11)

6.2.5. Synthesen der 2-(2-Hydroxyphenyl)- und 2-(4-Hydroxyphenyl)-
ethylpivalate 55d,e nach AAV-3

)
OH Q
ol X . )]\ Toluol . N O\H)<
L NS 65°C, 48h HO—— I

53: ortho 56 55d: ortho
54: para 55e: para

Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV)-3:

Ein Gemisch von 1.0 mmol des entsprechenden Diols und 1.1 mmol des ,twisted-
Amids® 56, dessen Darstellung nachfolgend beschrieben ist, wurden in 20 ml trocke-
nem Toluol fur 48 Stunden bei 65°C geruhrt. Danach wurde der Erfolg der Umset-
zung mittels DC-Kontrolle Uberpruft. Wenn noch Edukt nachzuweisen war, wurde die
Reaktionszeit entsprechend verlangert. AnschlieBend muldte das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und das isolierte, 6lige Rohprodukt durch eine zweifa-
che Trennungen (1. Eluent: n-Hexan/Ethylacetat 3:1 v/v; 2. Eluent: n-Hexan/Diethyl-

ether 7:3 v/v) am Chromatotron aufgereinigt werden.
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Darstellung von 3-Pivaloyl-1,3-thiazolidin-2-thion 56 (,twisted-Amid®):

@) S Triethylamin 0 S
Py CH,Cl, M2
+
cl HN s » 8- 776N S
w/ 0°C, 2 h 8b —s
8c
56

Zu einer Loésung von 3.00g (25.2 mmol) 1,3-Thiazolidin-2-thion und 5.00 g
(50.0 mmol) Triethylamin in 60 ml Dichlormethan wurden bei 0°C 3.62 g (30.2 mmol)
Pivaloylchlorid zugetropft. Danach wurde das Gemisch flr 2 Stunden bei 0°C weiter
geruhrt. Durch die Zugabe von Wasser wurde die Reaktion beendet, die organische
Phase abgetrennt und diese Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Abdestillieren
des Losungsmittel blieb ein gelber Feststoff zurick, der in einem n-
Hexan/Diethylether-Gemisch (2:1 v/v) aufgenommen wurde und die unl6slichen Be-
standteilen abfiltriert. Aus dem Filtrat konnte das Produkt durch die Zugabe von n-

Hexan auskristallisiert werden.

Ausbeute: 4.52 g (22.2 mmol, 88 %), fahlgelbe Plattchen
DC: R+Wert (n-Hexan/Ethylacetat 3:1 v/v): 0.42
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 4.24 (t, *Jun= 7.5 Hz, 2H, H4);

3.61 (t, *Jun= 7.4 Hz, 2H, H5); 1.31 (s, 9H, H8a-c)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 199.9 (C2); 187.7 (C6); 57.5 (C4);
43.9 (C7); 32.0 (C5); 27.3 (C8a-c)

6.2.5.1. Darstellung von 2-(2-Hydroxyphenyl)ethylpivalat 55d

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-3 (siehe Abschnitt 6.2.5.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:

1.90 g (13.7 mmol) 2-(2-Hydroxyphenyl)ethanol 53, 3.07 g (15.1 mmol) 3-Pivaloyl-
1,3-thiazolidin-2-thion 56, 200 ml Toluol;

Ausbeute: 2.46 g (11.1 mmol, 80 %), farbloses Ol
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DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

IR (Film):

R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.60
R¢+-Wert (n-Hexan/Diethylether 7:3 v/v): 0.32

5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 8.01 (s, 1H, Aryl-OH); 7.12 (ddd,
253Jun= 7.7 Hz, *Juw= 1.8 Hz, 1H, H5-Aryl); 7.10 (dd, *Ju.n= 7.5
Hz, *Jun= 1.8 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.85 (ddd, 2x*Ju.= 7.4 Hz, *Jn.
4= 1.2 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.83 (dd, *Jun= 7.9 Hz, *Jp= 1.1 Hz,
1H, H6-Aryl): 4.27 (t, 3Ju= 7.1 Hz, 2H, H8); 2.95 (t, *Jpr= 7.1
Hz, 2H, H7); 1.19 (s, 9H, H11a-c)

8 [ppm] (101 MHz, CDCl3): 176.8 (C9); 154.5 (C1); 130.9 (C3);
128.2 (C5); 123.5 (C2); 120.5 (C4); 115.8 (C6); 64.3 (C8); 38.8
(C10); 30.1 (C7); 27.1 (C11a-c)

v [em™]: 3418, 1704 (CO), 1481, 1458, 1292, 1233, 1170, 753

6.2.5.2. Darstellung von 2-(4-Hydroxyphenyl)ethylpivalat 55e

11a
11b
2 S : O\ﬁ/mk
/©{\8/ (e e
5
HO 1 6
55e

Die Reaktion wurde gemald der AAV-3 (siehe Abschnitt 6.2.5.) mit folgenden Men-

gen durchgeflhrt:

2.76 g (20.0 mmol) 2-(4-Hydroxyphenyl)ethanol 54, 4.47 g (22.0 mmol) 3-Pivaloyl-
1,3-thiazolidin-2-thion 56, 200 ml Toluol;

Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

2.27 g (10.2 mmol, 51 %), farbloses Ol
R+Wert (n-Hexan/Ethylacetat 3:1 v/v): 0.81

8 [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.09 (d, *Jun= 8.6 Hz, 2H, H3-
Aryl+H5-Aryl); 6.78 (d, *Jun= 8.4 Hz, 2H, H4-Aryl+H6-Aryl); 4.24
(t, *Jun= 6.9 Hz, 2H, H8); 2.87 (t, *Ju.n= 6.9 Hz, 2H, H7); 1.17 (s,
9H, H11a-c)
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¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 177.2 (C9); 154.4 (C1); 130.0
(C3+C5); 129.8 (C4); 115.3 (C2+C6); 65.2 (C8); 38.7 (C10); 34.2
(C7); 27.1 (C11a-c)

IR (Film): v [em™): 3403, 2973, 1704, 1517, 1292, 1225, 1169

6.2.6. oa-Hydroxymethylierung der Phenolderivate 46a-e, 52a-d, 55a-e,
59 und 60 nach AAV-4

Phenylboronsaure

AN pFomattens A0 ponote S
X—— 25 , 10luo X—— I A oder B X—r—
= : %4 (0] — > = OH
Ruckflul®
46a-e, 52a-d 57a-p, 61 58a-p, 62
55a-e, 59, 60

Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV)-4:

2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin-Synthese 57a-q:

Das Reaktionsgemisch, bestehend aus dem entsprechenden Phenolderivat
(1 Aquivalent), Phenylboronsdure (1.2 Aquivalente), para-Formaldehyd (2 Aquiva-
lente) und Propionséaure (2 Aquivalent), wurde in trockenem Toluol bis zum Rickflui
erhitzt. Das entstehende Reaktionswasser entfernte man dabei mit Hilfe einer Dean-
Stark-Apparatur durch azeotrope Destillation. Nach 2 Stunden wurde das Fort-
schreiten der Reaktion mittels DC-Kontrolle tiberpriift und weitere 2 Aquivalente pa-
ra-Formaldehyd zugegeben. Dieser Schritt multe so oft wiederholt werden, bis das
Phenolderivat und die Phenylboronsaure vollstandig umgesetzt waren (mindestens
aber dreimal). Das entstandene Produkt war immer gut als stark UV-absorbierende
Bande zu erkennen.

Nach ausreichender Reaktionszeit wurde das Losungsmittel mit Hilfe des Rotations-
verdampfers abdestilliert und der zurtickgebliebene Ruckstand in 80 ml Dichlor-
methan aufgenommen. Die organische Phase wurde nun nacheinander mit einer
10 %-igen Natriumcarbonat-Lésung und Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen
uber Natriumsulfat konnte das Losungsmittel entfernt werden. Das Produkt wurde als
schwachgelbes, zahes Ol erhalten, das nach dem Abkiihlen kristallisierte. In den
meisten Fallen war dieses Zwischenprodukt rein genug, um ohne weitere Aufreini-
gung fur die Hydrolyse zum Saligenol-Derivat verwendet werden zu kdénnen. Wenn

dies nicht der Fall war, wurde eine chromatographische Trennung mit der entspre-
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chenden Methode (Dichlormethan mit einem Methanol-Gradienten von 0-10 %)
durchgefuhrt.

Hydrolyse der 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborine 57a-q zu den Saligenol-Deri-
vaten 58a-q nach Methode A oder B:

Methode A: Ein Gemisch aus dem entsprechenden 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-
dioxaborin-Derivat (10 mmol), 1,3-Propandiol (0.2 mol) und Toluol (20 ml) wurde fur
2 Stunden unter Ruckfluld erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurden 50 ml Wasser hinzu-
gegeben und die organische Phase abgetrennt. Die walirige Phase wurde zweimal
mit je 30 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel entfernt. Der Rickstand enthalt ne-
ben dem Saligenol-Derivat auch das durch Umesterung entstandene 2-Phenyl-4H-
benzo[1,3,2]-dioxaborinan, das sich relativ einfach chromatographisch von dem viel
polarerem Saligenol abtrennen liel3 (n-Hexan mit einem Diethylether-Gradienten von
30-60 %).

Methode B: Das 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin-Derivat (10 mmol) wurde in
THF (20 ml) aufgenommen und bei 0°C mit einer 30 %-igen Wasserstoffperoxid-
Ldsung (10 ml) versetzt. Nachdem maximal (DC-Kontrolle) eine halbe Stunde ge-
ruhrt war, wurde das Reaktionsgemisch zu 50 ml Wasser gegossen und viermal mit
20 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherextrakte wurden mit einer Natri-
umhydrogensulfit-Losung gewaschen, um uberschussiges Perhydrol zu zerstoren.
Nach dem Ausschuitteln mit einer gesattigten NaCl-Losung wurde die organische
Phase Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel konnte nun abdestilliert
werden und es blieb ein Gemisch aus dem Saligenol-Derivat und dem Oxidationsne-
benprodukt Phenol zurick. Die Trennung der beiden Produkte mit Hilfe des Chro-
matotrons war je nach Saligenol-Derivat mehr oder weniger problematisch. Als opti-
maler Eluent fur diese Aufgabe stellte sich ein Gemisch von n-Hexan und Diethyle-
ther heraus. Der Salicylalkohol sollte zum Auftragen in n-Hexan mit einem maoglichst
geringen Diethylether-Anteil gelost werden. Aul3erdem sollte der Gradient zu Beginn
der Trennung nicht allzu schnell verandert werden (Diethylether-Gradient von 10-
60 %).
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6.2.6.1. Darstellung von Methyl-3-(3-hydroxymethyl-2-hydroxyphenyl)propion-

at 58a

Methyl-3-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-8-yl)propionat-Synthese 57a:

Die Reaktion wurde gemald der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-

gen durchgeflhrt:

2.21g (12.3 mmol) Methyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46a, 1.79 g (14.7 mmol)
Phenylboronsaure, 454 mg (6.13 mmol) Propionsaure, 2.94 g (98.1 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

2.37 g (8.01 mmol, 65 %), fahlgelber Feststoff
R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.81

5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.99-7.98 (m, 2H, Ho-Ph); 7.54-7.50
(m, 1H, Hp-Ph); 7.46-7.41 (m, 2H, Hm-Ph); 7.12 (dd, *Ju.u= 7.5
Hz, *Jus= 0.9 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.99 (dd, 2x*Jy= 7.5 Hz, 1H,
H5-Aryl); 6.90 (d, *Jun= 7.3 Hz; 1H, H6-Aryl); 5.24 (s, 2H, H7);
3.70 (s, 3H, H11); 3.14 (t, *Jpyu= 7.7 Hz, 2H, H8); 2.76 (t, *Jp.i=
7.6 Hz, 2H, H9)

5 [ppm] (101 MHz, CDCls): 168.5 (C10); 147.0 (C2); 134.3
(2xCo-Ph); 131.6 (Cp-Ph); 129.9 (C1); 129.3 (C4); 127.8 (2xCm-
Ph); 126.8 (C3); 123.1 (6); 122.8 (C5); 122.6 (C-B); 63.0 (C7);
51.6 (C11); 34.2 (C9); 25.6 (C8)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin §7a zum Salicylalkohol 58a:

OH OH @)
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Die Reaktion wurde gemafl Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefihrt:

2.37 g (8.01 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57a, 8 ml 30 %-iges Was-
serstoffperoxid, 15 ml THF;

Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

IR (Film):

UV (CH3CN):

MS(ESI', m/z):

1.29 g (6.17 mmol, 77 %), farbloses Ol
R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.67

& [ppm] (250 MHz, CDCl3): 8.11 (s, 1H, Aryl-OH); 7.05 (d, *Jin=
7.6 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.95 (d, *Jy.4= 7.6 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.79
(dd, 2x°Jyn= 7.3 Hz, 1H, H5-Aryl); 4.79 (s, 2H, H7); 3.68 (s, 3H,
H11); 2.96 (t, *Ju.nw= 7.0 Hz, 2H, H8); 2.63 (t, *Jy.y= 7.0 Hz; 2H,
H9)

8 [ppm] (63 MHz, CDCly): 175.2 (C10); 153.9 (C2); 130.0 (C4);
127.7 (C1); 126.4 (CB); 125.8 (C3); 119.9 (C5); 64.2 (C7); 51.9
(C11); 34.4 (C9); 25.0 (C8)

v [em™]: 3358 (OH), 1712 (C=0), 1595, 1465, 1369, 1227,
1083, 1006, 845, 779, 750

Amax: 275.06, 208.82 nm
}Lmin: 240.56 nm

ber.: 210.2 (M)
gef.: 209.4 (M-H")

6.2.6.2. Darstellung von Ethyl-3-(3-hydroxymethyl-2-hydroxyphenyl)propion-

at 58b

Ethyl-3-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-8-yl)propionat-Synthese 57b:
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:

3.17g (16.3 mmol) Ethyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46b, 2.39 g (19.6 mmol)
Phenylboronsaure, 604 mg (8.16 mmol) Propionsaure, 3.92 g (130.6 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute: 4.05 g (13.1 mmol, 80 %), fahlgelber Feststoff

DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.72

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 8.00-7.97 (m, 2H, Ho-Ph); 7.55-7.50
(m, 1H, Hp-Ph); 7.46-7.41 (m, 2H, Hm-Ph); 7.15 (d, *Ju.= 7.6
Hz, 1H, H4-Aryl); 6.99 (dd, 2x*Jun= 7.6 Hz, 1H, H5-Aryl); 6.90
(d, ®Jun= 7.6 Hz; 1H, HB-Aryl); 5.24 (s, 2H, H7): 4.16 (q, >Jun=
7.1 Hz, 2H, H11); 3.14 (t, *Jpn= 7.7 Hz, 2H, H8); 2.74 (t, *Jp.=
7.7 Hz, 2H, H9); 1.27 (s, 3H, H12)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 173.1 (C10); 147.0 (C2); 134.3

(2xCo-Ph); 131.5 (Cp-Ph); 129.3 (C1); 129.3 (C4); 127.8 (2xCm-
Ph); 123.1 (C6); 122.8 (C5); 122.3 (C-B); 62.9 (C7); 60.4 (C11);
34.4 (C9); 25.7 (C8); 14.2 (12)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin §7b zum Salicylalkohol 58b:

OH OH O
7~4 2 8 N
3 ¢ 1001112
6 4
5 58b

Die Reaktion wurde gemafl Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefihrt:

4.00 g (13.0 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57b, 13 ml 30 %-iges Was-
serstoffperoxid, 26 ml THF;

Ausbeute: 2.58 g (11.5 mmol, 88 %), farbloses Ol
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.63
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 8.51 (s(br), 1H, Aryl-OH); 7.06

(dd, *Jun= 7.5 Hz, *Jun= 1.6 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.96 (dd, *Jpn=
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7.5 Hz, *Juy= 1.6 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.72 (dd, 2x°J4= 7.6 Hz,
1H, H5-Aryl); 5.38 (s(br), 1H, Bn-OH); 4.56 (s, 2H, H7); 4.03 (q,
*Jun= 7.1 Hz, 2H, H11); 2.80 (t, *Jpyn= 7.7 Hz; 2H, H8); 2.52 (t,
*Jun= 7.7 Hz, 2H, H9); 1.15 (t, *Jpu= 7.1 Hz, 3H, H12)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl3): 172.7 (C10); 152.6 (C2); 128.4 (C4);
128.3 (C1); 127.4 (C3); 125.8 (C6); 119.4 (C5); 60.2 (C7); 60.0
(C11); 33.9 (C9); 25.5 (C8); 14.3 (C12)

6.2.6.3. Darstellung von iso-Propyl-3-(3-hydroxymethyl-2-hydroxyphenyl)pro-
pionat 58c

iso-Propyl-3-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-8-yl)propionat-Synthese 57c:

11.0.10
12a\(O
12b

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:

2.00 g (9.60 mmol) iso-Propyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46¢, 1.41 g (11.6 mmol)
Phenylboronsaure, 355 mg (4.80 mmol) Propionsaure, 1.69 g (56.3 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute: 2.06 g (6.35 mmol, 66 %), schwach gelbes Ol

DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.83

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.99 (dd, *Ju.n= 8.0 Hz, *Ju.s= 3.0 Hz,

*Jun= 1.5 Hz, 2H, Ho-Ph); 7.54-7.50 (m, 1H, Hp-Ph); 7.45-7.41
(m, 2H, Hm-Ph); 7.14 (d, *Ju.u= 7.6 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.98 (t, *Ju.
4= 7.5 Hz, 1H, H5-Aryl); 6.89 (d, ®Jin= 7.5 Hz; 1H, HB-Aryl); 5.24
(s, 2H, H7); 5.05 (sept, *Jun= 6.3 Hz, 1H, H11); 3.13 (t, *Jyp=
7.7 Hz, 2H, H8); 2.71 (t, *Juu= 7.7 Hz, 2H, H9): 1.24 (d, *Jnn=
6.3 Hz, 6H, H12a,b)
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¥C-NMR: & [ppm] (125 MHz, CDCls): 172.6 (C10); 147.0 (C2); 134.3
(2xCo-Ph); 131.5 (Cp-Ph); 129.3 (C1); 129.3 (C4); 127.9 (C3);
127.8 (2xCm-Ph); 123.0 (C6); 122.8 (C5); 122.3 (C-B); 67.6
(C11); 63.0 (C7); 34.7 (C9); 25.8 (C8); 21.8 (C12a,b)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin §7¢ zum Salicylalkohol 58c:

OH OH o] 12a
7~ 2 8 10 J\
3 9 O 11 >12b
6 4
5 58c

Die Reaktion wurde gemall Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefuhrt:
2.06 g (6.35 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin §7¢, 6.5 ml 30%-iges Was-

serstoffperoxid, 13 ml THF;

Ausbeute: 750 mg (3.10 mmol, 49 %), gelbes Ol
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.72
"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 8.50 (s(br), 1H, Aryl-OH); 7.06

(dd, *Jpu= 7.5 Hz, “ps= 1.7 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.96 (dd, >Jyq=
7.5 Hz, *Jun= 1.7 Hz, 1H, HB-Aryl); 6.72 (dd, *Jun= 7.5 Hz, 1H,
H5-Aryl); 5.38 (s(br), 1H, Bn-OH); 4.86 (sept, ®Jin= 6.3 Hz, 1H,
H11); 4.56 (s, 2H, H7); 2.79 (t, ®Junw= 7.7 Hz, 2H, H8); 2.49 (t,
*Jun= 7.7 Hz, 2H, H9); 1.14 (d, *Ju= 6.3 Hz, 6H, H12a,b)

¥C-NMR: & [ppm] (125 MHz, DMSO-dg): 172.2 (C10); 152.6 (C2); 128.4
(C4); 128.2 (C1); 127.3 (C3); 125.8 (C6); 119.3 (C5); 67.2 (C11);
60.2 (C7); 34.2 (C9); 25.5 (C8); 21.8 (C12a,b)

UV (CH3CN): Amax: 275.06, 211.58 nm
}Lmin: 241 .94 nm

IR (Film): v [em™: 3352 (OH), 1705 (C=0), 1596, 1467, 1375, 1268,
1228, 1107, 1083, 1009, 940, 836, 778, 749
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6.2.6.4. Darstellung von tert-Butyl-3-(3-hydroxymethyl-2-hydroxyphenyl)pro-
pionat 58d

tert-Butyl-3-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-8-yl)propionat-Synthese 57d:

12a>11(0 10
12b 112¢

Die Reaktion wurde gemald der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:

2.20 g (8.72 mmol) tert-Butyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46d, 1.28 g (10.5 mmol)
Phenylboronsaure, 323 mg (4.36 mmol) Propionsaure, 2.09 g (69.8 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute: 1.97 g (6.82 mmol, 66 %), schwach gelber Feststoff

DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.89

'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, CDCls): 8.00-7.97 (m, 2H, Ho-Ph); 7.55-7.50
(m, 1H, Hp-Ph); 7.46-7.41 (m, 2H, Hm-Ph); 7.14 (d, *Jyn= 7.6
Hz, 1H, H4-Aryl); 6.98 (t, *Ju.u= 7.6 Hz, 1H, H5-Aryl); 6.89 (d, Ju.
4= 7.6 Hz; 1H, HB-Aryl); 5.24 (s, 2H, H7); 3.10 (t, *Jyn= 7.8 Hz,
2H, H8); 2.65 (t, *Jun= 7.8 Hz, 2H, H9); 1.47 (s, 9H, H12a-c)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 172.5 (C10); 147.0 (C2); 134.3

(2xCo-Ph); 131.5 (Cp-Ph); 129.5 (C4): 129.0 (C1), 127.9 (C3);
127.8 (2xCm-Ph); 123.0 (CB8); 122.7 (C5); 122.4 (C-B); 80.3
(C11); 63.0 (C7); 35.6 (C9); 28.1 (12a-c); 25.8 (C8)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin §7d zum Salicylalkohol 58d:

12a

OH OH 0] 12b
784 2 8
10 O 11 >12¢
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Die Reaktion wurde gemafl Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefihrt:

1.97 g (5.82 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57d, 6.0 ml 30%-iges Was-
serstoffperoxid, 12 ml THF;

Ausbeute: 1.26 g (4.99 mmol, 86 %), gelber Feststoff
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.56
R+Wert (n-Hexan/Diethylether 1:1 v/v): 0.31

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 8.49 (s(br), 1H, Aryl-OH); 7.05
(dd, Jun= 7.8 Hz, *Jun= 2.2 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.96 (dd, *Jpn=
7.6 Hz, *Ju= 2.0 Hz, 1H, H6-Aryl): 6.72 (dd, *Jun= 7.5 Hz, 1H,
H5-Aryl); 5.37 (s(br), 1H, Bn-OH); 4.55 (s, 2H, H7); 2.76 (t, *Jun=
7.8 Hz, 2H, H8); 2.43 (t, *Jun= 7.7 Hz, 2H, H9); 1.36 (s, 9H,
H12a-c)

BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.1 (C10); 152.6 (C2); 128.4
(C4); 128.2 (C1); 127.5 (C3); 125.8 (CB); 119.3 (C5); 79.8 (C11);
60.3 (C7); 35.1 (C9); 28.0 (C12a-c); 25.6 (C8)

6.2.6.5. Darstellung von Benzyl-3-(3-hydroxymethyl-2-hydroxyphenyl)propion-
at 58e

Benzyl-3-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-8-yl)propionat-Synthese 57e:

11_0.10 /@
12 3
13a,b O 2.0,

14a,b
57e

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:

2.57 g (10.0 mmol) Benzyl-3-(2-hydroxyphenyl)propionat 46e, 1.46 g (12.0 mmol)
Phenylboronsaure, 375 mg (5.00 mmol) Propionsaure, 2.40g (80.0 mmol) para-
Formaldehyd;

Ausbeute: 2.24 g (5.82 mmol, 60 %), blaBgelbes Ol
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DC: Rs-Wert (n-Hexan/Ethylacetat 3:2 v/v): 0.47

"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.99-7.96 (m, 2H, Ho-Ph); 7.54-7.49
(m, 1H, Hp-Ph); 7.42-7.32 (m, 7H, Hm-Ph+H13a,b-Aryl+H14a,b-
Aryl+H15-Aryl); 7.12 (dd, *Jun= 7.5 Hz, “Jun= 1.1 Hz, 1H, H4-
Aryl); 6.97 (dd, 2x*Jun= 7.5 Hz, 1H, H5-Aryl); 6.80 (dd, *Jp.r=
7.5 Hz, “Jnn= 1.4 Hz, 1H, H6-Aryl); 5.23 (s, 2H, H7); 5.15 (s, 2H,
H11): 3.17 (t, *Jun= 7.6 Hz, 2H, H8); 2.82 (dd, *Ju.n= 7.8 Hz, Ju.
4= 7.6 Hz, 2H, H9)

BC-NMR: & [opm] (101 MHz, CDCls): 172.9 (C10); 147.0 (C2); 136.0 (C12);
134.3 (2xCo-Ph); 131.5 (Cp-Ph); 129.3 (C4); 129.1 (C1), 128.5
(2xC14a,b); 128.1 (2xC13a,b); 128.0 (C15); 127.9 (C3); 127.8
(2xCm-Ph); 123.1 (C6); 122.8 (C5); 122.4 (C-B); 66.2 (C11);
62.9 (C7); 34.4 (C9); 25.6 (C8)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin §7e zum Salicylalkohol 58e:

OH OH (0]
2 8
7~U 12
3 9 10 O 11
6 4 o P
5 58e m

Die Reaktion wurde gemafl Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefihrt:

2.24 g (6.02 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57e, 6.0 ml 30%-iges Was-
serstoffperoxid, 12 ml THF;

Ausbeute: 567 mg (1.98 mmol, 33 %), blaBgelbes Ol
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.77
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 8.52 (s(br), 1H, Aryl-OH); 7.38-

7.29 (m, 5H, Ph); 7.07 (dd, *Jpu= 7.5 Hz, *Jyy= 1.8 Hz, 1H, H4-
Aryl); 6.96 (dd, *Jun= 7.5 Hz, *Jun= 1.9 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.72
(dd, *Jun= 7.5 Hz, 1H, H5-Aryl); 5.37 (t(br), *Juu= 4.2 Hz, 1H,
Bn-OH); 5.07 (s, 2H, H11); 4.55 (d, *Ju.u= 4.2 Hz, 2H, H7); 2.83
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(t, *Jus= 7.7 Hz, 2H, H8); 2.61 (dd, *Ju.n= 8.1 Hz, *Jyn= 7.1 Hz,
2H, HO)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.5 (C10); 152.6 (C2); 136.4
(C12); 128.6 (2xCm-Ph); 128.4 (C4); 128.3 (C1); 128.1 (2xCo-
Ph); 127.2 (C3); 125.8 (C6); 119.4 (C5); 65.5 (C11); 60.2 (C7);
33.8 (C9); 25.4 (C8)

6.2.6.6. Darstellung von Methyl-3-(3-hydroxymethyl-4-hydroxyphenyl)propion-
at 58f

Methyl-3-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-6-yl)propionat-Synthese 57f:

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:
2.51g (13.9 mmol) Methyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat 52a, 2.03 g (16.6 mmol)

Phenylboronsaure, 515 mg (6.95 mmol) Propionsaure, 3.34 g (111 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute: 3.31 g (11.2 mmol, 80 %), schwach gelber Feststoff

DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.75

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.97 (ddd, *Ju.v= 8.0 Hz, *Jus= 3.0
Hz, *Jun= 1.6 Hz, 2H, Ho-Ph); 7.53-7.48 (m, 1H, Hp-Ph); 7.45-
7.40 (m, 2H, Hm-Ph); 7.08 (dd, ®Ju.n= 8.3 Hz, 1H, H4-Aryl); 7.02
(d, *Jun= 8.3 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.86 (d, *Jun= 2.2 Hz, 1H, H6-
Aryl); 5.22 (s, 2H, H7); 3.69 (s, 3H, H11); 2.92 (t, *Ju.i= 7.7 Hz,
2H, H8); 2.63 (t, *Jy.u= 7.7 Hz, 2H, HO)

¥C-NMR: d [ppm] (101 MHz, CDCl3): 173.2 (C10); 147.6 (C2); 135.3 (C5);

134.3 (2xCo-Ph); 131.4 (Cp-Ph); 131.0 (C1); 128.5 (C4); 127.7
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(2xCm-Ph); 124.5 (C6); 122.5 (C-B); 117.9 (C3); 62.9 (C7); 51.6
(C11); 35.8 (C9); 30.2 (C8)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57f zum Salicylalkohol 58f:

OH 0
7~ 6 8 v
5 ° 100 11
2 4
HO™ 3 58f

Die Reaktion wurde gemal® Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefuhrt:

3.31 g (11.2 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57f, 11 ml 30%-iges Was-
serstoffperoxid, 22 ml THF;

Ausbeute: 1.89 g (8.99 mmol, 80 %), farbloser Feststoff
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.53
"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.09 (s(br), 1H, Aryl-OH); 7.10 (d,

*un= 2.4 Hz, 1H, H6-Aryl): 6.85 (dd, *Jun= 8.1 Hz, *Jyn= 2.4
Hz, 1H, H4-Aryl); 6.64 (d, *Ju.n= 8.3 Hz, 1H, H3-Aryl); 4.88 (t, *Jp.
4= 5.0 Hz, 1H, Bn-OH); 4.43 (d, *Ji.u= 4.8 Hz, 2H, H7); 3.56 (s,
3H, H11); 2.73 (t, *Juu= 7.7 Hz, 2H, H8); 2.53 (t, *Jun= 7.6 Hz,
2H, HO)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.9 (C10); 152.6 (C2); 130.5
(C5); 128.2 (C1); 127.3 (C4); 127.0 (C6); 114.6 (C3); 58.4 (C7);
51.4 (C11); 35.6 (C9); 29.9 (C8)

6.2.6.7. Darstellung von iso-Propyl-3-(3-hydroxymethyl-4-hydroxyphenyl)pro-
pionat 58g

iso-Propyl-3-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-6-yl)propionat-Synthese 57g:

4 2.0s

|

12a~11.0.10 2_ S 1 0
\( 8 6 7 579

12b 0
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:

2.60 g (12.5 mmol) iso-Propyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat 52¢, 1.83 g (15.0 mmol)
Phenylboronsaure, 463 mg (6.25 mmol) Propionsaure, 3.00 g (100 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute: 3.79 g (11.7 mmol, 93 %), blal’gelber Feststoff

DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.75

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.92 (ddd, *Ji.v= 8.0 Hz, *Jus= 3.0
Hz, *Jun= 1.5 Hz, 2H, Ho-Ph); 7.49-7.44 (m, 1H, Hp-Ph); 7.40-
7.35 (m, 2H, Hm-Ph); 7.05 (dd, *Ju.s= 8.1 Hz, *Jun= 2.2 Hz, 1H,
H4-Aryl); 6.97 (d, *Ju.4= 8.3 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.82 (d, *Jp= 2.2
Hz, 1H, HB-Aryl); 5.20 (s, 2H, H7); 4.97 (sept, *Ju.n= 6.3 Hz, 1H,
H11); 2.87 (t, *Jun= 7.7 Hz, 2H, H8); 2.54 (t, *Ju.n= 7.7 Hz, 2H,
H9); 1.18 (d, *Ju.u= 6.3 Hz, 6H, H12a,b)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl3): 172.1 (C10); 147.3 (C2); 135.2 (C5);

134.1 (2xCo-Ph); 131.4 (C1); 131.2 (Cp-Ph); 128.4 (C4); 127.5
(2xCm-Ph); 124.4 (C6); 122.1 (C-B); 117.6 (C3); 67.5 (C11);
62.7 (C11); 36.1 (C9); 30.1 (C8); 21.6 (C12a,b)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin §7g zum Salicylalkohol 58g:

OH 0] 12a
74 8 8 /k
9 10 O 11 >12b

5

4
HO™ 3 58¢

Die Reaktion wurde gemall Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefuhrt:

3.79 g (11.7 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57g, 12 ml 30 %-iges Was-
serstoffperoxid, 24 ml THF;

Ausbeute: 2.60 g (10.9 mmol, 93 %), farbloses Ol

DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.61
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"H-NMR:

BC-NMR:

3 [ppm] (400 MHz, DMSO-ds): 9.08 (s(br), 1H, Aryl-OH); 7.10 (d,
*an= 2.3 Hz, 1H, H6-Aryl): 6.85 (dd, *Jun= 8.1 Hz, *Jyn= 2.4
Hz, 1H, H4-Aryl); 6.64 (d, *Ju.u= 8.1 Hz, 1H, H3-Aryl); 4.85 (sept,
*Jun= 6.3 Hz, 2H, H11+Bn-OH); 4.43 (d, *Jun= 3.4 Hz, 2H, H7);
2.72 (t, *Jun= 7.5 Hz, 2H, H8); 2.47 (t, *Jun= 7.5 Hz, 2H, H9);
1.14 (d, *Ju.n= 6.3 Hz, 6H, H12a,b)

8 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.0 (C10); 152.6 (C2); 130.5
(C5); 128.4 (C1); 127.4 (C4); 127.1 (CB); 114.6 (C3); 67.1 (C11);
58.4 (C7); 36.2 (C9); 30.0 (C8); 21.8 (C12a,b)

6.2.6.8. Darstellung von tert-Butyl-3-(3-hydroxymethyl-4-hydroxyphenyl)pro-
pionat 58h

tert-Butyl-3-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-6-yl)propionat-Synthese 57h:

m
p

O
2 0.
11 O\W/g\/@
12>(

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-

gen durchgefuhrt:

1.96 g (8.82 mmol) tert-Butyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat 52d, 1.29 g (10.6 mmol)
Phenylboronsaure, 327 mg (4.41 mmol) Propionsaure, 2.12 g (70.6 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

2.29 g (6.78 mmol, 77 %), blaRgelber Feststoff
R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.71

§ [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.97 (ddd, *Ju.n= 8.1 Hz, *Jus= 3.1
Hz, “Juu= 1.6 Hz, 2H, Ho-Ph); 7.53-7.47 (m, 1H, Hp-Ph); 7.45-
7.40 (m, 2H, Hm-Ph); 7.08 (dd, *Ju.n= 8.3 Hz, *Jun= 2.2 Hz, 1H,
H4-Aryl); 7.01 (d, *Ju.= 8.3 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.86 (d, *Jpn= 2.1
Hz, 1H, H6-Aryl); 5.21 (s, 2H, H7); 2.87 (t, *Ju.n= 7.6 Hz, 2H,
H8); 2.53 (t, *Juw= 7.7 Hz, 2H, H9); 1.43 (s, 9H, H12a-c)
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¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl3): 172.2 (C10); 149.3 (C2); 135.6 (C5);
134.3 (2xCo-Ph); 132.9 (C1); 131.4 (Cp-Ph); 128.5 (C4); 127.7
(2xCm-Ph); 124.5 (C6); 122.3 (C-B); 117.8 (C3); 80.4 (C11);
62.9 (C11); 37.2 (C9); 30.4 (C8); 28.1 (C12a-c)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57h zum Salicylalkohol 58h:

12a
oH 0 126

5 910011 12¢

4
HO 3 58h

Die Reaktion wurde gemafl Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefihrt:

2.29 g (6.78 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57h, 7 ml 30 %-iges Was-
serstoffperoxid, 14 ml THF;

Ausbeute: 1.49 g (5.90 mmol, 87 %), blalBgelber Feststoff
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.60
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.10 (s(br), 1H, Aryl-OH); 7.10 (d,

*hn= 2.3 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.85 (dd, Jun= 8.2 Hz, *Jyn= 2.3
Hz, 1H, H4-Aryl): 6.63 (d, ®Jun= 8.1 Hz, 1H, H3-Aryl); 4.88 (t, *Ju.
4= 4.9 Hz, 1H, Bn-OH); 4.42 (d, *Juu= 4.9 Hz, 2H, H7); 2.68 (t,
*Jun= 7.5 Hz, 2H, H8); 2.41 (t, *Juu= 7.5 Hz, 2H, HI); 1.35 (s,
9H, H12a-c)

BC-NMR: 8 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 173.7 (C10); 152.5 (C2); 130.6
(C5); 128.4 (C1); 127.4 (C4); 127.1 (CB); 114.5 (C3); 79.7 (C11);
58.4 (C7); 37.1 (C9); 30.2 (C8); 27.9 (C12a-c)
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6.2.6.9. Darstellung von Benzyl-3-(3-hydroxymethyl-4-hydroxyphenyl)propion-
at 58i

Benzyl-3-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-6-yl)propionat-Synthese 57i:

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:

1.96 g (7.65 mmol) Benzyl-3-(4-hydroxyphenyl)propionat 52b, 1.12 g (9.18 mmol)
Phenylboronsaure, 283 mg (3.82 mmol) Propionsaure, 1.84 g (61.2 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute: 2.62 g (6.07 mmol, 92 %), blalgelber Feststoff

DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.79

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.97 (ddd, *Ju.n= 7.9 Hz, *Jpe= 2.9
Hz, *Jun= 1.4 Hz, 2H, Ho-Ph); 7.53-7.48 (m, 1H, Hp-Ph); 7.45-
7.40 (m, 2H, Hm-Ph); 7.38-7.29 (m, 5H, H13a,b-Aryl+H14a,b-
Aryl+H15-Aryl); 7.06 (dd, *Ju.= 8.1 Hz, *Jy= 2.3 Hz, 1H, H4-
Aryl); 7.00 (d, *Juu= 8.3 Hz, 1H, H3-Aryl): 6.82 (d, *Jun= 2.2 Hz,
1H, H6-Aryl); 5.17 (s, 2H, H7); 5.12 (s, 2H, H11); 2.93 (t, *Jp=
7.6 Hz, 2H, H8); 2.68 (t, *Jy.n= 7.6 Hz, 2H, HO)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 172.6 (C10); 147.6 (C2); 135.9 (C12);

135.2 (C5); 134.3 (2xCo-Ph); 131.5 (C1); 131.4 (Cp-Ph); 128.6
(14a,b); 128.2 (C4); 128.2 (C13a,b); 128.2 (C15); 127.7 (2xCm-
Ph); 124.6 (C6); 122.4 (C-B); 117.9 (C3); 66.3 (C11); 62.9 (C11);
36.0 (C9); 30.2 (C8)



6. Experimenteller Teil 171

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57i zum Salicylalkohol 58i:

OH 0]
6 8 11 o

7 1
2
HO 4 P

3 58i

Die Reaktion wurde gemafl Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefihrt:

2.29 g (6.78 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57h, 7 ml 30 %-iges Was-
serstoffperoxid, 14 ml THF;

Ausbeute: 1.49 g (5.90 mmol, 87 %), blalBgelber Feststoff
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.60
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.10 (s(br), 1H, Aryl-OH); 7.10 (d,

*hn= 2.3 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.85 (dd, Jun= 8.2 Hz, *Jyn= 2.3
Hz, 1H, H4-Aryl): 6.63 (d, ®Jun= 8.1 Hz, 1H, H3-Aryl); 4.88 (t, *Ju.
4= 4.9 Hz, 1H, Bn-OH); 4.42 (d, *Juu= 4.9 Hz, 2H, H7); 2.68 (t,
*Jun= 7.5 Hz, 2H, H8); 2.41 (t, *Juu= 7.5 Hz, 2H, HI); 1.35 (s,
9H, H12a-c)

BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 173.7 (C10); 152.5 (C2); 130.6
(C5); 128.4 (C1); 127.4 (C4); 127.1 (CB); 114.5 (C3); 79.7 (C11);
58.4 (C7); 37.1 (C9); 30.2 (C8); 27.9 (C12a-c)

6.2.6.10. Darstellung von 2-(3-Hydroxymethyl-2-hydroxyphenyl)ethylacetat 58]

2-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-8-yl)ethylacetat-Synthese 57j:

)]\ 9 m
11-10°0 8 i@p
3
4 2 O\B
|
5 1 0
6 7 57j

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:
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3.04 g (16.9 mmol) 2-(2-Hydroxyphenyl)ethylacetat 55a, 2.50 g (20.3 mmol) Phenyl-

boronsaure, 650 mg (8.50 mmol) Propionsaure, 4.40g (136 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute: 3.39 g (11.5 mmol, 68 %), blakgelbes, zahes Ol

DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.73

"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCl3): 7.99-7.96 (m, 2H, Ho-Ph); 7.54-7.49
(m, 1H, Hp-Ph); 7.46-7.42 (m, 2H, Hm-Ph); 7.07 (d, *Ju.= 7.6
Hz, 1H, H4-Aryl); 7.01 (dd, 2x°Jin= 7.5 Hz, 1H, H5-Aryl); 6.84
(d, *Juu= 7.6 Hz, 1H, HB-Aryl); 5.24 (s, 2H, H7); 4.33 (t, *Jun=
6.9 Hz, 2H, H9); 3.07 (t, *Ju.n= 6.9 Hz, 2H, H8); 2.04 (s, 3H, H11)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCI3): 171.1 (C10); 154.0 (C2); 134.3

(2xCo-Ph); 131.6 (Cp-Ph); 129.9 (C4); 127.8 (2xCm-Ph); 126.9
(C1); 125.7 (C3); 123.4 (C6); 122.8 (C5); 122.6 (C-B); 63.9 (C9);
62.9 (C7); 29.3 (C8); 21.0 (C11)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin §7j zum Salicylalkohol 58j:

OH OH
2 8
7 1 o110 11
raad
6 4 (@)
5 58j

Die Reaktion wurde gemafl Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefihrt:

3.39 g (11.5 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57j, 11 ml 30 %-iges Was-
serstoffperoxid, 22 ml THF;

Ausbeute: 1.92 g (9.22 mmol, 81 %), farbloses Ol
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.51
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.73 (s(br), 1H, Aryl-OH); 7.09 (dd,

*Jun= 7.5 Hz, *Jus= 1.4 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.95 (dd, *Jyn= 7.5
Hz, “Jus= 1.4 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.80 (dd, 2x°Jy.= 7.5 Hz, 1H,
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H5-Aryl); 4.86 (s, 2H, H7); 4.31 (t, *Ju= 7.1 Hz, 2H, HO); 2.98 (1,
3Jir= 7.1 Hz, 2H, H8); 2.05 (s, 3H, H11)

5 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 8.55 s, 1H, Aryl-OH); 7.09 (dd,
*Jun= 7.5 Hz, “Jun= 1.4 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.99 (dd, *Jun= 7.5
Hz, *Ji4= 1.4 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.75 (dd, *Jy.u= 7.5 Hz, 1H, H5-
Aryl); 4.56 (s, 2H, H7); 4.14 (t, *Jun= 7.2 Hz, 2H, H9); 2.86 (t,
*Jun= 7.2 Hz, 2H, H8); 1.96 (s, 3H, H11)

BC-NMR: 8 [ppm] (101 MHz, CDCly): 171.5 (C10); 154.6 (C2); 130.7 (C4);
126.5 (C6); 124.9 (C1); 124.6 (C3); 119.7 (C5); 64.8 (C9); 64.0
(C7); 29.6 (C8); 21.0 (C11)

8 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 170.6 (C10); 153.0 (C2); 129.8
(C4); 128.0 (C6); 125.6 (C1); 125.3 (C3); 119.7 (C5); 63.5 (C9);
60.3 (C7); 29.6 (C8); 21.1 (C11)

6.2.6.11. Darstellung von 2-(3-Hydroxymethyl-2-hydroxyphenyl)ethylpropion-
at 58k

2-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-8-yl)ethylpropionat-Synthese 57k:

(e
12 9 m
\11)10Lo 8 ° P
3l 2 O\B

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:

1.66 g (9.17 mmol) 2-(2-Hydroxyphenyl)ethylpropionat 55¢, 1.28 g (10.5 mmol) Phe-
nylboronsaure, 352 mg (4.60 mmol) Propionsaure, 1.65g (54 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute: 916 mg (2.95 mmol, 32 %), farbloses, zéhes Ol

DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.74
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"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, CDCls): 8.00-7.97 (m, 2H, Ho-Ph); 7.55-7.50
(m, 1H, Hp-Ph); 7.45-7.41 (m, 2H, Hm-Ph); 7.15 (dd, *Ju.n= 7.6
Hz, *Jun= 1.6 Hz, 1H, H4-Aryl); 7.01 (dd, 2x°Jy4= 7.5 Hz, 1H,
H5-Aryl); 6.92 (dd, *Ju= 7.6 Hz, *Jun= 1.6 Hz, 1H, H6-Aryl);
5.23 (s, 2H, H7); 4.43 (t, *Ju.n= 6.9 Hz, 2H, H9); 3.16 (t, *Ju.i=
6.9 Hz, 2H, H8); 2.32 (q, *Ju.s= 7.6 Hz, 2H, H11); 1.13 (t, *Jun=
7.6 Hz, 3H, H12)

BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 173.6 (C10); 149.3 (C2); 134.3
(2xCo-Ph); 131.6 (Cp-Ph); 129.9 (C4); 127.8 (2xCm-Ph); 126.9
(C1); 125.7 (C3); 123.4 (CB); 122.7 (C5); 122.5 (C-B); 63.7 (C9);
62.9 (C7); 30.2 (C11); 29.3 (C8); 9.8 (C12)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57k zum Salicylalkohol 58k:

OH OH

Die Reaktion wurde gemafl Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefihrt:

916 mg (2.96 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57k, 3 ml 30 %-iges Was-
serstoffperoxid, 6 ml THF;

Ausbeute: 660 mg (2.94 mmol, 99 %), farbloses, zahflissiges Ol
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.54
'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.07 (dd, *Jy.4= 7.4 Hz, *Jpn= 1.4 Hz,

1H, H4-Aryl); 6.93 (dd, *Jin= 7.4 Hz, *J= 1.4 Hz, 1H, HB-Aryl);
6.80 (dd, 2x°Jyn= 7.4 Hz, 1H, H5-Aryl); 4.83 (s, 2H, H7); 4.30 (t,
3Jun= 7.0 Hz, 2H, H9); 2.97 (t, *Jun= 7.0 Hz, 2H, H8); 2.32 (q,
*Jun= 7.5 Hz, 2H, H11); 1.11 (t, *Jps= 7.5 Hz, 3H, H12)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl3): 175.4 (C10); 155.0 (C2); 131.0 (C4);
126.9 (C6); 125.3 (C1); 125.2 (C3); 120.0 (C5); 65.0 (C9); 64.3
(C7); 30.1 (C11); 28.1 (C8); 9.5 (C12)
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6.2.6.12. Darstellung von 2-(3-Hydroxymethyl-2-hydroxyphenyl)ethylpivalat 58I

2-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-8-yl)ethylpivalat-Synthese 57I:

12a>1€L
P ON /@

6 7 571

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:
2.30 g (10.3 mmol) 2-(2-Hydroxyphenyl)ethylpivalat 55d, 1.51 g (12.4 mmol) Phenyl-

boronsaure, 383 mg (5.17 mmol) Propionsaure, 2.48 g (83 mmol) para-Formaldehyd,;

Ausbeute: 3.00 g (8.87 mmol, 86 %), blakgelbes, zéhes Ol
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.73
"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.99-7.96 (m, 2H, Ho-Ph); 7.54-7.49

(m, 1H, Hp-Ph); 7.46-7.41 (m, 2H, Hm-Ph); 7.15 (dd, *Ju.u= 7.6
Hz, *Jun= 1.7 Hz, 1H, H4-Aryl); 7.00 (dd, 2x°Jy4= 7.5 Hz, 1H,
H5-Aryl); 6.93-6.90 (m, 1H, HB-Aryl); 5.24 (s, 2H, H7); 4.41 (t,
3Jun= 6.7 Hz, 2H, H9); 3.15 (t, *Jpyu= 6.7 Hz, 2H, H8); 1.17 (s,
9H, H12a-c)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 178.5 (C10); 147.6 (C2); 134.3
(2xCo-Ph); 131.6 (Cp-Ph); 130.0 (C4); 127.8 (2xCm-Ph); 126.8
(C1); 125.8 (C3); 123.3 (C6); 122.6 (C5); 122.3 (C-B); 63.6 (C9);
63.0 (C7); 38.4 (C11); 29.4 (C8); 27.2 (C12a-c)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 571 zum Salicylalkohol 58I:
OH OH 12212b
6 4 O

5 58l

Die Reaktion wurde gemal® Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefuhrt:
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3.00 g (8.87 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 571, 9 ml 30 %-iges Was-
serstoffperoxid, 18 ml THF;

Ausbeute: 1.93 g (7.65 mmol, 86 %), blaBgelbes, zahflissiges Ol
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.70
'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 7.08 (dd, *Jpn= 7.5 Hz, *Jp.n= 1.8

Hz, 1H, H4-Aryl); 6.98 (dd, *Jy.4= 7.5 Hz, *Jys= 1.8 Hz, 1H, H6-
Aryl); 6.74 (dd, 2x3Jy4= 7.5 Hz, 1H, H5-Aryl); 4.56 (s, 2H, H7);
4.15 (t, *Jpu= 6.9 Hz, 2H, H9); 2.86 (t, *Jun= 6.9 Hz, 2H, H8);
1.08 (s, 9H, H12a-c)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 177.6 (C10); 152.8 (C2); 129.4
(C4); 128.3 (C1); 126.1 (C6); 124.7 (C3); 119.3 (C5); 63.5 (C9);
60.2 (C7); 38.3 (C11); 29.3 (C8); 27.1 (C12a-c)

6.2.6.13. Darstellung von 2-(3-Hydroxymethyl-4-hydroxyphenyl)ethylacetat 58m

2-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-6-yl)ethylacetat-Synthese 57m:

m
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3
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
1.50 g (8.32 mmol) 2-(4-Hydroxyphenyl)ethylacetat 55b, 1.22 g (9.98 mmol) Phenyl-

boronsaure, 308 mg (4.16 mmol) Propionsaure, 2.00g (66.6 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute: 2.02 g (6.82 mmol, 82 %), blaBgelbes, zdhes Ol

DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.68

"H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.98-7.95 (m, 2H, Ho-Ph); 7.53-7.48

(m, 1H, Hp-Ph); 7.45-7.40 (m, 2H, Hm-Ph); 7.10 (dd, *Jin= 8.2
Hz, *Jun= 2.2 Hz, 1H, H4-Aryl); 7.04 (d, *Jy.v= 8.1 Hz, 1H, H3-
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Aryl); 6.87 (d, *Jun= 1.9 Hz, 1H, H6-Aryl); 5.23 (s, 2H, H7); 4.27
(t, *Jun= 7.0 Hz, 2H, H9); 2.90 (t, *Ju.n= 7.1 Hz, 2H, H8); 2.06 (s,
3H, H11)

BC-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCls): 171.0 (C10); 148.6 (C2); 134.3
(2xCo-Ph); 132.9 (C5); 132.5 (Cp-Ph); 130.3 (C1); 129.1 (C4);
127.5 (2xCm-Ph); 125.1 (C6); 122.5 (C-B); 118.0 (C3); 64.9
(C9); 62.9 (C7); 34.4 (C8); 21.0 (C11)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57m zum Salicylalkohol 58m:

Die Reaktion wurde gemal® Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefuhrt:

2.02 g (6.82 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57m, 7 ml 30 %-iges Was-
serstoffperoxid, 14 ml THF;

Ausbeute: 1.36 g (6.48 mmol, 95 %), farbloser Feststoff
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.51
"H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.16 (s, 1H, Aryl-OH); 7.13 (d, “Ju-

4= 2.1 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.89 (dd, *Jun= 8.1 Hz, ‘U= 2.3 Hz,
1H, H4-Aryl); 6.67 (d, ®Jun= 8.1 Hz, 1H, H3-Aryl): 4.92 (t, 3Jun=
5.5 Hz, 1H, Bn-OH); 4.44 (d, *Ju.= 5.4 Hz, 2H, H7); 4.11 (t, *Jp.
4= 7.1 Hz, 2H, H9); 2.75 (t, *Ju.= 7.1 Hz, 2H, H8); 1.97 (s, 3H,
H11)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 170.5 (C10); 152.8 (C2); 128.6
(C5); 127.9 (C1); 127.8 (C4); 127.7 (C6); 114.7 (C3); 65.0 (C9);
58.4 (C7); 34.0 (C8); 20.9 (C11)
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6.2.6.14. Darstellung von 2-(3-Hydroxymethyl-4-hydroxyphenyl)ethylpivalat 58n

2-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-6-yl)ethylpivalat-Synthese 57n:

12a 11 9 5 1 (@)

12c
Die Reaktion wurde gemal} der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:
1.10 g (4.95 mmol) 2-(4-Hydroxyphenyl)ethylpivalat 55e, 724 mg (5.94 mmol) Phe-

nylboronsaure, 183 mg (2.47 mmol) Propionsaure, 1.19g (39.6 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute: 1.48 g (4.38 mmol, 88 %), fahlgelber Feststoff

DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.72

'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.99-7.95 (m, 2H, Ho-Ph); 7.53-7.48
(m, 1H, Hp-Ph); 7.45-7.40 (m, 2H, Hm-Ph); 7.10 (dd, *Ji.4= 8.3
Hz, *Jun= 2.2 Hz, 1H, H4-Aryl); 7.03 (d, *Ju.u= 8.3 Hz, 1H, H3-
Aryl); 6.88 (d, “Jun= 1.9 Hz, 1H, H6-Aryl); 5.22 (s, 2H, H7); 4.25
(t, *Jun= 6.8 Hz, 2H, H9); 2.90 (t, *Ju.u= 6.8 Hz, 2H, H8); 1.18 (s,
9H, H12a-c)

¥C-NMR: 8 [ppm] (101 MHz, CDCls): 170.1 (C10); 147.8 (C2); 135.2 (C5);

134.3 (2xCo-Ph); 132.8 (C1); 131.4 (Cp-Ph); 129.2 (C4); 127.7
(2xCm-Ph); 125.2 (C6); 123.0 (C-B); 117.9 (C3); 64.8 (C9); 62.9
(C7); 34.5 (C8); 30.9 (C11); 27.2 (C12a-)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57n zum Salicylalkohol 58n:

12a

OH
6 8 12b
[N 0107512
, 5 9 11 ~lec
(@]
4
HO 3 58n
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Die Reaktion wurde gemafl Methode B der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefihrt:

1.48 g (4.37 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 57n, 4 ml 30 %-iges Was-
serstoffperoxid, 8 ml THF;

Ausbeute: 795 mg (3.15 mmol, 72 %), blal3gelber Feststoff
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.61
'H-NMR: 8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 9.14 (s, 1H, Aryl-OH); 7.14 (d, *J.

4= 2.1 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.88 (dd, *Jun= 8.0 Hz, *Ju.= 2.3 Hz,
1H, H4-Aryl); 6.66 (d, *Ju.n= 8.1 Hz, 1H, H3-Aryl); 4.90 (t, *Jpr=
5.5 Hz, 1H, Bn-OH); 4.43 (d, *Ju.4= 5.5 Hz, 2H, H7); 4.12 (t, Jp.
4= 6.9 Hz, 2H, H9); 2.75 (t, *Ju.u= 6.7 Hz, 2H, H8); 1.09 (s, 9H,
H12a-c)

BC-NMR: 8 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 177.5 (C10); 152.8 (C2); 130.6
(C5); 128.0 (C4); 128.0 (C1); 127.8 (CB); 114.5 (C3); 65.1 (C9);
58.4 (C7); 34.0 (C8); 30.9 (C11); 27.1 (C12a-c)

6.2.6.15. Darstellung von 8-Hydroxymethyl-4-methylumbelliferon 580

2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin-Synthese 570:

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:

2.00g (10.3 mmol) 4-Methylumbelliferon-Monohydrat §9, 1.51 g (12.4 mmol) Phe-
nylboronsaure, 382 mg (5.15 mmol) Propionsaure, 2.47 g (82.4 mmol) para-
Formaldehyd;

Ausbeute: 1.96 g (6.71 mmol, 65 %), blaBgelber Feststoff
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DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.67

& [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.98 (ddd, *Ju.v= 8.1 Hz, *Jus= 3.0
Hz, “Ju.n= 1.5 Hz, 2H, Ho-Ph); 7.55-7.50 (m, 1H, Hp-Ph); 7.52 (d,
*Ju= 8.8 Hz, 1H, H4-Aryl); 7.45-7.41 (m, 2H, Hm-Ph); 7.06 (d,
Jun= 8.7 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.20 (q, *Jus= 1.3 Hz, 1H, H9); 5.43
(s, 2H, H7); 2.43 (d, *Ju.s= 1.3 Hz, 3H, H11)

& [ppm] (101 MHz, CDCl3): 160.4 (C10); 152.7 (C2); 151.8 (C8);
149.8 (CB); 134.4 (2xCo-Ph); 131.9 (Cp-Ph); 127.8 (2xCm-Ph);
124.4 (C4); 115.4 (C1); 114.4 (C3); 112.8 (C9); 110.4 (C5); 59.1
(C7); 18.7 (C11)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 570 zum Salicylalkohol 580:

Die Reaktion wurde gemafl Methode A der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefihrt:
1.96 g (6.71 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 570, 9.7 ml (134 mmol) 1,3-

Propandiol, 14 ml Toluol;

Ausbeute:
DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

950 mg (4.61 mmol, 45 %), farbloser Feststoff
R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.35

8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 10.47 (s(br), 1H, Aryl-OH); 7.53
(d, 3Jur= 8.8 Hz, 1H, H4-Aryl); 6.86 (d, *Ji.u= 8.7 Hz, 1H, H3-
Aryl): 6.13 (g, “Juu= 1.3 Hz, 1H, H9); 4.83 (s (br), 1H, Bn-OH);
4.62 (s, 2H, H7); 2.35 (d, “Juu= 1.3 Hz, 3H, H11)

& [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 160.5 (C10); 159.7 (C2); 153.9
(C6); 153.2 (C8); 125.4 (C4); 114.8 (C1); 112.5 (C3); 112.1 (C5);
110.2 (C9); 51.7 (C7); 18.4 (C11)
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6.2.6.16. Darstellung von 3-(3-Hydroxymethyl-2-hydroxyphenyl)propionsau-
re 58p

3-(2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborinin-8-yl)propionséure-Synthese 57p:

9 m
HO.10 o p
O.
B

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:
1.66 g (10.0 mmol) 3-(2-Hydroxyphenyl)propionsaure 47, 1.46 g (12.0 mmol) Phe-

nylboronsaure, 370 mg (5.00 mmol) Propionsaure, 1.57 g (70.0 mmol) para-

Formaldehyd;

Ausbeute: 966 mg (3.58 mmol, 36 %), farbloser Feststoff

DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.61

'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 12.10 (s, 1H, COOH); 7.85-7.82
(m, 2H, Ho-Ph); 7.51-7.46 (m, 1H, Hp-Ph); 7.43-7.38 (m, 2H,
Hm-Ph); 7.12 (dd, *Jun= 7.5 Hz, “Jun= 0.9 Hz, 1H, H4-Aryl);
6.99 (dd, 2x°Jy= 7.5 Hz, 1H, H5-Aryl); 6.90 (d, *Jy.n= 7.3 Hz;
1H, H6-Aryl); 5.14 (s, 2H, H7); 2.96 (t, *Juy= 7.6 Hz, 2H, H8);
2.59 (t, *Jy.u= 7.6 Hz, 2H, HO)

¥C-NMR: 3 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 174.0 (C10); 147.3 (C2); 133.8

(2xCo-Ph); 131.1 (Cp-Ph); 129.0 (C1); 128.9 (C4); 127.9 (2xCm-
Ph); 127.6 (C3); 123.4 (6); 122.9 (C-B); 122.3 (C5); 62.2 (C7);
34.0 (C9); 25.1 (C8)

Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin §7p zum Salicylalkohol 58p:

OH OH 0O
2 8
74
3 9 10 OH

6 4
5 58p
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Diese Hydrolyse wurde nicht durchgefuhrt, da das Produkt 58p nicht bendtigt wurde.
6.2.6.17. Darstellung von 1-Hydroxymethylostron 62

2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin-Synthese 61:

Die Reaktion wurde gemald der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:

2.50g (9.25 mmol) Ostron 60, 1.35g (11.1 mmol) Phenylboronsaure, 370 mg
(5.00 mmol) Propionsaure, 1.66 g (55.4 mmol) para-Formaldehyd;

Ausbeute: 1.75 g (4.53 mmol, 49 %), farbloser Feststoff
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.77
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCls): 7.97-7.93 (m, 2H, Ho-Ph); 7.51-7.46

(m, 1H, Hp-Ph); 7.43-7.38 (m, 2H, Hm-Ph); 7.20 (d, *Ju.n= 8.5
Hz, 1H, H4-Aryl); 6.90 (d, ®Jun= 8.5 Hz, 1H, H3-Aryl); 5.19 (d,
2Jun= 15.1 Hz, 1H, H7); 5.08 (d, 2Ju.s= 15.1 Hz, 1H, H7); 2.68-
2.51 (m, 6H, H17+H13+H8); 2.32-2.27 (m, 1H, H15); 2.19-1.92
(m, 4H, H12+H16); 1.72-1.38 (m, 4H, H9+H10+H11); 0.91 (s,
3H, H19)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, CDCl3): 220.4 (C18); 146.9 (C2); 137.2 (C6);
134.6 (C5); 134.3 (2xCo-Ph); 132.7 (C1); 131.4 (Cp-Ph); 127.7
(2xCm-Ph); 125.3 (C4); 119.9 (C-B); 115.3 (C3); 61.6 (C7); 50.3
(C10); 47.9 (C14); 44.1 (C15); 37.5 (C11); 35.8 (C17); 31.5 (C9);
26.1 (C12); 26.0 (C13); 25.2 (C8); 21.6 (C16); 13.8 (C19)
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Hydrolyse von 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 61 zum Salicylalkohol 62:

Die Reaktion wurde gemall Methode A der AAV-4 (siehe Abschnitt 6.2.6.) mit fol-
genden Mengen durchgefihrt:
1.00 g (2.60 mmol) 2-Phenyl-4H-benzo[1.3.2]-dioxaborin 61, 3.8 ml (52 mmol) 1,3-

Propandiol, 14 ml Toluol;

Ausbeute: 663 mg (2.21 mmol, 85 %), farbloser Feststoff
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.55
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, CDCIs): 9.02 (s, 1H, Aryl-OH); 6.91 (d, A

8.5 Hz, 1H, H4); 6.59 (d, *Ju.4= 8.5 Hz, 1H, H3); 4.85 (t, *Jnn=
5.4 Hz, 1H, Bn-OH); 4.43 (dd, 2Ju.= 14.5 Hz, *Jun= 5.4 Hz, 1H,
H7); 4.33 (dd, 2Ju.= 14.5 Hz, *Jun= 5.4 Hz, 1H, H7); 2.65-2.50
(m, 6H, H17+H13+H8); 2.31-2.25 (m, 1H, H15); 2.20-1.92 (m,
4H, H12+H16); 1.71-1.36 (m, 4H, H9+H10+H11); 0.90 (s, 3H,
H19)
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6.3. Synthesen zu den fluoreszierenden Nukleosiden 32 und 35

6.3.1. Synthese von 6-Thio-2‘-desoxyguanosin 68 nach Methode A

o) S
N N5
¢ fLNH 1. (CF30),CO, Pyridin 8 fGLNH
N A 0°C, 40 min N A2
HO N~ “NH, > HO. N~ “NH,
o 2. NaSH, DMF 5 o
21°C, 24 h " "
3 2'

OH OH
63 68

0.53 g (2.00 mmol) 2°-Desoxyguanosin 63 wurden dreimal mit ca. 15 ml Pyridin koe-
vaporiert und in 40 ml Pyridin suspendiert. Unter Kuhlung (Eisbad) wurden tropfen-
weise 2.3 ml (16.0 mmol) Trifluoracetanhydrid zu der Suspension gegeben. Nach
40 Minuten tropfte man eine Suspension aus 3.40 g (60.0 mmol) Natriumhydrogen-
sulfid und 60 ml trockenem DMF zu dem Reaktionsgemisch. Nach einer Reaktions-
zeit von 24 Stunden wurde das Gemisch unter starkem Ruhren zu 100 ml einer
0.16 M Ammoniumcarbonat-Losung gegossen. Diese Lésung wurde danach bis zur
Trockene eingeengt und das erhaltene Rohprodukt in 50 ml Methanol aufgenom-
men. Die unldslichen Bestandteile wurden durch Filtration abgetrennt und das Filtrat
bis zur Trockene eingeengt. Das Rohprodukt muf3te zur Reinigung zweimal aus

95 %-igem Ethanol umkristallisiert werden.

Ausbeute: 138 mg (0.50 mmol, 25 %), gelblicher, feinkristalliner Feststoff
DC: R+Wert (Methanol/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.57
"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 11.96 (s, 1H, NH); 8.12 (s, 1H,

H8); 6.85 (s, 2H, NH,); 6.13 (dd, 2x*Jy.u= 6.4 Hz, 1H, H1°); 5.30
(d, ®Jun= 3.8 Hz, 1H, 3'-OH); 4.95 (t, *Jy.u= 5.6 Hz; 1H, 5-OH);
4.34 (m, 1H, H3‘); 3.83 (m, 1H, H4‘); 3.55 (m, 2H, H5°); 2.55 (m,
1H, H2°); 2.24 (ddd, “Jhn= 13.2 Hz, *Jin= 6.1 Hz, *Jyn= 3.3 Hz,
1H, H2°)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 175.2 (C2); 153.2 (C6); 147.6
(C4); 138.4 (C8); 128.5 (C5); 87.8 (C4‘); 82.9 (C1%); 70.8 (C3°);
61.7 (C5°); 39.9 (C2°)
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6.3.2. Synthese von 6-Thio-2‘-desoxyguanosin 68 nach Methode B

6.3.2.1. Darstellung von 2-N,3,5-O-Tri-iso-butyryl-2‘-desoxyguanosin 69

0] 0]

N N-5-¢
¢ fL ¢ fi
N //I\ iso-Butyrylchlorid N—4 N/ NH/-B
HO N° NHz  pyridin iBUO_ -Bu
o 0-10°C,1h P
3 2'

OH Oi-Bu
63 69

2.70 g (10.1 mmol) 2°-Desoxyguanosin 63 wurden in 100 ml trockenem Pyridin sus-
pendiert. Die Suspension wurde nun auf 0°C abgekuhlt und mit der tropfenweise Zu-
gabe von 10.5 ml (100 mmol) iso-Butyrylchlorid begonnen. Danach wurde eine Stun-
de bei Raumtemperatur gerihrt werden. Das Reaktionsgemisch farbte sich rasch
gelb, um im Laufe der Zeit uber orange schlief3lich rot zu werden. Der Reaktionsver-
lauf wurde wahrenddessen dunnschichtchromatographisch verfolgt. Sobald das
Edukt 63 erfolgreich umgesetzt war, konnte die Reaktion durch die Zugabe von 13 g
(150 mmol) Natriumhydrogencarbonat, das zuvor in 100 ml Wasser gelost wurde,
beendet werden. Bei der Zugabe multe ein starkes Aufschaumen beachtet werden.
Die Lésung wurde nun so lange kraftig gerlthrt, bis keine Gasentwicklung mehr zu
beobachten war. Danach wurde die Losung auf ca. 100 ml am Roationsverdampfer
eingeengt und das Produkt 69 fing an auszukristallisieren. Die Kristalle wurden abfil-

triert, mit wenig kaltem Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 4.70 g (9.80 mmol, 97 %), farbloser Feststoff
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.60
'H-NMR: d [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 12.11 (s, 1H, NH1); 11.63 (s, 1H,

NH2); 8.24 (s, 1H, H8); 6.25 (dd, *Ji.4= 8.4 Hz, *J4= 5.6 Hz;
1H, H1%); 5.36 (m, 1H, H3'); 4.30-4.21 (m, 3H, H4‘+H5); 3.06-
2.98 (m, 1H, H2*); 2.81 (sept, *Ju.n= 6.9 Hz; 1H, O-CHi-Bu); 2.66-
2.54 (m, 3H, H2'+O-CHi-Bu+NH-CHi-Bu); 1.15 (d, *Ju.n= 6.9 Hz;
12H, 2x0O-CH(CHa),); 1.09 (d, *Jun= 6.9 Hz, 3H, NH-CH(CHs));
1.07 (d, *Jun= 6.9 Hz, 3H, NH-CH(CHs),)
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¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 180.3 (C6); 176.0-175.0 (3xC=0i-
Bu); 154.9 (C2); 148.7 (C4); 137.4 (C8); 120.6 (C5); 83.2 (C1°);
81.9 (C4%); 74.3 (C3'); 63.5 (C5°); 39.0 (C2°); 33.2-35.8 (3xCHi-
Bu); 19.2-18.7 (6xCHj3i-Bu)

6.3.2.2. Darstellung von 6-Thio-2-N,3",5'-O-tri-iso-butyryl-2‘-desoxyguanosin 70

0 S
N NH 1. Triethylamin, DMAP N 3“6 NH
< | /]\ Mesitylensulfonylchlorid 8< | /]\2
Z . : N~ -
LBUO N N~ “NHi-Bu Dichlormethan BuO N~ “NHi-Bu
2. N-Methylpyrrolidin 5'
O 3. Thioessigsaure " o 1
0-21°C, 20-30 min 3 2
Oi-Bu Oi-Bu
69 70

7.00g (14.7 mmol) 2-N,3',5-O-Tri-iso-butyryl-2'-desoxyguanosin 69 wurden in
300 ml trockenem Dichlormethan gelost und nacheinander mit 7.5 ml (54.1 mmol)
Triethylamin, 148 mg (1.21 mmol) Dimethylaminopyridin und 7.5 g (24.3 mmol) Me-
sitylensulfonylchlorid versetzt. Nachdem sich das Edukt 69 (R~Wert (Dichlor-
methan/Methanol 9:1 v/v): 0.60) zu einer Verbindung mit hdherem R-Wert (0.84)
umgesetzt hatte, wurden unter Eiskuhlung 14.8 ml N-Methylpyrrolidin, gelost in 40 ml
Dichlormethan, langsam zugetropft. Dadurch entstand eine Verbindung mit einem
sehr kleinen Re-Wert (0.23). Nun konnten 14.8 ml (0.21 mmol) Thioessigsaure, die
zuvor in 40 ml Dichlormethan aufgenommen wurden, zu dem Reaktionsgemisch ge-
tropft werden. Nachdem die Bande der Verbindung mit dem R~Wert von 0.23 nur
noch schwach zu erkennen war (weniger als 30 Minuten Reaktionszeit), wurde die
Reaktion beendet, indem man das Gemisch zu 370 ml einer 0.5 M Kaliumdihydro-
genphosphat-Losung gab.

Die organische Phase wurde zweimal mit 100 ml gesattigter Natriumhydrogen-
carbonat-Losung und einmal mit 100 ml einer gesattigten Natriumchlorid-Losung ge-
waschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Danach konnte das Losungsmittel mit
Hilfe des Rotationsverdampfers entfernt werden. Die Aufreinigung des Rohprodukts
erfolgte saulenchromatographisch (Kieselgel 60, Eluent: Ethylacetat), wobei die

Trennung mehrfach wiederholt werden muf3te.

Ausbeute: 5.13 g (10.4 mmol, 71 %), braunlicher Feststoff

DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.71
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"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 13.44 (s, 1H, NH1); 11.89 (s, 1H,
NH2); 8.41 (s, 1H, H8); 6.26 (dd, >Ji.u= 8.4 Hz, *Jiu= 8.1 Hz;
1H, H1%); 5.36 (m, 1H, H3'); 4.29-4.20 (m, 3H, H4‘+H5); 3.04-
2.97 (m, 1H, H2°); 2.81 (sept, *Jun= 6.9 Hz; 1H, O-CHi-Bu); 2.64-
2.55 (m, 3H, H2'+O-CHi-Bu+NH-CHi-Bu); 1.16 (d, *Ju.n= 6.7 Hz;
6H, O-CH(CHa),); 1.15 (d, *Jun= 6.7 Hz; 6H, O-CH(CHs)2);1.09
(d, *Jun= 6.7 Hz, 3H, NH-CH(CH3).); 1.07 (d, ®Jun= 7.1 Hz, 3H,
NH-CH(CHzs).)

BC-NMR;: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 180.6-175.8 (3xC=0i-Bu); 174.4
(C2); 147.8 (C6); 145.3 (C4); 140.1 (C8); 132.2 (C5); 83.4 (C1°);
82.1 (C4%); 74.2 (C3'); 63.5 (C5°); 39.9 (C2'); 35.9-33.3 (3xCHi-
Bu); 19.0-18.8 (6xCHj3i-Bu)

6.3.2.3. Darstellung von 6-Thio-2‘-desoxyguanosin 68 durch Entschiitzung

N N-5
NH 6 NH
< | s |
2
N A 2M NaOH N A2
i-BuO N™ “NHEBU  Efhanol HO_ .. 4N ONH
© 21°C, 10 h o,
3' 2'
O-Bu OH
70 68

5.00g (10.1 mmol) 6-Thio-2-N,3",5"-O-tri-iso-butyryl-2°-desoxyguanosin 70 wurden
10 Stunden bei Raumtemperatur in 200 ml einer 2 M ethanolischen Natronlauge ge-
ruhrt. Um eine vollstandige Entschutzung zu gewahrleisten, wurde der Erfolg der
Umsetzung dunnschichtchromatographisch kontrolliert. Vor der Isolierung des Pro-
duktes 68 muldte die Losung zuerst unter Eiskihlung mit 2 N Salzsaure neutralisiert
werden. Danach konnte das Lésungsmittel entfernt und das Rohprodukt aus Wasser

umkristallisiert werden.
Ausbeute: 1.91 g (6.74 mmol, 67 %), gelblicher, feinkristalliner Feststoff

Die spektroskopischen Daten entsprechen denen in Abschnitt 6.3.1. S. 184



188 6. Experimenteller Teil

6.3.3. Darstellung von 2-Amino-9--D-2‘-desoxyribofuranosylpurin 32

S

6
N NS5 X
NH N
</ | I Raney-Nickel 3</ j\l/;]\z
N N NH H,-Gas, H,O N7a>N NH,
- 5
(0]

HO 2 , HO
o 50°C, 20 h
4 1
3 2'

OH 68 OH 32

840 mg (3.40 mmol) 6-Thio-2‘-desoxyguanosin 68 wurden in 100 ml Wasser gelost
und mit 6 ml Raney-Nickel-Suspension versetzt. Das Reaktionsgemisch multe dann
20 Stunden bei 50°C unter einer Wasserstoffatmosphare (ca. 2 Liter), die mit Hilfe
einer Hydrierungsapparatur erzeugt wurde, geruhrt werden. Die Reaktionszeit wurde
dabei ausschlieBlich von der mdglichst vollstandigen Umsetzung des Edukts 68 be-
stimmt und kann um einige Stunden variieren. Anschlielend filterte man das Ge-
misch durch Celite, wusch es viermal mit etwas warmen Wasser und dampfte diese
walrige Loésung im Vakuum bis zur Trockene ein. Der erhaltene Feststoff wurde an-
schlieRend mit Hilfe des Chromatotrons (Dichlormethan mit einem Methanol-

Gradienten von 20-50 %) aufgereinigt.

Ausbeute: 570 mg (2.30 mmol, 77 %), farbloser, feinkristalliner Feststoff
DC: R+Wert (Methanol/Ethylacetat 1:1 v/v): 0.38
"H-NMR: 3 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 8.57 (s, 1H, H6); 8.26 (s, 1H, H8);

6.51 (s, 2H, NH,); 6.25 (m, 1H, H1°); 5.28 (s, 1H, 3-OH); 4.94 (s,
1H, 5'-OH); 4.36 (s, 1H, H3'); 3.82 (m, 1H, H4); 3.53 (m, 2H,
H5); 2.62 (m, 1H, H2'4): 2.24 (m, 1H, H2%)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 160.7 (C2):; 153.1 (C6); 149.5
(C4); 141.1 (C8); 127.4 (C5); 88.0 (C4‘); 82.8 (C1%); 71.1 (C3°);
62.0 (C5°); 39.9 (C2°)

MS (FAB, m/z): ber.: 251.1018 (M)
gef.: 252.3 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)
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6.3.4. Darstellung von 5‘-O-Benzoyl-2‘-desoxyguanosin 73

o} o}
N N5
</ | /I\ﬂ_' Benzoesaure 8</ | J\g'
N“>N">np,  BOPDC N4\ NH
HO 2 Pyridin BzO_ s 2
O » 0
21°C, 4 h 4 1
3' 2'
OH OH
63 73

2.60g (9.70 mmol) 2‘-Desoxyguanosin 63 und 1.78 g (14.6 mmol) Benzoesaure
wurden mit 50 ml Pyridin koevaporiert und anschliel3end in 150 ml Pyridin suspen-
diert. Nach der Zugabe von 7.41g (29.1 mmol) Bis(2-oxo-3-oxazolidinyl)-
phosphorsaurediamidchlorid wurde das Reaktionsgemisch 4 Stunden bei Raumtem-
peratur geruhrt und mittels DC-Kontrolle verfolgt. Die Aufarbeitung erfolgte durch
Zugabe von 11 ml einer 1 M Kaliumcarbonat-Losung und der anschlieRenden Ex-
traktion durch dreimaliges Ausschutteln mit je 50 ml Chloroform. Die vereinigten, or-
ganischen Phasen wurde dann dreimal mit je 15 ml Wasser gewaschen, Uber Natri-
umsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum abkondensiert. Zur vollstan-
digen Entfernung des restlichen Pyridins wurde das Rohprodukt dreimal mit einem
Gemisch aus Toluol und Ethanol koevaporiert, im Olpumpenvakuum getrocknet und
schliellich am Chromatotron (Dichlormethan mit einem Methanol-Gradienten von

10-30 %) aufgereinigt.

Ausbeute: 550 mg (1.50 mmol, 16 %), farbloser Feststoff
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.70
'H-NMR: & [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 8.22 (s, 1H, H8); 7.90 (d, *Ju.i=

7.3 Hz, 2H, Hm-Ph); 7.65 (dd, 2x*Jp.4= 7.3 Hz, 1H, Hp-Ph); 7.50
(d, 3Jur= 7.3 Hz, 2H, Ho-Ph); 6.93 (s, 2H, NH,); 6.28-6.26 (m
1H, H1'); 5.74 (s, 1H, 3-OH); 5.50 (d, 2H, H.C-Ph); 4.51 (m, 1H,
H3); 4.27 (m, 2H, H5'); 4.09 (m, 1H, H4‘); 2.81 (m, 1Ha, H2);
2.37 (m, 1Hp, H2')

BC-NMR: 8 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 159.6 (C6); 154.1 (C2); 151.0
(C4); 133.8 (C8); 130.1-129.0 (5xC-Ph); 117.5 (C5); 84.4 (C1);
83.4 (C4'); 70.9 (C3'); 65.3 (C5); 45.6 (C2')
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6.4. Synthese der ,,lock-in“-modifizierten cycloSal-NMPs

6.4.1. Synthesen der Saligenylchlorphosphane 76a-o nach AAV-5

OH 1.1.1 AquV PC|3, Et20 O\ /C|
N N 2. 2.2 Aquiv. Pyridin N s P
| - ]
0-21°C, 1.5 h =
76a-o 77a-o

X: CH,CH,C(O)OR oder CH,CH,OC(O)R

in 3- oder 5-Position
Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV)-5:
Alle Synthesen mufdten unter Argon als Inertgas durchgefuhrt werden, um Sauerstoff
und Feuchtigkeit ausschlieRen zu kdnnen.
Von den Saligenylalkohol 58a-o wurden 3.0 mmol (600-800 mg) in mindestens 25 ml
absolutem Diethylether geldst (bei schlecht I6slichen Saligenylalkoholen wurde so
viel Diethylether hinzugegeben, bis eine klare Losung entstanden war). Unter Ruhren
wurden dann bei Raumtemperatur 3.3 mmol (453 mg) Phosphortrichlorid zugig zu-
getropft. AnschlieBend mufite das Reaktionsgemisch auf -0°C abgekuhlt werden,
bevor innerhalb einer halben Stunde 6.6 mmol (522 mg) Pyridin, gelost in 4 ml Die-
thylether, zugetropft werden konnte. Danach wurde das Kaltebad entfernt, um das
Reaktionsgemisch wieder auf Raumtemperatur erwarmen zu lassen. Vor der Filtrati-
on wurde nun der Ansatz zur mdglichst quantitativen Fallung des entstandenen Pyri-
diniumchlorids mehrere Stunden (am besten Uber Nacht) bei -4°C aufbewahrt. Die
ausgefallenen Pyridiniumsalze sollten durch Filtration mit Hilfe einer Umkehrfritte
abgetrennt werden, was aber nicht vollstandig gelang. Nach dem Abkondensieren
des Lésungsmittels wurden die Saligenylchlorphosphane 76a-o als gelbe Ole erhal-

ten, die noch sichtbar mit Pyridiniumchlorid (farblose Salze) verunreinigt waren.

Ausbeute: Die Produkte konnten nicht analysenrein isoliert werden, da die
Pyridiniumsalze mit Hilfe der Umkehrfritte nicht vollstandig abzu-
trennen waren. Durch die Messung von 31P-NMR-Spektren (1H-
entkoppelt) konnten die gewtnschten Produkte aber identifiziert
werden. AulRerdem kann auch die erfolgreiche Verwendung die-

ser Produkte bei den nachfolgenden cycloSal-NMP-Synthesen
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als Nachweis der Saligenylchlorphosphane 76a-o gesehen wer-

den.

Die Messung von 'H- und 13C-NMR-Spektren wurde nach einigen Probespektren
nicht weiter durchgefuhrt, da die Proben durch nicht zu vermeidende Oxidations- und
Hydrolyseprozesse, so wie den Pyridiniumhydrochlorid-Verunreinigungen — vor allem
im Aromatenbereich — nur eine unvollstandige Wiedergabe der Daten erlaubt hatten.
Die gemessenen *'P_.NMR-Daten der einzelnen Saligenylchlorphosphane 76a-o sind

in der folgenden Tabelle zusammengestellt:

Tabelle 13 3'P_NMR-Daten (101 MHz) der Saligenylchlorphosphane 76a-o
Verbindung Substituent X in d [ppm]
3-Position 5-Position in CDCl3:
76a C2H4(CO)OMe H 140.25
76b C2H4(CO)OEt H 140.27
76¢c C2H4(CO)Oi-Pr H 140.40
76d C2H4(CO)Ot-Bu H 140.46
76e C2H4(CO)OBN H 140.54
76f H C,H4(CO)OMe 140.07
769 H C,H4(CO)Oi-Pr 140.20
76h H C,H4(CO)Ot-Bu 140.33
76i H C2H4(CO)OBN 140.39
76j C,H4O(CO)Me H 140.46
76k C2H4O(CO)EL H 140.51
761 C,H4O(CO)t-Bu H 140.94
76m H C,H40(CO)Me 139.82
76n H C,H4O(CO)t-Bu 140.29
760 8-Hydroxymethyl-4-MeU* 137.07
*Methylumbelliferon

Die Rohprodukte wurden unter Argon bei -21°C gelagert und konnten so Uber einige
Wochen hinweg fur die cycloSal-NMP-Synthese genutzt werden. Es ist trotzdem
empfehlenswert nur kleine Mengen herzustellen, die in kurzer Zeit verbraucht wer-
den, da die Reaktivitat der Saligenylchlorphosphane kontinuierlich nachlalt. Das

macht sich dann durch eine verringerte Nukleotid-Ausbeute bemerkbar.
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6.4.2. Synthesen der cycloSal-d4TMPs 77a-o nach AAV-6

0
TLLNH
1.d4T 7, DIPEA, CH;CN o) Nko
- Op-Cl -20°C, 1h 5 e
1 | ? X— | O
X 2 o} 2. t-BuOOH = 0 _ -
-20-21°C, 1 h
76a-o0 77a-o

X: CH,CH,C(O)OR oder CH,CH,0OC(O)R
in 3- oder 5-Position

Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV)-6:

Alle Synthesen mufdten unter Argon als Inertgas durchgefuhrt werden, um Sauerstoff
und Feuchtigkeit ausschlieRen zu konnen. Deshalb wurde auch zu Beginn jeder Um-
setzung zuerst d4T 7 mittels Pyridin koevaporiert.

Die gewiinschte Menge d4T 7 (1 Aquivalent) wurde in 5 ml Acetonitril gelést und mit
2 Aquivalenten DIPEA versetzt. Das Gemisch wurde auf -20°C abgekiihlt (Ethanol-
Kéaltebad mit flissigem Stickstoff). Die benétigten 2 Aquivalente Saligenylchlor-
phosphan 76a-o wurden mit Hilfe einer Spritze eingewogen und anschlief3end sofort
zu der Reaktionslosung getropft. Im Gegensatz zu frUheren Arbeiten wurde auf ein
vorheriges Verdunnen des Saligenylchlorphosphans mit Acetonitril verzichtet. Das
Zutropfen der Saligenylchlorphosphane 76a-o war in der Regel nach ca. 30 min ab-
geschlossen. Anschlielend mulRte das Kaltebad entfernt werden, um die Reakti-
onslosung innerhalb von 30 min auf Raumtemperatur erwarmen zu lassen. Die er-
folgreiche Bildung von cycloSal-Monophosphit wurde mit Hilfe der Dunnschichtchro-
matographie (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) Uberpruft. Sofern d4T 7 noch nicht
vollstandig verbraucht war, wurden weitere 0.5 Aquivalente Saligenylchlorphosphan
zugegeben, bis kein Edukt mehr nachzuweisen war. Danach muf3te das Reaktions-
gemisch wieder auf -20°C abgekuhlt werden, um das cycloSal-Monophosphit direkt
durch die Zugabe von 3-4 Aquivalenten tert-Butylhydroperoxid (5-6 M Lésung in n-
Decan) oxidieren zu konnen. Die Oxidation wurde vervollstandigt, indem man das
Gemisch innerhalb von 30 min auf Raumtemperatur erwarmen lie}. Dieser Reakti-
onsschritt wurde ebenfalls durch DC-Kontrolle Uberpruft. Danach konnte das LoO-
sungsmittel im Olpumpenvakuum bei Raumtemperatur abdestilliert werden. Als

Rohprodukt wurde ein gelbes, zdhes Harz erhalten.



6. Experimenteller Teil 193

Die chromatographische Aufreinigung der Rohprodukte erfolgte durch zwei Trennun-
gen mit Hilfe eines Chromatotrons. Die erste Trennung diente vor allem der Entfer-
nung der entstandenen Salze und wurde mittels Ethylacetat und einem Methanol-
Gradienten (0-10 %) als mobile Phase durchgefuhrt. Nach der zweiten Trennung
(Dichlormethan mit angesauertem (0.10 % Essigsaure) Methanol-Gradienten von O-
30 %) fielen die Produkte als farblose, zahe Ole an, die nach der abschlieRenden

Gefriertrocknung in farblose, feste Schaume Uberfuhrt werden konnten.

6.4.2.1. Darstellung von 3-MePr-cycloSal-d4TMP 77a

Die Reaktion wurde gemald der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
85 mg (379 umol) d4T 7, 207 mg (758 umol) Saligenylchlorphosphan 76a (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 98 mg (758 umol) DIPEA, 300 ul (1.65 mmol) fert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 59 mg (123 umol, 32 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.8)
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.57

"H-NMR: 5 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 11.33, 11.32 (2s, 1H, NH); 7.26
(dddd, *Jun= 7.2 Hz, 3x*Jun= 1.8 Hz, 1H, H4-Aryl); 7.20 (g, *Ju
H= 1.2 Hz, 1Hyp, H6); 7.18 (q, *Juv= 1.3 Hz, 1Hap, HE); 7.16-
7.08 (m, 2H, HB-Aryl+H5-Aryl); 6.79 (ddd, *Ju.i= 3.6 Hz, 2x*Jhn=
1.7 Hz, 1Hp, HT)); 6.79 (ddd, Ju= 3.5 Hz, 2x*Jpyn= 1.7 Hz,
1Hz.p, H1); 6.40, 6.36 (2xddd, *Juy= 6.0 Hz, %Jun= 1.8 Hz, “J..
4= 1.8 Hz, 1H, H3); 6.02 (ddd, *Ju.n= 5.9 Hz, *Jpi= 2.4 Hz, “Up.
4= 1.3 Hz, 1Hqp, H2'); 6.00 (ddd, *Jpn= 6.0 Hz, *Jhn= 2.4 Hz,
*un= 1.4 Hz, 1H2p, H2'); 5.48 (dd, 2Jp.4= 14.3 Hz, *Jup= 6.0 Hz,
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BC-NMR:

*'P-NMR:

HPLC:

UV (CH3CN):

MS (ESI", m/z):

1H1.p, H7-Benzyl); 5.44 (dd, “Ju.n= 14.2 Hz, *Ju.p= 5.8 Hz, 1H1p,
H7-Benzyl); 5.38 (dd, 2Jnu= 14.2 Hz, *Jpp= 5.2 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 5.35 (dd, 2Jpu= 14.2 Hz, *Jup= 5.6 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 4.98-4.93 (m, 1H, H4'); 4.34-4.24 (m, 2H, H5'); 3.57,
3.56 (2s, 3H, H11); 2.90-2.75 (m, 2H, H8); 2.59 (dd, 2x*Jy.n= 7.6
Hz, 2H1p, H9); 2.57 (dd, 2x3Ju.4= 7.7 Hz, 2H,p, H9); 1.63 (d, *Ju.
4= 1.2 Hz, 3Hqp, H7); 1.59 (d, *Jp.= 1.3 Hz, 3H2p, H7)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.5 (2xC10); 163.9 (C4); 150.9,
150.8 (2xC2); 148.1 (d, 2cp= 6.6 Hz, C24p-Aryl); 147.9 (d, *Jc.
p= 7.1 Hz, C2;p-Aryl); 135.8, 135.7 (2xC6); 133.0, 132.9 (2xC3");
130.3, 130.2 (2xC4-Aryl); 129.6, 129.5 (2xC1-Aryl); 127.6, 127.5
(2xC2'); 124.5 (2xC6-Aryl); 124.3 (C5-Aryl); 121.7, 121.6 (2xC3-
Aryl); 109.9, 109.8 (2xC5); 89.4, 89.3 (2xC1'); 84.3 (2xC4’); 68.8
(d, 2Jc.p= 5.6 Hz, C5'1p); 68.8 (d, 2Jc.p= 6.1 Hz, C5%p); 68.4 (2d,
2Jc.p= 6.6 Hz, C7-Benzyl); 51.5 (2xC11); 33.3, 33.2 (2xC9); 24.3,
24.2 (2xC8); 12.0, 11.9 (2xC7)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.53, -7.60

tr = 11.3, 11.5 min (Methode 1)
tr = 10.4 min (Methode II)

Amax: 264.09, 207.47, 195.19 nm
}Lmin: 232.25 nm

ber.: 478.4 (M)
gef.: 478.9 (M+H")

6.4.2.2. Darstellung von 3-EtPr-cycloSal-d4TMP 77b
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
65 mg (290 umol) d4T 7, 167 mg (580 umol) Saligenylchlorphosphan 76b (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 75mg (580 umol) DIPEA, 200 ul (1.00 mmol) fert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 50 mg (101 umol, 35 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.8)
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.58

'H-NMR: 8 [ppm] (500 MHz, DMSO-ds): 11.32, 11.31 (2s, 1H, NH); 7.26
(dddd, *Jun= 7.1 Hz, 3x*Jun= 2.0 Hz, 1H, H4-Aryl); 7.20 (g, *Ju
4= 1.2 Hz, 1Hp, H6); 7.18 (q, *Ju= 1.3 Hz, 1H,p, H6); 7.15-
7.08 (m, 2H, H6-Aryl+H5-Aryl); 6.80-6.78 (m, 1H, H1’); 6.40, 6.36
(2ddd, *Ju.n= 6.0 Hz, *Jyn= 1.8 Hz, *Jus= 1.8 Hz, 1H, H3'); 6.02
(ddd, ®Jpn= 6.0 Hz, *Jpu= 2.5 Hz, *Jpi= 1.3 Hz, 1H4p, H2); 6.00
(ddd, *Jnn= 5.9 Hz, *Jpi= 2.4 Hz, *Jpi= 1.3 Hz, 1Hap, H2'): 5.48
(dd, 2= 14.2 Hz, *Jup= 5.6 Hz, 1H;p, H7-Benzyl); 5.44 (dd,
2Jun= 14.2 Hz, Jup= 5.3 Hz, 1H1p, H7-Benzyl); 5.38 (dd, “Jnn=
14.2 Hz, *Ju.p= 4.8 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.34 (dd, 2Ju.= 14.2
Hz, ®Jup= 5.2 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 4.97-4.93 (m, 1H, H4");
4.33-4.25 (m, 2H, H5'); 4.03, 4.02 (2q, *Jy.= 7.1 Hz, 2H, H11);
2.88-2.77 (m, 2H, H8); 2.57 (dd, 2x*Ju.n= 7.4 Hz, 2H, H9); 1.63,
1.58 (2d, “Jnu= 1.3 Hz, 3H, H7); 1.14, 1.13 (2dd, *Ju.s= 7.1 Hz,
3H, H12)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 173.1 (2xC10); 163.9 (C4); 150.9,
150.8 (2xC2); 148.1, 147.9 (2d, 2Jc.p= 7.1 Hz, C2-Aryl); 135.8,
135.7 (2xC6); 133.0, 132.9 (2xC3'); 130.3 (2xC4-Aryl); 129.7,
129.6 (2xC1-Aryl); 127.6, 127.5 (2xC2'); 124.5 (2xC6-Aryl);
124.3 (C5-Aryl); 121.7, 121.6 (2xC3-Aryl); 109.9, 109.8 (2xC5);
89.4, 89.3 (2xC1’); 84.3 (2xC4’); 68.8 (2d, cp= 6.1 Hz, C5°);
68.4 (2d, “Jcp= 6.6 Hz, C7-Benzyl); 60.1 (C11); 33.5, 33.4
(2xC9); 24.3, 24.2 (2xC8); 14.2 (C12); 12.0, 11.9 (2xC7)
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*'P.NMR;: & [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.52, -7.57

HPLC: tr = 12.8 min (Methode I)
tr = 11.3 min (Methode II)

MS (FAB, m/z): ber.: 492.1298 (M)
gef.: 493.3 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.2.3. Darstellung von 3-i-PrPr-cycloSal-d4TMP 77c

Die Reaktion wurde gemald der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
82 mg (366 umol) d4T 7, 221 mg (731 umol) Saligenylchlorphosphan 76¢ (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 98 mg (731 umol) DIPEA, 296 ul (1.63 mmol) fert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 101 mg (199 umol, 54 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.60

"H-NMR: § [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 11.35, 11.34 (2s, 1H, NH); 7.27-

7.23 (m, 1H, H4-Aryl); 7.20, 7.18 (29, *Jus= 1.1 Hz, 1H, H6);

7.15-7.08 (m, 2H, H5-, H6-Aryl); 6.80-6.78 (m, 1H, H1’); 6.40

(ddd, ®Jpu= 6.0 Hz, *Jps= 1.8 Hz, *Jp.4= 1.8 Hz, 1H1p, H3'); 6.36
ddd, *Jy.n= 5.9 Hz, 3Jun= 1.8 Hz, “Jun= 1.8 Hz, 1H2p, H3'); 6.02
ddd, *Jy.4= 6.1 Hz, *Jy= 2.3 Hz, *Jun= 1.3 Hz, 1Hqp, H2'); 6.00
ddd, *Jy.q= 6.0 Hz, 3Jun= 2.5 Hz, “Jun= 1.3 Hz, 1H2p, H2'); 5.48
dd, 2Jun= 14.1 Hz, *Jyp= 4.8 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.44 (dd,
2Jun= 14.2 Hz, Jup= 4.3 Hz, 1H1p, H7-Benzyl); 5.38 (dd, “Jnn=
12.4 Hz, *Ju.p= 4.8 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.34 (dd, “Jpyn= 12.6

(
(
(
(
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BC-NMR:

$P_.NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

Hz, Jup= 4.5 Hz, 1H.p, H7-Benzyl); 4.97-4.93 (m, 1H, H4);
4.85, 4.84 (2sept, *Jun= 6.3 Hz, 1H, H11); 4.32-4.25 (m, 2H,
H5'); 2.87-2.77 (m, 2H, H8); 2.54 (2dd, 3Juw= 7.3 Hz, 2H, HO);
1.63, 1.57 (2d, “Jun= 1.1 Hz, 3H, H7); 1.14-1.11 (m, 6H, H12a,b)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 171.6, 171,5 (2xC10); 163.9 (C4);
150.9, 150.8 (2xC2); 148.0 (d, 2Jc.p= 7.6 Hz, C2-Aryl); 147.9 (d,
2Jc.p= 8.1 Hz, C2-Aryl); 135.8 (2xC6); 133.0 132.9 (2xC3’); 130.3
2xC4-Aryl); 129.6 (2xC1-Aryl); 127.6, 127.5 (2xC2'); 124.5
2xCB-Aryl); 124.3 (C5-Aryl); 121.7 (C3-Aryl); 109.9, 109.8
2xC5); 89.4, 89.3 (2xC1’); 84.4, 84.3 (2xC4’); 68.8, 68.7
2xC5'); 68.4 (d, 2Jc.p= 7.6 Hz, C7-Benzyl); 68.4 (d, *Jcp= 6.6
Hz, C7-Benzyl); 67.5 (C11); 33.7 (2xC9); 24.3 (2xC8); 21.7
(C12a, b); 12.0, 11.9 (2xC7)

(
(
(
(

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.50, -7.53

tr = 13.7 min (Methode I)
tr = 12.3 min (Methode II)

ber.: 506.1454 (M)
gef.: 507.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.2.4. Darstellung von 3-t-BuPr-cycloSal-d4TMP 77d
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-

gen durchgeflhrt:

68 mg (303 umol) d4T 7, 192 mg (606 umol) Saligenylchlorphosphan 76d (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 78 mg (606 umol) DIPEA, 245u (1.35 mmol) fert-

Butylhydroperoxid;
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Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

$P_.NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

115 mg (221 umol, 73 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)
R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.46

& [ppm] (500 MHz, DMSO-d): 11.32, 11.31 (2s, 1H, NH); 7.27-
7.24 (m, 1H, H4-Aryl); 7.20, 7.18 (29, *Juny= 1.3 Hz, 1H, H6);
7.15-7.08 (m, 2H, H6-Aryl+H5-Aryl); 6.80-6.78 (m, 1H, H1’); 6.40,
6.36 (2ddd, *Jp.s= 6.0 Hz, *Jpu= 1.7 Hz, *Jps= 1.7 Hz, 1H H3);
6.02 (ddd, *Jp.n= 6.1 Hz, *Jpn= 2.4 Hz, *Juy= 1.4 Hz, 1H1p, H2");
6.00 (ddd, *Ju.i= 6.1 Hz, *Jin= 2.3 Hz, “Upn= 1.4 Hz, 1Hap, H2));
5.47 (dd, 2Jnn= 14.3 Hz, %Jup= 5.7 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.44
(dd, 2Jp.s= 14.6 Hz, *Jup= 4.8 Hz, 1H;p, H7-Benzyl); 5.37 (dd,
2Jun= 12.4 Hz, Jup= 5.7 Hz, 1Hap, H7-Benzyl); 5.35 (dd, “Jun=
12.3 Hz, ®Ju.p= 5.7 Hz, 1Hap, H7-Benzyl); 4.97-4.93 (m, 1H, H4');
4.34-4.25 (m, 2H, H5'); 2.87-2.73 (m, 2H, H8); 2.47 (dd, 3Jun=
7.5 Hz, 2H1p, H9); 2.46 (dd, *Ji.1= 8.1 Hz, 2H, 0, H9); 1.64, 1.57
(2d, *Jun= 1.1 Hz, 3H, H7); 1.35, 1.34 (2s, 9H, H12a-c)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 171.4, 171,3 (2xC10); 163.9 (C4);
150.8 (2xC2); 148.0 (d, 2Jcp= 6.6 Hz, C2-Aryl); 148.0 (d, 2Jc.p=
7.1 Hz, C2-Aryl); 135.8, 135.7 (2xC6); 133.0 132.9 (2xC3');
130.3 (2xC4-Aryl); 129.7, 129.6 (2xC1-Aryl); 127.5 (2xC2);
124.4 (2xC6-Aryl); 124.2 (C5-Aryl); 121.7, 121.6 (C3-Aryl); 109.8
(2xC5); 89.3 (2xC1’); 84.3 (2xC4’); 80.0 (C11); 68.8 (d, 2Jop=
6.1 Hz, C5'); 68.7 (d, 2Jc.p= 5.6 Hz, C5'); 68.4 (d, 2Jop= 7.1 Hz,
C7-Benzyl); 68.4 (d, 2Jcp= 6.6 Hz, C7-Benzyl); 34.6, 34.5
(2xC9); 27.9 (12a-c); 24.4 (2xC8); 12.0, 11.9 (2xC7)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.50, -7.53

tr = 14.7 min (Methode I)
tr = 13.2 min (Methode II)

ber.: 520.1611 (M)
gef.: 521.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)
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6.4.2.5. Darstellung von 3-BnPr-cycloSal-d4TMP 77e

Die Reaktion wurde gemald der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
80 mg (357 umol) d4T 7, 217 mg (620 umol) Saligenylchlorphosphan 76e (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 92mg (714 umol) DIPEA, 260l (1.43 mmol) fert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 85 mg (153 umol, 43 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.64

'H-NMR: & [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 11.33, 11.31 (2s, 1H, NH); 7.36-
7.28 (m, 5H, Ph) 7.26-7.23 (m, 1H, H4-Aryl); 7.18 (q, *Jun= 1.2
Hz, 1H1p, H6); 7.17 (q, *Js= 1.1 Hz, 1H,p, H6); 7.15-7.12 (m,
2H, HB-Aryl); 7.09, 7.08 (2dd, *Jin= 7.6 Hz, 1H, H5-Aryl) 6.79-
6.77 (m, 1H, H1); 6.37 (ddd, 3Jun= 6.0 Hz, *Juu= 1.8 Hz, *Jnn=
1.8 Hz, 1H1p, H3'); 6.32 (ddd, *Ji.4= 6.0 Hz, *Ji= 1.7 Hz, *Jpn=
1.7 Hz, 1H2.0, H3'); 5.99 (ddd, *Ji.4= 6.0 Hz, *Jun= 2.3 Hz, “p=
1.5 Hz, 1H1p, H2'); 5.97 (ddd, *Ji.4= 6.1 Hz, *Jnn= 2.4 Hz, *Jp=
1.5 Hz, 1Hap, H2'); 5.47 (dd, 2Jun= 14.4 Hz, *Ju.p= 6.9 Hz, 1H1p,
H7-Benzyl); 5.44 (dd, Jpu= 14.6 Hz, *Jyp= 6.2 Hz, 1H;p, H7-
Benzyl); 5.37 (dd, 2Jpu= 12.4 Hz, *Jup= 5.8 Hz, 1H.p, H7-
Benzyl); 5.34 (dd, 2Jpu= 12.4 Hz, *Jup= 6.1 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 5.07, 5.06 (2s, 2H, H11) 4.94-4.90 (m, 1H, H4’); 4.32-
4.22 (m, 2H, H5'); 2.92-2.80 (m, 2H, H8); 2.68-2.62 (m, 2H, H9);
1.64, 1.58 (2xd, *Ju.v= 1.1 Hz, 3H, H7)
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¥C-NMR: § [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.4, 172,3 (2xC10); 163.9 (C4);
150.8, 150.7 (2xC2); 148.0 (2d, 2Jc.p= 7.6 Hz, C2-Aryl); 135.8,
135.7 (2xC6); 132.9 (2xC3); 131.2 (C12); 130.3 (2xC4-Aryl);
129.5 (2xC1-Aryl); 128.6 (2xCm-Ph); 128.1 (2xCo-Ph); 128.1
(Cp-Ph); 127.5 (2xC2); 124.5 (2xCB-Aryl); 124.3 (C5-Aryl);
121.7 (C3-Aryl); 109.9, 109.8 (2xC5); 89.4, 89.3 (2xC1’); 84.3,
84.2 (2xC4’); 68.7 (2xC5'); 68.4 (d, “Jc.p= 7.6 Hz, C7-Benzyl);
68.4 (d, 2Jc.p= 6.6 Hz, C7-Benzyl); 65.7 (C11); 33.4 (2xC9); 24.3,
24.2 (2xC8); 12.0, 11.9 (2xC7)

*'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.57 (nur 1 Peak)

HPLC: tr = 15.0 min (Methode I)
tr = 13.6 min (Methode II)

MS (FAB, m/z): ber.: 554.15 (M)
gef.: 555.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)
555.1532 (M+H", Hochauflésung)

6.4.2.6. Darstellung von 5-MePr-cycloSal-d4TMP 77f
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
85 mg (379 umol) d4T 7, 207 mg (758 umol) Saligenylchlorphosphan 76f (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 98 mg (758 umol) DIPEA, 300 ul (1.65 mmol) fert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 70 mg (146 umol, 39 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)

DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.52
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"H-NMR:

BC-NMR:

*'P-NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

5 [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 11.33, 11.32 (2s, 1H, NH); 7.23-
7.18 (m, 1H, H4-Aryl); 7.18, 7.15 (29, *Juns= 1.3 Hz, 1H, H6);
7.13-7.11 (m, 1H, H6-Aryl); 7.03, 7.00 (2d, 3Jy.1= 8.4 Hz, 1H, H3-
Aryl); 6.79, 6.78 (2ddd, *Ju.n= 3.6 Hz, 2x*Jy.s= 1.8 Hz, 1H, H1');
6.40 (ddd, *Jy.s= 6.0 Hz, *Jp.n= 1.8 Hz, *Jyy= 1.8 Hz, 1Hp, H3);
6.34 (ddd, *Jp.n= 6.0 Hz, *Jpi= 1.7 Hz, *Juy= 1.7 Hz, 1H2p0, H3);
6.01 (ddd, *Jp.s= 5.9 Hz, *Jpi= 2.4 Hz, *Jyy= 1.4 Hz, 1Hqp, H2');
5.99 (ddd, *Jun= 6.1 Hz, *Jpn= 2.2 Hz, *Jus= 1.7 Hz, 1H20, H2');
5.45 (dd, 2nn= 14.4 Hz, *Jup= 5.9 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.41
(dd, 2Jp.= 14.4 Hz, *Jyp= 5.6 Hz, 1H1p, H7-Benzyl); 5.35 (d(br),
2Jun= 14.2 Hz, 1Hap, H7-Benzyl); 5.33 (d(br), “Jnn= 13.7 Hz,
1H,p, H7-Benzyl); 4.96-4.91 (m, 1H, H4'); 4.34-4.22 (m, 2H,
H5'); 3.57 (s, 3H, H11); 2.81 (dd, 2x*Jy.n= 7.6 Hz, 2H, H8); 2.60
(dd, 2x*Jy.4= 7.6 Hz, 2H, H9); 1.66, 1.59 (2d, *Jnn= 1.3 Hz, 3H,
H7)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.6 (2xC10); 163.9 (2xC4);
150.8 (C2); 148.0 (2d, 2cp= 7.1 Hz, C2-Aryl); 137.0 (C5-Aryl);
135.8 (2xC6); 133.0, 132.9 (2xC3’); 129.8, 129.7 (2xC4-Aryl);
129.0, 128.9 (2xC1-Aryl); 127.5, 127.4 (2xC2'); 125.9 (2xC6-
Aryl); 118.2, 118.1 (2xC3-Aryl); 109.8 (2xC5); 89.3 (C1'); 84.3,
84.2 (2xC4’); 68.5 (d, 2Jc.p= 7.6 Hz, C5'p); 68.5 (d, 2Jcp= 6.1
Hz, C5%p); 68.4 (2d, 2Jc.p= 6.6 Hz, C7-Benzyl); 51.5 (C11); 34.8
(C9); 29.5 (C8); 12.1, 12.0 (2xC7)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.98, -8.04

tr = 11.9, 12.0 min (Methode I)
tr = 10.6 min (Methode II)

ber.. 478.1141 (M)
gef.: 479.4 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)
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6.4.2.7. Darstellung von 5-i-PrPr-cycloSal-d4TMP 77g
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Die Reaktion wurde gemal} der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:
85 mg (379 umol) d4T 7, 229 mg (758 umol) Saligenylchlorphosphan 76g (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 98 mg (758 umol) DIPEA, 300 ul (1.65mmol) ftert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 64 mg (126 umol, 33 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.9)
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.63

"H-NMR: 5 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.32, 11.31 (2s, 1H, NH); 7.24-
7.18 (m, 1H, H4-Aryl); 7.18, 7.15 (29, *Jus= 1.1 Hz, 1H, H6);
7.13-7.11 (m, 1H, H6-Aryl); 7.03 (d, *Jy.i= 8.6 Hz, 1Hqp, H3-
Aryl); 7.00 (d, *Ju.u= 8.4 Hz, 1Ho0, H3-Aryl); 6.79 (ddd, *Jp.n= 3.6
Hz, 2x*Ju= 1.8 Hz, 1H1p, H1'); 6.77 (ddd, *Jpi= 3.7 Hz, 2x*Jn
4= 1.9 Hz, 1H.p, H1’); 6.40 (ddd, *Jun= 6.0 Hz, *Jun= 1.8 Hz,
*Jhn= 1.8 Hz, 1Hqp, H3'); 6.33 (ddd, *Jps= 5.9 Hz, *Jyn= 1.7 Hz,
*Jun= 1.7 Hz, 1H2p, H3'); 6.00 (ddd, *Jpn= 5.6 Hz, *Ju.n= 2.0 Hz,
*Jhn= 2.0 Hz, 1Hqp, H2'); 5.99 (ddd, *Jps= 6.0 Hz, *Jyn= 2.3 Hz,
*un= 1.5 Hz, 1H2p, H2'); 5.45 (dd, 2Jp.y= 14.4 Hz, *Jip= 4.6 Hz,
1H1.p, H7-Benzyl); 5.40 (dd, “Jun= 14.2 Hz, *Ju.p= 4.1 Hz, 1H1p,
H7-Benzyl); 5.35 (d(br), *Ju.n= 14.5 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.32
(d(br), 2Ju.n= 14.1 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 4.96-4.92 (m, 1H, H4);
4.85 (2sept, *Jyu= 6.2 Hz, 1H, H11); 4.34-4.21 (m, 2H, H5');
2.80 (dd, 2x3Jun= 7.4 Hz, 2H, H8); 2.55 (dd, 2x°Jyy= 7.5 Hz,
2H, H9); 1.66, 1.60 (2d, *Jun= 1.1 Hz, 3H, H7); 1.13, 1.12 (2d,
*Jun= 6.2 Hz, 6H, H12a,b)
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¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 173.9 (2xC10); 163.9 (2xC4);
150.9 (C2); 148.4 (2d, “Jc.p= 7.3 Hz, C2-Aryl); 137.0 (C5-Aryl);
135.8 (2xC6); 133.0, 132.9 (2xC3'); 129.8, 129.7 (2xC4-Aryl);
129.0, 128.9 (2xC1-Aryl); 127.5, 127.4 (2xC2'); 125.9 (2xC6-
Aryl); 118.2, 118.1 (2xC3-Aryl); 109.8 (2xC5); 89.3 (C1'); 84.3,
84.2 (2xC4’); 68.5 (2d, *Jc.p= 5.1 Hz, C5°); 68.4 (2d, *Jc.p= 7.6
Hz, C7-Benzyl); 67.3 (C11); 35.3 (C9); 29.6 (C8); 21.7
(2xC12a,b); 12.1, 12.0 (2xC7)

*'P.NMR;: & [ppm] (202 MHz, DMSO-ds): -8.00, -8.02

HPLC: tr = 13.9 min (Methode I)
tr = 12.4 min (Methode II)

MS (FAB, m/z): ber.: 506.1454 (M)
gef.: 507.4 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.2.8. Darstellung von 5-t-BuPr-cycloSal-d4TMP 77h
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
80 mg (357 umol) d4T 7, 225 mg (714 umol) Saligenylchlorphosphan 76h (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 92mg (714 umol) DIPEA, 260 ul (1.43 mmol) fert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 81 mg (156 umol, 44 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren

DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.49
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"H-NMR:

BC-NMR:

$P_.NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

5 [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 11.33, 11.32 (2s, 1H, NH); 7.23-
7.18 (m, 1H, H4-Aryl); 7.18, 7.15 (29, *Jus= 1.1 Hz, 1H, H6);
7.12 (d, *J= 1.9 Hz, 1H, H6-Aryl); 7.03 (d, *Ji.4= 8.4 Hz, 1H1p,
H3-Aryl); 7.01 (d, *Ju.= 8.5 Hz, 1H2p, H3-Aryl); 6.79 (ddd, >Jy.=
3.5 Hz, 2x*Jun= 1.7 Hz, 1Hp, H1'); 6.77 (ddd, *Ju.u= 3.6 Hz,
2x*Jun= 1.8 Hz, 1H2p, H1'); 6.40 (ddd, *Jyn= 6.0 Hz, *Jyn= 1.8
Hz, *Jun= 1.8 Hz, 1Hqp, H3'); 6.34 (ddd, *Jy.s= 6.0 Hz, *Jyn= 1.7
Hz, *Junu= 1.7 Hz, 1H2p, H3'); 6.00 (ddd, *Ju.n= 5.9 Hz, *Jun= 2.3
Hz, *Jun= 1.4 Hz, 1Hqp, H2'); 5.99 (ddd, *Jpn= 6.1 Hz, *Jp= 2.1
Hz, “Ju= 1.4 Hz, 1Hap, H2'); 5.44, 5.41 (2dd, 2Juy= 14.4 Hz,
*Jup= 5.6 Hz, 1H1p, H7-Benzyl); 5.35 (dd, Jun= 14.3 Hz, *Jyp=
2.1 Hz, 1Hap, H7-Benzyl); 5.32 (dd, 2Jp.n= 14.3 Hz, *Jup= 2.4
Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 4.96-4.92 (m, 1H, H4'); 4.33-4.22 (m, 2H,
H5'); 2.77 (dd, 2x*Jy.4= 7.4 Hz, 2H, H8); 2.48 (dd, 2x°Jy.n= 7.4
Hz, 2H, H9); 1.67, 1.60 (2d, “Juxi= 1.1 Hz, 3H, H7); 1.34, 1.33
(2s, 9H, H12a-c)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 171.5 (C10); 163.9, 163.8 (2xC4);
150.8 (2xC2); 148.0 (C2-Aryl); 137.1 (C5-Aryl); 135.8 (2xC6);
133.0, 132.9 (2xC3’); 132.2 (C1-Aryl); 129.8 (C4-Aryl); 127.5,
127.4 (2xC2’); 126.0, 125.9 (2xC6-Aryl); 118.1, 118.0 (2xC3-
Aryl); 109.8 (2xC5); 89.3 (C1'); 84.3, 84.2 (2xC4’); 79.9 (C11);
68.5-68.3 (C5'+C7-Benzyl); 36.2 (C9); 29.8 (C8); 27.9 (2xC12a-
c); 12.1, 12.0 (2xC7)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -8.02 (nur 1 Peak)

tr = 14.6 min (Methode I)
tr = 13.4 min (Methode II)

ber.: 520.1611 (M)
gef.: 521.3 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)
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6.4.2.9. Darstellung von 5-BnPr-cycloSal-d4TMP 77i
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:

80 mg (357 umol) d4T 7, 250 mg (714 umol) Saligenylchlorphosphan 76i (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 92mg (714 umol) DIPEA, 260 ul (1.43 mmol) fert-

Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 116 mg (209 umol, 59 %) eines farblosen, festen Schaums als
Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.9)

DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.63

'H-NMR: d [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.33, 11.32 (2s, 1H, NH); 7.36-

7.26 (m, 5H, Ph); 7.23-7.18 (m, 1H, H4-Aryl); 7.18, 7.15 (2q, *Ju.
4= 1.1 Hz, 1H, H6); 7.11-7.09 (m, 1H, H6-Aryl); 7.01, 6.99 (2d,
*Jun= 8.5 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.79 (ddd, *Jun= 3.5 Hz, 2x*Jun=
1.8 Hz, 1H¢p, HT'); 6.77 (ddd, *Ju.s= 3.6 Hz, 2x*Jun= 1.7 Hz,
1Hz.p, H1'); 6.40, 6.34 (2ddd, *Jin= 6.0 Hz, *Jin= 1.9 Hz, ‘pn=
1.9 Hz, 1H, H3'); 6.01 (ddd, ®Jun= 6.0 Hz, *Ju= 1.9 Hz, ‘pr=
1.9 Hz, 1H4p, H2'); 5.99 (ddd, *Ji.4= 6.1 Hz, *Jui= 1.7 Hz, ‘Jp=
1.7 Hz, 1Hap, H2); 5.41 (dd, 2Jun= 14.3 Hz, *Ju.p= 5.8 Hz, 1H1p,
H7-Benzyl); 5.38 (dd, 2Jnu= 14.5 Hz, *Jyp= 5.7 Hz, 1H;p, H7-
Benzyl); 5.33 (d(br), 2nwu= 14.2 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.30
(d(br), 2Ju= 14.1 Hz, 1H,0, H7-Benzyl); 5.06 (s, 2H, H11); 4.96-
4.92 (m, 1H, H4’); 4.34-4.22 (m, 2H, H5'); 2.83 (dd, 2x*Jy.4= 7.6
Hz, 2H, H8); 2.67 (dd, 2x*Ju.u= 7.4 Hz, 2H, H9); 1.66, 1.60 (2d,
*Jun= 1.1 Hz, 3H, H7)
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BC-NMR;: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.1, 171.9 (2xC10); 163.9
(2xC4); 150.9 (2xC2); 148.1 (C2-Aryl); 136.9 (C12); 136.3 (C5-
Aryl); 135.9, 135.8 (2xC86); 133.0 (2xC3'); 129.9, 129.8 (2xC4-
Aryl); 128.6 (2xCm-Ph); 128.5 (C1-Aryl); 128.2 (Cp-Ph); 128.1
(2xCo-Ph); 127.5 (2xC2'); 126.0, 125.9 (2xC6-Aryl); 118.2, 118.1
(2xC3-Aryl); 109.8 (2xC5); 89.3 (C1’); 84.3, 84.2 (2xC4’); 68.5,
68.4 (2d, 2Jcp= 6.1 Hz, C5); 68.4 (d, Jcp= 7.6 Hz, C74p-
Benzyl); 68.3 (d, ?Jep= 8.1 Hz, C7,p-Benzyl); 65.6 (C11); 35.0
(C9); 29.6 (C8); 12.1, 12.0 (2xC7)

¥IP-NMR; 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.98, -8.05

HPLC: tr = 15.3 min (Methode I)
tr = 13.7 min (Methode II)

MS (FAB, m/z): ber.: 554.1454 (M)
gef.: 555.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.2.10. Darstellung von 3-AcEt-cycloSal-d4TMP 77j

11)110\ /§

Die Reaktion wurde gemald der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
85 mg (379 umol) d4T 7, 207 mg (758 umol) Saligenylchlorphosphan 76j (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 98 mg (758 umol) DIPEA, 300 ul (1.65 mmol) fert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 57 mg (119 umol, 31 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)

DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.61
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"H-NMR:

BC-NMR:

*'P-NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

5 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.33, 11.31 (2s, 1H, NH); 7.29
(dddd, 3Jun= 7.3 Hz, 3x*Ju= 1.7 Hz, 1H, H4-Aryl); 7.19, 7.18
(29, “Jus= 1.3 Hz, 1H, H6); 7.16-7.10 (m, 2H, H5-Aryl+H6-Aryl);
6.80-6.78 (m, 1H, H1’); 6.40 (ddd, >Jyu= 6.1 Hz, *Jy= 1.7 Hz,
*Jnn= 1.7 Hz, 1Hqp, H3'); 6.36 (ddd, *Jp.s= 6.0 Hz, *Jy.v= 1.8 Hz,
*Jun= 1.8 Hz, 1H2p, H3'); 6.02 (ddd, *Jpn= 6.0 Hz, *Jun= 2.3 Hz,
*Jhn= 1.5 Hz, 1Hqp, H2'); 6.00 (ddd, *Jps= 6.0 Hz, *Jy= 2.2 Hz,
*an= 1.7 Hz, 1H2p, H2'); 5.48 (dd, 2Jp4= 14.3 Hz, Jup= 7.7 Hz,
1H1.p, H7-Benzyl); 5.45 (dd, “Jun= 14.3 Hz, *Ju.p= 7.3 Hz, 1H1p,
H7-Benzyl); 5.38 (dd, 2Jnu= 14.0 Hz, *Jpp= 7.4 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 5.35 (dd, 2Jpu= 14.2 Hz, *Jup= 8.0 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 4.96-4.93 (m, 1H, H4'); 4.32-4.26 (m, 2H, H5'); 4.22-
412 (m, 2H, H9); 2.97-2.82 (m, 2H, H8); 1.96, 1.95 (2s, 3H,
H11); 1.63, 1.59 (2d, *Jun= 1.3 Hz, 3H, H7)

8 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 173.3, 173.0 (2xC10); 163.9 (C4);
150.9, 150.8 (2xC2); 148.3, 148.2 (2xC2-Aryl); 135.8 (2xC6);
133.0 132.9 (2xC3’); 131.1, 131.0 (2xC4-Aryl); 130.3, 130.2
(2xC1-Aryl); 127.6, 127.5 (2xC2'); 124.8 (2xC6-Aryl); 124.3 (C5-
Aryl); 121.7, 121.6 (2xC3-Aryl); 109.9, 109.8 (2xC5); 89.4, 89.3
(2xC1’); 84.3, 84.2 (2xC4’); 68.8 (d, 2Jc.p= 5.1 Hz, C5'1p); 68.8
(d, 2Jop= 6.1 Hz, C5'20); 68.4 (d, 2Jc.p= 6.6 Hz, C7-Benzyl); 68.4
(d, 2Jep= 7.6 Hz, C7-Benzyl); 63.0, 62.9 (2xC9); 28.3 (2xC8);
20.8 (2xC11); 12.0, 11.9 (2xC7)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.50, -7.64

tr = 11.5, 11.7 min (Methode 1)
tr = 10.3 min (Methode II)

ber.. 478.1141 (M)
gef.: 479.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)
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6.4.2.11. Darstellung von 3-PrEt-cycloSal-d4TMP 77k

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:
60 mg (260 umol) d4T 7, 130 mg (470 pumol) Saligenylchlorphosphan 76k (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 70mg (540 umol) DIPEA, 240 ul (1.07 mmol) ftert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 37 mg (73 umol, 28 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.63

"H-NMR: 5 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.32, 11.30 (2s, 1H, NH); 7.29
(dddd, 3Jun= 7.3 Hz, 3x*Jy= 1.7 Hz, 1H, H4-Aryl); 7.19, 7.18
(29, “Jus= 1.4 Hz, 1H, H6); 7.15-7.08 (m, 2H, H5-Aryl+H6-Aryl);
6.80-6.77 (m, 1H, H1’); 6.40 (ddd, *Jyu= 6.1 Hz, *Jyy= 1.7 Hz,
*Jhn= 1.7 Hz, 1Hqp, H3'); 6.36 (ddd, *Jp.u= 6.0 Hz, *Jyv= 1.8 Hz,
*Jun= 1.8 Hz, 1H2p, H3'); 6.02 (ddd, *Jps= 6.0 Hz, *Jun= 2.3 Hz,
*Jhn= 1.5 Hz, 1Hqp, H2'); 6.00 (ddd, *Jps= 6.0 Hz, *Jy= 2.2 Hz,
*an= 1.7 Hz, 1H2p, H2'); 5.48 (dd, 2Jp4= 14.3 Hz, Jup= 7.7 Hz,
1H1.p, H7-Benzyl); 5.45 (dd, “Jun= 14.3 Hz, *Ju.p= 7.3 Hz, 1H1p,
H7-Benzyl); 5.38 (dd, 2Jnu= 14.0 Hz, %Jup= 7.4 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 5.35 (dd, 2Jpu= 14.2 Hz, *Jup= 8.0 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 4.95-4.92 (m, 1H, H4'); 4.32-4.25 (m, 2H, H5'); 4.21-
4.11 (m, 2H, H9); 2.95-2.81 (m, 2H, H8); 2.35, 2.34 (2q, Ju.n=
7.6 Hz, 2H, H11); 1.63, 1.59 (2d, “Ju.n= 1.4 Hz, 3H, H7); 1.18,
1.17 (2t, *Jy= 7.6 Hz, 3H, H12)
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¥C-NMR: 8 [ppm] (101 MHz, DMSO-de): 172.9, 172.6 (2xC10); 163.9 (C4);
150.8, 150.7 (2xC2); 148.2, 148.0 (2xC2-Aryl); 135.8 (2xC8);
133.0 132.9 (2xC3’); 131.1, 131.0 (2xC4-Aryl); 130.3, 130.2
(2xC1-Aryl); 127.6, 127.5 (2xC2'); 124.8 (2xC6-Aryl); 124.3 (C5-
Aryl); 121.7, 121.6 (2xC3-Aryl); 109.9, 109.8 (2xC5); 89.4, 89.3
(2xC1'); 84.3, 84.2 (2xC4’); 68.8 (d, 2Jcp= 5.1 Hz, C5'1p); 68.8
(d, 2Jc.p= 6.1 Hz, C5'21); 68.4 (d, 2Jc.p= 6.6 Hz, C7-Benzyl); 68.4
(d, 2Jcp= 7.6 Hz, C7-Benzyl); 62.9, 62.8 (2xC9); 28.3 (2xC8);
26.9 (C11); 12.0, 11.9 (2xC7); 9.1 (C12)

*'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.55, -7.66

HPLC: tr = 12.7 min (Methode I)
tr = 11.4 min (Methode II)

MS (FAB, m/z): ber.: 429.1298 (M)
gef.: 431.5 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.2.12. Darstellung von 3-PivEt-cycloSal-d4TMP 77I

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:
83 mg (370 umol) d4T 7, 234 mg (740 umol) Saligenylchlorphosphan 76l (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 96 mg (740 umol) DIPEA, 260 ul (1.43 mmol) ftert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 102 mg (196 umol, 52 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)

DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.60
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"H-NMR:

BC-NMR:

*'P-NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

5 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 11.33, 11.31 (2s, 1H, NH); 7.30-
7.26 (m, 1H, H4-Aryl); 7.19, 7.18 (29, *Jun= 1.2 Hz, 1H, H6);
7.17-7.10 (m, 2H, H5-Aryl+H6-Aryl); 6.81-6.78 (m, 1H, H1’); 6.40
(ddd, *Jnn= 6.0 Hz, *Jps= 1.7 Hz, *Jps= 1.7 Hz, 1Hp, H3'); 6.36
ddd, *Jy.4= 6.0 Hz, *Jyy= 1.8 Hz, *Jii= 1.8 Hz, 1H2p, H3'); 6.02
ddd, *Jy.q= 6.2 Hz, 3Jun= 2.4 Hz, “Jun= 1.2 Hz, 1Hqp, H2'); 6.00
ddd, *Jy.4= 5.9 Hz, *Jyn= 2.4 Hz, *Jun= 1.4 Hz, 1H,p, H2'); 5.48
dd, 2Jun= 14.3 Hz, *Jue= 5.1 Hz, 1Hp, H7-Benzyl); 5.44 (dd,
2Jnin= 14.3 Hz, ®Jup= 4.8 Hz, 1Hp, H7-Benzyl); 5.38 (dd, *Jnn=
14.2 Hz, 3Ju.p= 4.8 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.35 (dd, 2Jp.= 14.2
Hz, *Jup= 5.3 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 4.97-4.92 (m, 1H, H4");
4.35-4.24 (m, 2H, H5'); 4.22-4.16 (m, 2H, H9); 2.99-2.82 (m, 2H,
H8); 1.64, 1.59 (2d, *Jun= 1.2 Hz, 3H, H7); 1.05 (2s, 9H, H12a-c)

(
(
(
(

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 177.4 (2xC10); 163.9 (C4); 150.8
(2xC2); 148.2 (d, 2Jpu= 7.1 Hz, C21p-Aryl); 148.1 (d, “Ju= 7.6
Hz, C2,p0-Aryl); 135.8 (2xC6); 132.9 (2xC3'); 131.2 (2xC4-Aryl);
127.5 (2xC2'); 127.3, 127.2 (2xC1-Aryl); 124.8 (2xC6-Aryl);
124.2, 124.1 (2xC5-Aryl); 121.7, 121.6 (2xC3-Aryl); 109.9, 109.8
(2xC5); 89.4, 89.3 (2xC1'); 84.3 (2xC4’); 68.8 (d, *Jc.p= 5.1 Hz,
C5'1p); 68.7 (d, 2c.p= 6.1 Hz, C5'5p); 68.4 (d, *Jcp= 7.1 Hz, CT7-
Benzyl); 68.4 (d, ?Jep= 6.1 Hz, C7-Benzyl); 62.9 (2xC9); 30.8
(C11); 28.3 (2xC8); 26.9 (C12a-c); 12.0, 11.9 (2xC7)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.51, -7.58

tr = 15.1 min (Methode I)
tr = 13.3 min (Methode II)

ber.: 520.1611 (M)
gef.: 521.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)
521.1689 (M+H", Hochauflésung)
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6.4.2.13. Darstellung von 5-AcEt-cycl/oSal-d4TMP 77m
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
85 mg (379 umol) d4T 7, 207 mg (758 umol) Saligenylchlorphosphan 76m (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 98 mg (758 umol) DIPEA, 300 ul (1.65 mmol) fert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 75 mg (157 umol, 41 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.9)
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.65

'H-NMR: 8 [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 11.33, 11.32 (2s, 1H, NH); 7.26-
7.21 (m, 1H, H4-Aryl); 7.18 (q, “Juu= 1.3 Hz, 1H;p, H6); 7.15 (q,
*Jun= 1.1 Hz, 1Hzp, HB); 7.16-7.14 (m, 1H, HB-Aryl); 7.05, 7.03
(2d, *Jun= 8.4 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.79 (ddd, *Ju.n= 3.5 Hz, 2x*Jn.
4= 1.7 Hz, 1Hqp, H1'); 6.77 (ddd, *Jpn= 3.7 Hz, 2x*Jpn= 1.8 Hz,
1Hz.p, H1'); 6.41 (ddd, ®Jin= 6.0 Hz, *Jp= 1.8 Hz, *Jv= 1.8 Hz,
1H1.p, H3"); 6.34 (ddd, ®Jun= 6.0 Hz, *Jpi= 1.7 Hz, *Jun= 1.7 Hz,
1Hy.p, H3'); 6.01 (ddd, ®Jin= 6.1 Hz, *Jp= 2.4 Hz, *Jv= 1.3 Hz,
1H1.p, H2'); 5.99 (ddd, ®Jin= 6.0 Hz, *Jpi= 2.4 Hz, *Jun= 1.4 Hz,
1Hzp, H2'); 5.47 (dd, 2Ju= 14.5 Hz, *Jup= 6.1 Hz, 1H;p, H7-
Benzyl); 5.43 (dd, 2Jpu= 14.4 Hz, *Jup= 5.9 Hz, 1Hp, H7-
Benzyl); 5.37 (d(br), 2uwu= 14.3 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.35
(d(br), 2Ju.n= 14.2 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 4.96-4.92 (m, 1H, H4);
4.34-4.23 (m, 2H, H5'); 4.17 (dd, 2x*Ju.n= 6.9 Hz, 2H, H9); 2.85
(dd, 2x3Jun= 6.8 Hz, 2H, H8); 1.97 (s, 3H, H11); 1.66 (d, *Jnn=
1.1 Hz, 3Hp, H7); 1.59 (d, *Juni= 1.3 Hz, 3H,p, H7)

N~ N SN S
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¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 170.4 (C10); 163.9 (2xC4); 150.9,
150.8 (2xC2); 148.3, 148.2 (2d, “Jc.p= 7.1 Hz, C2-Aryl); 135.8
(2xC6); 134.5 (C5-Aryl); 133.0, 132.9 (2xC3’); 130.4, 130.3
(2xC4-Aryl); 129.2 (C1-Aryl); 127.5 (2xC2'); 126.5, 126.4 (2xC6-
Aryl); 118.2, 118.1 (2xC3-Aryl); 109.8 (2xC5); 89.3 (C1'); 84.3,
84.2 (2xC4’); 68.5 (d, 2Jcp= 8.1 Hz, C5'p); 68.4 (d, *Jc.p= 6.1
Hz, C5%p); 68.3 (d, 2Jc.p= 7.1 Hz, C7-Benzyl); 64.2 (C9); 33.6
(C11); 20.8 (C8); 12.1, 12.0 (2xC7)

*'P.NMR;: & [ppm] (202 MHz, DMSO-ds): -7.99, -8.04

HPLC: tr = 11.6 min (Methode I)
tr = 10.4 min (Methode II)

MS (FAB, m/z): ber.: 478.1141 (M)
gef.: 479.4 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.2.14. Darstellung von 5-PivEt-cycloSal-d4TMP 77n
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
80 mg (357 umol) d4T 7, 225 mg (714 umol) Saligenylchlorphosphan 76n (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 92mg (714 umol) DIPEA, 260 ul (1.43 mmol) fert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 72 mg (138 umol, 39 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)

DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.56
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"H-NMR:

BC-NMR:

$P_.NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

5 [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 11.33, 11.32 (2s, 1H, NH); 7.26-
7.20 (m, 1H, H4-Aryl); 7.17, 7.15 (29, *Jus= 1.1 Hz, 1H, H6);
7.15-7.13 (m, 1H, H6-Aryl); 7.06, 7.04 (2d, >Ji.1= 8.4 Hz, 1H, H3-
Aryl); 6.79 (ddd, *Ju.n= 3.5 Hz, 2x*Jy.i= 1.7 Hz, 1H¢p, H1)); 6.77
(ddd, 3Jun= 3.7 Hz, 2x*Jum= 1.8 Hz, 1H2p, H1'); 6.40 (ddd, 3Ju
4= 6.0 Hz, *Ju= 1.7 Hz, “dun= 1.8 Hz, 1H¢p, H3'); 6.34 (ddd,
3Jhn= 6.0 Hz, *Jhn= 1.7 Hz, *Jun= 1.7 Hz, 1H,p, H3'); 6.00 (ddd,
*Jun= 5.9 Hz, *Jun= 2.3 Hz, “Jun= 1.3 Hz, 1H4p, H2'); 5.99 (ddd,
3Jin= 5.8 Hz, *Jpu= 2.5 Hz, *Jun= 2.5 Hz, 1H,p, H2'); 5.45 (dd,
2Jun= 14.5 Hz, Jup= 6.0 Hz, 1H1p, H7-Benzyl); 5.42 (dd, “Jnn=
14.4 Hz, *Jup= 5.9 Hz, 1Hp, H7-Benzyl); 5.36 (dd, 2Jp.n= 14.3
Hz, *Ju.p= 3.7 Hz, 1H.p, H7-Benzyl); 5.33 (dd, 2Ju.n= 14.4 Hz,
*Jup= 3.7 Hz, 1Hap, H7-Benzyl); 4.95-4.92 (m, 1H, H4’); 4.34-
4.22 (m, 2H, H5'); 4.18 (dd, 2x*Jyu= 6.6 Hz, 2H, H9); 2.85
(dd(br), 2x>Jy.4= 6.5 Hz, 2H, H8); 1.66, 1.60 (2d, *Ju.n= 1.1 Hz,
3H, H7); 1.06 (2s, 9H, H12a-c)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 177.4 (C10); 163.9, 163.8 (2xC4);
150.9, 150.8 (2xC2); 148.0 (2d, “Jc.p= 7.1 Hz, C2-Aryl); 135.8
(2xCB); 134.6 (C5-Aryl); 133.0, 132.9 (2xC3’); 130.5, 130.4 (C4-
Aryl); 129.7, 129.6 (2xC1-Aryl); 127.5 (2xC2)); 126.6, 126.5
(2xC6-Aryl); 118.1 (2xC3-Aryl); 109.8 (2xC5); 89.3 (C1’); 84.3,
84.2 (2xC4’); 68.5 (d, 2Jc.p= 6.6 Hz, C5'1p); 68.4 (d, “Jcp= 8.1
Hz, C5%p); 68.4 (d, 2Jc.p= 6.1 Hz, C74p-Benzyl); 68.3 (d, 2Jc.p=
7.1 Hz, C7.p-Benzyl); 64.3 (C9); 38.3 (C11); 33.6 (C8); 27.0
(C12a-c); 12.1, 12.0 (2xC7)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -8.03, -8.06

tr = 15.0 min (Methode I)
tr = 13.4 min (Methode II)

ber.: 520.1611 (M)
gef.: 521.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)
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6.4.2.15. Darstellung von 8-Hydroxymethyl-4-methylumbelliferon-cycloSal-d4T-
MP 770

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-6 (siehe Abschnitt 6.4.2.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:
50 mg (223 umol) d4T 7, 108 mg (393 umol) Saligenylchlorphosphan 760 (verunrei-
nigtes Rohprodukt), 58 mg (446 umol) DIPEA, 200 pul (890 umol) ftert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 28 mg (59 umol, 26 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.51

"H-NMR: 5 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.30, 11.28 (2s, 1H, NH); 7.79
(d, *Jur= 8.9 Hz, 1H1p, H4-Aryl); 7.74 (d, *Ju= 8.6 Hz, 1Hap,
H4-Aryl); 7.16, 7.15 (29, “Juu= 1.3 Hz, 1H, H6); 7.14, 7.08 (2d,
*Jun= 8.9 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.78, 6.72 (2ddd, *Jun= 3.6 Hz
2x*Jun= 1.7 Hz, 1H, H1’); 6.42, 6.36 (2ddd, *Ju.n= 6.0 Hz, *Jun=
1.8 Hz, “Jun= 1.8 Hz, 1H, H3'); 6.39-6.38 (m, 1H, H9-Vinyl); 6.01
(ddd, ®Jpn= 5.8 Hz, *Jps= 2.6 Hz, *Jp.i= 1.4 Hz, 1Hp, H2'); 6.00
(ddd, *Jnn= 4.5 Hz, *Jps= 3.1 Hz, *Jpi= 1.5 Hz, 1Hap, H2): 5.72
(dd, 2Jnn= 14.9 Hz, *Jup= 7.1 Hz, 1H;p, H7-Benzyl); 5.67 (dd,
2Jun= 15.1 Hz, 3Jup= 6.2 Hz, 1H1p, H7-Benzyl); 5.56 (dd, “Jun=
15.1 Hz, *Ju.p= 3.1 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.54 (d(br), 2Ju.s= 15.0
Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 4.98-4.93 (m, 1H, H4'); 4.40 (ddd, 2Jpn=
11.4 Hz, *Jys= 6.9 Hz, *Jup= 2.7 Hz, 1Hp, H5'); 4.35 (2dd, >J..
w= 7.1 Hz, *Jup= 3.7 Hz, 2H,p, H5'); 4.27 (ddd, *Jun= 11.5 Hz,
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3Jun= 7.0 Hz, *Jyp= 4.7 Hz, 1H1p, H5'); 2.42 (2d, *Jp= 1.3 Hz,
3H, H10); 1.67, 1.66 (2d, “Jy.u= 1.3 Hz, 3H, H7)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 163.9 (C4); 158.7 (C10); 157.6
(C2-Aryl); 153.6 (CB-Aryl+C8); 150.9, 150.8 (2xC2); 135.6 (C6);
132.6, 132.5 (2xC3'); 127.3 (C2); 126.5, 126.3 (2xC4-Aryl);
117.1 (C1-Aryl); 114.3 (2xC3-Aryl); 113.1 (C9); 112.8 (C5-Aryl);
109.8 (C5); 89.3 (2xC1'); 84.0 (C4); 68.7 (C5); 64.8, 64.5
(2xC7-Benzyl); 18.4 (C11); 12.1 (C7)

*'P.NMR;: § [ppm] (202 MHz, DMSO-ds): -10.05, -10.55
HPLC: tr = 10.5 min (Methode I)

MS (FAB, m/z): ber.: 474.08 (M)
gef.: 475.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.3. Synthesen der cycloSal-BVDUMPs 78a-l nach AAV-7

Br
NH
1. BVDU 15, DIPEA | Y
THF/DMF 5:1 0 N Yo
Ny pC -40°C,1h Xy O -0
X—i— | > X—— | o
e 2. t-BUOOH o
-20-21°C, 1 h

76a-l 78a-l
X: CH,CH,C(O)OR oder CH,CH,0C(O)R
in 3- oder 5-Position

Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV)-7:

Alle Synthesen mufdten unter Argon als Inertgas durchgefuhrt werden, um Sauerstoff
und Feuchtigkeit ausschlieRen zu konnen. Deshalb wurde auch zu Beginn jeder Um-
setzung zuerst BVDU 15 mit Hilfe von Pyridin koevaporiert.

Die gewiinschte Menge BVDU 15 (1 Aquivalent) wurde in einem Gemisch aus 5 ml
Tetrahydrofuran und 1 ml N,N-Dimethylformamid gelést und mit 2 Aquivalenten DI-
PEA versetzt. Dieses Gemisch wurde auf -40°C abgekuhlt (Ethanol-Kaltebad mit
flissigem Stickstoff). Die bendtigten 1.5 Aquivalente Saligenylchlorphosphan 76a,c-
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j,I-n wurden mit Hilfe einer Spritze eingewogen und anschlieRend mufdte sofort mit
dem Zutropfen begonnen werden. Die Zugabe der Saligenylchlorphosphane war in
der Regel nach ca. 30 min abgeschlossen. Durch das Entfernen des Kaltebads wur-
de die Reaktionsldsung innerhalb von 45 min auf 0°C erwarmen lassen. Die erfolg-
reiche Bildung von cycloSal-Monophosphit wurde mit Hilfe einer DC-Kontrolle
(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) Uberpruft. War noch eine groRere Menge an
BVDU 15 nachzuweisen, wurde 20 min weiter bei 0°C geruhrt. Danach mulfdte das
Reaktionsgemisch wieder auf -20°C abgekuhlt werden, um durch die Zugabe von 3-
4 Aquivalenten tert-Butylhydroperoxid (5-6 M Lésung in n-Decan) das cycloSal-
Monophosphit direkt oxidieren zu kdnnen. Um eine quantitative Oxidation sicherzu-
stellen, lie® man das Gemisch bis auf Raumtemperatur erwarmen. Dieser Reakti-
onsschritt wurde ebenfalls durch DC-Kontrolle Uberprift. Danach konnte das Lo-
sungsmittel im Olpumpenvakuum bei Raumtemperatur abdestilliert werden. Als
Rohprodukte wurden gelbe, zahe Harze erhalten.

Die chromatographische Aufreinigung der Rohprodukte erfolgte durch zwei bis drei
Trennungen am Chromatotron. Die erste Trennung diente dabei ausschlieBlich der
Entfernung der entstandenen Salze und wurde mit Ethylacetat als mobile Phase und
einem Methanol-Gradienten (0-10 %) erreicht. Die zweite und eventuell auch dritte
Trennung wurde mit Dichlormethan und der Zugabe eines angesauerten (0.10 %
Essigsaure) Methanol-Gradienten von 0-20 % durchgefihrt. Danach fielen die Pro-
dukte als farblose, zéhe Ole an, die nach einer abschlieRenden Gefriertrocknung als

farblose, feste Schaume erhalten wurden.

6.4.3.1. Darstellung von 3-MePr-cycloSal-BVDUMP 78a

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-7 (siehe Abschnitt 6.4.3.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:
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94 mg (282 umol) BVDU 15, 116 mg (423 umol) Saligenylchlorphosphan 76a (verun-
reinigtes Rohprodukt), 73 mg (564 umol) DIPEA, 260 pul (1.43 mmol) fert-

Butylhydroperoxid;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

52 mg (88 umol, 31 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)
Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.44

8 [ppm] (500 MHz, DMSO-ds): 11.58 (s, 1H, NH); 7.78, 7.77 (2s,
1H, H6); 7.28 (2d, *Juu= 13.6 Hz, 1H, H8-Vinyl); 7.26-7.22 (m,
1H, H4-Aryl); 7.13-7.08 (m, 2H, H6-Aryl+H5-Aryl); 6.86, 6.84 (2d,
*Jun= 13.6 Hz, 1H, H7-Vinyl); 6.15 (dd, 2x*Jy.u= 6.8 Hz, 1H1p,
H1'); 6.14 (dd, *Jun= 6.7 Hz, 1H.p, H1); 5.48 (dd, 2Jp= 14.3
Hz, *Ju.p= 8.7 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.45 (d, *Ju.n= 4.6 Hz, 1H,
3“OH); 5.45 (dd, “Jun= 13.8 Hz, *Jup= 9.2 Hz, 1H.p, H7-
Benzyl); 5.42 (dd, “Jun= 14.3 Hz, *Jyp= 1.7 Hz, 1Hip, H7-
Benzyl); 5.39 (dd, 2Jpu= 14.2 Hz, *Jup= 1.6 Hz, 1H.p, H7-
Benzyl); 4.38 (ddd, 2Jp.s= 11.5 Hz, *Ju.p= 8.2 Hz, *Jy= 3.3 Hz,
1Hqp, H5); 4.33 (dd, *Jup= 6.8 Hz, *Jun= 5.5 Hz, 1Hzp, H5');
4.33 (dd, *Jup= 7.5 Hz, *Jun= 6.7 Hz, 1H,0, H5%); 4.29 (ddd, 2J..
4= 11.4 Hz, *Jyp= 8.4 Hz, *Jy= 6.3 Hz, 1Hqp, H5'); 4.24-4.20
(m, 1H, H3‘); 3.95-3.91 (m, 1H, H4’); 3.57, 3.56 (2s, 3H, H11);
2.89-2.78 (m, 2H, H8); 2.58 (dd, 2x°Ju= 7.6 Hz, 2Hp, HO);
2.56 (dd, 2x*Jy.u= 7.9 Hz, 2H,p, HI); 2.20-2.12 (m, 2H, H2')

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.5 (2xC10); 161.7 (C4); 149.3
(C2); 147.8 (d, Ucp= 7.1 Hz, C2-Aryl); 139.4, 139.3 (2xC6);
130.2 (2xC4-Aryl); 129.9 (C7-Vinyl); 129.6 (2xC1-Aryl); 124.3
(C6-Aryl+C5-Aryl); 121.3, 121.2 (2xC3-Aryl); 110.3 (2xC5); 107.1
(2xC8-Vinyl); 84.8, 84.7 (2xC1’); 84.6, 84.5 (2xC4’); 69.8
(2xC3'); 68.6 (d, Ac.p= 7.1 Hz, C5'p); 68.6 (d, cp= 6.6 Hz,
C5%p); 68.2 (d, 2Jcp= 6.1 Hz, C74p-Benzyl); 68.0 (d, 2Jc.p= 5.6
Hz, C720-Benzyl); 51.5 (2xC11); 39.1, 38.9 (2xC2’); 33.3 (2xC9);
24.3 (2xC8)
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*'P.NMR;: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-ds): -7.80, -7.84
HPLC: tr = 13.8 min (Methode I)

MS (FAB, m/z):

tr = 12.5 min (Methode II)

ber.: 586.0352 (M)
gef.: 587.1 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.3.2. Darstellung von 3-i-PrPr-cycloSal-BVDUMP 78b

; (0]

Br 4
9 = NH
12a~11.010 <4 8 | /g

3 0 > N"2%0
120 Oy 2.0.0-0 5
1 S (0]
5 O 4 1
6 7 3 2'

78b O

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-7 (siehe Abschnitt 6.4.3.) mit folgenden Men-

gen durchgefuhrt:

100 mg (300 umol) BVDU 15, 136 mg (450 umol) Saligenylchlorphosphan 76c¢ (ver-
unreinigtes Rohprodukt), 77 mg (600 umol) DIPEA, 260 ul (1.43 mmol) tert-

Butylhydroperoxid,;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

100 mg (163 umol, 54 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 0.8:1.0)
R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.49

3 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.58 (s, 1H, NH); 7.78, 7.77 (2s,
1H, H6); 7.28, 7.27 (2d, *Jun= 13.6 Hz, 1H, H8-Vinyl); 7.26-7.22
(m, 1H, H4-Aryl); 7.12-7.08 (m, 2H, H6-Aryl+H5-Aryl); 6.86, 6.83
(2d, *Juu= 13.6 Hz, 1H, H7-Vinyl);, 6.15 (dd, 2x*Jun= 6.8 Hz,
1Hqp, H1'); 6.14 (dd, *Ji= 6.7 Hz, 1Hap, H1'); 5.48 (dd, 2Jnn=
14.3 Hz, 3Ju.p= 8.5 Hz, 1H1p, H7-Benzyl); 5.44 (dd, 2Jp.= 14.2
Hz, *Ju.p= 8.5 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.41 (dd, 2Ju.= 14.3 Hz,
*Jup= 10.5 Hz, 1H¢p, H7-Benzyl); 5.40 (dd, 2Juu= 14.2 Hz, *Jp.
p= 10.1 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 4.85, 4.83 (2sept, *Jun= 6.1 Hz,
1H, H11); 4.38 (ddd, 2Jp.4= 11.4 Hz, ®Jup= 8.0 Hz, *Jp.u= 3.5 Hz,
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1Hqp, H5); 4.33 (dd, *Jup= 7.7 Hz, *Jun= 5.0 Hz, 2H,p, H5Y);
4.28 (ddd, 2Ju= 11.4 Hz, *Jup= 8.2 Hz, *Jun= 6.3 Hz, 1H1p,
H5); 4.24-4.19 (m, 1H, H3‘); 3.95-3.91 (m, 1H, H4'); 2.89-2.77
(m, 2H, H8); 2.54 (dd, 2x*Jun= 7.4 Hz, 2H¢p, HI); 2.53 (dd,
2x3Jnn= 7.5 Hz, 2Hzp, H9); 2.20-2.11 (m, 2H, H2Y); 1.13, 1.12,
1.11 (4d, *Ju.n= 6.1 Hz, 6H, H12a,b)

¥C-NMR: 8 [ppm] (101 MHz, DMSO-d): 171.6, 171.5 (2xC10); 161.7 (C4);
149.3 (2xC2); 147.9 (C2-Aryl); 139.4, 139.3 (2xC6); 130.2
(2xC4-Aryl); 129.9 (C7-Vinyl); 129.6 (2xC1-Aryl); 124.3 (C6-
Aryl); 124.2 (2xC5-Aryl); 121.3, 121.2 (2xC3-Aryl); 110.3 (2xC5);
107.1 (2xC8-Vinyl); 84.8 (2xC1’); 84.6, 84.5 (2xC4’); 69.8
(2xC3'); 68.6 (d, 2Jcp= 6.6 Hz, C5'1p); 68.6 (d, *Jc.p= 7.1 Hz,
C5%p); 68.0 (d, 2Jc.p= 8.1 Hz, C71p-Benzyl); 68.0 (d, 2Jc.p= 7.6
Hz, C7.p-Benzyl); 67.4 (2xC11); 38.9 (C2'); 33.7 (2xC9); 24.3
(2xC8); 21.7 (C12a,b)

*'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.81, -7.83

HPLC: tr = 15.4 min (Methode I)
tr = 14.1 min (Methode II)

MS (FAB, m/z): ber.: 614.07 (M)
gef.. 615.1 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.3.3. Darstellung von 3-t-BuPr-cycloSal-BVDUMP 78c

; @)
Br: 4
= NH
12a~41.0.10. 2 8 |
12b>‘/ 0 E>N"2%0
12¢ pO~ 5
S O
o & 1
6 7 3 2'
78c OH

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-7 (siehe Abschnitt 6.4.3.) mit folgenden Men-
gen durchgefuhrt:
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94 mg (282 umol) BVDU 15, 134 mg (423 umol) Saligenylchlorphosphan 76d (verun-
reinigtes Rohprodukt), 73 mg (564 umol) DIPEA, 214 pul (1.18 mmol) fert-

Butylhydroperoxid;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

90 mg (143 umol, 51 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren
R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.56

& [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.58 (s, 1H, NH): 7.77 (2s, 1H,
H6); 7.28, 7.27 (2d, *Juu= 13.6 Hz, 1H, H8-Vinyl); 7.26-7.22 (m,
1H, H4-Aryl); 7.12-7.08 (m, 2H, H6-Aryl+H5-Aryl); 6.86, 6.83 (2d,
*Jun= 13.6 Hz, 1H, H7-Vinyl);, 6.15 (dd, 2x*Jun= 6.7 Hz, 1H1p,
H1'); 6.14 (dd, *Jun= 6.8 Hz, 1H.p, H1)); 5.48 (dd, 2Ju= 14.3
Hz, *Ju.p= 8.0 Hz, 1Hp, H7-Benzyl); 5.45 (d, *Jup= 4.6 Hz, 1H,
3“OH); 5.44 (dd, “Jun= 14.2 Hz, *Jup= 8.2 Hz, 1H.p, H7-
Benzyl); 5.40 (dd, *Jun= 14.3 Hz, *Jup= 10.3 Hz, 1H;p, H7-
Benzyl); 5.40 (dd, Jun= 14.2 Hz, 3Jup= 10.2 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 4.38 (ddd, 2Jp.s= 11.3 Hz, *Jy.p= 7.9 Hz, *Jiy= 3.5 Hz,
1Hqp, H5); 4.33 (dd, *Jup= 7.8 Hz, Jun= 5.1 Hz, 2H,p, H5Y);
4.28 (ddd, 2Jy= 11.4 Hz, *Jup= 8.2 Hz, *Jyy= 6.2 Hz, 1Hqp,
H5%); 4.24-4.20 (m, 1H, H3*); 3.95-3.91 (m, 1H, H4'); 2.86-2.73
(m, 2H, H8); 2.49-2.44 (m, 2H, HI); 2.19-2.13 (m, 2H, H2*); 1.34,
1.33 (2s, 9H, H12a-c)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 171.4, 171.3 (2xC10); 161.8 (C4);
149.3 (C2); 147.9 (d, 2Jc.p= 6.6 Hz, C21p-Aryl); 147.8 (d, 2Jc.p=
7.6 Hz, C2,p-Aryl); 139.4, 139.3 (2xC6); 130.2 (2xC4-Aryl);
129.9 (C7-Vinyl); 129.7 (2xC1-Aryl); 124.3 (C6-Aryl); 124.2
(2xC5-Aryl); 121.3, 121.2 (2xC3-Aryl); 110.3 (2xC5); 107.1
(2xC8-Vinyl); 84.8 (2xC1’); 84.7, 84.6 (2xC4’); 80.0 (C11); 69.9,
69.8 (2xC3'): 68.6 (d, 2Jc.p= 6.6 Hz, C5'p); 68.6 (d, 2Jcp= 7.1
Hz, C5%p); 68.1 (d, 2Jc.p= 7.1 Hz, C71p-Benzyl); 68.0 (d, *Jcp=
6.6 Hz, C7,p-Benzyl); 38.9 (2xC2'); 34.6 (2xC9); 27.9 (C12a-c);
24.4 (2xC8)
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*'P.NMR;: & [ppm] (202 MHz, DMSO-ds): -7.80 (nur 1 Peak)

HPLC: tr = 16.4 min (Methode I)
tr = 14.9 min (Methode II)

MS (FAB, m/z): ber.: 628.0821 (M)
gef.: 629.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.3.4. Darstellung von 3-BnPr-cycloSal-BVDUMP 78d

m (0]

7
P ° B 5 H4
@010 2 r 5 /’E
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-7 (siehe Abschnitt 6.4.3.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
95 mg (285 umol) BVDU 15, 150 mg (428 umol) Saligenylchlorphosphan 76e (verun-
reinigtes Rohprodukt), 74 mg (570 umol) DIPEA, 260 pul (1.43 mmol) fert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 67 mg (101 umol, 35 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.51

'H-NMR: & [ppm] (500 MHz, DMSO-ds): 11.58 (2s, 1H, NH); 7.77, 7.76
(2s, 1H, H6); 7.36-7.28 (m, 5H, Ph); 7.28, 7.27 (2d, *Ju.u= 13.6
Hz, 1H, H8-Vinyl); 7.24-7.20 (m, 1H, H4-Aryl); 7.13-7.08 (m, 2H,
H5-Aryl); 7.08 (d, *Ju.= 7.3 Hz, 1H¢p, HB-Aryl); 7.07 (d, *Jy=
7.6 Hz, 1H,p, H6-Aryl); 6.86, 6.84 (2d, *Jinw= 13.6 Hz, 1H, H7-
Vinyl); 6.14 (dd, *Jy.4= 6.8 Hz, 1H, H1); 5.47 (dd, 2Jy.4= 14.3 Hz,
*Jup= 8.7 Hz, 1H1p, H7-Benzyl); 5.44 (dd, Jun= 14.3 Hz, *Jpp=
8.5 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.40 (dd, 2Ju.s= 14.3 Hz, *Jup= 10.5
Hz, 1H:p, H7-Benzyl); 5.40 (dd, *Jun= 14.2 Hz, 3Jup= 10.2 Hz,
1H,p, H7-Benzyl); 5.06, 5.05 (2s, 2H, H11); 4.37 (ddd, Ju.n=
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BC-NMR:

$P_.NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

11.5 Hz, *Ju.p= 8.0 Hz, *Jin= 3.5 Hz, 1Hqp, H5'); 4.32 (dd, *Jy.p=
7.7 Hz, *Jun= 5.0 Hz, 2H2p, H5°); 4.28 (ddd, *Jum= 11.4 Hz, *Jp.
p= 8.3 Hz, *Jun= 6.2 Hz, 1Hp, H5); 4.23-4.19 (m, 1H, H3);
3.94-3.90 (m, 1H, H4’); 2.92-2.80 (m, 2H, H8); 2.65 (dd, 2x*J.n=
8.3 Hz, 2H1p, HI); 2.64 (dd, 2x*Juw= 7.7 Hz, 2H,p, HI); 2.15
(dd, 2x*Jy= 6.5 Hz, 2H1p, H2); 2.14 (dd, 2x*Jyu= 6.1 Hz,
2H,p, H2')

d [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.0, 171.9 (2xC10); 161.8 (C4);
149.3 (C2); 147.8 (d, 2Jcp= 7.1 Hz, C2-Aryl); 139.4, 139.3
(2xC6); 136.2 (C12); 130.2 (2xC4-Aryl); 129.9 (C7-Vinyl); 129.6,
129.5 (2xC1-Aryl); 128.5 (2xCm-Ph); 128.1 (Cp-Ph); 128.1
(2xCo-Ph); 124.4 (C6-Aryl); 124.3 (2xC5-Aryl); 121.3, 121.2
(2xC3-Aryl); 110.3 (2xC5); 107.1 (2xC8-Vinyl); 84.8 (2xC1’);
84.6, 84.5 (2xC4’); 69.8, 69.7 (2xC3'); 68.8 (d, *Jc.p= 6.6 Hz,
C5'1p); 68.6 (d, Jcp= 7.1 Hz, C5'%p); 68.1 (d, 2Jcp= 6.6 Hz,
C74p-Benzyl); 68.0 (d, 2Jep= 6.1 Hz, C7,p-Benzyl); 65.7 (C11);
39.1, 38.9 (2xC2); 33.4 (2xC9); 24.3, 24.2 (2xC8)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.84 (nur 1 Peak)

tr = 16.6 min (Methode I)
tr = 15.1 min (Methode II)

ber.: 662.0665 (M)
gef.: 663.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.3.5. Darstellung von 5-MePr-cycloSal-BVDUMP 78e
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-7 (siehe Abschnitt 6.4.3.) mit folgenden Men-

gen durchgeflhrt:

94 mg (282 umol) BVDU 15, 116 mg (423 umol) Saligenylchlorphosphan 76f (verun-
reinigtes Rohprodukt), 73 mg (564 umol) DIPEA, 260 pul (1.43 mmol) fert-

Butylhydroperoxid;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

55 mg (94 umol, 33 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.9)
R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.43

& [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.59, 11.58 (2s, 1H, NH); 7.78,
7.75 (2s, 1H, HB); 7.29, 7.27 (2d, *Jun= 13.6 Hz, 1H, H8-Vinyl);
7.24-7.18 (m, 1H, H4-Aryl); 7.10 (2d, *Jy.= 2.6 Hz, 1H, HB6-Aryl);
7.02 (d, *Jun= 8.5 Hz, 1H;p, H3-Aryl); 7.01 (d, *Jun= 8.4 Hz
1Hzp, H3-Aryl); 6.88, 6.85 (2d, *Jun= 13.6 Hz, 1H, H7-Vinyl);
6.14 (dd, 2x*J4= 6.8 Hz, 1H1p, H1'); 6.13 (dd, 2x°Ju.4= 6.7 Hz,
1Hzp, H1'); 5.45 (dd, 2Jun= 14.4 Hz, *Jup= 9.5 Hz, 1H;p, H7-
Benzyl); 5.42 (dd, 2Jpu= 14.4 Hz, *Jup= 8.6 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 5.38 (2dd, 2Ju= 14.4 Hz, *Jup= 9.4 Hz, 2H1p+2p, H7-
Benzyl); 4.36 (ddd, 2Jp.s= 11.2 Hz, *Jy.p= 7.3 Hz, *Jyy= 3.7 Hz,
1Hqp, H5); 4.31 (dd, *Jup= 7.3 Hz, *Jun= 4.3 Hz, 1Hap, H5Y);
4.30 (dd, Jup= 7.0 Hz, *Juy= 6.7 Hz, 1H,0, H5%); 4.26 (ddd, 2J;.
4= 11.4 Hz, *Jup= 8.3 Hz, *Jyu= 6.2 Hz, 1Hp, H5*): 4.23-4.19
(m, 1H, H3‘); 3.94-3.90 (m, 1H, H4’); 3.57 (s, 3H, H11); 2.80 (dd,
2x*Jun= 7.6 Hz, 2H, H8); 2.60 (dd, 2x*Jyn= 7.6 Hz, 2H, H9);
2.20-2.10 (m, 2H, H2')

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.7 (C10); 161.8, 161.7 (2xC4);
149.3 (2xC2); 148.0 (d, 2cp= 7.1 Hz, C24p-Aryl); 147.9 (d, %Jc.
p= 6.6 Hz, C2,p-Aryl); 139.5, 139.4 (2xC6); 137.0 (C5-Aryl);
129.9 (C7-Vinyl); 129.7 (2xC4-Aryl); 125.8 (2xC6-Aryl); 120.9,
120.8 (2xC1-Aryl); 118.2, 118.1 (2xC3-Aryl); 110.3, 110.2
(2xC5); 107.1 (2xC8-Vinyl); 84.8 (C1’); 84.6 (2xC4'); 69.9, 69.8
(2xC3'); 68.7 (d, c.p= 7.1 Hz, C5'1p); 68.6 (d, 2Jc.p= 6.6 Hz,
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C5'2p); 67.8 (2d, 2Jop= 5.1 Hz, C7-Benzyl): 51.5 (C11); 39.0,
38.8 (2xC2'); 34.8 (C9); 29.5 (C8)

*'P.NMR;: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-ds): -8.26, -8.34

HPLC: tr = 13.7 min (Methode I)
tr = 12.4 min (Methode II)

MS (FAB, m/z): ber.: 586.0352 (M)
gef.: 589.5 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.3.6. Darstellung von 5-i-PrPr-cycloSal-BVDUMP 78f

; (0]

Br 5 N4
8/ | NH
3 o) 6 N*O

2 O\ll/o .
4 P 5 o
$
12aﬁ11/o 10 2 5 1 0 &« 1"
8 6 7 3 2'
12b
0O 78f OH

Die Reaktion wurde gemald der AAV-7 (siehe Abschnitt 6.4.3.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
81 mg (243 umol) BVDU 15, 110 mg (365 umol) Saligenylchlorphosphan 76g (verun-
reinigtes Rohprodukt), 63 mg (486 umol) DIPEA, 260 pul (1.43 mmol) fert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 62 mg (101 umol, 41 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.9)
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.51

'H-NMR: & [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.59, 11.58 (2s, 1H, NH); 7.77,
7.75 (2s, 1H, H6); 7.29, 7.28 (2d, *Jun= 13.6 Hz, 1H, H8-Vinyl);
7.22-7.17 (m, 1H, H4-Aryl); 7.10, 7.09 (2d, *Jy.4= 2.2 Hz, 1H, H6-
Aryl); 7.02, 7.01 (2d, ®Ji= 8.4 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.88, 6.85 (2d,
*Jun= 13.6 Hz, 1H, H7-Vinyl); 6.14, 6.13 (2dd, 2x°Ji.1= 6.9 Hz,
1H, H1’); 5.44 (dd, 2Jun= 14.5 Hz, *Jup= 10.1 Hz, 1H;p, H7-
Benzyl); 5.41 (dd, 2Jpu= 14.5 Hz, *Jup= 9.3 Hz, 1H.p, H7-
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BC-NMR:

¥P-NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

Benzyl); 5.38 (2dd, 2Ju.n= 14.3 Hz, *Jup= 9.4 Hz, 2H1p+2p, H7-
Benzyl); 4.85, 4.83 (2sept, *Ju.n= 6.3 Hz, 1H, H11); 4.36 (ddd,
2Jhin= 11.1 Hz, *Jup= 7.3 Hz, ®Jin= 3.7 Hz, 1H4p, H5°); 4.30 (dd,
*Jup= 7.4 Hz, *Jun= 4.6 Hz, 1H,p, H5°); 4.30 (dd, *Ju.p= 7.6 Hz,
*Jun= 5.8 Hz, 1Hop, H5Y): 4.25 (ddd, “Jnn= 11.5 Hz, *Jup= 8.3
Hz, *Ju= 6.1 Hz, 1H1p, H5); 4.23-4.19 (m, 1H, H3‘); 3.94-3.90
(m, 1H, H4’); 2.79 (dd, 2x°Ju.n= 7.6 Hz, 2H, H8); 2.54 (dd, 2x°Jp.
4= 7.5 Hz, 2H, H9); 2.20-2.10 (m, 2H, H2*); 1.12 (2d, *Jin= 6.3
Hz, 6H, H12a,b)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 171.7 (C10); 161.8, 161.7 (2xC4);
149.3 (C2); 148.0 (d, 2c.p= 7.1 Hz, C21p-Aryl); 147.9 (d, *Jc.p=
6.6 Hz, C2,0-Aryl); 139.5, 139.4 (2xC6); 137.0 (C5-Aryl); 129.9
(C7-Vinyl); 129.8, 129.7 (2xC4-Aryl); 125.9, 125.8 (2xC6-Aryl);
120.8 (2xC1-Aryl); 118.2, 118.1 (2xC3-Aryl); 110.3, 110.2
(2xC5); 107.1 (2xC8-Vinyl); 84.8 (2xC1’); 84.6 (d, *Jcp= 6.6 Hz,
C4“1p); 84.6 (d, *Jc.p= 7.2 Hz, C4',p); 69.9, 69.8 (2xC3'); 68.7 (d,
Jcp= 8.1 Hz, C5'1p); 68.6 (d, 2Jc.p= 5.6 Hz, C5%p); 67.9 (d, 2Jc.
p= 7.1 Hz, C74p-Benzyl); 67.8 (d, ?Jep= 6.6 Hz, C72p-Benzyl);
67.3 (C11); 39.0, 38.8 (2xC2'); 35.3 (2xC9); 29.7 (C8); 21.7
(C12a,b)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -8.27, -8.34

tr = 15.5 min (Methode I)
tr = 14.4 min (Methode II)

ber.: 614.0665 (M)
gef.: 615.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)
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6.4.3.7. Darstellung von 5-t-BuPr-cycloSal-BVDUMP 78¢g

; o]
Br 5 H4
8/ | NH
3 o) 6 N/2§O
4 2. 0.1._0_ .
P 5
Y{)@@S ©
12a~ 11010 o 7 1
12b>( 8 6 7 3 2

12¢ O 78g OH

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-7 (siehe Abschnitt 6.4.3.) mit folgenden Men-

gen durchgefuhrt:

98 mg (294 umol) BVDU 15, 139 mg (441 umol) Saligenylchlorphosphan 76h (verun-
reinigtes Rohprodukt), 76 mg (588 umol) DIPEA, 260 ul (1.43 mmol) ftert-

Butylhydroperoxid,;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

58 mg (92 umol, 31 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.9)
R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.43

§ [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.59, 11.58 (2s, 1H, NH); 7.78,
7.75 (2s, 1H, H6); 7.29, 7.28 (2d, *Jun= 13.6 Hz, 1H, H8-Vinyl);
7.22-7.17 (m, 1H, H4-Aryl); 7.10, 7.08 (m, 1H, H6-Aryl); 7.02,
7.01 (2d, *Ju.= 8.4 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.88, 6.85 (2d, >Jy.u= 13.4
Hz, 1H, H7-Vinyl); 6.14, 6.13 (2dd, 2x*Juu= 6.9 Hz, 1H, H1’);
5.47-5.35 (m, 2H, H7-Benzyl); 5.45, 5.44 (2d, *Ji.u= 4.4 Hz, 1H,
3“-OH); 4.36 (ddd, “Jun= 11.1 Hz, *Jup= 7.3 Hz, *Jy.= 3.8 Hz,
1H1p, H5); 4.30 (dd, *Jup= 7.4 Hz, *Jun= 4.7 Hz, 1Hzp, H5');
4.30 (dd, Jup= 7.5 Hz, *Juy= 5.6 Hz, 1H,p, H5%); 4.25 (ddd, 2J..
4= 11.3 Hz, *Jup= 8.2 Hz, *Jyu= 6.2 Hz, 1Hp, H5*): 4.23-4.19
(m, 1H, H3%); 3.93-3.89 (m, 1H, H4); 2.76 (dd, 2x*Ju.u= 7.6 Hz,
2H, H8); 2.48 (dd, 2x*Ju.u= 7.5 Hz, 2H, H9); 2.20-2.11 (m, 2H,
H2Y); 1.34 (2s, 9H, H12a-c)

8 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 171.5 (2xC10); 161.8, 161.7
(2xC4); 149.3 (2xC2); 147.9 (d, Xc.p= 7.1 Hz, C21p-Aryl); 147.9
(d, 2Jop= 5.6 Hz, C2,p-Aryl); 139.5, 139.4 (2xC6); 137.1 (C5-
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$P_.NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

Aryl); 129.9 (C7-Vinyl); 129.7 (2xC4-Aryl); 125.8 (2xC6-Aryl);
120.8, 120.7 (2xC1-Aryl); 118.1 (2xC3-Aryl); 110.3, 110.2
(2xC5); 107.1 (2xC8-Vinyl); 84.8 (2xC1’); 84.6 (d, *Jcp= 6.1 Hz,
C4“1p); 84.6 (d, *Jep= 8.1 Hz, C4%p); 79.9 (C11); 69.9, 69.8
(2xC3'); 68.7, 68.6 (2d, 2c.p= 7.6 Hz, C5°); 67.8 (d, *Jc.p= 6.1
Hz, C74,p-Benzyl); 67.8 (d, 2Jep= 7.1 Hz, C7,p-Benzyl); 39.0,
38.8 (2xC2'); 36.2 (2xC9); 29.8 (C8); 27.9 (C12a-c)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -8.29, -8.34

tr = 16.5 min (Methode I)
tr = 15.3 min (Methode II)

ber.: 628.0821 (M)
gef.: 629.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.3.8. Darstellung von 5-BnPr-cycloSal-BVDUMP 78h

; O
B 5 H4
N N
m 3,00 6 N#o
2 2o . 0.0 g
12 9 s 1 2 O
o040 o « 1
1 8 6 7 3 2

O 78h OH

Die Reaktion wurde gemal} der AAV-7 (siehe Abschnitt 6.4.3.) mit folgenden Men-

gen durchgefuhrt:

95 mg (285 umol) BVDU 15, 150 mg (428 umol) Saligenylchlorphosphan 76i (verun-
reinigtes Rohprodukt), 55mg (428 umol) DIPEA, 260 ul (1.43 mmol) ftert-

Butylhydroperoxid;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

84 mg (127 umol, 44 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.9)
R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.51

8 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.58 (2s, 1H, NH); 7.78, 7.75
(2s, 1H, H6); 7.36-7.26 (m, 5H, Ph); 7.29, 7.27 (2d, 3Jur= 13.6
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BC-NMR:

*'P-NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

Hz, 1H, H8-Vinyl); 7.22-7.17 (m, 1H, H4-Aryl); 7.09, 7.07 (m, 1H,
H6-Aryl); 7.00 (d, ®Jun= 8.2 Hz, 1H¢p, H3-Aryl); 6.99 (d, >Jun=
8.5 Hz, 1Ha20, H3-Aryl); 6.88, 6.85 (2d, *Ju.n= 13.6 Hz, 1H, H7-
Vinyl); 6.15, 6.13 (2dd, 2x*Jy4= 6.8 Hz, 1H, H1'); 5.48-5.33 (m,
3H, H7-Benzyl+3'-OH); 5.06 (s, 2H, H11); 4.37 (ddd, 2Jpn= 11.2
Hz, *Ju.p= 7.4 Hz, *Jun= 3.6 Hz, 1Hqp, H5'); 4.31 (dd, *Jnp= 6.9
Hz, *Jy= 4.7 Hz, 1Hap, H5'); 4.31 (dd, *Jy.p= 6.8 Hz, *Jy.u= 6.8
Hz, 1H2p, H5°); 4.26 (ddd, “Juwn= 11.3 Hz, Jup= 8.3 Hz, *Jyn=
6.2 Hz, 1Hp, H5); 4.23-4.19 (m, 1H, H3‘); 3.94-3.90 (m, 1H,
H4'); 2.83 (dd, 2x°Ju.4= 7.6 Hz, 2H, H8); 2.67 (dd, 2x°Jy.n= 7.6
Hz, 2H, H9); 2.20-2.10 (m, 2H, H2‘)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.1 (C10); 161.8 (2xC4); 149.4,
149.3 (2xC2); 148.2 (d, cp= 7.1 Hz, C2-Aryl); 139.5 (2xC6);
136.9 (C5-Aryl); 136.3 (C12); 130.0 (C7-Vinyl); 129.8, 129.7
(2xC4-Aryl); 128.6 (2xCm-Ph); 128.1 (Cp-Ph); 128.1 (2xCo-Ph);
125.9, 125.8 (2xC6-Aryl); 120.8, 120.7 (2xC1-Aryl); 118.2, 118.1
(2xC3-Aryl); 110.3, 110.2 (2xC5); 107.1 (2xC8-Vinyl); 84.8
(2xC1’); 84.7 (d, *Jc.p= 7.1 Hz, C4'1p); 84.6 (d, *Jcp= 6.6 Hz,
C4'p); 69.9, 69.8 (2xC3'); 68.7, 68.6 (2d, “Jc.p= 7.6 Hz, C5°);
67.9, 67.8 (2xC7-Benzyl); 65.6 (C11); 39.0, 38.9 (2xC2'); 35.0,
34.9 (2xC9); 29.6 (C8)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -8.25, -8.32

tr = 16.6 min (Methode I)
tr = 15.2 min (Methode II)

ber.: 662.0665 (M)
gef.: 663.1 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)



6. Experimenteller Teil 229

6.4.3.9. Darstellung von 3-AcEt-cycloSal-BVDUMP 78i

o)
8/ | NH
6 N/§O
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"
6 7 3 2'

781 O

Die Reaktion wurde gemald der AAV-7 (siehe Abschnitt 6.4.3.) mit folgenden Men-

gen durchgeflhrt:

95 mg (285 umol) BVDU 15, 117 mg (428 umol) Saligenylchlorphosphan 76j (verun-
reinigtes Rohprodukt), 74 mg (570 umol) DIPEA, 260 pul (1.43 mmol) fert-

Butylhydroperoxid;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

70 mg (119 umol, 42 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.8)
R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.56

& [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.59, 11.58 (s, 1H, NH); 7.77
(2s, 1H, H6); 7.28 (2d, *Ju.u= 13.6 Hz, 1H, H8-Vinyl); 7.29-7.26
(m, 1H, H4-Aryl); 7.15-7.10 (m, 2H, H6-Aryl+H5-Aryl); 6.86, 6.84
(2d, *Ju.s= 13.6 Hz, 1H, H7-Vinyl); 6.15, 6.14 (2dd, 2x°J.4= 6.8
Hz, 1H, H1'); 5.49 (dd, 2Ju.n= 14.5 Hz, *Jup= 9.0 Hz, 1H4p, H7-
Benzyl); 5.45 (dd, 2Jpu= 14.7 Hz, *Jup= 8.8 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 5.41 (2dd, 2Ju= 14.1 Hz, *Jup= 10.2 Hz, 2H1 ps2p, H7-
Benzyl); 4.38 (ddd, 2Jp.s= 11.3 Hz, *Ju.p= 8.1 Hz, *Jy= 3.3 Hz,
1H1p, H5*); 4.33 (2dd, *Ju.p= 7.6 Hz, *Jui= 5.0 Hz, 2H.p, H5');
4.29 (ddd, 2Jy= 11.4 Hz, *Jup= 8.2 Hz, *Jyy= 6.5 Hz, 1Hqp,
H5%); 4.24-4.10 (m, 3H, H3'+H9); 3.95-3.90 (m, 1H, H4’); 2.95-
2.80 (m, 2H, H8):; 2.17-2.14 (m, 2H, H2); 1.95, 1.94 (2s, 3H,
H11)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 173.2, 173.1 (2xC10); 161.8 (C4);
149.3 (C2); 148.1 (C2-Aryl); 139.4 (2xC8); 131.0 (C4-Aryl); 129.9
(C7-Vinyl); 129.4 (C1-Aryl); 127.3 (C3-Aryl); 124.7 (C6-Aryl);
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124.3 (C5-Aryl); 110.3 (C5); 107.1 (C8-Vinyl); 84.8 (2xC1’); 84.6
(C4); 69.8 (2xC3'); 68.6 (2xC5'); 68.2, 68.1 (2xC7-Benzyl); 63.0,
62.9 (2xC9): 39.1, 38.9 (2xC2’); 28.3 (C8); 20.8 (2xC11)

*'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.82, -7.85

HPLC: tr = 13.6 min (Methode I)
tr = 12.4 min (Methode II)

MS (FAB, m/z): ber.: 586.0352 (M)
gef.: 587.3 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.3.10. Darstellung von 3-PivEt-cycloSal-BVDUMP 78j

; O
4
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-7 (siehe Abschnitt 6.4.3.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
100 mg (300 umol) BVDU 15, 142 mg (450 umol) Saligenylchlorphosphan 761 (ver-
unreinigtes Rohprodukt), 58 mg (450 umol) DIPEA, 260 ul (1.43 mmol) fert-
Butylhydroperoxid;

Ausbeute: 77 mg (122 umol, 41 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.7)
DC: R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.55

"H-NMR: 5 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.58 (s, 1H, NH); 7.78, 7.77 (2s,
1H, H6); 7.28 (2d, *Jin= 13.6 Hz, 1H, H8-Vinyl); 7.28-7.24 (m,
1H, H4-Aryl); 7.15-7.10 (m, 2H, H6-Aryl+H5-Aryl); 6.86, 6.84 (2d,
*Jun= 13.6 Hz, 1H, H7-Vinyl); 6.14 (2dd, 2x°Ji.u= 6.8 Hz, 1H,
H1'); 5.48 (dd, 2Ju.u= 14.4 Hz, ®Jup= 8.0 Hz, 1H,p, H7-Benzyl);
5.45 (dd, 2nn= 14.2 Hz, %Jup= 8.0 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.41
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BC-NMR:

¥P-NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

(dd, Jun= 14.3 Hz, *Jup= 10.5 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.41 (dd,
2Jun= 14.7 Hz, *Jup= 9.9 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 4.39 (ddd, 2Jn.
4= 11.2 Hz, *Jup= 7.8 Hz, *Jyy= 3.4 Hz, 1Hqp, H5%); 4.33 (2dd,
*Jup= 7.8 Hz, *Jun= 5.1 Hz, 2H,p, H5*): 4.28 (ddd, 2Jun= 11.5
Hz, ®Jup= 8.3 Hz, *Jyu= 6.4 Hz, 1Hp, H5Y); 4.23-4.15 (m, 3H,
H3+H9); 3.95-3.91 (m, 1H, H4’); 2.98-2.81 (m, 2H, H8); 2.17-
2.13 (m, 2H, H2°); 1.05, 1.04 (2s, 9H, H12a-c)

& [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 173.1, 173.0 (2xC10); 161.8 (C4);
149.3 (C2); 148.2 (C2-Aryl); 139.4 (2xCB); 131.1 (2xC4-Aryl);
129.9 (C7-Vinyl); 129.8 (C1-Aryl):; 127.3 (2xC3-Aryl); 124.7
(2xCB-Aryl); 124.1 (C5-Aryl); 110.3 (C5); 107.1 (C8-Vinyl); 84.8
(2xC1); 84.6 (2xC4’); 69.8 (2xC3'); 68.6 (d, 2Jcp= 8.6 Hz,
C5'1p); 68.6 (d, 2Jc.p= 7.1 Hz, C5'%p); 68.3 (2xC7-Benzyl); 62.9
(2xC9); 39.8, 38.6 (2xC2’); 34.8 (C11); 28.3 (C8); 27.0 (C12a-c)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.81, -7.84

tr = 16.5 min (Methode I)
tr = 15.1 min (Methode II)

ber.: 628.0821 (M)
gef.: 629.4 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.3.11. Darstellung von 5-AcEt-cycloSal-BVDUMP 78k
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-7 (siehe Abschnitt 6.4.3.) mit folgenden Men-

gen durchgeflhrt:
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93 mg (279 umol) BVDU 15, 115 mg (419 umol) Saligenylchlorphosphan 76m (ver-
unreinigtes Rohprodukt), 72 mg (558 umol) DIPEA, 260 ul (1.43 mmol) fert-

Butylhydroperoxid;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

*'P-NMR:

65 mg (111 umol, 40 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.9)
R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.52

8 [ppm] (500 MHz, DMSO-ds): 11.58 (2s, 1H, NH); 7.78, 7.75
(2s, 1H, H6); 7.29, 7.28 (2d, *Ju.u= 13.6 Hz, 1H, H8-Vinyl); 7.25-
7.20 (m, 1H, H4-Aryl); 7.14-7.12 (m, 1H, HB-Aryl); 7.04, 7.03 (2d,
*Jun= 8.4 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.88, 6.85 (2d, >Ju.n= 13.6 Hz, 1H,
H7-Vinyl); 6.15 (dd, 2x*Ju.4= 6.7 Hz, 1H1p, H1'); 6.13 (dd, 2x°Jn.
4= 6.9 Hz, 1H,p, H1'); 5.47 (dd, 2Jys= 14.6 Hz, *Jup= 10.0 Hz,
1H1.p, H7-Benzyl); 5.44 (dd, “Jun= 14.6 Hz, *Ju.p= 9.5 Hz, 1H.p,
H7-Benzyl); 5.40 (2dd, 2Ju.s= 14.3 Hz, *Jup= 9.2 Hz, 2H1ps2p,
H7-Benzyl); 4.37 (ddd, 2Jun= 11.2 Hz, *Jup= 7.3 Hz, Jun= 3.7
Hz, 1H.p, H5%); 4.31 (dd, *Ju.p= 7.4 Hz, *Jun= 4.4 Hz, 1Hap,
H59; 4.31 (dd, *Jup= 7.4 Hz, *Juu= 6.5 Hz, 1Hp, H5°); 4.26
(ddd, 2Ju= 11.3 Hz, *Jup= 8.2 Hz, *Jun= 6.2 Hz, 1Hqp, H5);
4.23-4.20 (m, 1H, H3); 4.17 (dd, 2x*Ju.4= 6.9 Hz, 2H, HY); 3.94-
3.90 (m, 1H, H4’); 2.84 (dd, 2x*Jyn= 6.8 Hz, 2H, H8); 2.20-2.10
(m, 2H, H2*); 1.97, 1.96 (2s, 3H, H11)

& [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 170.4 (C10); 161.8, 161.7 (2xC4);
149.3 (2xC2); 147.3 (C2-Aryl); 139.5, 139.4 (2xC6); 134.5 (C5-
Aryl); 130.3, 130.2 (2xC4-Aryl); 129.9 (C7-Vinyl); 126.4, 126.3
(2xCB-Aryl); 120.9 (2xC1-Aryl); 118.2 (2xC3-Aryl); 110.3, 110.2
(2xC5); 107.1 (2xC8-Vinyl); 84.8 (2xC1’); 84.6 (d, *Jcp= 6.6 Hz,
C4'1p); 84.6 (d, *Jc.p= 7.5 Hz, C4'2p); 69.9, 69.8 (2xC3'); 68.7 (d,
2Jep= 7.1 Hz, C5°); 67.9 (d, 2Jc.p= 6.1 Hz, C7-Benzyl); 64.2 (C9);
39.0, 38.8 (2xC2'); 33.6 (2xC8); 20.8 (C11)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -8.27, -8.34
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HPLC:

MS (FAB, m/z):

tr = 13.5 min (Methode I)
tr = 12.2 min (Methode II)

ber.: 586.0352 (M)
gef.: 589.5 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.3.12. Darstellung von 5-PivEt-cycloSal-BVDUMP 78I
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Die Reaktion wurde gemal} der AAV-7 (siehe Abschnitt 6.4.3.) mit folgenden Men-

gen durchgefuhrt:

98 mg (294 umol) BVDU 15, 139 mg (441 umol) Saligenylchlorphosphan 76n (verun-
reinigtes Rohprodukt), 76 mg (588 umol) DIPEA, 214 ul (1.18 mmol) ftert-

Butylhydroperoxid;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

51 mg (81 umol, 27 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.9)
R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.48

3 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.59, 11.58 (2s, 1H, NH); 7.78,
7.75 (2s, 1H, HB); 7.29, 7.28 (2d, *Jin= 13.6 Hz, 1H, H8-Vinyl);
7.25-7.20 (m, 1H, H4-Aryl); 7.13-7.11 (m, 1H, H6-Aryl); 7.05 (d,
*Jun= 8.5 Hz, 1H1p, H3-Aryl); 7.04 (d, *Jun= 8.4 Hz, 1H,p, H3-
Aryl); 6.88, 6.85 (2d, ®Jun= 13.6 Hz, 1H, H7-Vinyl): 6.15 (dd,
2x3Jhn= 7.0 Hz, 1Hqp, HT'); 6.13 (dd, 2x3Jhn= 7.1 Hz, 1H2p,
H1’); 5.48-5.36 (m, 2H, H7-Benzyl); 5.45, 5.44 (2d, *Ji.n= 4.4 Hz,
1H, 3-OH); 4.37 (ddd, 2Jys= 11.2 Hz, 3Jup= 7.3 Hz, *Jpy= 3.7
Hz, 1H.p, H5%); 4.31 (dd, *Ju.p= 7.4 Hz, *Jun= 5.2 Hz, 2H,p,
H59; 4.25 (ddd, 2Jun= 11.2 Hz, 3Jup= 8.2 Hz, *Jur= 6.1 Hz,
1H1p, H5); 4.22-4.19 (m, 1H, H3‘); 4.17 (dd, 2x°Ju.4= 6.6 Hz,
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2H, H9); 3.94-3.90 (m, 1H, H4’); 2.85 (dd, 2x°Juu= 6.6 Hz, 2H,
H8): 2.20-2.12 (m, 2H, H2'); 1.06 (2s, 9H, H12a-c)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 171.5 (C10); 161.8, 161.7 (2xC4);
149.3 (2xC2); 148.0 (d, Ucp= 7.1 Hz, C21p-Aryl); 148.0 (d, *Jc.
p= 8.1 Hz, C2,p-Aryl); 139.5, 139.4 (2xC6); 134.6, 134.4 (C5-
Aryl); 130.4, 130.3 (2xC4-Aryl); 129.9 (2xC7-Vinyl); 126.5, 126.4
(2xC6-Aryl); 120.9, 120.8 (2xC1-Aryl); 118.2, 118.1 (2xC3-Aryl);
110.3, 110.2 (2xC5); 107.1 (2xC8-Vinyl); 84.8 (2xC1’); 84.7, 84.6
(2xC4°); 69.9, 69.8 (2xC3"); 68.7 (d, 2c.p= 7.6 Hz, C5%p); 68.5
(d, 2Jc.p= 6.6 Hz, C5%p); 67.9 (d, 2Jep= 9.7 Hz, C7p-Benzyl);
67.8 (d, Jcp= 6.6 Hz, C7,p-Benzyl); 64.3 (C9); 39.0, 38.8
(2xC2’); 38.3 (C11); 33.6 (C8); 30.8 (C12a-c)

*'P.NMR;: & [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -8.32, -8.37

HPLC: tr = 16.5 min (Methode I)
tr = 14.9 min (Methode II)

MS (FAB, m/z): ber.. 628.0821 (M)
gef.: 629.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.4. Synthesen der cycloSal-2-Amino-dPMPs 79a-d nach AAV-8

. N A
1. 2-Amino-dP 32 ¢ :[\N
DIPEA .
0. _Cl THF/DMF 5:1 0% o N™ N7 “NH,
X C&EJ Ao x— % o)
1 ? o ST

A0 2. -BUOOH A0
-20-21°C, 1 h )

76¢c, i, 1, n 79a-d ©

X: CH,CH,C(O)OR oder CH,CH,OC(O)R
in 3- oder 5-Position
Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV)-8:
Alle Synthesen mufdten unter Argon als Inertgas durchgefuhrt werden, um Sauerstoff
und Feuchtigkeit ausschlieRen zu konnen. Deshalb wurde auch zu Beginn jeder Um-

setzung zuerst 2-Amino-dP 32 mittels Pyridin koevaporiert.
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Die gewiinschte Menge 2-Amino-dP 32 (1 Aquivalent) wurde in einem Gemisch aus
10 ml THF und 2 ml DMF gelést und mit 2 Aquivalenten DIPEA versetzt. Dieses
Gemisch wurde dann auf -40°C abgekuhlt (Ethanol-Kaltebad mit flussigem Stick-
stoff). Die bendtigten 1.5 Aquivalente Saligenylchlorphosphan 76¢,i,I,n konnten mit
Hilfe einer Spritze eingewogen werden und anschliefend wurde sofort mit dem Zu-
tropfen begonnen. Die Zugabe der Saligenylchlorphosphane war in der Regel nach
ca. 30 min abgeschlossen. Um die Reaktionslosung innerhalb von 45 min auf 0°C
erwarmen zu lassen, wurde danach das Kaltebad entfernt. Die erfolgreiche Bildung
des cycloSal-Monophosphit-Zwischenproduktes wurde mit Hilfe einer DC-Kontrolle
(Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v) uberpruft. Waren noch gro3ere Mengen an 2-
Amino-dP 32 vorhanden, wurden noch weitere 20 min bei 0°C geruhrt. Danach
muldte das Reaktionsgemisch wieder auf -20°C abgekuhlt werden, um das cycloSal-
Monophosphit direkt durch die Zugabe von 3-4 Aquivalenten tert-Butylhydroperoxid
(5-6 M Losung in n-Decan) oxidieren zu konnen. Um eine moglichst quantitative Oxi-
dation zu erreicht, liel¥ man das Gemisch auf Raumtemperatur erwarmen. Dieser
Reaktionsschritt wurde ebenfalls durch DC-Kontrolle Uberprift. Nun konnte das Lo6-
sungsmittel im Olpumpenvakuum bei Raumtemperatur abkondensiert werden. Als
Rohprodukt wurde ein gelbes Harz erhalten.

Die chromatographische Aufreinigung der Rohprodukte konnte durch zwei bis drei
Trennungen am Chromatotron erreicht werden. Die erste Trennung diente dabei
ausschlie3lich der Entfernung der entstandenen Salze und wurde mit Essigester als
mobile Phase und einem Methanol-Gradienten (0-20 %) durchgefuhrt. Die zweite
und eventuell auch dritte Trennung wurde mit Dichlormethan und einem angesauer-
ten (0.10 % Essigsaure) Methanol-Gradienten von 0-30 % durchgefuhrt. Danach
fielen alle Produkte als farblose Feststoffe an, die nach einer abschlieRenden Ge-

friertrocknung in farblose feste Schaume tberflihrt wurden.

6.4.4.1. Darstellung von 3-i-PrPr-cycloSal-2-Amino-dPMP 79a

6

12a~.11.0.10 7

o . N"2"NH,
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-8 (siehe Abschnitt 6.4.4.) mit folgenden Men-

gen durchgeflhrt:

85 mg (338 umol) 2-Amino-dP 32, 153 mg (507 umol) Saligenylchlorphosphan 76¢
(verunreinigtes Rohprodukt), 87 mg (676 umol) DIPEA, 296 ul (1.63 mmol) fert-

Butylhydroperoxid;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

57 mg (107 umol, 32 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)
Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.24

5 [ppm] (500 MHz, DMSO-de): 8.56 (2s, 1H, H6); 8.15, 8.13 (2s,
1H, H8); 7.24-7.20 (m, 1H, H4-Aryl); 7.09-7.03 (m, 2H, H6-
Aryl+H5-Aryl); 6.52 (s(br), 2H, NH,); 6.26 (dd, 2x*Jy.= 6.8 Hz,
1H, H1’); 5.48 (d, *Ju.s= 3.5 Hz, 1H, 3“-OH); 5.46-5.29 (m, 2H,
H7-Benzyl); 4.83 (sept, *Jun= 6.2 Hz, 1H, H11); 4.43-4.39 (m,
1H, H3'); 4.40 (ddd, 2Jp.s= 11.3 Hz, *Jup= 7.4 Hz, *Jin= 4.1 Hz,
1H1p, H5°); 4.36 (ddd, 2Jnn= 11.1 Hz, *Jup= 7.0 Hz, *Jp= 4.2
Hz, 1H1p, H5°); 4.28 (ddd, *Jun= 11.0 Hz, *Jup= 7.4 Hz, *Jyp=
6.7 Hz, 1H2p, H5); 4.24 (ddd, 2Ju.n= 11.0 Hz, %Jup= 8.5 Hz, Jp.
4= 6.3 Hz, 1H,p, H5'); 4.02-3.98 (m, 1H, H4’); 2.88-2.72 (m, 2H,
H8); 2.73-2.62 (m, 1H, H2"); 2.53 (dd, 2x*Jun= 7.4 Hz, 2H1p,
H9); 2.52 (dd, 2x>Ju.y= 7.7 Hz, 2H.p, H9); 2.28 (ddd, 2Jy.u= 13.4
Hz, *Ju.p= 6.3 Hz, *Ju= 3.9 Hz, 1H, H2°); 1.12, 1.11 (2d, >Ju=
6.1 Hz, 6Hip, H12a,b); 1.10, 1.09 (2d, *Juu= 6.3 Hz, 6Hap,
H12a,b)

8 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 171.5 (C10); 160.6 (2xC4); 152.7
(C2); 149.5 (2xC8); 147.8 (d, 2Jop= 7.1 Hz, C21 p-Aryl); 147.8 (d,
2Jep= 7.6 Hz, C2;p-Aryl); 140.7, 140.6 (2xC6); 130.2, 130.1
(2xC4-Aryl); 129.7, 129.6 (2xC1-Aryl); 127.3 (2xC5); 124.3
(2xCB-Aryl); 124.2 (2xC5-Aryl); 121.3, 121.2 (2xC3-Aryl); 84.8,
84.7 (2xC1'); 82.8, 82.7 (2xC4’); 70.4 (2xC3); 68.5 (2d, 2Jop=
6.6 Hz, C5'); 68.1 (d, 2Jc.p= 8.1 Hz, C71p-Benzyl); 68.1 (d, 2Jc.p=
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*'P-NMR:
HPLC:

MS (FAB, m/z):

8.6 Hz, C7,p-Benzyl); 67.4 (2xC11); 38.7, 38.5 (2xC2'): 33.7,
33.6 (2xC9); 24.3, 24.2 (2xC8); 21.7 (2xC12a,b)

3 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.89, -8.02
tr = 13.3 min (Methode I)

ber.: 533.1676 (M)
gef.: 534.1 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.4.2. Darstellung von 5-BnPr-cycloSal-2-Amino-dPMP 79b

P o 4 2 0. f:';/o 5
12 9 5 1 A 0
o040 o « 1'
11 8 6 7 3 2"

N5

-1 N
3 @) <N 4| Nél\

2°NH,

79b OH

Die Reaktion wurde gemald der AAV-8 (siehe Abschnitt 6.4.4.) mit folgenden Men-

gen durchgeflhrt:

85 mg (338 umol) 2-Amino-dP 32, 177 mg (507 umol) Saligenylchlorphosphan 76i
(verunreinigtes Rohprodukt), 87 mg (676 umol) DIPEA, 296 ul (1.63 mmol) fert-

Butylhydroperoxid;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

45 mg (77 umol, 23 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.8)
R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.26

& [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 8.57, 8.56 (2s, 1H, H6); 8.16, 8.12
(2s, 1H, H8); 7.36-7.26 (m, 5H, Ph); 7.18, 7.14 (2d(br), *Ji.4= 8.4
Hz, 1H, H4-Aryl); 7.06, 7.02 (d, *Ju.s= 2.0 Hz, 1H, H6-Aryl); 6.99,
6.91 (2d, *Jp.u= 8.4 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.53 (s(br), 2H, NH,); 6.26
(dd, 2x*Jy= 6.9 Hz, 1H.p, H1'); 6.25 (dd, 2x°Jy= 6.8 Hz,
1H,p, H1'); 5.48, 5.47 (2d, *Ju= 3.7 Hz, 1H, 3'-OH); 5.40-5.27
(m, 2H, H7-Benzyl); 5.06 (s, 2H, H11); 4.42-4.38 (m, 1H, H3");
4.38 (ddd, 2Jy= 11.1 Hz, *Jup= 7.1 Hz, *Ju= 4.1 Hz, 1Hqp,
H59; 4.35 (ddd, 2Jun= 11.2 Hz, 3Jup= 7.0 Hz, *Jur= 4.2 Hz,
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BC-NMR:

*'P-NMR:
HPLC:

MS (FAB, m/z):

1H1.p, H5°); 4.26 (ddd, “Jnn= 11.2 Hz, *Jup= 7.1 Hz, *Jpyn= 7.1
Hz, 1H,p, H5°); 4.22 (ddd, *Jum= 11.1 Hz, Jup= 8.4 Hz, 3Jyp=
6.5 Hz, 1H2p, H5'); 4.01-3.97 (m, 1H, H4'); 2.82 (dd, 2x°Ju.n= 7.5
Hz, 2H, H8); 2.73-2.60 (m, 1H, H2'); 2.66 (dd, 2x*Jyn= 7.4 Hz,
2H, H9); 2.27 (ddd, 2Ju.n= 13.4 Hz, *Ji.p= 6.5 Hz, *Jy.= 3.8 Hz,
1H, H2Y)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 172.1 (C10); 160.6 (C4); 152.7
(C2); 149.5 (2xC8); 148.0 (d, 2Jcp= 6.1 Hz, C24 p-Aryl); 147.9 (d,
2Jcp= 7.1 Hz, C2p-Aryl); 140.8, 140.7 (2xC6); 136.8 (2xC5-
Aryl); 136.3 (C12); 129.7 (2xC4-Aryl); 128.5 (2xCm-Ph); 128.1
(Cp-Ph); 128.1 (2xCo-Ph); 127.3 (2xC5); 125.8 (C6-Aryl); 120.8,
120.7 (2xC1-Aryl); 118.2, 118.1 (2xC3-Aryl); 84.8, 84.7 (2xC1’);
82.8 (2xC4'); 70.4 (C3'); 68.6 (d, 2Jc.p= 7.1 Hz, C5%p); 68.5 (d,
?Jep= 7.6 Hz, C5%p); 68.0 (d, Jc.p= 6.1 Hz, C7-Benzyl); 65.6
(C11); 38.5, 38.4 (2xC2’); 34.9 (C9); 29.6 (C8)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -8.43, -8.45
tr = 16.3 min (Methode I)

ber.: 581.1676 (M)
gef.: 582.5 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.4.3. Darstellung von 3-PivEt-cycloSal-2-Amino-dPMP 79c

6
N8
N
5|l
N4 N%IZ\NH2
"
3 2'
79¢ O

Die Reaktion wurde gemald der AAV-8 (siehe Abschnitt 6.4.4.) mit folgenden Men-

gen durchgeflhrt:
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80 mg (318 umol) 2-Amino-dP 32, 201 mg (636 umol) Saligenylchlorphosphan 76l
(verunreinigtes Rohprodukt), 41 mg (318 umol) DIPEA, 218 ul (995 umol) fert-

Butylhydroperoxid;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

SIP.NMR:

HPLC:

42 mg (77 umol, 24 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)
R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.28

8 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 8.56 (2s, 1H, H6); 8.15, 8.13 (2s,
1H, H8); 7.26-7.21 (m, 1H, H4-Aryl); 7.12-7.06 (m, 2H, H6-
Aryl+H5-Aryl); 6.53 (s(br), 2H, NH,); 6.26 (dd, 2x*Jyn= 6.9 Hz,
1H, H1'); 5.47 (d, *Ju.n= 4.3 Hz, 1H1p, 3“OH); 5.47 (d, *Jpu= 4.6
Hz, 1H,p, 3-OH); 5.44-5.30 (m, 2H, H7-Benzyl); 4.43-4.39 (m,
1H, H3'); 4.40 (ddd, 2Jp.s= 11.2 Hz, *Jup= 7.4 Hz, *Jin= 4.0 Hz,
1H1p, H5°); 4.35 (ddd, 2Jnn= 11.2 Hz, *Jup= 7.1 Hz, *Jp= 4.2
Hz, 1H1p, H5°); 4.28 (ddd, *Jun= 11.2 Hz, *Jup= 7.4 Hz, *Jyp=
6.7 Hz, 1H2p, H5); 4.24 (ddd, 2Ju.n= 11.1 Hz, 3Jup= 8.6 Hz, *Jp.
4= 6.3 Hz, 1H.p, H5%); 4.21-4.16 (m, 2H1p, HI); 4.13 (dd, 2x°Jy.
= 6.6 Hz, 2H,p, HI); 4.01-3.97 (m, 1H, H4’); 2.97-2.81 (m, 2H,
H8); 2.79-2.63 (m, 1H, H2'); 2.27 (ddd, *Jun= 13.4 Hz, *Jip= 6.5
Hz, Ju.n= 3.9 Hz, 1H, H2°); 1.04, 1.02 (2s, 9H, H12a-c)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 175.1 (2xC10); 160.7, 160.6
(2xC4); 152.7 (2xC2); 149.5 (C8); 147.9 (d, “Jc.p= 6.0 Hz, C2-
Aryl); 140.8, 140.7 (2xC6); 131.0 (2xC4-Aryl); 128.6 (C1-Aryl);
127.3, 127.2 (2xC5); 124.6 (2xCB-Aryl); 124.1 (2xC5-Aryl);
121.2, 121.1 (2xC3-Aryl); 84.8, 84.7 (2xC1’); 82.8, 82.7 (2xC4’);
70.4 (C3'); 68.5 (2d, 2Jc.p= 6.6 Hz, C5°); 68.1 (d, *Jcp= 6.1 Hz,
C7-Benzyl); 62.9 (2xC9); 38.7, 38.5 (2xC2); 32.5 (C11); 28.2
(2xC8); 26.9 (2xC12a-c)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-de): -7.90, -8.03

tr = 14.5 min (Methode I)
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MS (FAB, m/z):

ber.: 547.18 (M)
gef.: 548.3 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)
548.1910 (M+H", Hochauflésung)

6.4.4.4. Darstellung von 5-PivEt-cycloSal-2-Amino-dPMP 79d

6
N5

o | N
N4N¢I2\

NH
/O 5' 2

& 1
8 6 7 3 2"

12¢ 79d ©O

Die Reaktion wurde gemald der AAV-8 (siehe Abschnitt 6.4.4.) mit folgenden Men-

gen durchgeflhrt:

100 mg (400 umol) 2-Amino-dP 32, 189 mg (600 umol) Saligenylchlorphosphan 76n
(verunreinigtes Rohprodukt), 76 mg (600 umol) DIPEA, 260 pl (1.43 mmol) ftert-

Butylhydroperoxid;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

16 mg (29 umol, 7 %) eines farblosen, festen Schaums als Ge-

misch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)
R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.25

8 [ppm] (400 MHz, DMSO-dg): 8.58, 8.57 (2s, 1H, H6); 8.17, 8.13
(2s, 1H, H8); 7.21, 7.16 (2d(br), *Ju.= 8.4 Hz, 1H, H4-Aryl); 7.09,
7.05 (d, “Jun= 2.2 Hz, 1H, H6-Aryl); 7.03, 6.95 (2d, *Jun= 8.4
Hz, 1H, H3-Aryl); 6.54 (s(br), 2H, NH,); 6.26 (dd, 2x*Ji.n= 6.8
Hz, 1H1p, H1'); 6.25 (dd, 2x*Jyn= 6.9 Hz, 1H2p, H1'); 5.51-5.46
(m, 1H, 3-OH); 5.45-5.28 (m, 2H, H7-Benzyl); 4.42-4.38 (m, 1H,
H3); 4.38 (ddd, 2Jun= 11.1 Hz, *Jup= 7.0 Hz, *Jur= 4.1 Hz,
1Hqp, H5°); 4.34 (ddd, “Jnu= 11.1 Hz, *Jup= 7.0 Hz, *Jpp= 4.2
Hz, 1H1p, H5°); 4.26 (ddd, *Juwn= 11.0 Hz, Jup= 7.5 Hz, 3Jun=
6.7 Hz, 1H,p, H5); 4.22 (ddd, 2Ju.n= 11.2 Hz, %Jup= 8.6 Hz, Uy
4= 6.5 Hz, 1H,.0, H5'); 4.16 (2dd, 2x°Ji.4= 6.6 Hz, 2H, H9); 4.01-
3.96 (m, 1H, H4); 2.83 (dd, 2x*Jun= 6.5 Hz, 2H, H8); 2.68
(dddd, 2Jpa= 13.5 Hz, *Jup= 9.1 Hz, *Juy= 7.1 Hz, *Jun= 6.4 Hz,
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1Hy.p, H2); 2.27 (2ddd, 2Jpu= 13.4 Hz, *Jyp= 6.4 Hz, *Jun= 3.8
Hz, 1H,0, H2'); 1.04 (2s, 9H, H12a-c)

¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 177.4 (C10); 160.6 (C4); 152.7
(C2); 149.5, 149.4 (2xC8); 148.1 (d, 2Jcp= 7.1 Hz, C2-Aryl);
140.8 (2xC6); 134.6, 134.5 (2xC5-Aryl); 130.3 (2xC4-Aryl); 127.3
(C5); 126.4 (C6-Aryl); 120.8, 120.7 (2xC1-Aryl); 118.2 (d, *Jcp=
9.2 Hz, C31p-Aryl); 118.1 (d, *Jcp= 8.6 Hz, C3,p-Aryl); 84.8,
84.7 (2xC1'); 82.9, 82.8 (2xC4’); 70.4 (C3’); 68.6, 68.5 (2d, %Uc.
p= 7.1 Hz, C5°); 68.0 (d, “Jc.p= 7.1 Hz, C71p-Benzyl); 68.0 (d,
2Jc.p= 8.1 Hz, C72p-Benzyl); 64.3 (C9); 38.6, 38.5 (2xC2'); 38.3
(C11); 33.6 (C8); 27.0 (2xC12a-c)

*'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -8.40, -8.45
HPLC: tr = 14.9 min (Methode )

MS (FAB, m/z): ber.: 547.1832 (M)
gef.: 548.6 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.5. Hydrolyse der tert-Butylester 77d,h und 78c,g nach AAV-9

TFA, CH,Cl, 0

oL
O)J\/\cycloSaI-NMP 21°C, 1h HO)J\/\cycloSal-NMP

77d, 77h, 78c, 78¢g 27,41, 39, 43

Allgemeine Arbeitsvorschrift (AAV)-9:

Der entsprechende tert-Butylester (1 Aquivalent) wurde in Dichlormethan geldst
(10 umol Substanz in 5 ml Lésungsmittel). Bei Raumtemperatur wurde dann unter
Ruhren soviel Trifluoressigsaure zugig zu getropft, dald eine 15 %-ige Losung vorlag.
Zur Reaktionskontrolle wurden in Abstanden von ca. 20 min Dunnschichtchromato-
gramme angefertigt, um die Hydrolysedauer des tert-Butylesters nicht unnétig zu
verlangern, was sonst zu Ausbeuteverlusten durch die mogliche Triesterhydrolyse
gefuhrt hatte. Nach spatestens 60 Minuten war jedes der eingesetzten Edukte voll-
standig umgesetzt und das Lésungsmittel wurde zusammen mit der TFA am Rotati-

onsverdampfer entfernt.



242

6. Experimenteller Teil

Das als Feststoff anfallende Rohprodukt wurde mit Hilfe des Chromatotrons aufge-

reinigt (Dichlormethan mit angesauertem (0.10 % Essigsaure) Methanol-Gradienten

von 10-40 %). Danach wurden die Produkte als farblose Feststoffe isoliert, die durch

die abschlieRende Gefriertrocknung in farblose, feste Schaume Uberfihrt werden

konnten.

6.4.5.1. Darstellung von 3-(2‘-Carboxyethyl)-cycloSal-d4TMP 27

Die Reaktion wurde gemald der AAV-9 (siehe Abschnitt 6.4.5.) mit folgenden Men-

gen durchgeflhrt:

15 mg (29 umol) 3-t-BuPr-cycloSal-d4TMP 77d, 2.4 ml (32 mmol) Trifluoressigsaure;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

12 mg (21 umol, 71 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)
R~Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.16

8 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 12.17 (s(br), 1H, COOH); 11.31
(2s, 1H, NH); 7.27-7.25 (m, 1H, H4-Aryl); 7.19 (2q, “Ju.n= 1.2 Hz,
1H, H6); 7.14-7.09 (m, 2H, H5-Aryl+H6-Aryl); 6.80-6.78 (m, 1H,
H1'); 6.40 (ddd, *Jnn= 6.0 Hz, *Jyn= 1.8 Hz, *Jpv= 1.8 Hz, 1H1p,
H3"); 6.35 (ddd, *Jun= 6.0 Hz, *Jnn= 1.8 Hz, *Jpi= 1.8 Hz, 1Hap,
H3'); 6.02, 6.00 (2ddd, *Ju= 6.1 Hz, *Jy= 2.4 Hz, ‘= 1.6
Hz, 1H, H2'); 5.47 (dd, 2Ju.n= 14.3 Hz, *Ju.p= 6.5 Hz, 1H/p, H7-
Benzyl); 5.44 (dd, 2Jpu= 14.3 Hz, *Jup= 5.8 Hz, 1Hp, H7-
Benzyl); 5.37 (dd, 2Jpu= 12.2 Hz, 3Jup= 4.0 Hz, 1H.p, H7-
Benzyl); 5.34 (dd, “Jpu= 12.1 Hz, *Jup= 4.1 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 4.96-4.92 (m, 1H, H4'); 4.34-4.24 (m, 2H, H5'); 2.85-
2.75 (m, 2H, H8); 2.51, 2.50 (2dd, 3Ju.n= 7.3 Hz, 2H, H9); 1.65,
1.58 (2d, *Ju.n= 1.2 Hz, 3H, H7)
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¥C-NMR: & [ppm] (101 MHz, DMSO-ds): 173.6 (2xC10); 163.9 (C4); 150.9,
150.8 (2xC2); 147.9 (d, 2Jc.p= 7.12 Hz, C2-Aryl); 147.9 (d, *Jc.p=
7.63 Hz, C2-Aryl); 135.8, 135.7 (2xC6); 133.0 132.9 (2xC3');
130.2 (2xC4-Aryl); 130.0, 129.9 (2xC1-Aryl); 127.5 (2xC2);
124.4 (2xC6-Aryl); 124.3 (C5-Aryl); 121.7, 121.6 (C3-Aryl);
109.9, 109.8 (2xC5); 89.4, 89.3 (2xC1'); 84.3 (2xC4'); 68.7 (d,
?Jep= 6.10 Hz, C5'); 68.7 (d, >Jc.p= 5.59 Hz, C5'); 68.4 (d, 2Jcp=
7.12 Hz, C7-Benzyl); 68.4 (d, ?Jep= 6.61 Hz, C7-Benzyl); 33.5
(2xC9); 24.2 (2xC8); 12.0, 11.9 (2xC7)

*'P-NMR: 8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.51, -7.56

HPLC: tr = 9.2, 9.5 min (Methode I)
tr = 9.7 min (Methode II)

MS (FAB, m/z): ber.: 464.0985 (M)
gef.: 464.2 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)

6.4.5.2. Darstellung von 5-(2‘-Carboxyethyl)-cycloSal-d4TMP 41
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Die Reaktion wurde gemald der AAV-9 (siehe Abschnitt 6.4.5.) mit folgenden Men-
gen durchgeflhrt:
14 mg (28 umol) 5-t-BuPr-cycloSal-d4TMP 77h, 2.2 ml (29 mmol) Trifluoressigsaure;

Ausbeute: 13 mg (26 umol, 93 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.9)
DC: Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.16

"H-NMR: 8 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 12.08 (s(br), 1H, COOH); 11.33,
11.32 (2s, 1H, NH); 7.24-7.19 (m, 1H, H4-Aryl); 7.18, 7.15 (2q,
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BC-NMR:

SIP_.NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

*Juin= 1.1 Hz, 1H, H6); 7.13-7.11 (m, 2H, H6-Aryl); 7.03 (d, >Jp.
= 8.5 Hz, 1H1p, H3-Aryl); 7.01 (d, *Jin= 8.4 Hz, 1H, 0, H3-Aryl);
6.79, 6.77 (2ddd, *Jun= 3.6 Hz, 2x*Juu= 1.8 Hz, 1H, H1'); 6.40,
6.33 (2ddd, 3Ju= 6.0 Hz, *Jun= 1.7 Hz, “Jp= 1.7 Hz, 1H, H3");
6.01 (ddd, *Jp.s= 6.0 Hz, *Jpi= 2.3 Hz, *Jyy= 1.5 Hz, 1Hp, H2');
5.99 (ddd, *Jun= 6.1 Hz, *Jpn= 2.2 Hz, *Jiy= 1.6 Hz, 1H2p, H2');
5.45 (dd, 2nn= 14.3 Hz, %Jyp= 7.4 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.41
(dd, 2Jp.n= 14.4 Hz, *Jup= 7.3 Hz, 1Hqp, H7-Benzyl); 5.36 (d(br),
2Jun= 14.3 Hz, 1H,p, H7-Benzyl); 5.33 (dd, 2Ju.n= 14.1 Hz, Jp.
p= 1.2 Hz, 1Hap, H7-Benzyl); 4.96-4.92 (m, 1H, H4'); 4.33-4.22
(m, 2H, H5'); 2.78 (dd, 2x°Ju.4= 7.6 Hz, 2H, H8); 2.51 (dd, 2x°Jp.
4= 7.8 Hz, 2H, H9); 1.67, 1.61 (2d, *Juy= 1.1 Hz, 3H, H7)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 173.7 (2xC10); 163.9 (C4); 150.9,
150.8 (2xC2); 146.5, 146.2 (d, 2Jop= 7.6 Hz, C2-Aryl); 137.4
(C5-Aryl); 135.8 (2xC6); 133.0 132.9 (2xC3’); 129.8, 129.7
(2xC4-Aryl); 128.7 (C1-Aryl); 127.5, 127.4 (2xC2'); 125.9, 125.8
(2xCB-Aryl); 118.1 (2xC3-Aryl); 109.8 (2xC5); 89.3 (C1’); 84.3,
84.2 (2xC4’); 68.5 (d, 2Jc.p= 7.1 Hz, C5°); 68.5 (d, 2Jc.p= 5.1 Hz,
C5'); 68.4 (2d, 2Jc.p= 6.6 Hz, C7-Benzyl); 35.1 (C9); 29.6 (C8);
12.1, 12.0 (2xC7)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -8.01, -8.06

tr = 9.5 min (Methode I)
tr = 9.6 min (Methode II)

ber.: 464.0985 (M)
gef.: 464.3 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)
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6.4.5.3. Darstellung von 3-(2‘-Carboxyethyl)-cycloSal-BVDUMP 39

Die Reaktion wurde gemald der AAV-9 (siehe Abschnitt 6.4.5.) mit folgenden Men-

gen durchgeflhrt:

15 mg (24 umol) 3-t-BuPr-cycloSal-BVDUMP 78c, 2 ml (26 mmol) Trifluoressigsaure;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

BC-NMR:

12 mg (21 umol, 88 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren
Rs-Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.17

& [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 12.17 (s(br), 1H, COOH); 11.57
(s, 1H, NH); 7.77 (s, 1H, H6); 7.28, 7.27 (2d, *Ju.n= 13.6 Hz, 1H,
H8-Vinyl); 7.27-7.23 (m, 1H, H4-Aryl); 7.12-7.08 (m, 2H, H6-
Aryl+H5-Aryl); 6.86, 6.84 (2d, *Ju.n= 13.6 Hz, 1H, H7-Vinyl); 6.15
(dd, 2x°Ju.4= 6.5 Hz, 1Hqp, H1'); 6.14 (dd, *Ju.1= 6.6 Hz, 1Hap,
H1'); 5.48 (dd, 2Ju.= 14.3 Hz, *Jup= 7.9 Hz, 1H,p, H7-Benzyl);
5.45 (d, 3Jun= 3.9 Hz, 1Hip, 3“OH); 5.44 (d, *Jun= 4.6 Hz
1Hy.p, 3-OH); 5.44 (dd, 2Jun= 14.2 Hz, *Jpp= 7.9 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 5.41 (dd, 2Jpu= 14.1 Hz, 3Jup= 2.0 Hz, 1Hp, H7-
Benzyl); 5.39 (dd, 2Jpu= 14.2 Hz, *Jup= 1.7 Hz, 1H,p, H7-
Benzyl); 4.39 (ddd, 2Jps= 11.4 Hz, *Jyp= 7.8 Hz, *Jyu= 3.6 Hz,
1Hqp, H5); 4.33 (dd, *Jup= 7.7 Hz, *Jun= 5.4 Hz, 2H,p, H5Y);
4.27 (ddd, 2Ju= 11.4 Hz, *Jup= 8.2 Hz, *Jun= 6.1 Hz, 1H1p,
H5%); 4.24-4.19 (m, 1H, H3*): 3.95-3.91 (m, 1H, H4'); 2.88-2.77
(m, 2H, H8); 2.58 (dd, 2x*Ju.n= 7.6 Hz, 2Hp, HI); 2.56 (dd,
253 Ju= 7.7 Hz, 2H, 0, H9); 2.20-2.13 (m, 2H, H2')

& [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 173.6 (2xC10); 161.7 (C4); 149.3
(2xC2); 147.8 (C2-Aryl); 139.4, 139.3 (2xC6); 130.1, 130.0
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*'P-NMR:

HPLC:

(2xC4-Aryl); 129.9 (C7-Vinyl); 129.8 (2xC1-Aryl); 124.3 (C6-
Aryl); 124.2 (C5-Aryl); 121.3, 121.2 (2xC3-Aryl); 110.3 (2xC5);
107.1 (2xC8-Vinyl); 84.8 (2xC1’); 84.6, 84.5 (2xC4’); 69.8 (C3");
68.7 (d, 2Jc.p= 5.6 Hz, C5'1p); 68.6 (d, 2Jc.p= 7.1 Hz, C5'p); 68.0
(d, 2Jcp= 5.1 Hz, C71p-Benzyl); 68.0 (d, 2Jcp= 6.1 Hz, C72p-
Benzyl); 39.1, 38.9 (2xC2'); 33.5 (2xC9); 24.3 (C8)

d [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -7.81 (nur ein Peak)

tr = 11.0 min (Methode I)
tr = 11.2 min (Methode II)

6.4.5.4. Darstellung von 5-(2‘-Carboxyethyl)-cycloSal-BVDUMP 43
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Die Reaktion wurde gemal} der AAV-9 (siehe Abschnitt 6.4.5.) mit folgenden Men-

gen durchgefuhrt:

13 mg (20 umol) 5-t-BuPr-cycloSal-BVDUMP 78g, 2 ml (26 mmol) Trifluoressigsaure;

Ausbeute:

DC:

"H-NMR:

11 mg (19 umol, 97 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:1.0)
R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.17

8 [ppm] (500 MHz, DMSO-dg): 12.11 (s(br), 1H, COOH); 11.59,
11.58 (2s, 1H, NH); 7.78, 7.75 (2s, 1H, H6); 7.29, 7.28 (2d, *Jp.
4= 13.6 Hz, 1H, H8-Vinyl); 7.23-7.18 (m, 1H, H4-Aryl); 7.11 (d,
*an= 2.5 Hz, 1H1p, H6-Aryl): 7.10 (d, *J.= 2.8 Hz, 1H2p, H6-
Aryl); 7.02, 7.01 (2d, *J.+= 8.4 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.88, 6.85 (2d,
3Jun= 13.2 Hz, 1H, H7-Vinyl); 6.15 (dd, 2x*Juu= 6.9 Hz, 1Hp,
H1'): 6.13 (dd, 2x°Juu= 6.8 Hz, 1H2p, H1'); 5.45 (dd, 2Jp.= 14.6
Hz, *Jup= 9.5 Hz, 1Hips2p, H7-Benzyl); 5.45, 5.44 (2d, *Jun=
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BC-NMR:

SIP_.NMR:

HPLC:

MS (FAB, m/z):

4.4 Hz, 1H, 3-OH); 5.39 (dd, “Jnun= 14.7 Hz, 2Hqps2p, H7-
Benzyl); 4.36 (ddd, 2Jps= 11.2 Hz, 3Jup= 7.3 Hz, *Jyy= 3.7 Hz,
1Hqp, H5Y); 4.31 (dd, *Jup= 7.4 Hz, *Jun= 4.6 Hz, 1H,p, H5Y);
4.30 (dd, Jup= 6.9 Hz, *Junu= 6.8 Hz, 1H.0, H5%); 4.26 (ddd, 2Jy.
4= 11.3 Hz, ®Jup= 8.2 Hz, *Jyu= 6.2 Hz, 1Hp, H5'); 4.23-4.19
(m, 1H, H3'); 3.94-3.90 (m, 1H, H4’); 2.77 (dd, 2x*Ju.s= 7.6 Hz,
2H, H8); 2.50 (dd, 2x*Ju.u= 7.6 Hz, 2H, H9); 2.20-2.11 (m, 2H,
H2°)

5 [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 173.7 (C10); 161.8, 161.7 (2xC4);
149.3 (2xC2); 148.1 (d, 2cp= 5.6 Hz, C24p-Aryl); 147.9 (d, 2Jc.
p= 6.6 Hz, C2,p-Aryl); 139.5, 139.4 (2xC6); 137.4, 137.3 (2xC5-
Aryl); 129.9 (C7-Vinyl); 129.7 (2xC4-Aryl); 125.8, 125.7 (2xC6-
Aryl); 120.7, 120.6 (2xC1-Aryl); 118.2, 118.1 (2xC3-Aryl); 110.3,
110.2 (2xC5); 107.1 (2xC8-Vinyl); 84.8 (C1'); 84.6, 84.5 (2d, >Jc.
p= 6.6 Hz, C4'); 69.8 (2xC3'); 68.7 (d, 2Jc.p= 6.6 Hz, C5'1 p); 68.6
(d, 2cp= 7.6 Hz, C5%p); 67.8 (2d, 2Jc.p= 6.1 Hz, C74p-Benzyl);
67.8 (2d, “Jc.p= 5.6 Hz, C7,p-Benzyl); 39.0, 38.8 (2xC2'); 35.1
(2xC9); 29.6 (C8)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -8.25, -8.32

tr = 10.7 min (Methode I)
tr = 10.8 min (Methode II)

ber.. 572.0195 (M)
gef.: 573.0 (M+H", Matrix m-Nitrobenzylalkohol)
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6.4.6. Darstellung von 5-(2‘-Hydroxyethyl)-cycloSal-BVDUMP 44
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Es wurden 30 mg (450 Units) PLE (EC 3.1.1.1) in einem Gemisch aus 1.8 ml DMSO,
4.0 ml Wasser und 6.0 ml einem 50 mM Phosphatpuffer nach Sorensen (pH 7.3)
aufgenommen. Zu dieser PLE-Suspension wurden dann 13.1 mg (23.8 umol) von 5-
PivEt-cycloSal-BVDUMP 78I gegeben und das Reaktionsgemisch unter Rihren auf
37°C erwarmt. Jeweils nach 30 Minuten wurden 100 ul Aliquot entnommen und die-
ses mit Hilfe der HPLC (Methode IlI) vermessen. Nach der dritten Messung konnte
neben einer geringen Menge an Edukt 78I nur ein noch ein Produkt-Peak identifiziert
werden. Zur Beendigung der enzymkatalysierten Esterhydrolyse sollte das Reakti-
onsgemisch nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur mit 40 ml Dichlormethan ex-
trahiert werden. Dabei bereitete das Ausbleiben einer deutlichen Phasentrennung
grol3e Probleme. Auch die Zugabe von gesattigter Natriumchlorid-Losung brachte
keine Verbesserung. Durch mehrfaches Abtrennen kleinerer Mengen der organi-
schen Phase und der nachfolgenden Zugabe von Dichlormethan (20 ml) konnte
dennoch eine Isolierung erreicht werden. Nach dem Trocknen der vereinigten orga-
nischen Phasen Uber Natriumsulfat konnte das Losungsmittel entfernt werden.

Das als farbloses Ol anfallende Rohprodukt wurde mit Hilfe des Chromatotrons auf-
gereinigt (Dichlormethan mit angesauertem (0.10 % Essigsaure) Methanol-
Gradienten von 10-40 %). Danach konnte das Produkt durch eine abschlieRende

Gefriertrocknung als farbloser, fester Schaum erhalten werden.

Ausbeute: 9.3mg (17 umol, 52 %) eines farblosen, festen Schaums als

Gemisch von 2 Diastereomeren (Verhaltnis 1.0:0.9)
DC: R+Wert (Dichlormethan/Methanol 9:1 v/v): 0.37

"H-NMR: 8 [opm] (500 MHz, DMSO-dg): 11.59, 11.58 (2s, 1H, NH); 7.78,
7.76 (2s, 1H, HB); 7.29, 7.28 (2d, *Juw= 13.7 Hz, 1H, H8-Vinyl);
7.21-7.16 (m, 1H, H4-Aryl); 7.09-7.07 (m, 1H, H6-Aryl); 7.01,
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BC-NMR:

SIP_.NMR:

HPLC:

7.00 (2d, *Ju.n= 8.4 Hz, 1H, H3-Aryl); 6.88, 6.86 (2d, *Ju.n= 13.6
Hz, 1H, H7-Vinyl); 6.15 (dd, 2x*Jyu= 7.0 Hz, 1H¢p, H1'); 6.13
(dd, 2x*Jun= 7.1 Hz, 1Hop, H1'); 5.49-5.36 (m, 2H, H7-Benzyl);
5.45 (2d, *Jun= 4.4 Hz, 1H, 3-OH); 4.62 (dd, 2x°Jhn= 5.2 Hz,
1H, 9-OH); 4.36 (ddd, 2Ju.s= 11.1 Hz, *Jup= 7.3 Hz, *Jyu= 3.6
Hz, 1H:p, H5%); 4.30 (dd, *Ju.p= 7.3 Hz, Jun= 4.6 Hz, 1Hap,
H5%); 4.30 (dd, *Jup= 7.5 Hz, *Jyp= 6.2 Hz, 1H,p, H5°); 4.25
(ddd, 2Jun= 11.3 Hz, Jup= 8.0 Hz, *Jun= 6.1 Hz, 1Hqp, H5;
4.23-4.19 (m, 1H, H3"); 3.94-3.90 (m, 1H, H4’); 3.56 (ddd, 2x°Jp.
= 6.8 Hz, *Jin= 5.2 Hz, 2H, H9); 2.67 (dd, 2x*Jy.u= 6.8 Hz, 2H,
H8); 2.20-2.10 (m, 2H, H2")

& [ppm] (101 MHz, DMSO-dg): 161.7, 161.5 (2xC4); 149.3 (C2);
148.0 (2xC2-Aryl); 139.5, 139.4 (2xCB); 136.2 (2xC5-Aryl); 130.3
(C4-Aryl); 129.9 (C7-Vinyl); 126.3 (C6-Aryl); 120.7, 120.6 (2xC1-
Aryl); 118.0, 117.9 (2xC3-Aryl); 110.3 (2xC5); 107.1 (C8-Vinyl);
84.8 (C1'); 84.6 (C4); 69.9, 69.8 (2xC3'); 68.8, 68.6 (2xC5');
67.8 (2xC7-Benzyl); 62.0, 61.9 (2xC9); 39.0, 38.8 (2xC2’); 33.6
(C8)

8 [ppm] (202 MHz, DMSO-dg): -8.21, -8.27

tr = 10.2 min (Methode II)
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6.5. Hydrolyseexperimente

6.5.1. Verwendete Puffer und Losungen
50 mM Phosphatpuffer nach Sérensen (pH 7.3):

Es wurden 547 mg Dinatriumhydrogenphosphat und 155 mg Kaliumdihydrogen-
phosphat mit Wasser auf 100 ml Gesamtvolumen aufgefullt. Der pH-Wert wurde

kontrolliert und gegebenenfalls mit Phosphorsaure eingestellt.

50 mM Phosphatpuffer (PBS, pH 6.8):

Es wurden 800 mg Natriumchlorid, 20 mg Kaliumchlorid, 720 mg Dinatriumhydrogen-
phosphatdihydrat (Na;HPO42 H,O) und 140 mg Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2PO4) mit Wasser auf 100 ml Gesamtvolumen aufgefullt. Der pH-Wert von 6.8

wurde, falls nétig, mit verdlinnter Salzsaure oder verdlnnter Natronlauge eingestelit.

Interner Standard (AZT-L6sung):

Es wurden 5 mg AZT in 500 ul Wasser gelost.

50 mM DMSO-Stammlésung:

Es wurden 3-6 mg des cycloSal-Nukleotides in der entsprechenden Menge (150-
250 pl) DMSO aufgenommen.

3.0 mM DMSO-Stammlésung:

Es wurden 24 ul der 50 mM DMSO-Stammlésung mit 376 ul DMSO versetzt.

6.5.2. Bestimmung der chemischen Hydrolysehalbwertszeiten

Die chemischen Hydrolysehalbwertszeiten wurden in einer 1.9 mM isotonischen
Phosphatpuffer-Losung bei pH 7.3 und mit einigen ausgewahlten Verbindungen zu-
satzlich auch bei pH 6.8 ermittelt. Dazu wurden 188.6 ul DMSO, 100 ul Wasser, 5 pl
der AZT-L6sung (interner Standard) und 300 pul des 50 mM Phosphatpuffers (pH 7.3
oder pH 6.8) in einem Eppendorf-Cap vorgelegt und mit Hilfe des Thermomixers auf
37°C temperiert. Durch Hinzupipettieren von 11.4u der 50 mM DMSO-

Stammlosung (dadurch wurde die Pufferkonzentration auf 24.8 mM und die des cy-
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cloSal-Nukleotides auf 0.94 mM verdunnt) und kurzes Durchmischen (Vortex) wurde
die Hydrolyse gestartet. Das erste Aliquot (ty) wurde sofort danach enthommen
(100 pl) und weitere sieben Aliquote in zunehmend grol3er werdenden Zeitabstan-
den. Zum Stoppen der Hydrolyse wurden die Aliquote in ein Eppendorf-Cap zu eini-
gen Tropfen (2-3) konzentrierte Essigsaure gegeben. Danach erfolgte die HPLC-
analytische Auswertung der Proben nach der Methode I.

6.5.3. Carboxyesterase-Assay mittels PLE (EC 3.1.1.1)

Der Carboxyesterase-Assay wurde analog der Angaben unter 6.5.2. durchgeflhrt,
wobei jedoch folgende Anderungen vorgenommen wurden:

Zu Beginn wurde die entsprechende Menge an PLE (Sigma, EC 3.1.1.1) in ein Ep-
pendorf-Cap eingewogen. Durch die Zugabe von 300 ul 50 mM PBS und 100 pl
Wasser wurde zunachst eine homogene Suspension hergestellt. Erst dann wurden
die 5 pl des internen Standards und die 188.6 ul DMSO zugegeben. Danach konnte
die Kinetik, wie zuvor bei der chemischen Hydrolyse, gestartet werden. Zum Stoppen
der Aliquot-Hydrolyse wurde diesmal neben einigen Tropfen Essigsaure zusatzlich
noch 40 pul Acetonitril verwendet.

Die HPLC-analytische Vermessung der Aliquote erfolgte diesmal nach der Metho-
de Il.

6.5.4. Hydrolysekinetiken in humanen Zellextrakten

Ein Milliliter des entsprechenden Zellextraktes (cycloSal-d4TMPs: CEM/O; cycloSal-
BVDUMPs: P3HR-1) wurde gleichmallig auf zehn Eppendorf-Caps verteilt und je-
weils mit 20 ul der 70 mM Magnesiumchlorid-Losung versetzt. Die Hydrolyse wurde
nun in jedem einzelnen Cap durch die Zugabe von 20 ul der 3.0 mM DMSO-
Stammldsung des entsprechenden Triesters gestartet und in einem Thermomixer bei
konstant 37°C gehalten. Im Gegensatz zu den bisherigen Kinetiken wurden die be-
ndtigten Proben hierbei nicht durch die Enthahme von Aliquoten gewonnen, sondern
durch das sukzessive Stoppen der zehn Einzelhydrolysen. Der zeitliche Rahmen der
ZE-Kinetiken wurde dabei auf maximal 12 Stunden beschrankt. Zum Abbruch der
Hydrolyse wurden 300 ul von essigsaurem Methanol hinzugegeben. Um die ausge-

fallenen Bestandteile abzutrennen, wurde die Probe etwa 10 Minuten auf 0°C abge-
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kiihlt und anschlieRend zentrifugiert (10 min mit 13000 U/min). Der Uberstand wurde
in eine Spritze (1 ml) aufgenommen und nochmals filtriert. Die so erhaltenen klaren
Losungen wurden nun unter Verwendung der Methode Il HPLC-analytisch ausge-
wertet.

6.5.5. >'P-NMR-Hydrolysestudien

Diese Hydrolyseuntersuchung wurde durchgefiihrt, indem man zu einer Lésung von
ca. 5 mg des entsprechenden Triesters in 300 ul DMSO-dg 700 pl einer isotonischen
Imidazol/HCI-Pufferlosung gab (50 mM, entspricht 35 umol Puffersubstanz; pH 7.3)
und den zeitlichen Verlauf der Hydrolyse bei Raumtemperatur *'P-NMR-
spektroskopisch verfolgt (1H-entkoppelt, 202 MHz, 256 Scans).
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6.6. Gefahrstoffe

Verbindung

Acetonitril
Benzylalkohol
Benzylbromid
Chloroform
Chlorwasserstoff
Dichlormethan
Dicyclohexylcarbodiimid
Diethylether
Dihydrocumarin
Di-iso-propylethylamin
4-Dimethylaminopyridin
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Essigsaure

Ethanol

Ethylacetat

Methanol

Natronlauge
Paraformaldehyd
Phenylboronsaure
Phosphorsaure 85 %
Phosphortrichlorid
Pivaloylchlorid
2-Propanol
Propionsaure

Pyridin

tert-Butanol
tert-Butylhydroperoxid
Tetrabutylammoniumhydroxid

Tetrahydrofuran

R-Satze

11-23/24/25

20/22

36/37/38
22-38-40-48/20/22
23-35

40

22-24-41-43
12-19-22-66-67

22-43

11-22-34-52/53
25-36/38
61-E20/21-36

36/38

10-20/22-34

11

11-36-66-67
23/24/25-39/23/24/25-40-43
34
20/22-36/37/38-40-43
22

11-36/38-67
14-26/28-35-48/20
11-34-36/37

11

34
25-26-36/37/38-50/53
11-20
7-21/22-23-34-44-52/53
34

11-19-36/37

S-Satze

16-27-45

26

39

36/37
9-26-36/37/39-45
23.2-24/25-36/37
24-26-37/39-45
9-16-29-33
24/25-37

16-26-36

37-45

53-45

26

26-36/37/39-45
7-16

16-26-33
26-36/37/39-45-51
26-36/37/39-45
22-26-36/37
22-24/25
7-16-23.3-24-26-51
7/8-26-36/37/39-45
16-26-36/37/39-45
7-16

23-36-45
26-28.1-36/37-45-61
9-16
3/7-26-36/37/39-45
26-36/37/39-45
16-29-33
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Verbindung R-Satze S-Satze
2-Thiazolin-2-thiol 22

Thioessigsaure 11-34 16-26-36/37/39-45
Toluol 22-43-50/53 24-37-60-61
Triethylamin 11-22/21/22-35 3-16-26-36/37/39-45
Trifluoressigsaure 20-35-52/53 9-26-27-28.1-45-61
Wasserstoffperoxid 34 3-28-36/39-45
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