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Was ist das?

Das ist blaues Licht.
Und was tut es?

Es leuchtet blau!

...und spaltet Molekile

Rambo lli
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Purinverbindungen wie Adenosintriphosphat (ATP), Adenosin und cyclisches 3,5-Adeno-
sinmonophosphat (cCAMP) spielen bei der zellularen Signaltransduktion und der Regulie-
rung von Entziindungen eine entscheidende Rolle. Ein Anstieg der extrazelluldren ATP-
Konzentration kann eine Entziindungsreaktion der Zelle auslésen, wahrend das extra-
zellulér aus ATP gebildete Adenosin dieser Reaktion entgegenwirkt. Viele Immunkrank-
heiten und auch chronische Entziindungen stehen in einem Zusammenhang mit einer
Stérung dieses sensiblen und komplexen Gleichgewichts aus ATP und Adenosin, sodass
das Ziel dieser Arbeit in der Synthese und Untersuchung von verschiedenen photolabil
maskierten Adenosinverbindungen lag. Diese Verbindungen sollen in zelluldren Assays
genutzt werden, um die maskierte Purinverbindung durch Bestrahlung sowohl zeitlich
als auch ortskontrolliert freizusetzen. Die entsprechende ausgeldste Immunreaktion der
Zelle sollte im Anschluss gezielt beobachtet werden kénnen. Im ersten Abschnitt dieser
Arbeit wurden dafiir verschiedene photolabile Gruppen basierend auf dem 2-Nitrobenzyl
(NB) Grundgerust dargestellt und anschlieBend wurden diese Gruppen verwendet, um
das «y-Phosphat des ATPs zu maskieren. Es wurden lipophile und hydrophile lichtspalt-
bare Schutzgruppen hergestellt, als auch Schutzgruppen, welche in der Benzylposition
methyliert sind. Durch diese Modifikationen wird die firr die Spaltung notwendige Strah-
lung in einen fir Zellen nicht schadlichen Bereich verschoben, die Abspaltungsgeschwin-
digkeit erhéht und als unvermeidbares Nebenprodukt ein weniger reaktives Keton statt
eines Aldehyds erhalten. Nach erfolgreicher Synthese dieser Derivate wurden alle Ver-
bindungen unter standardisierten Bedingungen photolytisch mit einer Wellenlange von
365 nm gespalten und die Photolyse wurde per HPLC-Analyse verfolgt. Es zeigte sich,
dass die photolabilen Gruppen wie erwartet in Abhangigkeit zum Modifizierungsgrad
unterschiedliche Halbwertszeiten aufwiesen. Im néchsten Schritt wurde, um die beob-
achtete schlechte Wasserléslichkeit der abgespaltenen lipophilen Maske zu umgehen,
ein asymmetrisches ATP-Derivat mit einer Acyloxybenzyl Gruppe (AB) und einer photo-
labilen Maske hergestellt. In zwei anschlieBenden Experimenten konnte gezeigt werden,
dass die beiden Masken orthogonal zueinander durch Enzyme oder durch Bestrahlung
mit UV-Licht gespalten werden konnten und dass das jeweilige gebildete monomaskier-
te ATP-Derivat eine hohe Stabilitat unter den experimentellen Bedingungen aufwies. Als
Alternative zu den in der Literatur haufig verwendeten photolabilen Masken basierend

- VII-



Zusammenfassung

auf dem NB-Grundgerist wurde auch versucht, ein lipophiles ATP-Derivat mit der nicht
toxischen und nach Spaltung wasserléslichen p-Hydroxyphenylacyl Gruppe (pHP) her-
zustellen, welche in Anlehnung an die AB-Gruppe am Phenol verestert sein soll. Die Her-
stellung eines solchen symmetrischen pHP-ATPs konnte jedoch nicht realisiert werden.
Die stufenweise Abspaltung der pHP-Maske durch die zuerst notwendige enzymatische
Spaltung des phenolischen Esters und der anschlieBenden Spaltung der pHP-Gruppe
durch Licht konnte jedoch an einem isolierten symmetrischen pHP-Monophosphat er-
folgreich gezeigt werden.

Ein weiterer wichtiger Botenstoff fiir die zellulare Immunregulierung ist cAMP, welches
ebenfalls fir potentielle Assays mit einer photolabilen Maskierung hergestellt werden
sollte. Die Darstellung eines entsprechenden photolabilen Derivats gelang auf zwei ver-
schiedenen Syntheserouten, indem in der ersten Route die photolabile Schutzgruppe
in Form einer Diazoverbindung direkt an das Phosphoratom des cAMPs gekuppelt wur-
de. In einer zweiten Route wurde der phosphorhaltige Sechsring des cAMPs durch die
Umsetzung von Adenosin mit einem Bis-Amidit stufenweise in einer Synthesesequenz
aufgebaut. Im letzten Abschnitt dieser Arbeit wurde zunachst N®-Cyclopentyladenosin
dargestellt, welches anschlieBend an der 5’-Hydroxygruppe der Ribose mit einer NB-
Gruppe in Form eines Ethers geschiitzt werden sollte. Es zeigte sich jedoch, dass der
Ether nur in schlechten Ausbeuten erhalten werden konnte, da dominant ein Stiloenderi-
vat als Nebenprodukt gebildet wurde. Bei der anschlieBenden finalen saurekatalysierten
Abspaltung der vorhandenen Acetalschutzgruppe zeigte sich zudem, dass die Etherbin-
dung extrem saurelabil ist, wodurch das NB-geschutzte Derivat nicht erhalten werden
konnte. Ausgehend von dem acetalgeschitzten NB-Derivat konnte jedoch in einer Pho-
tolyse gezeigt werden, dass die NB-Gruppe extrem schnell mit einer Halbwertszeit von
nur einer Sekunde von der 5’-Position abgespalten wird.

- VIII-



Abstract

Abstract

Purine compounds like adenosine triphosphate, adenosine or cyclic 3’,5’-adenosine mo-
nophosphate play an important role in cell signalling and inflammation. After injuries
or in the presence of pathogens an increase in extracellular ATP concentration was
observed, which is related to the initiation of inflammation. The extracellular ATP gets
degraded to adenosine, which is the natural counterpart of ATP and counteracts the
inflammation. Many autoimmune diseases and chronic inflammations are related to a
disturbance of this natural sensitive equilibrium between ATP and adenosine. The aim of
this thesis was the synthesis and investigation of different photolabile protected purine
compounds based on the 2-nitro benzyl (NB) scaffold to get a better understanding of
this complex equilibrium in cellular assays. With such compounds a controlled time and
spatial release of this purine compounds is possible, thus allowing a direct investigati-
on of the triggered immune reactions. In the first part of this work different photolabile
groups based on the 2-nitrobenzyl (NB) scaffold were synthesized and then coupled
to the «y-phosphate of ATP. To avoid cellular damage due to high energetic UV-light a
bathochromic shift in the absorption spectra was achieved by modification of the aro-
matic system with lipophilic and non-lipophilic alkyl ethers. By methylation of the benzyl
position a reactive cleavage product in form of an aldehyde is avoided. After success-
ful synthesis of all protected ATP derivatives the photolytic cleavage of these prepared
photolabile groups was investigated under standardized conditions. The photolysis ex-
periments were monitored via HPLC and half-lives for all masks could be determined
from the received chromatograms. As expected, an influence of the substitution pattern
and the methylation on the determined half-lives could be observed. To avoid the ob-
served poor water-solubility of the cleaved lipophilic nitroso by-product an asymmetric
ATP derivative with one lipophilic acyloxy benzyl group (AB) and one non-lipophilic pho-
tocleavable group was synthesized. In two subsequent experiments it was demonstrated
that both masks could be cleaved orthogonally by enzymes or irradiation and that the re-
spective formed monoprotected ATP derivatives showed high stability under the applied
experimental conditions. As an alternative to the so far used 2-nitro benzyl scaffold the
lesser well-known p-hydroxyphenylacyl mask (pHP), which was esterified at the phenol
to improve the lipophilicity, should also be used for photolabile protection of ATP. But the
symmetrically pHP protected ATP could not be obtained, instead a symmetrically protec-



Abstract

ted pHP-monophosphate was obtained. However, the stepwise cleavage of the esterified
pHP masks by enzymatic cleavage of the ester and the subsequent cleavage of the pHP
group by light could be shown on an isolated symmetrical pHP monophosphate. Another
important messenger for cellular immune regulation and cell signalling is cAMP, which
should also be synthesized in a photolabile form. The synthesis of caged-cAMP could
be achieved via two independent synthetic approaches; first via the coupling of a diazo
derivative to the phosphorus atom of cAMP and second via the reaction of adenosine
with a diamidite to build up the phosphor containing six membered ring. The last section
of this work was about the synthesis of N®-cyclopentyladenosine and after successful
preparation of this compound the 5-position should be protected with a NB-group. The
desired NB-ether could only be obtained in poor yields, since the formation of a side-
product was favoured. Also, different other ether synthesis protocols like the formation of
the ether bond via trichloroacetimidates or diazo compounds failed. In the next synthesis
step it was observed that the ether bond is also quite acid labile, since the acetal protec-
tion group on the 2’- and 3’-postion could not be cleaved without cleavage of the ether
bond. The desired 5’-NB-N®-cyclopentyladenosine could not be obtained, but the photo-
lytic cleavage of the NB-group could be conducted with the precursor compound. It could
be determined that the NB-group was cleaved rapidly with a half-life of one second.



Einleitung

1 Einleitung

Phosphorylierte Substanzen spielen im zellularen Kontext eine auf3erordentliche und
unglaublich vielseitige Rolle. So dient zum Beispiel der Bruch der Phosphoranhydrid-
bindungen in Adenosintriphosphat 1 (ATP) als universelle Energiequelle fir zellulare
Prozesse, indem enzymkatylisiert eine oder mehrere Phosphatgruppen auf verschiede-
ne Substrate libertragen werden.["! Auch zeigen die vielfaltigen Phosphorylierungen bei
der posttranslatorischen Modifikation von unterschiedlichsten Proteinen die Wichtigkeit
von Phosphatgruppen im zellularen Kontext auf, da durch die Modifikation haufig eine
Konformationsénderung erzeugt wird und das Enzym dadurch zum Beispiel in eine ak-
tive Form Uberflinrt wird oder aber auch desaktiviert werden kann.? 3 In Abbildung 1
ist neben dem bereits erwdhnten ATP beispielhaft fir diese posttranslatorischen Modifi-
kationen auch L-Serin-3-phosphat 2 gezeigt, welches die am haufigsten phoshorylierte

Aminoséaure in Enzymen darstellt.*!

NH,
H
/N N HOOC._ _NH, egco
¢ T oo
2 9 9 N 0 0
HO-P-0-P-0-P-0— g o p0 HO
o o9 9 " "OH "o OH ™“OH
© o ©
OH OH
1 2 3

Abbildung 1: Abbildung von natirlich in Zellen vorkommenden phosphorylierten Verbindun-
gen (Links: ATP, Mitte: L-Serin-3-phosphat, Rechts: Glucose-6-phosphat).

Das ebenfalls in Abbildung 1 dargestellte Glucose-6-phosphat 3 dient als wichtiges
Intermediat in der Glykolyse, in welcher es im ersten Schritt, der sogenannten Vorberei-
tungsphase, durch die Ubertragung der y-Phosphatgruppe von Adenosintriphoshat 1 auf
D-Glucose erzeugt wird. Nachfolgend wird das Glucose-6-phosphat durch eine Isome-
rase in das entsprechende Fructoseisomer Uberfihrt, welches nochmals phosphoryliert
wird und durch weitere Schritte abschlieBend in zwei Molekiile Pyruvat abgebaut wird.
Neben dem Pyruvat, welches als Ausgangsstoff fur weitere Biosynthesen dient, wer-
den in der Glycolyse auch zwei Aquivalente des Cofaktors Nicotinamidadenindinucleotid
(NAD) in seiner reduzierten Form (NADH) gebildet, wobei es sich ebenfalls um ein flr



Einleitung

Zellen essentielles phosphoryliertes Biomolekiil handelt.l!

Neben den bereits erwahnten ATP und dem NADH liegen in Zellen noch weitere natir-
liche Nucleoside und Nucleotide vor. Beiden Substanzklassen ist gemeinsam, dass es
sich um Verbindungen handelt, in welchen eine Nucleobase Uber eine N-glykosidische
Bindung an die 1’-Position einer Pentose (Ribose oder Desoxyribose) gebunden ist.
Bei Nucleotiden ist dariiber hinaus noch mindestens eine Phosphateinheit an der 5'-
Hydroxygruppe gebunden. Neben der in ATP und NADH auftretenden Nucleobase Ade-
nin liegt als weitere natdrlich vorkommende Purinbase noch Guanin in Zellen vor. Des
Weiteren kommen in natlrlichen Zellen noch die Pyrimidinbasen Cytosin, Uracil und
Thymin vor. Wahrend Adenin, Guanin und Cytosin sowohl an Ribose wie auch Desoxyri-
bose gebunden vorliegen kénnen, kommt Uracil nur in Kombination mit Ribose und Thy-
min nur in Kombination mit Desoxyribose vor. Eine Auswahl an natirlich vorkommenden

Nucleosiden ist in Abbildung 2 dargestellt.[!

NH» O NH
N NH
< < f\/&
0 N N/) 0 N N/)\NHZ o N™ "0
O—IID—O o) O—I?—O o 'O—IID—O 0
(@] O (0]
OH OH OH OH OH OH
4 5 6
(@] (@]
| NH | NH
9 N/go 9 N/go
O_FI)_O O 'O—Fl’—O O
(@] O
OH OH OH H
7 8

Abbildung 2: Abbildung der natirlich vorkommenden Nucleotide: Adenosin (4), Guano-
sin (5), Cytidin (6), Uracil (7) und Thymidin (8). Dargestellt ist das jeweilige
Nucleosidmonophosphat.!



Einleitung

Die in Abbildung 2 dargestellten Nucleotide bilden, in Abhangigkeit des Vorhanden-
seins der Hydroxygruppe an der 2’-Position der Pentose, die Bausteine der Ribonucle-
insdure (RNA, Ribose) und der Desoxyribonucleinsaure (DNA, Desoxyribose) und sind
somit lebenswichtig fir alle Lebewesen. Der Aufbau der DNA erfolgt durch zwei kom-
plementére Stréange in der Anordnung einer Doppelhelix. In der Doppelhelix liegen dabei
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den gegeniberliegenden Nucleobasen der ein-
zelnen Strange vor. Es bilden sich dabei immer die Basenpaare Adenin und Thymin, so-
wie Cytosin und Guanin aus. Die verbriickenden Phosphatgruppen der einzelnen Stran-
ge liegen wahrenddessen an der AufBenseite der Doppelhelix, wodurch die DNA durch
die negativen Ladungen der Phosphatgruppen hydrophil wird.”) Nachdem der Aufbau
der DNA durch die Arbeiten von WATSON und CRICK verstanden wurde, wurde ebenfalls
erkannt, dass bestimmte durch Viren ausgeléste Krankheiten durch eine Manipulation
der an der Bildung der DNA beteiligten Enzyme oder der DNA selber bekdmpft werden
kénnen. Als eines der ersten Nucleosidanaloga wurde das von PRUSOFF synthetisier-
te Idoxuridin 9 zugelassen, welches sich als potenter Wirkstoff gegen Herpes-simplex-
Viren herausgestellt hat.

o)

NH,
| NH N N
N/&o </N |N/)

HO HO
o Lo

OH
9 10

Abbildung 3: Darstellung der Nucleosidanaloga Idoxuridin (9) und Aciclovir 10.

Aufgrund von Nebenwirkungen und der nicht vorhandenen Wirkung gegen spezifische
Herpesviren (z.B. Varicella-Zoster-Virus, VZV) wurde auch das in Abbildung 3 gezeig-
te Aciclovir 10 zur Behandlung von Herpeserkrankungen zugelassen. Es zeigte sich,
dass Aciclovir ebenso potent wie Idoxuridin ist, jedoch vielfaltiger verabreicht werden
kann.['®'2 Auch in diesem Beispiel zeigt sich die Wichtigkeit vom Versténdnis und der
Forschung an phosphorylierten, synthetischen wie auch natirlichen in Zellen vorliegen-
den Substanzen.



Einleitung

Neben den naturlichen Nucleotiden, welche in Abbildung 2 dargestellt sind, liegen im zel-
luldren System auch weitere spezifischere Nucleotide vor, welche zum Beispiel an wei-
tere Zucker oder auch ein weiteres Nucleotid gekuppelt sein kénnen. Die Verbindung der
jeweiligen Nucleotide oder Zucker erfolgt dabei meistens Gber eine oder mehrere Phos-
phatesterbriicken, wie zum Beispiel im bereits erwdhnten NAD. Auch treten in der Zelle
cyclische Nucleotidmonophosphate, wie zum Beispiel 3’,5’-Adenosinmonophosphat 12
auf. Die beiden erwéhnten Beispiele gehdren dabei zur Gruppe der second messenger
und sind in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Abbildung des Cofaktors Nicotinamidadenindinucleotid (NAD) 11 und des cy-
clisches 3’,5’-Adenosinmonophosphat (CAMP) 12, welches zur Klasse der se-
cond messenger gehort.

Bei second messenger handelt es sich um zellulare Botenstoffe, welche ein von au-
Berhalb der Zelle kommendes Signal durch verschiedene Mechanismen in die Zelle wei-
terleiten oder aber fir eine intrazelluldare Weiterleitung von Signalen verantwortlich sind.
Durch die second messenger werden in der Zelle weitere Signalkaskaden ausgeldst
und eine Antwort der Zelle auf den &ufBBeren Stimulus ausgelést. Die Freisetzung des
Cofaktors NAD bewirkt dabei zum Beispiel die Offnung von lonenkanalen, wodurch eine
Caliciumionen in die Zelle einstrémen und weitere Aktionen, wie Muskelkontraktionen

ausgeldst werden kénnen.! © Auf den second messenger cAMP 12 und auf seine spe-
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zifische Signaltransduktion wird im Abschnitt 2.1.1 genauer eingegangen.

Die Mdglichkeit die hier im Abschnitt kurz umrissenen und beispielhaft vorgestellten zel-
lularen Interaktionen und Vorgénge im Kontext der phosphorylierten Naturstoffe mit Hilfe
speziell daftr modifizierter Molekule weiter zu erforschen und zu verstehen ist die grund-
legende Motivation dieser Arbeit. Im Besonderen liegt der Fokus dieser Arbeit auf dem
Versuch, ausgewahlte Adenosinverbindungen so zu modifizieren, dass sie gezielt durch
Bestrahlung mit UV-Licht in méglichst definierten Bereichen der Zelle freigesetzt wer-
den kdénnen, um die daraus resultieren Reaktionen der Zelle beobachten zu kénnen. Der
theoretische Hintergrund flr diese Arbeit soll im nachsten Abschnitt naher vorgestellt

werden.
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2 Theoretischer Teil

Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Synthese von verschiedenen lipophilen maskierten
photocaged Adenosinderivaten und der Untersuchung der lichtinduzierten Freisetzung
der entsprechenden Adenosinverbindungen aus den sogenannten caged-geschitzten
Derivaten. In diesem Abschnitt soll der notwendige theoretische Hintergrund Uber die
biologischen Eigenschaften und die zellulare Bedeutung der verwendeten Adenosinver-
bindungen erlautert werden und weshalb eine lipophile Maskierung fir die Untersuchung
in einem biologischen Kontext notwendig ist. Darlber hinaus werden die in dieser Arbeit
verwendeten lichtspaltbaren Schutzgruppen in ihren Eigenschaften und ihren potenziel-
len Einsatzmd&glichkeiten in biologischen Medien vorgestellt und in diesem Rahmen der
Begriff caged néher erlautert.

2.1 Adenin-Nucleotide im biologischen Kontext

Bei Adenin handelt es sich um eine Nucleobase aufbauend auf einem Puringrundge-
rist, welches an der 6-Position eine Aminogruppe aufweist. In Kombination mit Ribose
wird durch eine B-N-glycosidische Bindung zwischen dem N°-Atom des Puringrundge-
rists und dem 1’-Kohlenstoffatom der Ribose das Nucleosid Adenosin gebildet. Ade-
nosin ist, Gberwiegend in verschiedenen phoshorylierten Formen, an unterschiedlichen
lebenswichtigen Prozessen in der Zelle beteiligt. Als wohl bekannteste Funktion von
Adenosin kann hier auf die Funktion als Baustein der RNA und auf den universellen
Energielibertrager Adenosintriphosphat verwiesen werden. Darlber hinaus dienen ver-
schiedene phosphorylierte Adenosinderivate jedoch auch bei der Kommunikation von
Zellen sowohl in einem extrazellularen, wie auch im intrazelluldren Kontext als essen-
tielle Verbindungen. Ebenso spielen bei chronischen Entziindungen Adenosinderivate,
im Besonderen eine erhdhte extrazelluldre Konzentration an ATP, eine bis heute nicht
ganzlich verstandene Rolle.

2.1.1 Kommunikation auf zelluldrer Ebene

Die Kommunikation von Zellen untereinander, zum Beispiel in einem komplexen Orga-
nismus, aber auch die Kommunikation von Einzellern, wie Bakterien und Amoében, mit

ihrer Umgebung ist lebensnotwendig fir diese Lebewesen. Nur durch die Kommunikati-
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on mit der ndheren Umgebung kann eine Zelle auf auBere Stimuli reagieren oder zum
Beispiel im Fall einer Infektion Signale an das Immunsystem senden. Wie bei der Kom-
munikation zwischen Lebewesen gibt es dabei auch auf zellularer Ebene den sogenann-
ten Sender und den entsprechenden Empfanger. Die Kommunikation erfolgt dabei tiber
den sogenannten Mediator. Der Mediator kann ein Botenstoff oder auch eine durch lo-
nenwanderung ausgeldste elekirische Spannung sein. Entscheidend ist jedoch, dass
der Empfanger das gesendete Mediatorsignal durch entsprechende Rezeptoren auf der
Zelloberflache empfangen und intrazellular weiterleiten kann. Dieser Vorgang ist in Ab-
bildung 5 schematisch dargestellt.

Auslésender Stimulus: @) ® m'?;i}:]t;r:‘;von
- Zell-Zell-Kontakt y
- Signalweiterleitung

- Verletzung I:> ) B © @) :> C» - Apoptose
- elektrische Spannung {"\ O 9 l/") Proliferati

- Botenstoff A A - - Protieration

Mediator
Senderzelle Empféangerzelle

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Kommunikation zwischen einer Sender- und
Empfangerzelle durch einen Mediator.

Die Freisetzung des Mediators kann dabei nicht nur wie dargestellt durch transmem-
branstandige Enzyme erfolgen, sondern auch durch Exocytose von entsprechend bela-
denen Vesikeln. Im Extremfall kann die Freisetzung des Mediators auch nach einer Ver-
letzung und der damit verbundenen partiellen Zerstérung der Zellmembran erfolgen. Die
SignalUbertragung kann, je nachdem wie der extrazellulare Mediator Ubertragen wird, in
verschiedene Arten eingeteilt werden. Die in Abbildung 5 dargestellte Signaliibertragung
wird als parakrine SignalUbertragung bezeichnet, da der Mediator direkt im intrazellul&-
ren Raum zwischen zwei Zellen Ubertragen wird. Legt der Mediator einen weiteren Weg
im Organismus, zum Beispiel durch den Blutkreislauf, zurlick, handelt es sich um eine
endokrine Ubertragung. Ein Spezialfall der parakrinen und endokrinen Ubertragung stellt
die autokrine Ubertragung dar. Bei dieser Signalweiterleitung aktiviert der Mediator nicht
nur die Empféngerzelle sondern auch weitere Senderzellen. Dabei ist es irrelevant, ob
die Ubertragung im intrazellul&ren Bereich oder in anderen Bereichen des Organismus
erfolgt. Des Weiteren kann die SignalUbertragung durch die direkte Wechselwirkung von
zwei komplimentaren Enzymen auf der Oberflache der Sender und Empfangerzelle er-
folgen. Der Mediator ist in diesem Fall das exprimierte membrangebundene Protein auf
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der Senderzelle und die Ubertragungsart wird als juxtakrin bezeichnet. Als abschlieBen-
des Beispiel fiir die verschiedenen Signaliibertragungswege ist die neuronale Ubertra-
gung in den Axionen der Neuronen und im Besonderen die extrem rdumlich kurze, durch
Neutrotransmitter vermittelte, Signallbertragung im synaptischen Spalt. Ist der Mediator
am entsprechenden Rezeptor der Empfangerzelle angekommen, wird eine weitere Si-
gnalkaskade in das Innere der Zelle ausgeldst und die Empfangerzelle kann mit einer
entsprechenden Aktion auf das Signal reagieren. Die Aktion kann zum Beispiel die Kon-
traktion von Muskeln sein, das Exprimieren oder Aktivieren von weiteren Proteinen oder
aber auch die Einleitung von Zellteilung oder Apoptose.[® '3

Die zuvor erlauterte parakrine SignallUbertragung findet unter anderem bei Zellen im
Kontext der Immunregulierung und Entziindungsreaktionen statt. Als Beispiel I1&sst sich
die von endokrinen Purinnucleosiden und -tiden ausgeléste Signalkaskade anfiihren,
welche im Zusammenhang mit Entziindungen und der Hemmung entsprechender Ent-
ziindungen stehen.['*! Die Purinverbindungen weisen dabei regulatorische Einfliisse auf
spezifische Enzyme auf und aktivieren weitere Effekte in der Zelle, um eine Immunre-
gulation zu erreichen."® Eine exemplarische, jedoch nicht vollstandige, Ubersicht dieser
komplexen Signalkaskade ist in Abbildung 6 dargestellt und wird im Folgenden erldutert.

cD38 ) oora —> Wird umgewandelt

- - Aktiviert

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Purinnucleosid und -nucleotid abhéngigen Si-
gnalkaskade.
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Die Konzentration von ATP unter normalen physiologischen Bedingungen schwankt im
extrazellularen Raum bei gesunden Zellen zwischen 400 nM bis 700 nM und ist damit um
ein Vielfaches geringer als die intrazellulare Konzentration von 3 mM bis 10 mM.['6 171 Eg
wurde beobachtet, dass &uB3ere Einflisse wie Verletzung, Krankheitserreger oder aber
auch eine zu niedrige Sauerstoffkonzentration und dem damit verbundenen Stress fir
die Zelle zu einem rasanten Anstieg der ATP Konzentration im extrazelluldaren Raum
fuhren kann.['® ' Aus dieser Beobachtung wurde geschlussfolgert, dass extrazellulé-
res ATP eine Entziindungsreaktion des Immunsystems anregen kann.!?® 2l Die Freiset-
zung des ATPs kann dabei, wie in Abbildung 6 dargestellt durch bestimmte Transport-
proteine erfolgen, jedoch auch durch Exocytose von entsprechenden ATP beladenen
Vesikeln.??l Das freigesetzte ATP aktiviert anschlieBend an der Zelloberflache befindli-
che Enzyme, um ein entziindungsférderliches Milieu um die aktivierten Zellen zu gene-
rieren, sodass eine Immunantwort auf mégliche Pathogene ausgeldst werden kann. Aus
diesem Grund kann ATP auch der Klasse der DAMP-Substanzen (danger-associated-
molecular-pattern) zugeordnet werden, da die Freisetzung des ATPs die erste Abwehr-
reaktion der Zellen darstellt.['® 23 Eine der von ATP aktivierten Enzymfamilien ist die der
transmembranstédndigen P2Y-Rezeptoren, welche in insgesamt acht verschiedene Un-
terarten unterteilt ist.?* Diese Klasse von Rezeptoren wird auf fast jeder Zelle des Or-
ganismus exprimiert, jedoch kénnen die unterschiedlichen P2Y-Rezeptoren verstarkt auf
den verschiedenen Zellen des Immunsystems beobachtet werden.?s! Nach der Aktivie-
rung des P2Y,-Rezeptors erfolgt innerhalb der Zelle zum Beispiel eine Desaktivierung
der Adenylylcyclase (AC). Dadurch steht der Zelle weniger cAMP zur Verfligung, welches
einer Immunregulierung bzw. Immunsuppression entgegenwirken kann.?®! Andererseits
fuhrt die Aktivierung des P2Y;-Rezeptors zur Freisetzung von Substanzen, welche zur
Steigerung der Immunantwort fihren und somit im Gegensatz zum P2Y4-Rezeptor ent-
ziindungsférdernd wirken.?”! Von vielen P2Y-Rezeptoren ist die Wirkung dagegen noch
véllig unbekannt, wodurch diese Rezeptoren im Fokus der immunregulatorischen For-
schung liegen.?® 2 Dar{iber hinaus wird von dem extrazelluldren ATP auch die Klasse
der P2X-Rezeptoren aktiviert (in Abbildung 6 nicht dargestellt). Bei dieser Enzymklas-
se handelt es sich im Gegensatz zu den P2Y-Rezeptoren nicht um membrangebundene
G-Proteine, sondern um membrangebundene Kationenkanéle. Die Aktivierung dieser
Kanéle fuhrt zu einer Depolarisation der Zellmembran durch einstrémende Natrium-,

Kalium- und Calciumionen, wodurch nachfolgend Cytokine und Interleukine ausgesto-
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Ben werden. Diese Peptidhormone dienen dazu, weitere Zellen des Immunsystems, wie
T-Zellen und Makrophagen, zu aktivieren, wodurch die von ATP urspriinglich eingeleite-
te Entziindung schlieBlich ausgelést werden kann.B% Im extrazelluldren Raum wird ATP
jedoch auch durch das Ectoenzym CD39 zunachst zu AMP und anschlieBend durch
CD73 zu Adenosin metabolisiert.®" 32 Das gebildete Adenosin dient als immunsuppres-
siver Gegenspieler von ATP, indem es den von ATP ausgelésten entziindungsférdernden
Effekten entgegenwirkt, womit die Aktivitat des Ectoenzympaars CD39/73 entscheidend
fir die Immunantwort der Zelle ist und die durch ATP ausgeléste entziindungsférdern-
den Auswirkungen abgeschwécht werden kénnen.!'>32 Es konnte zudem festgestellt
werden, dass bei einigen chronischen Entziindungen und bei der Immunkrankheit AIDS
das Gleichgewicht in dem Ectoenzym-Paar und somit die gesamte endogene purigene
Signal-, und Immunkaskade gestort ist.*3-3% Dies deutet auf die Wichtigkeit und Kom-
plexizitat dieses endogenen Purinsignalsystems hin. Das gebildete Adenosin kann im
Folgenden P1-Rezeptoren auf der Zelloberflache aktivieren, wodurch verschiedene wei-
tere Reaktionen in der Zelle ausgelést werden. Die P1-Rezeptoren gehdren, wie die
P2Y-Rezeptoren, zu der Klasse der membrangebundenen G-Proteine und treten in Zel-
len in vier verschiedenen Gruppen auf, welche als Ay, Aza, Asg und A; spezifiziert sind.[8]
Durch die Bindung von Guanosintriphosphat (GTP) aktivieren die P1-Rezeptoren, nach
vorheriger Bindung von Adenosin, die Adenylylcyclase (AC), wodurch der secondary
messanger cAMP aus intrazellular vorliegenden ATP gebildet wird und das von auf3en
eintreffende Signal in der Zelle um ein Vielfaches amplifiziert wird.[ 3”1 Das gebildete
cAMP aktiviert in der Zelle verschiedene weitere Prozesse, so zum Beispiel auch die
Offnung von lonenkanélen in der Zellmembran (vgl. Abbildung 6). Bei den lonenkané-
len handelt es sich dabei meist um Calciumkanale, welche mittels einer Phosphorylie-
rung durch die cAMP abhéangige Proteinkinasen des Typs A in eine gedffnete Konfor-
mation Uberfihrt werden.®® %8 Dar(iber hinaus kénnen auch CNG-lonenkanéle (cyclic-
nucleotide-gated ion channel) direkt durch die reversible Bindung von cAMP gedffnet
werden.¥ Durch die Offnung der lonenkanéle und den damit verbundenen diffusionsge-
triebenen Eintritt von Calciumionen kann das eingetroffene Signal nochmals amplifiziert
werden und durch das ausgeldste Aktionspotential Gber eine vergleichsweise grof3e Stre-
cke verbreitet werden.®! Es wird postuliert, dass das gebildete cAMP auch an Prozes-
sen beteiligt ist, welche sich als entziindungshemmend auf die Zelle auswirken.[*% 411 So
hat cAMP einen entscheidenden Einfluss auf die Funktion verschiedener T-Lymphozyt-

-10-
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Zellen und steht somit im direkten Zusammenhang mit der Immunantwort des Kérpers
auf Pathogene. Die genaue Wirkweise des cAMPs auf die verschiedenen T-Zellen ist je-
doch ungeklart und steht weiterhin im Fokus verschiedener Untersuchungen.*?=#4 Das
gebildete cAMP wird anschlieBend durch eine Phosphordiesterase (PD-ase, in Abbil-
dung 6) in AMP hydrolysiert, wodurch die Signalkaskade abgeschwacht wird. Das AMP
steht daraufhin fir die Neubildung des verbrauchten bzw. ausgeschiedenen ATPs zur
Verfligung, wodurch die Zelle langsam den Ausgangszustand erreicht. %!

2.2 Bioreservible Schiitzung bioaktiver Substanzen - Das
Prodrug-Konzept

Die Applikation von Wirkstoffen in ihrer biologisch aktiven Form ist haufig aufgrund ver-
schiedenster Hindernisse nicht méglich. Die dabei am haufigsten zu beobachteten Pro-
bleme stehen in Zusammenhang mit einer zu schlechten Léslichkeit in Wasser, einer
schlechten Bioverfligbarkeit, Toxizitat, einer zu geringen Stabilitdt der Verbindung ge-
genuber einer chemischen oder enzymatischen Spaltung, einer ungeniigenden Aufnah-
me des Wirkstoffs bei oraler Verabreichung oder einer Kombination aus mehreren dieser
Punkte.[*®! Um die genannten pharmakodynamischen und pharmakokinetischen Eigen-
schaften der Wirkstoffe zu verbessern wurde von ALBERT bereits im Jahr 1951 das soge-
nannte Prodrug-Konzept vorgestellt.*”- 481 Per Definition ist ein Prodrug eine nicht biolo-
gisch aktive Vorlauferverbindung eines Wirkstoffs, welche den aktiven Wirkstoff nach ge-
zielter Metabolisierung im Kérper freisetzt.l*! In Abbildung 7 sind verschiedene Beispiele
fir Modifikationen im Rahmen des Prodrug-Konzepts dargestellt. Die gezeigte Modifika-

13 14 15

Abbildung 7: Abbildung von verschiedenen klinisch zugelassenen Prodrugs (Propofolmo-
nophosphat 13, Pivampicillin 14 und AZT-Protide 15). Die Modifikation ist je-
weils in rot hervorgehoben.

-11-
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tion verbessert dabei die Eigenschaften des jeweiligen Wirkstoffs auf unterschiedliche
Arten, welche im Folgenden naher erlautert werden. Bei der abgebildeten Struktur 13
handelt es sich um Propofolmonophosphat, ein Prodrug des weit verbreiteten Narkose-
mittels Propofol. Propofol hat hervorragende sedative Eigenschaften und wird von der
Uberwiegenden Anzahl an Patienten ohne Nebenwirkungen vertragen.[*®! Ein entschei-
dender Nachteil von Propfol ist jedoch die schlechte Wasserldslichkeit, wodurch Propo-
fol als Emulsion in 10 % Sojadl, 2.25 % Glycerin und 1.2 % Phosphatidylcholin aus Ei-
ern formuliert und intravends verabreicht wird.®® Aufgrund von Intoleranzen gegeniiber
den Formulierungsbestandteilen kann Propofol jedoch nicht jedem Patienten verabreicht
werden, wodurch ein wasserldsliches Prodrug wiinschenswert ware. Als einfachste Hy-
drophilie steigernde Gruppe wurde von BANASZCzYK das abgebildete Propofolmono-
phosphat 13 entwickelt und erfolgreich in verschiedenen Tierstudien auf die Freisetzung
von Propofol untersucht. Es zeigte sich, dass das Prodrug in Abhangigkeit von der ent-
sprechenden untersuchten Spezies in spatestens 15 Minuten freigesetzt wird und keine
Nebenwirkungen beobachtet werden konnten.®!

Bei der in Abbildung 7 dargestellten mittleren Struktur handelt es sich um Pivampicil-
lin 14, welches ein zugelassenes Prodrug des Antibiotikums Ampicillin ist. Der Wirkstoff
Ampicillin wird nur schlecht bei einer oralen Applikation vom Kérper durch den Magen
und Darmtrakt aufgenommen, da es nur gering durch die Darmwand resorbiert wird.
Durch die Maskierung der Carbonsaure durch einen Pivaloyloxymethylester steigt die
Lipophilie der Verbindung und die Resorption durch die Darmwand wird stark erhoht.[%?
Der Pivaloyloxymethylester wird anschlieBend in der Zelle von Esterasen gespalten und
die gebildete Pivalinsaure wird zu einem grof3en Teil glucuronisiert und anschlieBend
Uber den Harn ausgeschieden. Der ebenfalls erhaltene Ampicillinhydroxymethylester
zerféllt zum gewtinschten Ampicillin und Formaldehyd, welches in der Leber oxidiert und
anschlieBend in Form von Wasser und Kohlenstoffdioxid ausgeschieden wird.53 Ampi-
cillin gehort zur Klasse der B-Lactam-Antibiotika und blockiert das bakterielle Enzym
D-Alanin-Transpeptidase, welches fir die essentielle Synthese der Mureinschicht der
bakteriellen Zellwand zusténdig ist. Durch die Hemmung des Zellwand-Aufbaus kann
das Bakterium sich nicht mehr vermehren und die bakterielle Infektion wird effektiv
bekampft.[>4

Bei der letzten abgebildeten Struktur handelt es sich um das Nucleosidanalogon 3’-
Azidothymidin (AZT), welches in der Form eines ProTide-Prodrug abgebildetet ist. Bei
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AZT handelt es sich um Analgon von Thymidin, welches an der 3’-Position eine durch
die Zelle nicht spaltbare Azidgruppe aufweist. AZT wurde erstmals 1964 als potentieller
Wirkstoff gegen Krebs synthetisiert, stellte sich jedoch als unwirksam gegeniber Krebs-
zellen heraus.® % Durch MITSUYA wurde 1985 jedoch eine Aktivitit von AZT gegen das
neu entdeckte HI-Virus entdeckt, was zu einer Zulassung von AZT als HIV-Medikament
in den USA im Jahr 1987 fiihrte.[56 57]
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Abbildung 8: Strukturformeln von 3’-Azidothymidin (AZT) 16 (links) und dem Hepatitis C
Wirkstoff Sofosbuvir 17 (rechts).

Wie jedes Nucleosidanalogon muss auch AZT in der Zelle zun&chst in das aktive
Triphosphat Uberfihrt werden. Meistens ist jedoch mindestens einer der Phosphory-
lierungsschritte aufgrund der eingebauten Modifikationen der Verbindungen durch die
entsprechenden Kinasen gehemmt. Um diesen Schritt zu umgehen, wurden Prodrug-
konzepte erarbeitet, um das entsprechende Nucleosidmonophosphat so zu maskieren,
dass das Monophosphat trotz der negativen Ladung der Phosphatgruppe in die Zelle
aufgenommen werden kann (siehe Abschnitt:2.3), da die Phosphorylierung des Nucleo-
sids zum Monophosphat in der Regel der limitierende Phosphorylierungsschritt ist. Das
hier abgebildete ProTide Konzept wurde Anfang der 1990er von MCGUIGAN entwickelt
und publiziert. Es konnte beobachtet werden, dass die in Abbildung 7 dargestellte Ver-
bindung 15 Aktivitat in HIV-1 infizierten Zellen zeigt, welche resistent gegen AZT sind.®®!
Somit konnte die Wirksamkeit des ProTide-Konzepts bestatigt werden, sodass dieses
mittlerweile in weiteren zugelassenen Nucleosidanaloga Wirkstoffen Anwendung findet.
Das wohl prominenteste Beispiel ist der zugelassene Wirkstoff Sofosbuvir, welches eine
Therapie und eine Heilung bei einer Hepatitis C Infektion erméglicht.®® Der postulierte
Spaltmechanismus des ProTide-Konzepts ist in Abbildung 9 dargestelit.[®®
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Abbildung 9: Postulierter Abspaltungsmechanismus des ProTide-Konzepts.[®%

Nach erfolgreicher Aufnahme der ProTide-Verbindung in der Zelle wird der Isopropyl-
ester durch eine Carboxypeptidase gespalten. Durch den nucleophilen Angriff des Car-
boxylats am Phosphoratom und der Abspaltung des Phenylsubstituenten wird ein finf-
gliedriger Heterocyclus ausgebildet. Die Bildung des Heterocyclus ist aufgrund der sehr
guten Abgangsgruppentendenz des Phenylsubstituenten als Phenolat und der schnel-
len kinetischen Bildung flinfgliedriger Ringsysteme beguinstigt. Durch die hohe Oxophi-
lie des Phosphoratoms ist der Angriff von Wasser und die damit verbundene Offnung
des Ringsystems favorisiert. Die entstandene negative Ladung am Phosphat wird durch
Mesomerie stabilisiert und férdert somit ebenfalls die Offnung des Ringsystems. Im ab-
schlie3enden Schritt wird durch eine Phosphoramidase die Phosphor-Stickstoff-Bindung
hydrolysiert, wodurch das Monophosphat innerhalb der Zelle freigesetzt wird. Im folgen-
den Abschnitt werden weitere exemplarische Beispiele flir Nucleotid-Prodrugkonzepte
vorgestellt, welche auch in dieser Arbeit Anwendung gefunden haben.

2.3 Nucleotid-Prodrugkonzepte

Wie bereits in Abschnitt 2.2 kurz erlautert, kénnen Nucleotide aufgrund der negativen
Ladung der Phosphatgruppe die Zellmembran nicht durch passive Diffusion Uberwin-
den. Bei den in Abschnitt 2.1.1 (vgl. Abbildung 5) erwahnten transmembranstandigen
Proteinen, welche ATP aus der Zelle in den extrazellularen Raum leiten, handelt es sich
um Kanale, welche nur in Abhangigkeit mit anderen Signalen in der Zelle, zum Bei-
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spiel einer Anderung des osmotischen Druckes, aktiviert werden und ATP anschlieBend
austreten lassen. Der Austritt des ATPs erfolgt dabei meist durch den Konzentrationsun-
terschied diffusionsgetrieben und nicht durch einen aktiven Transport.['s 8162 Aufgrund
dieser Spezialisierung der Transportenzyme und lonenkanéale auf zelleigene Substan-
zen, stehen diese Transportméglichkeiten durch die Zellmembran fiir Nucleotidanaloga
in der Regel nicht zur Verfugung. Die Aufnahme kann daher nur durch eine vorheri-
ge Maskierung der negativen Ladung und der damit verbundenen steigenden Lipophilie
und der damit ermdglichten passiven Diffusion durch die Zellmembran erfolgen. Dieser
Vorgang ist schematisch in Abbildung 10 dargestellt. Nach der passiven Diffusion der
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der passiven Diffusion eines bioreversiblen AZT
geschitzten Derivats durch die Zellwand in das Zellinnere und die nach-
folgende enzymatische Abspaltung der Maskierung in der Zelle, sowie die

schrittweise Phosphorylierung zum AZT-Triphosphat durch entsprechende
Kinasen.

maskierten Verbindung in die Zelle werden die Masken intrazellular von entsprechenden
Enzymen, wie zum Beispiel Esterasen, abgespalten und das Nucleosidmonophosphat
freigesetzt. Dieses kann nachfolgend durch entsprechende zelleigene Kinasen in das
Triphosphat tberflhrt werden. Das in Abbildung 10 gezeigte AZT-Triphosphat kann die
bei einer HIV-Infektion auftretende Translation der viralen einzelstrangigen RNA in eine
virale doppelstangige DNA durch die viruseigene Reverse Transkriptase (RT) hemmen.
Dies geschieht zum einen durch eine kompetitive Hemmung der RT und zum anderen
kann der wachsende virale DNA-Strang nach dem Einbau von AZT nicht weiter ver-
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langert werden, da AZT keine passende Anknipfstelle an dem 3’-Kohlenstoffatom des
Zuckers bietet. Vor allem der Strangabbruch nach dem Einbau von AZT ist entscheidend
in der Bekampfung des Virus, da die Replikation enorm gestért wird.[®®! Ein entschei-
dender Vorteil bei der Verwendung von RT-Inhibitoren liegt in der Tatsache, dass das
Nucleosidanalogon, im Fall von AZT ungefahr um den Faktor 100, bevorzugt von der
viralen RT in den wachsenden viralen DNA-Strang, statt von der humanen Polymera-
se in den zelleigenen DNA-Strang eingebaut wird.®* Der seltenere Einbau von AZT
in die humane DNA wird durch zelleigene DNA-Reparaturenzyme erklart, welche den
Einbau eines falschen Nucleosids erkennen und beheben.s! Neben dem bereits vorge-
stellten ProTide-Konzept sind in der Vergangenheit mehrere Prodrug-Konzepte speziell
fr Nucleotide entwickelt worden. Eine Auswahl dieser Konzepte ist in Abbildung 11 dar-
gestellt.
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Abbildung 11: Darstellung einer Auswahl verschiedener Nucleotid-Prodrugkonzepte zur
Maskierung von Nucleosidmonophosphaten.

In allen der in Abbildung 11 gezeigten Verbindungen sind die negativen Ladungen
der Phosphatgruppe durch verschiedene Maskierungen geschiitzt. Im AB, SATE und

-16-



Theoretischer Teil

POC-Konzept erfolgt die Maskierung in der Regel durch zwei identische Gruppen. Es
handelt sich dabei in allen drei Fallen um bioreversible Gruppe, deren Abspaltung durch
die Spaltung des Esters (AB), des Thioesters (SATE) oder des Carbonats (POC) durch
entsprechende Enzyme erfolgt. Nach der ersten initiierten Spaltung zerfallen die jeweili-
gen Gruppen weiter und das entsprechende Monophosphat wird freigesetzt. Die POC-
Einheit zerfallt nach der Spaltung des Carbonats weiter in Kohlenstoffdioxid und Formal-
dehyd und der erhaltene O-2-Mercaptoethylphosphatester zerféllt nach einen intramoleku-
laren Angriff des Thiolats zu Thiiran und dem entsprechenden Monophosphat.[®® Das
abgebildete ProTide-Konzept wurde bereits im vorherigen Abschnitt detailliert vorgestellt
und im Folgenden soll ndher auf das von MEIER entwickelte cycloSal-Konzept und das
von THOMSON entwickelte BAB-Konzept eingegangen werden, da diese Konzepte in der
vorliegenden Arbeit Anwendung gefunden haben.

2.3.1 Das cycloSal-Konzept

Im Gegensatz zu den bereits vorgestellten Konzepten ist das cycloSal-Konzept eine
in sofern einzigartigen Strategie, da beide negativen Ladungen der Phosphatgruppe
zeitgleich von nur einer Einheit maskiert werden und die Eigenschaften der cycloSal-
Maske durch unterschiedliche Substituenten und Substitutionspositionen am aromati-
schen Ringsystem verhaltnismaBig einfach beeinflusst werden kénnen. Zudem ist her-
vorzuheben, dass die Abspaltung der cycloSal-Maske anders als bei den bisher vorge-
stellten Konzepten nicht durch Esterasen oder andere Enzyme ausgel6st wird, sondern
durch eine pH-Wert abhangige chemische Hydrolyse.l”) Das Konzept fand bisher an
verschiedenen Nucleosidanaloga Anwendung, so zum Beispiel auch am bereits vorge-
stellten AZT 16 (siehe Abb. 8).81 Der Abspaltmechanismus der cycloSal-Maske ist in
Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Darstellung des chemisch induzierten Abspaltungsmechanismus der cy-
cloSal-Maske.[7]

Die Abspaltung der cycloSal-Maske startet wie erlautert durch den pH-Wert abhén-
gigen Angriff eines Nucleophils am Phosphoratom und der Spaltung der Phosphor-
Sauerstoff-Bindung zwischen dem Phenolsauerstoff und dem Phosphoratom. Durch die-
se Spaltung wird der in 2’-Position lokalisierte Substituent von einem schwachen Donor
zu einem starken Donor (Phenol) umgewandelt, wodurch eine spontane Abspaltung,
unter Ausbildung eines Chinonmethids, der cycloSal-Maske erfolgt. Das reaktive Chi-
nonmethid reagiert umgehend mit Wasser zum entsprechenden Saligenylalkohol, wel-
cher metabolisiert und ausgeschieden wird. Zeitgleich zur Bildung des Chinonmethids
erfolgt die Freisetzung des Nucleosidmonophosphats.’®”! Es konnte in Einzelfllen auch
beobachtet werden, dass der Angriff des Nucleophils am Phosphoratom zu einem Bin-
dungsbruch zwischen dem Phosporatom und dem benzylischen Sauerstoffatom flihren
kann. Durch diese nicht gewollte Offnung des cycloSal-Triesters ist eine vollstandige Ab-
spaltung der Maske nicht mehr méglich, da eine Umpolung des Substituenten nicht mehr
mdglich ist und das entsprechende Chinonmethid nicht mehr gebildet werden kann. Das
Nucleosidmonophosphat wird somit nicht freigesetzt.

Durch eine Substitution an der 3’- oder 5-Position des aromatischen Systems kann
die Hydrolysegeschwindigkeit des Phosphattriesters entscheidend beeinflusst werden.
Durch einen Donorsubstiuten (zB. -Me, -tert-Butyl) in der 3’-Position wird die Hydro-
lysegeschwindigkeit gesenkt. Ist hingegen in der 5’-Position ein starker Akzeptorsub-
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stituent (zB. -Cl, -NO,) vorhanden, wirkt sich der elekironenziehende Effekt bis zum
Phosphoratom aus und die Hydrolysegeschwindigkeit wird signifikant gesteigert, da ein
nucleophiler Angriff erleichtert stattfinden kann.!”! Durch die gezielte Manipulation der
Spaltungsgeschwindigkeit wurden entsprechende cycloSal-Masken nicht nur als Pro-
drugkonzept verwendet, sondern fanden auch als synthetische Methode bei der Her-
stellung von diversen phosphorhaltigen Verbindungen Anwendung. Es wurde dabei aus-
genutzt, dass eine akzeptorsubstituierte cycloSal-Maske leicht von einem entsprechen-
den Nucleophil angegriffen werden konnte. Als Nucleophile dienten dabei Phosphatsal-
ze, aber auch Glycoside oder Glycosidphosphate. Auf diesem Weg war die Darstellung
von Nucleosidmono-, di-, und triphosphaten, sowie die Darstellung von Nucleosidmono-,
und -diphosphatzuckern méglich.®*~""I Darliber hinaus gelang auch die Synthese von
Oligonucleotid-5'-Triphosphaten per automatisierter Festphasensynthese mit entspre-
chenden cycloSal-Bausteinen.[” In dieser Arbeit wurde die cycloSal-Methode ebenfalls
als synthetische Methode eingesetzt, um entsprechende Nucleosiddiphosphate zu syn-
thetisieren.

2.3.2 Das BAB-Konzept

Das BAB-Konzept (BAB: Bis[Acyloxy-Benzyl] wurde 1993 von THOMSON als Prodrug-
konzept fiir Nucleosidmonophosphate, am Beispiel von AZT, erstmals publiziert.”®! Das
Konzept beruht auf der enzymatischen Spaltung des phenolischen Esters durch eine
Esterase und der dadurch bedingten Freisetzung des Phenolats. Wie bei dem cycloSal-
Konzept hat die Freisetzung des Phenolats eine Umpolung des Substituenten zur Folge.
Der Elektronenakzeptor wird durch die enzymatische Spaltung zum Phenolat zum star-
ken Elektronendonor umgewandelt, wodurch eine spontane 1,6-Eliminierung erfolgen
kann und das Phosphat unter Bildung des mesomeriestabilisierten 1,4-Chinonmethids
eliminiert wird. Das gebildete reaktive 1,4-Chinonmethid reagiert anschlieBend mit Was-
ser zum ungiftigen 4-Hydroxybenzylalkohol und kann nach erfolgter Metabolisierung aus
der Zelle ausgeschieden werden. Der Abspaltungsmechanismus ist in Abbildung 13 dar-
gestellt.
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Abbildung 13: Darstellung des Abspaltungsmechanismus der BAB-Masken.[”]

Das BAB-Konzept konnte erfolgreich von WEINSCHENK und JESSEN von Nucleosidmo-
nophosphaten auf entsprechende Diphosphate und schlieB3lich von SCHULZ und GOLL-
NEST erstmals auf Nucleosidtriphosphate tbertragen werden.’47") Ein groBer Vorteil
des BAB-Konzepts ist die einfache Manipulation der Lipophilie der einzelnen BAB-Masken
durch Variation der entsprechenden Alkylkette des Esters. Durch die Verwendung von
langen Alkylketten gelang es sogar Nucleosidtriphosphate in ihrer Lipophilie so weit zu
steigern, dass diese Verbindungen durch die Zellmembran diffundieren konnten. Dies
konnte bei der Verwendung von Stavudin (d4T) als Nucleosidanalogon in Form des dop-
pelt BAB-maskierten Triphosphats gezeigt werden, da die Substanzen als Inhibitoren in
HIV-1 positiven Zellen getestet wurde und eine Inhibierung beobachtet wurde.””! Die Zel-
laufnahme dieser neuartigen Substanzklasse konnte anschlieBend auch durch die Ver-
wendung von fluoreszierenden Nucleosiden bestatigt werden, welche nach Aufschluss
der Zelle detektiert werden konnten.[®! Diese neue Klasse an lipophil maskierten Nucleo-
sidtriphosphaten erhielten als Abkirzung die Bezeichnung TriPPPro. DarGber hinaus
konnte von GOLLNEST ein Zusammenhang zwischen der Kettenldnge des Alkylesters
und der Halbwertszeit in verschiedenen Stabilititstests festgestellt werden.” Die Sta-
bilitat der Verbindung gegenuber einer Spaltung der Masken und der entsprechenden
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Freisetzung des Triphosphats kann durch verschiedene Methoden erfolgen. Eine ers-
te Abschatzung der Stabilitdt kann durch das Lésen der Verbindung in Phosphatpuffer
bei einem definiertem pH-Wert erhalten werden, nachdem die Konzentration des Edukts
und der entstandenen Spaltprodukte in definierten Abstdnden gemessen wird. Die Mes-
sung erfolgte dabei durch eine Trennung des Gemisches per High-Performance-Liquid-
Chromatography (HPLC) und der Integration der erhaltenen Peakflachen. Die Stabilitat
der Verbindung kann jedoch auch nach dem selben Prinzip durch Zugabe von Zellextrakt
oder isolierten Esterasen durchgefiihrt werden, um eine Einschatzung der Stabilitat im
zellularen Medium zu erhalten. In den Stabilitatstest zeigte sich, dass von der untersuch-
ten TriPPPro-Verbindung zunachst immer nur eine Maskeneinheit abgespalten wird und
ein monomaskiertes Intermediat erhalten wird (vgl. Abbildung 13, auf Seite 20). Das ge-
bildete Intermediat weist aufgrund der entstandenen negativen Ladung am ~y-Phosphat
eine hdhere Stabilitat auf, da durch die repulsive Wechselwirkung der negativen Ladung
mit einem Nucleophil die Spaltung der zweiten Maskeneinheit erschwert ist. In Abbildung
14 ist die Halbwertszeit dieser ersten Maskenabspaltung in Abhéngigkeit zur Kettenlan-
ge der entsprechenden d4T-TriPPPro-Verbindungen gezeigt.
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Abbildung 14: Erste Hydrolysezeit verschiedener d4T-Triphosphatprodrugs gemessen in
salzhaltigem Phosphatpuffer (PBS) und in Zellextrakten in Abhangigkeit der
Lange der Alkylkette R.["!

-21-



Theoretischer Teil

In Abbildung 14 kann ein Zusammenhang zwischen der Kettenlange und der Stabilitat

der Verbindungen beobachtet werden. Es zeigt sich, dass die Stabilitat in Phosphatpuf-
fer (PBS) bis zu einer Kettenlange von Cy5H»; ansteigt und anschlieBend wieder abfallt.
Dieser Trend kann durch die Ausbildung von Mizellen ab der Uberschreitung einer ge-
wissen Lipophilie erklart werden, da die hydrophilen und reaktiven Phosphorsaurean-
hydridbindungen an der AuBenseite der Mizelle liegen, um mit dem polaren Medium
in Wechselwirkung zu treten. Die reaktiven Bindungen sind somit verstérkt nucleophi-
len Angriffen ausgesetzt und werden dadurch haufiger und schneller gespalten, als bei
klrzeren Kettenlangen. Der in PBS beobachtete Trend kann jedoch nicht in dem Stabili-
tatstest mit dem Zellextrakt beobachtetet werden. Stattdessen zeigt sich hier eine stark
verkirzte Halbwertszeit im Vergleich zum PBS-Modell und eine Zunahme der Stabilitét
mit langeren Ketten. Diese Beobachtung kann damit erklart werden, dass die Spaltung
der Masken nicht mehr nur durch Nucleophile erfolgt, sondern vorwiegend durch Enzy-
me. Wenn die l&nger werdende Alkylkette die katalytische Aktivitdt des Enzyms hemmt,
indem diese beispielsweise das aktive Zentrum blockiert oder einen Einlass des Es-
ters in das aktive Zentrum verhindert, dann steigt die entsprechende Hydrolysezeit der
Verbindung. Eine Ausnahme in diesem Trend zeigt der Eintrag "K", jedoch handelt es
sich bei dieser untersuchten Verbindung um eine ungesattigte Alkylkette mit einer (2)-
Doppelbindung und ist somit nicht mit den vorherigen Eintragen vergleichbar.[®)
Es lasst sich aus diesen Ergebnissen festhalten, dass das BAB-Konzept ein effektives
Mittel darstellt, um hydrophile Nucleosidtriphosphate ausreichend lipophil und reversi-
bel zu maskieren, sodass eine Zellaufnahme und eine Freisetzung des Triphosphats in
der Zelle méglich ist. Die Freisetzung erfolgt dabei unspezifisch durch Enzyme und ist
zeitlich wie auch raumlich nicht zu kontrollieren. Im folgenden Abschnitt werden daher
Schutzgruppen vorgestellt, welche eine Mdglichkeit bieten den Zeitpunkt sowie den Ort
der Freisetzung in der Zelle unabhangig von Enzymen zu kontrollieren.

2.4 Photolabile Schutzgruppen

Im Gegensatz zu den bisher vorgestellten Konzepten zur Schitzung bzw. Maskierung
von entsprechenden Verbindungen erfolgt die Spaltung von photolabilen Gruppen nicht
durch eine chemische Hydrolyse oder durch spezifische Enzyme, sondern durch die Be-
strahlung mit Licht einer definierten Wellenlange. Durch die Verwendung von Licht als
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Spaltreagenz bieten sich verschiedene Anwendungen von photolabilen Schutzgruppen
in der Forschung und Technik an, da die Freisetzung der geschitzten Verbindungen so-
wohl raumlich wie auch zeitlich definiert durch die entsprechende Bestrahlung erfolgen
kann. Photoschutzgruppen sind aus diesen Grlinden in vielen Teilgebieten der Chemie,
Biologie und Physik anzutreffen.®82l Neben dem Einsatz in der organischen Chemie
oder dem Einsatz im biologischen bzw. medizinischen Kontext (vgl. Abschnitt 2.5, S. 30)
erfolgt der Einsatz von photospaltbaren Gruppen auch vermehrt in der makromoleku-
laren Chemie, da durch den Einsatz dieser Schutzgruppen zum Beispiel die Polymeri-
sation von Monomerbausteinen zeitlich kontrolliert gestartet werden kann.!® Neben der
zeitlichen Kontrolle bietet sich die Verwendung von lichtspaltbaren Gruppen im Besonde-
ren jedoch auch im chemisch-medizinischen Bereich an, da diese Schutzgruppe durch
Bestrahlung bioorthogonal abgespalten werden kann und der Freisetzungsort von ent-
sprechenden bioaktiven Stoffen rdumlich definiert durch die Wahl einer entsprechenden
fokussierten Lichtquelle erfolgen kann.!84

Seit der Entdeckung von lichtinduzierten Reaktionen durch CIAMICIAN und SILBER An-
fang des 19. Jahrhunderts, welche die Farbanderung von aromatischen Nitroverbindun-
gen durch Tageslicht untersucht haben, sind verschiedene weitere Stoffklassen und
funktionelle Gruppen entdeckt und beschrieben worden, welche lichtinduzierte Reak-
tionen eingehen.’®! Eine Auswahl verschiedener photolabiler Gruppen ist in Abbildung
15 dargestellt. Die Auswahl der Verbindungsklassen ist dabei bewusst tber verschiede-
ne Verbindungsklassen gefasst und beinhaltet auch eine exemplarische anorganische
Komplexverbindung um zu verdeutlichen, dass photolytische Spaltungen in unterschied-
lichen strukturellen Motiven auftreten kénnen.

Die in Abbildung 15 dargestellten Verbindungsklassen sind alle durch die Bestrahlung
mit Licht spaltbar, jedoch erfordert jede Verbindung eine spezifische Wellenldnge. Die
zu verwendende Wellenlange ist dabei von dem jeweiligen Absorptionsmaximum der
Verbindungen abhéangig und wird durch dieses definiert. Haufig kann das Absorptions-
maximum durch die Einfiihrung von entsprechenden Substituenten beeinflusst werden,
wodurch die photolabilen Schutzgruppen bis zu einem gewissen Grad mafgeschnei-
dert dargestellt werden kdnnen. Die Verbindungen 19 und 20 weisen Absorptionsmaxi-
ma im sichtbaren Bereich des Lichts auf und sind somit durch Wellenlangen >400 nm
spaltbar, wahrend die Verbindungen 18, 21 und 22 durch verschiedene kurzwellige UV-
Wellenlangen gespalten werden miissen.B% 889 Allen dargestellten Verbindung ist je-
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Abbildung 15: Auswahl verschiedener photolabiler Gruppen. Der Substituent X stellt die
freiwerdende Gruppe dar und kann, abhangig von der Photogruppe, ver-
schiedener Natur (z.B. Alkohol, Amin, Phosphat, Sulfat, Sulfonat) sein. Im
Falle des Bis(2,2’-bipyridin)-Rutheniumkomplexes 20 handelt es sich jedoch
bei der freigesetzten Gruppe immer um ein Amin.

doch gemeinsam, dass die Verbindungen durch die Bestrahlung mit der entsprechen-
den Wellenlange in einen angeregten Zustand tbergehen und anschlieBend durch ei-
ne Hydrolyse oder Umlagerungsreaktion das entsprechend zuvor geschitzte Derivat
freisetzen und in den energetischen Normalzustand relaxieren, welcher sich meist je-
doch strukturell von der Ausgangsverbindung unterscheidet. Dabei weist jede photolabi-
le Gruppe einen spezifischen Abspaltmechanismus auf. Die Freisetzung der maskierten
Verbindung ist jedoch nicht nur von der Wellenldnge, sondern auch von der Fahigkeit
bzw. der Gute der Verbindung abhangig die Strahlung aufzunehmen und die aufgenom-
mene Anregungsenergie durch die gewiinschte Photoreaktion wieder abzugeben. Das
Man fir diese Fahigkeit ist die Quantenausbeute Q. Die Quantenausbeute ist abhangig
von der verwendeten Wellenlange, weist in der Regel immer einen Wert kleiner Eins auf
und wird durch folgendes Verhéltnis definiert.”

_N

Q) = (1)

Dabei gibt N* die Anzahl der Photonen an, welche fiir die Photoreaktion verwendet wur-
den und N die Anzahl aller durch die Verbindung absorbierten Photonen. Die aufgenom-
men Energie der Strahlung kann, falls sie nicht fir die Photoreaktion genutzt wird, durch
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Translation, Rotation oder Vibration abgegeben werden. Neben einer méglichst hohen
Quantenausbeute sind jedoch noch weitere Anforderungen an potentielle photolabile
Gruppen gestellt. Eine Auswahl dieser verschiedenen Anforderungen ist nachfolgend
aufgelistet.®!l

* Im zelluldren Kontext sollte das Absorptionsmaximum der photolabilen Gruppe
Uber 350 nm liegen, um die Absorption durch zelleigene Verbindungen wie zum
Beispiel aromatische Aminosauren oder Nucleobasen ausschlieBen zu kénnen.
Dartber hinaus werden Strahlungsschéaden in diesem Absorptionsbereich vermie-
den. Eine hohe Quantenausbeute der Photogruppe unterstiitzt durch die Aufnah-
me der Strahlung ebenfalls Strahlungsschaden in biologischen Systemen.

» Das verwendete photolabil geschutzte Derivat und alle Spaltprodukte sollten im
entsprechendem Medium I8slich sein und eine ausreichende Stabilitat und Lipo-
philie besitzen, um das Zielgewebe zu erreichen.

 Die gebildeten Spaltprodukte sollten andere Absorptionsmaxima als die photola-
bile Gruppe aufweisen und gegenliber dem Medium und zellularen Verbindungen

inert sein.

 Die photolytische Spaltreaktion sollte mdglichst schnell ablaufen und keine an-
derweitig spaltbaren reaktiven Intermediate oder Ubergangszustande aufweisen,
welche Nebenreaktionen eingehen, sodass die eigentliche Freisetzung der Ziel-
verbindung verhindert wird.

Im Zusammenhang mit den gestellten Anforderungen ist jedoch anzumerken, dass bis
dato keine Photogruppe alle diese Punkte simultan erfillt. Es muss daher bei der Aus-
wahl der photolabilen Gruppe abgewogen werden, welche Punkte essentiell und welche
Punkte zu vernachlassigen sind oder nur eine untergeordnete Rolle im gewiinschten
Einsatzgebiet spielen.

Die photolabilen Gruppen, welche auf dem 2-Nitrobenzyl-Grundgerust basieren, sind die
am haufigsten in der Literatur eingesetzten Gruppen und wurden bereits in verschiede-
nen Forschungsthemen verwendet.®"! Aufgrund ihrer Vielseitigkeit und ihrer verhaltnis-
maBigen leichten Modifizierbarkeit wurde die 2-Nitrobenzylgruppe auch in der vorliegen-
den Arbeit intensiv verwendet und soll in ihren Eigenschaften sowie spezifischer Vor-,
und Nachteile im nachsten Abschnitt ndher vorgestellt werden.
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2.4.1 2-Nitrobenzyl Photoschutzgruppen

Die Reaktionen von Nitroaromaten und deren lichtinduzierte Umlagerungen wurden,
wie bereits kurz erwahnt, von CIAMICIAN und SILBER Anfang des 19. Jahrhunderts
beobachtet.®S) Der erste Einsatz dieser Verbindungsklasse als Schutzgruppe erfolgte
jedoch erst deutlich spéter in den 70er Jahren durch PATCHORNIK, welcher verschiede-
ne photospaltbare Gruppen basierend auf dem 2-Nitrobenzyl Geriist nutzte, um Amino-
sauren an der Aminofunktion entsprechend zu schiitzen.®? In Abbildung 16 sind ver-
schiedene photolabile Schutzgruppen abgebildet, welche sich vom 2-Nitrobenzylalkohol
ableiten.
OH OH
OH

NO, NO,
NO,

23 24 25

Abbildung 16: Abbildung der vom 2-Nitrobenzylalkohol 23 abgeleiteten Verbindungen 6-
Nitroveratrylalkohol 24 (NV) und rac-1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethanol
25 (MeNV).

Die einfachste der abgebildeten Gruppen, der 2-Nitrobenzylalkohol 23, setzt eine po-
tentielle Austrittsgruppe, welche an der Hydroxygruppe gebunden ware, nach einer Be-
strahlung mit Licht einer Wellenlange von circa 250 nm frei. Bei dieser Wellenlange wer-
den jedoch alle aromatischen Systeme, auch die von nicht lichtspaltbaren Gruppen, an-
geregt, was zu ungewiinschten Nebenreaktionen und Absorptionen fiihren kann.®¥ Aus
diesem Grund wurde begonnen das Grundgeriist entsprechend zu modifizieren um eine
bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums zu erreichen. Die Modifikation
des aromatischen Systems mit Donorsubstituenten fihrt dabei zu einer Verschiebung
des Absorptionsmaximums in einen Bereich um 350 nm, wodurch kaum weitere aroma-
tische Systeme angeregt werden und in einem zelluldren Kontext von keinen nennens-
werten Strahlungsschaden ausgegangen werden muss." ®3 Durch die Modifikation mit
zwei Methoxygruppen, wird zudem die Hydrophilie der Schutzgruppe und des entstande-
nen Spaltprodukts erhéht, wodurch der Einsatz im zellularen Kontext ebenfalls mdglich
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wird. Einen weiteren Modifikationsansatz bietet die Substitution der Benzylpostition mit
verschiedenen Substituenten. Wie in Verbindung 25 dargestellt kann in dieser Position
zum Beispiel eine Methylgruppe eingefiigt werden, wodurch die Quantenausbeute der
Reaktion signifikant verbessert werden kann.®¥ Zudem ist das gebildete Spaltprodukt
der Photomaske in diesem Fall ein Keton und kein Aldehyd, wodurch ungewollte Ne-
benreaktionen wie Iminbildungen unterbunden werden. Ein entscheidender Nachteil bei
der Substitution der Benzylposition besteht in der Bildung eines Stereozentrums. Falls in
der freizusetzenden Gruppe ebenfalls Stereozentren vorhanden sind, kann dies zu kom-
plizierten Diastereomerengemischen flhren, welche in Synthesen eine unterschiedliche
Reaktivitat aufweisen kdnnen oder die Reinigung und Analytik der Verbindung erschwe-
ren. Die Modifikation der benzylischen Position oder des aromatischen Systems hat je-
doch trotz des Einflusses auf die Quantenausbeute und die Spaltwellenlange keinen
Einfluss auf den postulierten Spaltmechanismus, welcher in Abbildung 17 dargestellt ist.

R! R? 1
Rlx hv R
254 nm "X ¢ o +H* J/\X
H — \ﬁ/OH T ~®_o « /oe
NO, Lo xS @EH
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@]
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26 27 28 29

|
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(0] R X
_H+ ’Tj
31 30

Abbildung 17: Postulierter Mechanismus der photoinduzierten Spaltung der 2-Nitro-
benzylgruppe und der freiwerdenden Gruppe X. Zur verbesserten Uber-
sicht wurden optionale Donorsubstituenten am aromatischen System nicht
dargestellt.[8%: 91, 95, 96]

Bei dem dargestellten Mechanismus muss angemerkt werden, dass mehrere Umlage-

rungen, Ubergangszustande und Intermediate nicht ausreichend charakterisiert sind und
daher in der Abbildung 17 nicht dargestellt sind. Die abgebildeten Schritte des Mechanis-
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mus sind jedoch durch Femtosekunden Spektroskopie, Tieftemperatur Infrarot-, und Ra-
manspektrospkopie ausreichend belegt, um den Mechanismus darzustellen.[8% 91, 95 %]
Die Abspaltung der Gruppe X erfolgt durch die Anregung der Ausgangsverbindung 26
durch eine entsprechende Strahlung der passenden Wellenlange. Nach der Anregung
in einen héheren Energiezustand erfolgt ein Intersystem Crossing (ISC) von dem ange-
regten Singulettzustand in einen Triplettzustand. In dem Triplettzustand ist eine radikali-
sche Ubertragung des Protons der Benzylgruppe auf ein Sauerstoffatom der Nitrogruppe
mdglich und die (Z)-aci Verbindung 27 bildet sich aus, welche in einem Protolysegleich-
gewicht mit dem aci-Anion 28 steht. Durch die ausgebildete Doppelbindung zwischen
dem ehemaligen aromatischen Kohlenstoffatom und dem Stickstoffatom ist eine freie
Drehbarkeit der Bindung nicht mehr mdéglich, wodurch eine Reprotonierung des aci-
Anions 28 auch zur Bildung der (E)-aci-Verbindung 29 fiihren kann. In dem Protolyse-
gleichgewicht liegt jedoch keine Favorisierung zwischen dem E oder Z-Isomer vor, son-
dern beide Verbindungen werden &quivalent gebildet. Ausgehend vom (E)-aci-Isomer
29 kann jedoch aufgrund der rdumlichen Nahe zwischen dem negativen Sauerstoff-
atom und der Benzylposition das cyclische N-Hydroxybenzisoxazolin 30 erhalten wer-
den. Ausgehend vom erhaltenen Halbacetal 30 erfolgt anschlieBend durch die Abgabe
eines Protons und der Ausbildung einer Carbonyl-, und Nitrosogruppe die Abspaltung
des Restes X. In der Literatur wird die Gruppe X als Phosphatrest, Methoxygruppe, To-
sylat oder auch als Nucleotid beschrieben.*’~*° Die Freisetzung der Nitrosoverbindung
31 ist jedoch im zellularen Kontext bedenklich, da Nitrosogruppen eine hohe Reaktivitat
aufweisen und nach Reaktionen mit zelluldren Verbindungen spezifische Vorgange in der
Zelle behindern kénnten. So sind zum Beispiel Reaktionen von Arylnitrosoverbindungen
mit aromatischen Systemen bekannt, wodurch denkbare Schaden an Enzymen oder der
DNA maéglich waren.['% 1011 Des Weiteren wird ebenfalls, bei Abwesenheit der Methyl-
gruppe in der Benzylposition, ein reaktiver Aldehyd gebildet. Dieser kann zum Beispiel
durch die Reaktion mit Aminogruppen Imine bilden und somit ebenfalls Schaden ausl6-
sen. Aufgrund der Bildung dieses reaktiven Spaltproduktes wurde in dieser Arbeit eine
weitere photolabile Schutzgruppe verwendet, welche im folgendem Abschnitt vorgestellt
wird und ein weniger reaktives Spaltprodukt bildet. Auf den Einsatz von 2-Nitrobenzyl
Schutzgruppen im Rahmen von Nucleotiden wird im Abschnitt 2.5 naher eingegangen.
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2.4.2 p-Hydroxyphenylacyl-Photoschutzgruppe

Neben den photolabilen Schutzgruppen aufbauend auf dem 2-Nitrobenzyl-Grundgerist
wurde in der vorliegende Arbeit auch die p-Hydroxyphenylacy! (pHP) Schutzgruppe ver-
wendet. Diese photolabile Schutzgruppe wurde erstmals 1996 von GIVENS als photo-
labile Schutzgruppe publiziert und diente in der entsprechenden Arbeit dazu, ATP am
-Phosphat einfach photolabil zu maskieren (vgl. Abschnitt 2.5).['°2 Des Weiteren fand
die Schutzgruppe Anwendung im Bereich der Neurobiologie, Enzymkatalyse und in der
organischen Synthese.l'%%-1%I |n der vorliegenden Arbeit sollte diese Schutzgruppe auf-
grund ihres nicht toxischen Spaltprodukts als Alternative zu der in der Literatur etablier-
ten 2-Nitrobenzylgruppe verwendet werden, welche ein potentiell zelltoxisches Spalt-
produkt freisetzt. Der Abspaltmechanismus der pHP-Schutzgruppe ist in Abbildung 18
dargestellt.

35 34 33

Abbildung 18: Postulierter Mechanismus der photoinduzierten Spaltung der pHP-
Schutzgruppe Uber einen angeregten Triplettzustand.['%4

Durch die Bestrahlung mit Licht einer Wellenlange von circa 300 nm wird die Verbin-
dung 32 zunéachst in einen angeregten Singulettzustand Uberfliihrt und relaxiert durch
ein Intersystem Crossing (ISC) in einen angeregten Triplettzustand. In diesem Triplett-
zustand erfolgt nach der Deprotonierung des Phenols eine Umlagerung in das Spiro-
diendion 33, welche auch als FAVORSKII-Intermediat bezeichnet wird. Bei der Bildung
des FAVORSKII-Intermediats erfolgt zudem die Freisetzung der Gruppe X. Durch einen
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nucleophilen Angriff eines Wassermolekils an dem Carbonylkohlenstoffatom wird der
gespannte Dreiring getéffnet und durch Rearomatisierung das nicht toxische Spaltpro-
dukt 34 erhalten. Es wurde jedoch auch zu einem geringen Teil die Bildung des Radikals
35 beobachtet, welches nur durch einen homolytischen Bindungsbruch im angeregten
Triplettzustandes erklart werden kann. Die Freisetzung der Gruppe X erfolgt in diesem
Fall jedoch auch nur als Radikal.l'® Der Mechanismus wurde von GIVENS wie abgebildet
publiziert, nachdem von WIRz und GIVENS das Phenolat im Triplettzustand per Laser-
Blitzlicht-Photolyse detektiert und analysiert werden konnte.l'%! Die Bildung der Verbin-
dung 35 als Spaltprodukt ist nicht nur wegen der geringen Cytotoxizitdt dem Spaltprodukt
der 2-Nitrobenzylgruppe vorzuziehen, sondern auch wegen der sehr guten Wasserl6s-
lichkeit der Verbindung. Durch diese beiden Faktoren ist der Einsatz der pHP-Gruppe ge-
genuber der 2-Nitrobenzylgruppe im zellularen Bereich vorzuziehen. Aufgrund der kurz-
welligeren Abspaltungswellenldnge (300 nm) ist die pHP-Maske jedoch im Kontext von
maoglichen stérenden zellularen Absorptionen und Zellschéden der 2-Nitrobenzylmaske
(350 nm) unterlegen. Auch ist die leichte Modifizierbarkeit der pHP-Maske nicht gegeben,
da fur die Abspaltung die Chinonmethid-Struktur 33 ausgebildet werden muss, wodurch
die phenolische Hydroxygruppe nicht modifiziert werden sollte. So wurde zum Beispiel
von GIVENS gezeigt, dass durch eine Methoxygruppe in para-Position der homolytische
Bindungsbruch verstarkt stattfindet und die Gruppe X als Radikal freigesetzt wird, da der
homolytische Bindungsbruch in diesem Fall schneller stattfindet als die Ausbildung des
FAVORSKII-Intermediats.®% Daher I&sst sich auf die Aussage aus Abschnitt 2.4 verwei-
sen, dass eine perfekte Photoschutzgruppe bis dato nicht existent ist und der Einsatz
der verschiedenen photolabilen Gruppen nach der Abwéagung der Vor-, und Nachteile

vollzogen werden muss.

2.5 Photolabile Schutzgruppen zur Maskierung von
Adenosinderivaten

Die ersten Anwendungen von photolabilen Schutzgruppen an Adenosinderivaten erfolg-
te Ende der 70er Jahre durch KAPLAN, welcher monogeschiitztes Nitrobenzyl-ATP dar-
stellte, sowie durch ENGELS, welcher NB-geschiitztes cAMP synthetisierte.['%” 1981 |n der
Arbeit von KAPLAN wurde auch der bis heute in der Literatur verwendete Begriff ca-
ged flr die Schitzung mit photolabilen Schutzgruppen gepragt. Die dargestellten ca-
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ged-Adenosinderivate sind in Abbildung 19 abgebildet.!'®”]
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Abbildung 19: Abbildung der von KAPLAN und ENGELS erstmalig synthetisierten caged-
Adenosinderivate.['97 108l

Bei beiden in Abbildung 19 gezeigten Verbindungen konnten nach erfolgter Bestrah-
lung mit UV-Licht der Wellenlange von circa 250 nm die Freisetzung der entsprechenden
Adenosinverbindung beobachtet werden. ENGELS konnte in seiner Arbeit sogar zeigen,
dass das NB-geschiitze cAMP durch die Zellmembran in die Zelle gelangte und die Frei-
setzung in der Zelle stattfand. Das NB-ATP Derivat konnte dagegen nur in einer wéass-
rigen Pufferlésung photolysiert werden und es wurden auch keine Zellaufnahmestudien
durchgefihrt. Es ist jedoch davon auszugehen, dass eine NB-Maske die Lipophilie nicht
ausreichend steigert, um eine passive Diffusion des ATP-Derivats durch die Zellwand
zu ermdglichen. Es konnte jedoch von KAPLAN beobachtet werden, dass die Freiset-
zung von ATP durch die Bestrahlung der methyl-modifizierten Verbindung 37 deutlich
schneller erfolgte und das auch die Ausbeute des erhaltenen ATPs bis zu 60 % hdher
lag als im direkten Vergleich zur benzylischen Verbindung 36. Als Grund hierfir wird
die Bildung des reaktiven Aldehyds, bei der Bestrahlung der nicht methylsubstituierten
Verbindung 36, als Spaltprodukt angefiihrt, welcher mit der exocyclischen Aminogrup-
pe zum Imin kondensieren kann und somit die Ausbeute an ATP senkt. Des Weiteren
kann aus den Ergebnissen geschlussfolgert werden, dass die Methylgruppe in der ben-
zylischen Position die Abspaltungsgeschwindigkeit erh6éht. Es wurde in beiden Arbeiten
auch festgestellt, dass die caged-Derivate keine Substrate flir die jeweils untersuchten
Enzyme darstellen und das eine entsprechende Aktivitat der Enzyme erst nach erfolgter
Bestrahlung beobachtet werden konnte. So konnte ENGELS die Aktivierung der cAMP
abhangigen Proteinkinase und die von dieser Kinase aktivierten Effekte beobachtet wer-
den und KALPLAN konnte die Aktivitat einer ATP-abh&ngigen Natrium-Kalium-Pumpe,
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durch die Messung des durch den ATP Verbrauch freiwerdenden anorgansichen Phos-
phats, beobachten.

Die im vorherigen Abschnitt vorgestellte pHP-Schutzgruppe wurde ebenfalls bereits als
photolabile Schutzgruppe fiir ATP von GIVENS im Jahr 1996 publiziert.'%? In der Ar-
beit konnte gezeigt werden, dass eine schnelle und vergleichbar effiziente Freisetzung
von ATP auch durch die photolabile Maskierung mit der pHP-Maske md&glich ist. Die
Untersuchung zur Freisetzung des ATPs erfolgte dabei jedoch ahnlich zu den Arbeiten
von KAPLAN nur in wéassrigen Puffermedien und es wurden keine Zellaufnahmestudien
durchgefuhrt. Auch hier ist nicht von einer ausreichenden Steigerung der Lipophilie durch
das Maskieren einer Ladung am «y-Phosphat auszugehen. Die von GIVENS publizierte
Verbindung ist in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Abbildung der von GIVENS und JACOBS dargestellten photolabil maskierten
Adenosinderivate.[102: 109]

Ebenfalls in Abbildung 20 dargestellt ist die Verbindung 40, welche von JACOBS im
Jahr 1991 publiziert wurde.l'® Das an der 5-Position photolabil geschiitzte N8-Cyclo-
pentyladenosin ist ein A;-Adenosin-Rezeptor Antagonist, welcher in der caged-Form
synthetisiert wurde um die Aktivitdt des Rezeptors durch die in situ Freisetzung des
Antagonisten zu untersuchen. Der A,-Rezeptor gehdrt dabei zu der im Abschnitt 2.1.1
erlduterten P1-Rezeptoren. Die Schitzung einer 5’-Hydroxygruppe von Zuckern mit pho-
tolabilen Schutzgruppen ist in der Literatur eher selten zu finden, da priméare Alkohole
keine guten Abgangsgruppen bei der photoinduzierten Freisetzung bilden.®'! Es konn-
te jedoch in der publizierten Arbeit die Aktivierung des entsprechenden Enzyms nach
Bestrahlung der Verbindung 40 beobachtet werden, wodurch die Vielseitigkeit und An-
wendbarkeit von photolabilen Gruppen nochmals aufgezeigt werden konnte.['%!
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Es ist jedoch bei den hier im Abschnitt vorgestellten Arbeiten festzuhalten, dass es bei
der photolabilen Schiitzung von Nucleosid-Triphosphaten bisher nicht gelang, die Lipo-
philie ausreichend fir eine passive Aufnahme durch die Zellmembran zu erhéhen. Vor
allem um die in Abschnitt 2.1.1 erlauterten purigenen immunregulatorischen Reaktionen
im Ruhezustand der Zelle zu untersuchen, ware eine passive Aufnahme entsprechend
maskierter Verbindungen wiinschenswert, da alternative Methoden zur Einschleusung,
wie Mikroinjektionen, bereits zu einem erhéhten Stresslevel der Zelle fihren kénnen und
das Ergebnis der Messung somit verfalschen kénnte. Die Entwicklung eines Konzepts fir
die Darstellung von photolabil maskierten Adenosinderivaten mit einer erhéhten Lipophi-
lie steht somit im Fokus dieser Arbeit, damit zellulare Prozesse orts-, und zeitunabhangig
untersucht werden kdnnen.
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3 Aufgabenstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Synthese verschiedener photolabil ge-
schitzter Adenosinverbindungen und in der Untersuchung der lichtinduzierten Freiset-
zung dieser Adenosinverbindungen. Die vorliegende Arbeit ist in drei verschiedene Ab-
schnitte unterteilt. Der erste Abschnitt behandelt die Synthese von verschiedenen pho-
tolabilen Schutzgruppen und die anschlieBende Synthese von verschiedenen photola-
bil maskierten ATP-Derivaten. Der zweite Abschnitt handelt von der Synthese und der
Untersuchung von caged-cAMP und im letzten Abschnitt wird die Verwendung von ca-
ged-Gruppen als Schutzgruppe fir die 5’-Position der Ribose an einem ausgesuchten
Adenosinderivat untersucht. Bei dem Derivat handelt es sich um einen potenten Agonis-
ten des adenosinabhangigen A1-Rezeptors, sodass durch die photolabile Maskierung
dieses Derivats, wie auch des cAMPs und ATPs, die immunregulatorischen Eigenschaf-
ten der verschiedenen Purinverbindungen in entsprechenden Assays weiter untersucht
werden kénnen. Diese Assays sollten dabei mit der Pramisse gestaltet sein, dass die
Freisetzung der Purinverbindungen kontrolliert durch Bestrahlung mit einer spezifischen
Wellenlange erfolgen kann, um die ausgel6sten Effekte gezielt beobachten und untersu-

chen zu kénnen.

Synthese und Untersuchung von verschiedenen caged-ATP Derivaten

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit sollen verschiedene photolabile und lipophile ATP-
Derivate (Abb. 21) hergestellt und auf ihre Stabilitat untersucht werden. Zur photolabilen
Maskierung sollen verschiedene substituierte 2-Nitrobenzylgruppen (NB) und eine durch
einen lipophilen Ester modifizierte para-Hydroxyphenacyl-Maske (pHP) verwendet wer-
den. Die zu synthetisierenden symmetrischen caged-ATP Derivate sind in Abbildung 21
dargestellt.
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der in der vorliegenden Arbeit herzustellenden
photolabil geschitzten ATP-Derivate.

Ein besonderer Schwerpunkt dieser Arbeit liegt, neben der photolabilen Schiitzung

des ATPs, auch in der Steigerung der Lipophilie durch die verwendeten unterschied-
lichen photolabilen Gruppen. Dafiir sollte das 2-Nitrobenzyl-Grundgeriist am aromati-
schen Ringsystem synthetisch so modifiziert werden, dass eine Erhdhung der Lipophilie
durch entsprechende Substituenten erreicht wird. Aufgrund der bathochromen Verschie-
bung des Absorptionsspektrums durch Donorsubstituenten sollte fir die Erhéhung der
Lipophilie auf langkettige aliphatische Ether zurlickgegriffen werden, damit die Spaltwel-
lenlange in einen fir Zellen ungeféhrlichen Bereich von 360 nm verschoben wird. Neben
der Substitution des Ringsystems soll die neuartige lipophile Schutzgruppen auch in der
Benzylposition methyliert werden, um den Einfluss der Methylgruppe auf die Abspal-
tungsgeschwindigkeit zu untersuchen. Anschlie3end sollen die synthetisierten, lipophi-
len Schutzgruppen mit verschiedenen literaturbekannten, lichtspaltbaren NB-Gruppen
verglichen werden. Dazu sollen auch diese bekannten Verbindungen an das ATP gekup-
pelt werden, um die lipophile,n lichtspaltbaren Masken in ihren Spaltgeschwindigkeiten,
nach entsprechenden Photolysen aller hergestellten ATP-Derivate, vergleichen zu kén-
nen.
Wie bei den NB-Derivaten soll auch bei der pHP-Schutzgruppe die Lipophilie gesteigert
werden. Im Gegensatz zu den NB-Gruppen muss diese Steigerung der Lipophilie je-
doch durch eine Veresterung des Phenols erfolgen. Die Verwendung von Ethern ist in
diesem Fall nicht méglich, da fiir die lichtinduzierte Spaltung der pHP-Maske das Phenol
vorliegen muss und Ether im Gegensatz zu Estern nicht in der Zelle gespalten werden
kénnen. Die fir diese Arbeit herzustellenden photolabilen NB und pHP-Schutzgruppen
sind in Abbildung 22 dargestellt.

- 35-



Aufgabenstellung

OH OH
OH
NO, NO,
NO,
cl) 0
0 R
g CaHir o
23 24 43 oH
NB NV lipNV 0
RJ\O
OH OH
o 45
2 NO, R = Alkyl
Cl) C8H17\O
o
- /O
25 44
MeNV lipMeNV

Abbildung 22: Abbildung der in dieser Arbeit herzustellenden photolabilen Schutzgruppen
basierend auf dem 2-Nitrobenyl Grundgerist (links) und ausgehend von der
pHP-Maske (rechts). Unter den Strukturformeln ist die in der Arbeit verwen-
dete Kurzbezeichnung fir die jeweilige Schutzgruppe angefihrt. (NB: Nitro-
benzyl; NV: Nitroveratryl; MeNV: Methyl-Nitroveratryl; lip: lipophil).

Nach erfolgreicher Darstellung der verschiedenen Masken und der Kupplung dieser
Masken an das y-Phosphat des ATPs soll anschlie3end die lichtinduzierte Freisetzung
von ATP untersucht werden. Die erhaltenen Ergebnisse sollen anschlieBend zwischen
den verschiedenen Masken evaluiert werden, um zu ermitteln, ob die neuartigen lipo-
philen Masken 43, 44 und 45 eine schnellere Freisetzung des ATPs erméglichen als die
literaturbekannten Masken 23, 24 und 25. Darlber hinaus sollen nicht nur symmetrisch
maskierte caged-ATP Derivate synthetisiert werden, sondern auch ein asymmetrisches
Derivat, welches eine bioreversible Acyloxybenzyl-Maske (AB) und eine caged-Maske
tréagt. Nach der erfolgreichen Synthese dieses Derivats soll die orthogonale Abspaltung
der Masken untersucht werden. Durch die Verwendung einer bioreversiblen AB-Maske
wird die Freisetzung des toxischen Spaltprodukis der NB-Maske halbiert und die Lipo-
philie des maskierten Nucleotids kann gezielt durch die gut untersuchte AB-Maske ein-
gestellt werden.
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Synthese und Untersuchung von caged-cAMP und photolabil geschiitztem
NS-Cyclopentyladenosin

Nach der lipophilen und photolabilen Schiitzung von ATP sollen anschlieBend die Syn-
these des caged-cAMP 46 und des caged-Cyclopentyladenosin 47 sowie die anschlie-
Bende Untersuchung der lichtinduzierten Freisetzung der maskierten Derivate erfolgen.
Die daflr herzustellenden Verbindungen sind in Abbildung 23 abgebildet.
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Abbildung 23: Abbildung des in dieser Arbeit herzustellenden caged-cAMPs 46 und caged-
N®-Cyclopentyladenosins 47.

Im Gegensatz zu den Arbeiten von ENGELS soll bei dem in dieser Arbeit hergestell-
ten caged-cAMP die MeNV-Photomaske verwendet werden, um zum Einen die Abspal-
tungswellenldnge zu langerwelliger Strahlung zu verschieben und zum Anderen soll be-
dingt durch die Methylgruppe die Abspaltung schneller und unter Bildung eines weniger
reaktiven Ketons erfolgen. Das Cyclopentyladenosin soll ebenso wie das cAMP photo-
labil geschltzt werden, um durch die gezielte Freisetzung die purinabhangigen Immun-
reaktionen der Zelle zu untersuchen, da das Cyclopentyladenosin ein potenter Agonist
des adenosinabhanigen A1-Rezeptors ist. Zudem soll die Synthese dieses Derivats als
Model dafiir dienen, ob photolabile Gruppen in der Synthese von Nucleosiden Alter-
nativen zu bereits etablierten Syntheseprotokollen und Schutzgruppenstrategien fur die
5’-Position von Pentosen bieten, welche in spezifischen Fallen gegebenenfalls nicht an-
wendbar sind.

-37-



Resultate und Diskussion

4 Resultate und Diskussion

In folgendem Abschnitt soll auf die unterschiedlichen Synthesen und experimentellen
Untersuchungen, welche im Rahmen dieser Arbeit getétigt wurden, eingegangen wer-
den. Die Reihenfolge der vorgestellten Themenfelder folgt dabei der in der Aufgaben-
stellung erlauterten Reihenfolge. Im ersten Themenbereich wird die Darstellung von
symmetrischen «y-caged geschiitzten ATP Derivaten sowie die Freisetzung von ATP aus
diesen Derivaten nach Bestrahlung mit UV-Licht vorgestellt. Anschlie3end wird die Syn-
these von caged-cAMP und caged-N®-Cyclopentyladenosin und die lichtinduzierte Frei-
setzung der jeweiligen geschitzten Verbindungen vorgestellt.

4.1 Synthese von Schutzgruppen basierend auf dem
2-Nitrobenzyl-Grundgerust

Die 2-Nitrobenzylschutzgruppe ist die in der Literatur am haufigsten beschriebene und
verwendete photolabile Schutzgruppe.®'! Diese, bezogen auf ihre Struktur, einfach auf-
gebaute Schutzgruppe zeichnet sich durch die leichte Modifizierbarkeit des Substituti-
onsmusters am aromatischen Ringsystem sowie der Benzylposition aus, wodurch bis-
her verschiedene Derivate mit unterschiedlichen Eigenschaften und Anwendungen be-
schrieben worden sind.""% Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt zum Einen darauf,
das simple Grundgerlst so zu modifizieren, dass die lichtspaltbare Schutzgruppe die
Lipophilie der geschutzten Verbindung um ein Vielfaches erhdht und zum Anderen das
Absorptionsmaximum der Maske und somit die Spaltwellenlange in einen fir Zellen nicht
schéadlichen Bereich von Gber 350 nm zu verschieben. Diese beiden Voraussetzungen
an die herzustellende lipophile photolabile Schutzgruppe sollten durch die Substitution
am aromatischen Systems mit langkettigen Ethern erfillt werden. Um die anschlie3ende
lichtinduzierte Freisetzung des ATPs mit dieser neuartigen photolabilen Maske einzuord-
nen und zu vergleichen, sollten auch verschiedene bekannte und etablierte lichtspaltba-
re Gruppen zur Maskierung des -y-Phosphat von ATP verwendet werden. Als einfachster
Vergleich sollte dabei die 2-Nitrobenzylgruppe verwendet werden, sowie das entspre-
chende Derivat mit einer bzw. mit zwei Methoxygruppen. Darlber hinaus soll jedoch
nicht nur verschiedene substituierte aromatische Ringsysteme hergestellt werden, son-
dern auch entsprechende Vergleichsverbindungen ausgehend von Acetophenonderiva-
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ten dargestellt werden. Durch die in Acetophenonderivaten vorhandene Methylgruppe
in der Benzylposition sollte die lichtinduzierte Abspaltung beschleunigt und die Bildung
des dabei freiwerdenden reaktiven Nitrosobenzaldehyds vermieden werden, da ein we-
niger reaktives Keton gebildet wird (vgl. Abschnitt 2.4, S. 22).°" Durch die Modifikation
der Benzylposition mit der Methylgruppe wird jedoch ein neues Stereozentrum generiert,
welches die Analytik und Reinigung der entsprechenden Derivate durch die Bildung kom-
plexer Diastereomerengemische erschweren kann. Die verschiedenen durch Licht spalt-
baren Masken, welche fir diese Arbeit dargestellt werden sollen, sind in Abbildung 24

dargestellt.
OH OH
OH OH
NOZ NOZ
N02 NOZ
~ o ?
O | O O\
- CgHi7
23 48 24 43
NB OMe-NB NV lipNV
OH OH
NOZ NOZ
CgHi7<
? 817~
0 0
25 44
MeNV lipMeNV

Abbildung 24: Strukturformeln der in dieser Arbeit herzustellenden photolabilen Schutz-
gruppen basierend auf dem 2-Nitrobenzyl-Grundgeriist. Unter den Struktur-
formeln ist die in der Arbeit verwendete Kurzbezeichnung flr die jeweilige
Schutzgruppe angefiihrt. (NB: Nitrobenzyl; NV: Nitroveratryl; MeNV: Methyl-
nitroveratryl; lip: lipophil)

Die Synthese der unterschiedlichen photolabilen Masken erfolgt ausgehend von ver-
schiedenen kommerziell erhaltlichen Ausgangsverbindungen, wodurch die jeweiligen Syn-
theseschritte zu den in Abbildung 24 dargestellten Alkoholen nicht einheitlich sind. Gene-
rell kann jedoch festgehalten werden, dass der letzte Syntheseschritt immer die Reduk-
tion der Carbonylfunktion zum entsprechenden Alkohol ist. In den vorherigen Schritten
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wird dagegen, abhangig von der Startverbindung, die Ethergruppen durch eine klassi-
sche WILLIAMSON-Ethersynthese und/oder die Nitrogruppe durch eine Nitrierung ein-
gefuhrt. Die Synthesen der jeweiligen Alkohole werden in den folgenden Abschnitten
vorgestellt.

4.1.1 Synthese von 2-Nitrobenzylalkohol 23 (NB)

Die Darstellung des 2-Nitrobenzylalkohols 23 erfolgte ausgehend von 2-Nitrobenzaldehyd
durch die Reduktion mit Natriumborhydrid in einem protischen Lésungsmittelgemisch.

-0 OH
NO2 4 5 Aquiv. NaBH, NO
THF/MeOH 1:1
1h,rt 95%

Abbildung 25: Synthese von 2-Nitrobenzylalkohol 23.

Der gewlinschte Alkohol konnte in einer annadhernd quantitativen Ausbeute von 95 %
erhalten werden. Eine weitere Reinigung neben dem Waschen mit Wasser zur Entfer-
nung der Borsalze war nicht notwendig. Es sei an dieser Stelle angemerkt, dass alle in
dieser Arbeit hergestellten 2-Nitrobenzylalkohole unabh&ngig von den Substituenten in
der Benzylposition oder am aromatischen Ringsystems empfindlich auf Licht reagieren
und sich langsam durch die in Abschnitt 2.4.1 (Seite 26) angesprochene photoinduzierte
Umlagerung in das Nitrosoderivat umwandeln. Es ist daher unbedingt zu empfehlen, die
entsprechenden Alkohole unter Lichtausschluss zu lagern und dem Tageslicht nicht I&n-
ger als unbedingt nétig auszusetzen. Aus diesem Grund wurden die unterschiedlichen
2-Nitrobenzylalkohole auch stets aus den entsprechenden Carbonylverbindungen durch
eine Reduktion dargestellt und nicht etwa auf kommerzielle Derivate zurlickgegriffen,
welche bereits l1anger lagerten.

4.1.2 Synthese von 5-Methoxy-2-nitrobenzylalkohol 48 (OMeNB)

Die Synthese von 5-Methoxy-2-nitrobenzylalkohol 48 war ausgehend vom kommerziell
erhaltlichen 5-Hydroxy-2-nitrobenzaldehyd 50 durch die Veretherung der phenolischen
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Hydroxygruppe mit Methyliodid und der anschlieBenden Reduktion der Aldehydfunktion

moglich.
A OH
-0 1.2 Aquiv. Mel -0 L
NO, 3.0 Aquiv. K,CO3 NO, 1.5 Aquiv. NaBH,4 NO,
DME THF/MeOH 1:1
° ~ 1lh,rt ~
HO 2h,50°C (0} 92% 0 99%
50 51 48

Abbildung 26: Synthese von 5-Methoxy-2-nitrobenzylalkohol 48 durch Veretherung und Re-
duktion der kommerziell erhéltlichen Ausgangsverbindung 50.

Die Ethersynthese zur Verbindung 51 erfolgte in einer sehr guten Ausbeute von 90 %.
Im Vergleich zu spéater in dieser Arbeit durchgefiihrten Ethersynthesen konnte in die-
sem Fall ein vollstandiger Umsatz bereits nach zwei Stunden beobachtet werden. Die
kurze Reaktionszeit ist auf die hohe Reaktivitdt des verwendeten Methyliodids sowie
auf die hohe Aciditat des verwendeten Phenols zurlckzufihren. Durch die vorhandene
Nitrogruppe in para-Position und der ebenfalls vorhandenen Aldehydfunktion in meta-
Position zur phenolischen Hydroxygruppe kann diese entsprechend leicht deprotoniert
werden, da die entstehende negative Ladung sehr gut stabilisiert wird. Die im Anschluss
durchgefiihrte Reduktion des Aldehyds mit Natriumborhydrid zum Alkohol 48 konnte mit
quantitativen Ausbeuten durchgefiihrt werden.

4.1.3 Synthese von 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylalkohol 24 (NV)

Die Synthese von 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylalkohol 24 erfolgte durch die Reduktion
der kommerziell erhaltlichen Verbindung 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzaldehyd 52. Die Syn-
these ist in Abbildung 27 dargestellt.
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_0O OH
NO2 3 5 Aquiv. NaBH, NO>
THF/MeOH 1:1
Cl) 5 1h,rt | 99%
- 0O
52 24

Abbildung 27: Synthese von 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylalkohol 24.

Der gewiinschte Alkohol konnte in einer quantitativen Ausbeute erhalten werden. Die
in Abschnitt 4.1.1 erlauterte Lichtempfindlichkeit konnte bei dieser Verbindung sogar
verstarkt beobachtet werden. Durch die Substitution des aromatischen Systems durch
die beiden Donorsubstituenten und der damit verbundenen bathochromen Verschiebung
des Absorptionsspektrums ist die erhdéhte Lichtempfindlichkeit der Verbindung 24 im Ver-
gleich zum NB-Alkohol 23 zu erklaren. Trotz der erhdhten Empfindlichkeit gegentber Ta-
geslicht konnten Synthesen mit der Verbindung 24 ohne Ausschluss von Licht erfolgen.
Der Feststoff sollte jedoch wie in Abschnitt 4.1.1 erwahnt, strikt unter Lichtausschluss

gelagert werden, um eine Zersetzung zu vermeiden.

4.1.4 Synthese von 5-Methoxy-2-nitro-4-octanoxybenzylalkohol 43 (/ipNV)

Die Darstellung der lipophilen, lichtspaltbaren Schutzgruppe erfolgte ausgehend von Va-
nillin 53, welches in gréBeren Mengen kostenglinstig kommerziell erhéltlich ist. Die Syn-
theseschritte zur Darstellung des photolabilen und lipophilen Benzylalkohols 43 sind in
Abbildung 28 dargestellt. Um die Lipophilie der photolabilen Schutzgruppe zu steigern
wurde im ersten Syntheseschritt die phenolische Hydroxygruppe des Vanillins 53 mit
1-Bromoctan verethert. Das entsprechend lipophile Produkt konnte in einer fast quanti-
tativen Ausbeute erhalten werden. Im Vergleich zur Synthese des Ethers 51 (vgl. Abbil-
dung 26) musste die hier durchgefiihrte Veretherung bis zu einem vollstandigen Umsatz
signifikant langer gertihrt werden, da das Phenol durch den Methoxysubstituenten und
der nicht vorhandenen Nitrogruppe weniger acide als das zuvor verwendete 5-Hydroxy-
2-nitrobenzaldehyd 50 ist. Zudem wurde in dieser Synthese auch das weniger reaktive
Alkylbromid statt dem Alkyliodid eingesetzt.

Im nachsten Syntheseschritt sollte das lipophile Vanillinderivat 54 in der ortho-Position
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i 1.5 Aquiv. 1-Bromoctan i
3.0 Aquiv. K,COg3
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2d,rt
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NO P
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43 55

Abbildung 28: Synthese von 5-Methoxy-2-nitro-4-octanoxybenzylalkohol 43 ausgehend
von kommerziell erhéaltlichem Vanillin 53.

nitriert werden. Die Schwierigkeit bei dieser Reaktion lag zunachst dabei, die richtige
Nitrierungsbedindung zu ermitteln, um das Produkt in méglichst guten Ausbeuten zu er-
halten. Es galt dabei Nitrierungen mehrerer oder anderer Positionen zu vermeiden.

Zunéachst wurde versucht das Etherderivat 54 mit klassischer Nitriersdure zu nitrieren,
dass gewiinschte Produkt konnte auf diesem Wege jedoch nicht erhalten werden. Statt-
dessen konnte nach s&ulenchromatographischen Reinigung eine Verbindung erhalten
werden, welche im '"H-NMR kein Aldehydsignal aufwies und dariiber hinaus nur zwei
Singuletts im aromatischen Signalbereich aufwies. Daraus kann geschlossen werden,
dass vermutlich zunachst eine Nitrierung in der gewlnschten ortho-Position erfolgte und
anschlieBend, beglinstigt durch die erste Nitrogruppe, der Aldehyd vermutlich durch die
stark oxidierende Wirkung der Nitriersdure oxidiert wurde und in eine ipso-Substitution
unter Substitution einer Nitrogruppe decarboxylierte, sodass ein zweifach nitriertes Pro-
dukt erhalten wurde, welches das Substitutionsmuster mit zwei nicht miteinander kop-
pelnden Protonen erkldren wirde. Fir die Decarboxylierung spricht ebenso die Ab-
wesenheit eines Carbonylkohlenstoffatoms im *C-NMR Spektrum. Dasselbe Ergebnis
konnte auch bei der Nitrierung von Vanillin 53 in Nitriersdure beobachtet werden. Bei
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diesem Versuch konnte jedoch die sofortige Bildung nitroser Gase beobachtet werden,
welche bei der Nitrierung des Etherderivats erst spater beobachtet werden konnten. Die-
ser Umstand ist vermutlich auf die héhere Elektronendichte durch das Phenol im Ver-
gleich zum Ether zurtckzufihren. Nachdem das gewilnschte Produkt somit nicht durch
die Nitrierung mit Nitriersdure isoliert werden konnte, wurde die Nitrierung in verdiinn-
ter Salpetersaure ohne die Zugabe von Schwefelsdure versucht. Bei diesem Reakti-
onsansatz konnte jedoch keinerlei Umsatz beobachtet werden, da die Konzentration an
Nitroniumionen vermutlich zu gering war. Die Umsetzung zum gewiinschten Produkt ge-
lang anschlieBend jedoch durch die Umsetzung mit konzentrierter Salpetersdure und
einer Reaktionszeit von zwei Tagen. Das Produkt konnte unter diesen Bedingungen in
Ausbeuten von bis zu 56 % isoliert werden. Als Nebenprodukt konnte jedoch wieder zu
einem groBen Teil die zweifach nitrierte Verbindung isoliert werden. Ein Verkirzen der
Reaktionszeit hat jedoch vermutlich keinen signifikant positiven Einfluss auf die Ausbeu-
te, da erst nach zwei Tagen ein vollstandiger Umsatz des Edukts beobachtet werden
konnte. Die Charakterisierung des gewiinschten Regioisomers erfolgte dabei durch das
"H-NMR Spektrum, da auch hier zwei nicht koppelnde aromatische Protonen beobachtet
werden konnten. Im Gegensatz zum Nebenprodukt konnte jedoch die Aldehydfunktion
sowohl im "H-NMR als auch im "*C-NMR beobachtet werden.

Als abschlieBender Syntheseschritt zur Darstellung der lipophilen, photospaltbaren Mas-
ke wurde der Aldehyd 55 mit Natriumborhydrid zum Alkohol 43 reduziert. Wie in den
vorherigen Reduktionen konnte auch hier eine anndhernd quantitative Ausbeute erreicht
werden.

4.1.5 Synthese von 1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethan-1-ol 25 (MeNV)

Die Darstellung der Verbindung 25 erfolgte durch Nitrierung und anschlieBender Re-
duktion des Ketons mit Natriumborhydrid ausgehend vom kommerziell erhéltlichen 3,4-
Dimethoxyacetophenon 56.
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Abbildung 29: Synthese von rac-1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethan-1-ol 25 ausgehend
von dem kommerziell erhéltlichen Acetophenonderivat 56.

Bei der Nitrierung des Vanillinderivats 54 zeigte sich, dass die verwendeten aromati-
schen Verbindungen trotz der desaktivierenden Carbonylfunktion relativ elektronenreich
sind und bei der Nitrierung daher auch verstarkt das zweifach nitrierte Produkt erhal-
ten wird. Aus diesem Grund sollte bei dem hier verwendeten Acetophenonderivat 56
eine mildere Nitrierungsmethode angewendet werden. Dazu wurde bei 0 °C konz. Salpe-
tersdure mit Essigsaureanhydrid gemischt und das Edukt gel6st in Essigsdureanhydrid
langsam unter Eiskiihlung zugetropft. Durch das Mischen von Salpetersdure mit Essig-
saureanhydrid entsteht Acetylnitrat, welches formell als gemischtes Anhydrid aus Essig-
saure und Salpetersaure aufgefasst werden kann. In Lésung kann Acetylnitrat jedoch
eher als dissoziiertes lonenpaar in der Form des Acetations und dem Nitroniumkation
aufgefasst werden (Abb. 30).'"" 112]

O O

o A
)kok +HO/N\O® -AcOH ) O/N\O@ AO@ ®g

Abbildung 30: Darstellung der in situ Bildung von Acetylnitrat durch die Reaktion von Sal-
petersaure mit Essigsdureanhydrid.

Durch die vergleichsweise hohe Konzentration an Nitroniumionen im Vergleich zur
konzentrierten Salpetersédure konnte ein vollstandiger Umsatz der Ausgangsverbindung
56 bereits nach zwei Stunden beobachtet werden, statt wie beim Vanillinderivat 54 erst
nach zwei Tagen. Es konnte jedoch auch bei dieser Reaktion die Bildung des nicht ge-
winschten meta-Regioisomers sowie die Bildung eines zweifach nitrierten Produkts be-
obachtet werden. Die Bildung des zweifach nitrierten Produkts konnte jedoch durch die
konsequente Kiihlung auf maximal 5 °C und einer noch langsameren Zugabe des gelds-
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ten Edukts minimiert werden. Es gelang zudem das gewiinschte Regioisomer 57 selektiv
durch eine Umkristallisierung aus Wasser und Ethanol in Form von gelben Nadeln und
in Ausbeuten von 60-70 % zu isolieren, wodurch auf eine aufwendige saulenchromato-
graphische Reinigung der gebildeten Regioisomere verzichtet werden konnte. Dartber
hinaus konnte die Reaktion auch im gréBeren MafBstab mit bis zu 12 g des Acetophen-
ons 56 erfolgreich durchgefiihrt werden, wodurch die Synthese der MeNV-Maske auch
im gréBeren Maf3stab effektiv erfolgen kann.

Im zweiten Synteseschritt musste das Keton zum entsprechenden sekundéaren Alkohol
reduziert werden. Im Vergleich zu den bisher reduzierten Aldehyden ist das Keton deut-
lich unreaktiver, wodurch die Aquivalente an Natriumborhydrid verdoppelt wurden. Die
Reaktionszeit war trotz des deutlichen Uberschusses an Reduktionsmittel etwa doppelt
solange wie bei dem vergleichbaren Aldehyd 52. Der gewilinschte Alkohol konnte jedoch
trotzdem in einer quantitativen Ausbeuten isoliert werden. Wie in Abbildung 31 darge-
stellt kann die Reduktion des Ketons jedoch sowohl von der re- als auch von der si-Seite
erfolgen, wodurch ein racemisches Gemisch erhalten wird.

Si ‘., OH OH

® NO NO
C) Nue +H 2 2
Nu +

25

Abbildung 31: Bildung des racemischen Gemisches von Verbindung 25 durch die nicht en-
antioselektive Reduktion mit Natriumborhydrid.

Eine Trennung der Enantiomere oder eine enantioselektive Reduktion des Ketons wur-
de nicht durchgefihrt, weswegen das Enantiomerengemisch in dieser Arbeit als eine
Verbindung aufgefihrt wird. Eine enantioselektive Reduktion ware jedoch theoretisch
mit der Corey-Bakshi-Shibata Reduktion realisierbar, bei welcher eine katalytische Men-
ge eines Bor-haltigen chirales Auxiliars auf Basis der Aminosaure Prolin verwendet wird,
um die Stereoselektivitat der Reduktion zu steuern.[''®! Diese Reaktionen wurden hier
jedoch nicht angewendet, da die entsprechenden Katalysatoren verhaltnismafig teuer
sind und die Konfiguration des Stereozentrums keinen Einfluss auf die lichtinduzierte
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Abspaltung der Schutzgruppe haben sollte.®'l Der einzige nennenswerte Nachteil die-
ses Stereozentrums ist die spéatere Bildung von komplexen Diastereomerengemischen
nach Kupplung an das ADP bzw. bereits bei der Kupplung von zwei MeNV-Masken an
ein Phosphoratom zur Bildung des entsprechenden Amidits oder H-Phosphonats. Durch
diese Diastereomerengemische wird die Reinigung und Analytik zum Teil deutlich er-
schwert, da die Retentionszeiten der einzelnen Diastereomere leicht verschieden sind
und die Charakterisierung durch NMR-Spektroskopie durch die zum Teil Gberlagernden
Signale im 'H- und 3'P-NMR erschwert wird.

4.1.6 Synthese von 1-(4-Methoxy-2-nitro-5-octanoxyphenyl)ethan-1-ol 44
(lipMeNV)

Angelehnt an die lipophile Schutzgruppe 43 basierend auf dem Vanillin GrundgerUst
sollte zudem eine &quivalente lipophile Schutzgruppe mit einer Methylgruppe in der
Benzylposition dargestellt werden. Die Synthese konnte ausgehend von 3-Hydroxy-4-
methoxyacetophenon 58 realisiert werden.

(0] (O]
1.5 Aquiv. 1-Bromoctan
3.0 AQUIV K,COs3

DMF NN
OH  18h,50°C o
O\ O\
89%
58 59
HNO;3 (65%), Ac,0
2h,rt
OH o)
NO o
2 3.0Aquiv. NaBH, O2N
CaHLO THF/;\/IﬁOrr 1:1 OCqHL
0 ’ o}
08% ~ 56%
44 60

Abbildung 32: Synthese von rac-1-(4-Methoxy-2-nitro-5-octanoxyphenyl)ethan-1-ol 44 aus-
gehend von kommerziell erhaltlichen 3-Hydroxy-4-methoxyacetophenon 58.
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Die Darstellung der lipophilen Schutzgruppe ausgehend vom Acetophenonderivat 58
ist stark an die Synthese der lipophilen Schutzgruppe ausgehend von Vanillin angelehnt.
Zunachst wurde die freie phenolische Hydroxygruppe in einer sehr guten Ausbeute von
89 % mit n-Bromoctan verethert und anschlieBend nitriert. Nachdem die MeNV-Maske
25 durch die Nitrierung mit dem in situ erzeugten Acetylnitrat effektiv dargestellt werden
konnte, wurde diese Nitrierungsvariante auch in dieser Syntheseroute verwendet. Auf-
grund der hohen Lipophilie des Ethers 59 konnte dieser jedoch nur in einem deutlichen
Uberschuss Essigsaureanhydrid gelést werden. Das nitrierte Produkt 57 konnte jedoch
in vergleichbaren Ausbeuten und Reaktionszeiten wie die Verbindung 55 erhalten wer-
den. Die anschlieBende Reduktion zum racemischen, sekundaren Alkohol konnte erneut
in quantitativen Ausbeuten erreicht werden. Die Darstellung eines entsprechenden Deri-
vats mit einer zusatzlichen Methylgruppe in der Benzylposition und dem Octylether in der
para-Position, wie bei dem Vanillinderivat 43, war aufgrund der nicht vorhandenen kom-
merziellen Verfligbarkeit des entsprechenden Acetophenonderivats nicht méglich. Daher
wurde auf das kommerziell erhéltliche 3-Hydroxy-4-methoxyacetophenon 58 zurlickge-
griffen, da es fir die anschlieBende photolytische Spaltung der Schutzgruppe keinen
Unterschied machen sollte in welcher Position der Octylether substituiert ist.

4.2 Synthese von phosphorhaltigen caged-Verbindungen als
Kupplungsbausteine fir die Synthese von y-Bis-caged-ATP

Far die Darstellung von geschitzten Nucleosidmono-, -di-, und -triphosphaten wurden
in unserer Arbeitsgruppe bereits mehrere Syntheseanséatze entwickelt. Die Entwicklung
startete dabei ausgehen von dem bereits erldutertem cycloSal-Konzept fur die Darstel-
lung von maskierten Nucleosidmonophosphaten und der anschlieBenden Entwicklung
des DiPPro- und TriPPPro-Konzepts zur lipophilen Maskierung von Nucleosiddi- und
triphosphaten.®”- 76 114 Aufbauend auf diesen Entwicklungen lassen sich -y-maskierte
Nucleosidtriphosphate effektiv durch die Kupplung von Nucleosiddiphosphaten mit Phos-
phoramiditen bzw. aus Nucleosidmonophosphaten mit Hilfe der H-Phosphonatroute dar-
stellen.
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Abbildung 33: Schematische Abbildung der Synthesewege zur Darstellung von --
maskierten Nucleosidtriphosphaten Uber die H-Phosphonatroute (a) und die
Phosphoramiditroute (b).

Um den notwendigen Syntheseschritt vom H-Phosphonat zum entsprechenden Di-
phosphatreagenz zu umgehen, sollte in dieser Arbeit die Phosphoramidit-Route den Vor-
zug gegentiber der H-Phosphonatroute erhalten. Die Amiditroute hat jedoch gegentiber
der H-Phosphonatroute tendenziell den entscheidenden Nachteil, dass das bendtigte
Nucleosiddiphosphat zunéchst, abhangig vom Nucleosid, mehr oder weniger aufwen-
dig synthetisiert werden muss. Adenosindiphosphat ist jedoch kommerziell erhéltlich,
wodurch die Vorteile der Amiditroute tUberwiegen und diese in der vorliegenden Arbeit
Anwendung finden sollte. Im Folgenden wird die Synthese der entsprechenden Amidite

naher erlautert.

4.2.1 Synthese von caged-Phosphoramiditen

Phosphoramidite haben sich in der Vergangenheit als effektive, vielseitige und meist
relativ einfach herzustellende Vorlauferverbindungen fir die Synthese von phosphor-
haltige Substanzen erwiesen. So werden Amidite zum Beispiel in der automatisierten
Oligonucleotidsynthese oder auch in der asymmetrischen Katalyse als chirale Liganden
in Ubergangsmetallkomplexen zum enantioselektiven Aufbau von Stereozentren durch
das Kniipfen neuer C-C-Bindungen eingesetzt.l''® Bei der Synthese von phosphorhal-
tigen Substanzen zeichnen sich Amidite durch ihre hohe Reaktivitat, der damit verbun-
denen schnellen Reaktionsgeschwindigkeit sowie einer leichten Oxidierbarkeit zur Phos-
phor(V)spezies aus. Durch diese Eigenschaften werden Amidite zum Beispiel sehr effek-
tiv bei der bereits erwdhnten automatisierten Festphasensynthese von Oligonukleotiden
verwendet, da hier schnelle Kupplungsraten und quantitative Ausbeuten essentiell sind,
um das Oligonucleotid in guten Ausbeuten zu erhalten.l''® "7l Der groBe Vorteil von
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Phosphoramiditen ist es, dass die Verbindungen erst nach entsprechender Zugabe ei-
nes Aktivators Kupplungsreaktionen eingehen. Wahrend andere P(lll)-Verbindungen wie
Phosphortrichlorid bereits ohne Aktivator mit Alkoholen reagieren, missen Phosphor-
amidite zunachst mit einem aciden Aktivator protoniert werden, um eine gute Abgangs-
gruppe zu generieren. Der genaue Mechanismus der sdurekatalysierten Amiditkupp-
lung ist dabei nicht vollends aufgeklart. In der Theorie sind verschiedene Mechanismen
denkbar und verschiedene Intermediate konnten je nach Untersuchungsmethode und
Abgangsgruppe beobachtet werden. Die Reaktion an Phosphor(lll)spezies kann dabei
theoretisch Uber einen dissoziativen Sy1-Mechanismus oder ber einen pentavalenten
Sn2 Mechanismus erfolgen. Ein Additions-Eliminierungsmechanismus ist aufgrund der
leeren d-Orbitale jedoch auch denkbar.l''® Der dabei fiir Phosphoramidite angenomme-
ne Mechanismus ist in Abbildung 34 dargestellt.

CN CN
NCY< NC%
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Abbildung 34: Postulierter Mechanismus der s&urekatlysierten Kupplung von Phosphora-
miditen mit einem Nucleophil.l'18!

Das exemplarische Phosphoramidit I in Abbildung 34 wird im ersten Schritt durch eine
schwach acide Verbindung protoniert. In dem gezeigten Beispiel dient Dicyanoimidazol
(DCI) als Aktivator. Die Wahl des Aktivators erfolgt dabei je nach Anwendung, da die
Anforderungen an den Aktivator entsprechend unterschiedlich sind. Im ldealfall ist der
Aktivator kostenglnstig, gut im jeweiligen Lésungsmittel 16slich, ausreichend acide und
nicht toxisch. Flr die ersten Amiditkupplungen wurde als Aktivator Tetrazol verwendet,
welches jedoch im ungeldsten Zustand explosiv sein kann und fir einige Anwendungen
auch zu acide ist, wodurch zum Beispiel saurelabile Tritylgruppen ungewollte gespalten
werden kdnnen.['"® Aus diesen Griinden wurden weitere Alternativen publiziert, darunter
auch das in dieser Arbeit verwendete DCI und Pyridinum-Trifluoroacetat (PyTFA). Durch
die Protonierung des Stickstoffatoms wird die N,N-Diisopropylamino-Gruppe in eine ex-
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zellente Abgangsgruppe Uberflhrt, welche durch das DCI-Anion substituiert wird. Das
kovalent gebundene DCI bildet im Vergleich zum vorherigen Aminosubstituenten eine
bessere Abgangsgruppe, da die entstehende negative Ladung mesomeriestabilsiert ist.
Das Derivat lll kann somit leicht mit einem Nucleophil umgesetzt werden. Handelt es
sich bei diesem Nucleophil um einen Alkohol, wird das Phosphit IV erhalten. Durch eine
anschlieBende Oxidation des Phosphits durch geeignete Oxidationsmittel, wie elementa-
ren lod, Sauerstoff oder organischen Oxidationsmitteln wie tert-Butylhydroperoxid, kann
dieses Phosphit in ein Phosphat tberfihrt werden. Auf diesem Wege ist somit die Syn-
these von entsprechend geschitzten Nucleosidtriphosphaten durch die Kupplung von
Amiditen an das B-Phosphat eines Nucleosiddiphosphats méglich.

Die Synthese der fiir diese Kupplung benétigten symmetrischen Amidite ist ausgehend
von Dichlor-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 61 mdglich, welches durch die Reak-
tion von Phosphortrichlorid mit N,N-Diisopropylamin erhalten wird. Die Reaktion zu den
entsprechenden symmetrischen Amiditen ist beispielhaft flr die Darstellung des Amidits
62 in Abbildung 35 dargestellt.

10Aquv. 61 K& R*

o .0 Aquiv. 61 N =

pcl, 1.0 AQU!V- PCl3 Cl cl 2.1 Aquiv. 23 X | /|
2.1 Aquiv. DIPA ~p~ 25Aquiv. EtN Xy O 5O

+ N |
I g SOV L
\fNY 1h 64% il op 18N YNT/ 83%
61

' NO; 62
|// R?=H
R2

23

Abbildung 35: Synthese des symmetrischen Phosphoramidits 62 ausgehend vom 2-
Nitrobenzylalkohol 23 und der Dichlorverbindung 61. Die Reaktionsglei-
chung zum Amidit ist beispielhaft fir das Derivat 62 dargestellt, gilt jedoch
fir alle symmetrischen Amidite, die entsprechenden Reste R' und R? sind
fur diese Falle in Tabelle 1 auf Seite 52 aufgefihrt.

Die erreichten Ausbeuten fur die hergestellten symmetrischen Amidite, welche nach

der in Abbildung 35 dargestellten Synthese hergestellt wurden, sind in Tabelle 1 auf Seite
52 aufgefihrt.
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Tabelle 1: Ubersicht (iber die durchgefiihrten Synthesen zur Darstellung der symmetrischen

Phosphoramidite.
# 2-Nitrobenzylderivat R’ R2 Amidit Ausbeute [%)]
1 23 H H 62 83
2 50 H 5-OMe 63 90
3 24 H 4,5-OMe 69 92
5 43 H 4-OCgH,;, 5-OMe 70 88
6 25 CH, 4,5-OMe 64 -
7 45 CH; 4-OMe, 5-OCgHy; 65 -

" Das gewlinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.

Die Darstellung der symmetrischen Amidite ausgehend von den entsprechenden 2-
Nitrobenzylalkoholen konnte in guten bis sehr guten Ausbeuten zwischen 83-92 % rea-
lisiert werden. Es zeigte sich jedoch, dass die erhaltenen Phosphoramidite nur bedingt
lagerbar sind. Wahrend das unsubstituierte Derivat 62 sich auch nach langerer Lagerung
von (Uber zwei Jahren bei —20 °C als stabil zeigte, zeigten die substituierten Derivate, im
besonderen das lipophile Derivat 70, eine deutlich geringere Stabilitdt. Darlber hinaus
konnte auch eine Zersetzung aller hergestellter Amidite bei langerer Lagerung im Tages-
licht, sowohl in Form des Feststoffs als auch in Lésung, beobachtet werden. Im Feststoff
konnte diese Zersetzung durch eine Farbung von Gelb tiber Orange beobachtet werden,
wéahrend in Lésung eine Verdunklung bis zur ganzlichen Schwarzfarbung beobachtet
werden konnte. Eine Charakterisierung der entstandenen Zerfallsprodukte durch 'H-,
3'P-NMR oder Massenspektrometrie gelang in keinem der hier beschriebenen Falle.
Die Darstellung der methylsubstituierten Amidite ausgehend von den sekundaren Alko-
holen 25 und 44 gelang auch nach mehreren Darstellungsversuchen nicht (Vgl. Tab. 1,
Eintrag 6+7). Vermutlich war die Darstellung dieser Derivate nicht méglich, da die se-
kundéaren Alkohole bedingt durch die Methylgruppe sterische anspruchsvoller sind, als
die vergleichbaren Benzylalkoholderivate 24 und 43. In Kombination mit dem ebenfalls
sterisch sehr anspruchsvollen N,N-Diisopropylaminosubstituenten kénnte aufgrund von
unvorteilhaften sterischen Wechselwirkungen die entsprechende Substitutionsreaktion
des Chlorsubstituenten durch den sekundéaren Alkohol gehindert sein, da zum Beispiel
der entsprechende Angriffswinkel des Nucleophils blockiert ist. Da die Darstellung dieser
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Amidite nicht realisiert werden konnte, wurde die Synthese von entsprechenden H-Phos-
phonat-Derivaten ausgehend von den Alkoholen 25 und 44 versucht.

4.2.2 Synthese von caged-H-Phosphonaten

Die H-Phosphonatroute ist neben der Amiditroute ein weiterer effektiver Syntheseweg
zur Darstellung von y-maskierten Nucleosidtriphosphaten. In vorherigen Arbeiten wur-
de dabei stets das H-Phosphonat mit N-Chlorsuccinimid oxidativ chloriert und zunéchst
mit einem Monophosphatsalz zum entsprechend maskierten Diphosphonatbaustein ge-
kuppelt. Dieses instabile Intermediat wurde anschlieBend durch die schrittweise Zugabe
von Trifluoressigsaureanhydrid und Methylimidazol aktiviert und abschlie3end mit dem
Nucleosidmonophosphat umgesetzt. Diese Vielzahl an Aktivierungsschritten ist notwen-
dig, um die meist aufwendige Synthese und Reinigung des Nucleosiddiphosphats zu
vermeiden. Adenosindiphosphat ist jedoch kommerziell erhéltlich, wodurch in dieser Ar-
beit das H-Phosphonat nur mit N-Chlorsuccinimid oxidativ chloriert werden musste und
anschlieBend direkt mit ADP gekuppelt wurde, um das entsprechend geschiitzte caged-
ATP zu erhalten.

Die Darstellung der entsprechenden H-Phosphonate erfolgt dabei ausgehen von Diphe-
nylphosphit (DPP). Im basischen Milieu werden die beiden Phenylsubstituenten durch
den entsprechenden zugegeben sekundéren Alkohol substituiert und das gewunschte
H-Phosphonat wird gebildet.

OH R
H 1.0 Aquiv. DPP
NO2 | 2.1 Aquiv. Alkohol 0 H  ON
+ O-II:I’-O / O_IFI,_O y
R O @ P)gidin NO, O 0
2h, 1t
e

25 R:OMe 66 67 R:OMe 31%
44 R:0CgHq7 68 R:OCgH;7 58%

Abbildung 36: Darstellung der H-Phosphonate 67 und 68 ausgehend von den entsprechen-
den sekundéaren Alkoholen durch die Umsetzung mit DPP.

Im Gegensatz zu der Darstellung der entsprechenden Amidite, ausgehend von den

sekundaren Alkoholen 25 und 44, konnten die entsprechenden H-Phosphonate darge-
stellt werden. Das MeNV-Derivat 67 konnte in einer Ausbeute von 31 % und das lipophile
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MeNV-Derivat 68 in einer Ausbeute von 58 % erhalten werden. In vorangegangenen Ar-
beiten konnten ebenfalls Ausbeuten zwischen 20 % bis 70 % abhangig vom eingesetzten
Alkohol und dessen Lipophilie erreicht werden.”® '2°1 Im Gegensatz zu den hier darge-
stellten Verbindungen wurden in den vorangegangenen Arbeiten H-Phosphonate Uber-
wiegend ausgehend von Benzylalkoholderivaten dargestellt. Es wurden Acyloxybenzyl-
gruppen, die davon abgeleiteten Carbonatverbindungen oder langkettige aliphatische
Alkohole verwendet, um symmetrische und asymmetrische Derivate darzustellen.!'2! 122]
Symmetrische H-Phosphonate konnten dabei in guten Ausbeuten durch Umkristallisati-
on aus iso-Propanol gewonnen werden und asymmetrische Derivate durch saulenchro-
matographische Reinigung an Kieselgel mit einem Zusatz von Essigsaure, um ein tailing
der polaren H-Phosphonate zu vermeiden und um eine bessere Trennung zu erzielen.
Es zeigte sich jedoch, dass diese Reinigungsmethoden bei den hier synthetisierten ca-
ged-H-Phosphonaten nicht angewendet werden konnten. Das allgemein gute Kristal-
lisationverhalten von aromatischen Nitroverbindungen konnte wahrend der Darstellung
verschiedenster Verbindungen beobachtet werden und wurde zum Beispiel auch bei der
Umkristallisation des nitrierten Ketons 57 zur Reinigung nach der Nitrierung ausgenutzt
(Vgl. Abs. 4.1.5). Eine Umkristallisation des MeNV-H-Phosphonats aus iso-Propanol
fihrte jedoch zu einer Zersetzung des Rohprodukts, da in der Siedehitze die MeNV-
Gruppen vermutlich durch das iso-Propanol substituiert wurden. Bei den bisher in vor-
angegangenen Arbeiten dargestellten H-Phosphonaten handelte es sich stets um Ver-
bindungen ausgehend von primaren Alkoholen, welche tendenziell schlechte Abgangs-
gruppen sind und daher nicht vom iso-Propanol substituiert werden kénnen. Die Reak-
tivitdt des hier verwendeten sekundaren MeNV-Alkohols und des iso-Propanols sollten
jedoch vermutlich relativ &hnlich sein, wodurch die Zersetzung des Rohprodukts durch
eine mogliche Substitution der MeNV Gruppen erklart werden kdnnte. Ebenso flihrte ei-
ne saulenchromatographische Reinigung mit einem Zusatz von Essigsaure im Eluenten-
gemisch zur Zersetzung des gewtlinschten Produkts. Die Zersetzung konnte dabei durch
den Farbwechsel von hellgelb nach schwarz beim Entfernen des Lésungsmittels nach
der durchgefiihrten sdulenchromatographischen Reinigung beobachtet werden. Durch
das Entfernen der leicht flichtigen Lésungsmittel steigt die Konzentration an Essigsau-
re, sodass das Produkt am Ende geldst in Essigsaure vorlag und zu diesem Zeitpunkt
der erwdhnte Farbumschlag beobachtet werden konnte. Aus diesem Grund wurde die
Reinigung an Kieselgel, nach Wiederholung der Reaktion, ohne Essigsdurezusatz und
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mit einem Gradienten eines Petrolether/Ethylacetat-Gemisches nach Ethylacetat durch-
gefthrt, um die entsprechenden caged-H-Phosphonate zu erhalten. Auf die Wahl von
Methanol als polarer Eluent wurde dabei auch aufgrund der zuvor erwéahnten potentiel-
len Substitutionsreaktion verzichtet. Es konnte jedoch auch bei der Verwendung von Pe-
trolether und Ethylacetat eine geringe Zersetzung des H-Phosphonats per Diinnschicht-
chromatographie und auch optisch wahrend der Durchfiihrung der Saulenchromatogra-
phie beobachtet werden. Aus diesem Grund konnte das /lipMeNV-Derivat 68 vermutlich
auch in einer besseren Ausbeute isoliert werden, da es aufgrund der héheren Lipophilie
schneller gereinigt werden konnte, da die Abtrennung des entstehenden Phenols und
des Uberschusses an Alkohol leichter durchgefiihrt werden konnte.

Durch den Einsatz der Racemate der sekundaren Alkohole 25 und 44 wurden die je-
weiligen H-Phosphonate 67 und 68 als ein Gemisch aus jeweils vier Diastereomeren

erhalten, welche jeweils zu gleichen Teilen vorliegen missten.
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Abbildung 37: Ausschnitte des gemessenen 'H- und 3'P-NMR Spektrum des /ipMeNV
H Phosphonats 68.
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Fiir die vier méglichen Diastereomere konnten im 3'P-Spektrum drei Signale beobach-
tet werden. Es ist dabei jedoch anzumerken, dass das Integral des Signal bei 5.3 ppm
etwa doppelt so grof3 ist wie die Integrale der beiden verbleibenden Signale, wéahrend
diese etwa gleich grof3 sind. Das kénnte darauf deuten, dass sich zwei Diastereomere
im 3'P-Spektrum Uberlagern und somit das gréBere Signal erklart werden kénnte. Im
"H-NMR dagegen konnten sogar nur zwei getrennte Signalsétze beobachtet werden.
Durch den Vergleich der Integrale fur die in Abbildung 37 mit "1" markierten Dubletts fur
das Wasserstoffatom, welches direkt am Phosphoratom gebunden ist, zeigt sich wieder-
um ein Verhaltnis von 3:1. Dieses Verhéltnis konnte auch fir die Signale des Protons
der Benzylposition (mit der Zahl 2 markiert) beobachtet werden, welches direkt am Ste-
reozentrum lokalisiert ist. Das Verhaltnis von 3:1 spricht erneut fir die theoretisch vier
moglichen Diastereomere, von denen sich vermutlich drei im "H-NMR Spektrum iiberla-
gern. Dieselbe Aufspaltung und vermutliche Uberlagerung der Signale konnte auch fiir
das MeNV-H-Phosphonat 67 im 'H- und ' P-NMR beobachtet werden.

4.3 Synthese der symmetrischen caged-ATP Derivate

Nachdem die dargestellten photolabilen Schutzgruppen erfolgreich in Form eines sym-
metrischen Amidits oder H-Phosphonats an ein Phosphoratom gekuppelt werden konn-
ten, sollte daraufhin die entsprechende Kupplung mit ADP zum caged-ATP durchgefiihrt
werden. Dazu wurde das kommerziell erhédltliche ADP-Natriumsalz zunachst durch lo-
nenaustauschchromatographie protoniert und anschlieBend durch die Zugabe von Tetra-
butylammoniumhydroxid-Lésung in das entsprechende Tetrabutylammoniumsalz Gber-
fihrt. Durch den Austausch des Kations von Natrium auf Tetrabutylammonium wird die
Lipophilie des ADPs stark erhéht, wodurch dieses in organischen Lésungsmitteln wie
Acetonitril oder N,N-Dimethylformamid Iéslich wird. Zudem wird durch den Austausch
des Gegenions die Nucleophilie der Phosphatgruppen stark erhéht, da die negativen La-
dungen durch den gréBeren Abstand zwischen der negativen und positiven Ladung, be-
dingt durch den gréB3eren lonenradius des Tetrabutylammoniumionen im Vergleich zum
kleineren Natriumion, weniger abgeschirmt sind. ADP wird somit durch den lonenaus-
tausch von einem klassischen Kontaktionenpaar in ein eher solvatgetrenntes lonenpaar
Uberfuhrt. Die Kupplung erfolgte anschlieBend durch die Reaktion des ADPs mit dem
entsprechend aktivierten Amidit bzw. H-Phosphonat. Im Folgenden wird zundchst auf
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die Kupplungen mit den Amiditen eingegangen.

Der Mechanismus zur Aktivierung der Amidite und der anschlieBenden Kupplung ist
bereits in Abbildung 34 auf Seite 50 dargestellt. Durch die Zugabe eines geeigneten
schwach aciden Aktivators erfolgt die Protonierung des Stickstoffatoms der Diisopropyl-
aminogruppe, welche anschlieBend vom entsprechenden Anion des Aktivators verdrangt
wird. Der nur schwach gebundene Aktivator kann anschlie3end leicht durch den nucleo-
philen Angriff des B-Phosphats des ADPs substituiert werden. Das gebildete Phosphit
wird daraufhin durch die Zugabe eines Oxidationsmittels zum Phosphat oxidiert. Die
Amiditroute zeichnet sich dabei vor allem durch ihre schnellen Reaktionszeiten und po-
tentiellen hohen Ausbeuten aus. Eine allgemeine Darstellung der Synthesebedingungen
ist in Abbildung 38 gezeigt. Zur besseren Ubersicht ist der gezeigte Rest R’ sowie die
erreichten Ausbeuten in Tabelle 2 aufgefihrt.

I: 1.0 Aquiv. BU;N*-ADP

1.5 Aquiv. Amidit R1 NH
1.5 Aquiv. Aktivator s /N N
II: 1.5 Aquiv. t-BUOOH | ¢ /)
. Rein O O o NT N
. = 2 . IIl: Reinigung und lonen- i I I
Re L o 0. A R austausch zu NH,* 0-P~0-P50-P0— o
o (6] (0]
! I: 30-60 min, rt, CH3CN
NO N NO e} 3 ©) ® OH
2 \( j/ 2 II: 15 min, rt, CHsCN _~_NO; NH, NH, OH
S
62 R
63 71-74
69
70

Abbildung 38: Darstellung der symmetrischen caged-ATP-Derivate ausgehend von den
entsprechenden Amiditen. Die verschiedenen Reste R' werden in Tabelle 2
erlautert.

Die in Tabelle 2 angegeben erreichten Ausbeuten sind vergleichbar mit den erzielten
Ausbeuten bei vorangegangen Synthesen von symmetrisch geschitzten Nucleosidtri-
phosphaten.[”® Die erreichten Ausbeuten sind dabei durchgehend gut. Besonders zufrie-
denstellend gelang die Darstellung des simpelsten caged-Derivats 71 mit 72 % (Eintrag
1 in Tab. 2). Mit dagegen nur 38 % gelang die Darstellung des lipophilen caged-Derivats
am schlechtesten. Dass die Darstellung der lipophilen Derivate meist mit vergleichswei-
se geringeren Ausbeuten gelingt, konnte bereits in den Arbeiten von GOLLNEST beob-
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Tabelle 2: Ubersicht {iber die durchgefilhrten Kupplungen zum caged-ATP ausgehend von
den entsprechenden Amiditen. Die Ausbeute ist immer auf die Annahme bezo-
gen, dass nach dem lonenaustausch zwei Ammonium-Gegenionen vorliegen.

# Amidit R’ caged-ATP  Ausbeute [%)]
1 62 H 71 72
2 63 5-OMe 72 52°
3 69 4,5-OMe 73 60
4 70 4-OCgH;7, 5-OMe 74 38

" Berechnet mit zwei Triethylammonium Gegenionen.

(%1 Es wird dabei vermutet, dass bedingt durch die héhere Amphiphilie

achtet werden.
die Reinigung dieser Derivate erschwert ist und das Léslichkeitsverhalten der Edukte
zu unterschiedlich ist, um eine optimale L&slichkeit im verwendeten Lésungsmittel zu
garantieren. Durch die hohe Lipophilie der Masken und der hohen Hydrophilie der Phos-
phatgruppen kénnen sich im Besonderen in wassrigen Medien Mizellen und/oder ande-
re komplexe Aggregate ausbilden. Diese Aggregate erschweren die notwendige Reini-
gung durch Umkehrphasen-Chromatographie, da die Mizellen anders mit dem Wasser
Acetonitril-Gradienten wechselwirken als die separierten bzw. solvatisierten Molekule.
Dadurch ist die Bildung gréBerer Mischfraktionen mdglich und eine scharfe Trennung
der einzelnen Substanzen ist wahrend der Reinigung erschwert. Im Kontext dieser Pro-
blematik ist die erreichte Ausbeute von 38 % ebenfalls als gut aufzufassen. Es zeigte
sich jedoch bei allen Synthesen, dass ein quantitativer Umsatz des eingesetzten AD-
Ps trotz eines 1.5-fachen Uberschusses an Amidit und Aktivator nicht erfolgte, da ein
Teil des ADPs stets reisoliert werden konnte. Es konnte jedoch in den meisten der hier
durchgefihrten Kupplungen zunéchst eine Triibung und die anschlieBende Bildung ei-
nes farblosen Niederschlags beobachtet werden, nachdem der Aktivator zur klaren L&-
sung des ADP und Amidits in trockenem Acetonitril gegeben wurde. Die Bildung des
Niederschlags konnte dabei unabhangig davon beobachtet werden, ob der Aktivator als
Feststoff oder als Lésung zugegeben worden ist. Zudem konnte bei der durchgeflihrten
Reinigung durch C4g-Umkehrphasen-Chromatographie direkt im Anschluss der Reaktion
immer ADP reisoliert werden. Eine exakte Angabe (ber die Menge des isolierten ADPs
kann dabei nicht angegeben werden, da das ADP mit einer nicht néher definierbaren
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Anzahl verschiedener Gegenionen vorlag und somit die entsprechende Molmasse nicht
genau berechnet werden konnte. Die Menge des isolierten ADPs ist jedoch auf circa 10-
20 Molprozent schatzbar. Die Triibung der Lésung und das isolierte ADP sprechen dafir,
dass durch die Zugabe des Aktivators die Gegenionen des ADPs austauschen und die-
ses dadurch unléslich im verwendeten Acetonitril wurde. Durch das Ausfallen steht das
ADP nicht mehr fir die gewlnschte Kupplungsreaktion zur Verfligung, wodurch der nicht
vollstandige Umsatz erklart werden kénnte. Es ware denkbar, dass nach der Abspaltung
der DIPA-Gruppe dieses protoniert werden kénnte und dieses Salz anschlieBend eben-
falls als Gegenion fungieren kénnte. Der Austausch des Gegenions konnte dabei auch
bei der Reinigung direkt im Anschluss nach der Reaktion beobachtet werden, da das ge-
wunschte Produktsignal haufig noch kleinere Schultern mit dhnlichen Retentionszeiten
aufwies. Diese minimale Anderung der Retentionszeit erfolgt durch die unterschiedlichen
Gegenionen oder durch die nicht homogene Anzahl an selben Gegenionen, wodurch die
gewulnschte Verbindung minimal verschieden eluiert. Dartber hinaus ist zudem auch ein
nucleophiler Angriff der exocyclischen Aminofunktion der Nucleobase, der beiden sekun-
daren Hydroxygruppe der Ribose oder des a-Phosphats am Amidit theoretisch denkbar.
Entsprechende Produkte konnten jedoch nicht isoliert werden. Es konnten jedoch in der
Regel wahrend der Reinigung mehrere kleine Signale mit zum Produkt abweichenden
Retentionszeiten beobachtet werden, welche die charakteristische Absorption des Ni-
troaromaten aufwiesen. Durch diese Vielzahl an Griinden wiirde sich erklaren lassen,
warum die Kupplungen nur in einer durchschnittlichen Ausbeute von 50 % erfolgen konn-
ten. Als Aktivatoren dienten zum Einen zuné&chst das bereits in vorangegangenen Arbei-
ten bewahrte 4,5-Dicyanoimidazol (DCI, Tab. 2, Eintrag 3-5) und bei spater in dieser
Arbeit durchgefuhrten Kupplungen das Pyridinium-Trifluoroacetat (PyTFA, Tab. 2, Ein-
trag 1-2), welches bei der Darstellung von caged-cAMP sehr gute Ergebnisse lieferte
(Vgl. Abs. 4.9)."281 Zunéchst wurde vermutet, dass die bei der Darstellung des NB-ATP
71 erzielte hohe Ausbeute von 72 % durch die Verwendung von PyTFA zu begriinden ist,
jedoch konnte die Verbindung 72 trotz der Verwendung dieses Aktivators in vergleich-
baren Ausbeuten zu den Synthesen isoliert werden in welchen DCI Anwendung fand.
PyTFA hat jedoch den entscheidenden Vorteil, dass es im Gegensatz zu DCI sehr gut
wasserldslich ist und bei der im Anschluss zur Reaktion durchgefiihrten Reinigung direkt
mit Wasser eluiert und somit im Vergleich zu DCI leichter abzutrennen ist.
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Nachdem die Kupplung der entsprechenden Amidite mit ADP realisiert werden konnte,
sollten anschlieBend die zuvor dargestellten H-Phosphonate mit ADP zu den entspre-
chenden caged-ATP Derivaten mit einer Methylgruppe in der Benzylposition gekuppelt
werden. Dazu wurde das entsprechende H-Phosphonat zun&chst durch die Zugabe von
zwei Aquivalenten N-Chlorsucchinimid oxidativ chloriert und anschlieBend mit ADP ge-
kuppelt. Auch hier wurde erneut das zuvor hergestellte Tetrabutylammonium-Salz des
ADPs verwendet, um das ADP in organischen Lésungsmitteln zu I6sen und um die Re-
aktivitat des ADP zu erhdhen. Eine allgemeine Darstellung der Synthesebedingungen ist
in Abbildung 39 gezeigt. Der dort gezeigte Rest R sowie die erreichten Ausbeuten sind
in Tabelle 3 auf Seite 61 zur besseren Ubersichtlichkeit aufgefiihrt.

I: 2.0 Aquiv. NCS NH,
1.0 Aquiv. H-Phosphonat + R N \
Il: 0.8 Aquiv. ADP-Bu,N* | o1 N
0 oo _ >
I Ill: Reinigung und lonen- [0) o) o) N N
O2N O-P-0O NO, + I I I
Il| austausch zu NH4 O-P-0-P-0-P-0 o
-_— | | |
%/ /_\\ I: 1 h, rt, CHsCN o O®® Oo
R II: 1 h, rt, CH3CN NO, NH, ®NH4 OH OH
67,68 R 7576

Abbildung 39: Darstellung der symmetrischen caged-ATP-Derivate ausgehend von den
entsprechenden H-Phosphonaten.

Die Uber diesen Syntheseweg erreichten Ausbeuten sind vergleichbar mit den in der
Amiditroute erreichten Ausbeuten. Fir das weniger lipophile MeNV-ATP 75 wurde ei-
ne Ausbeute von 49 % erreicht. Dies entspricht in etwa der Durchschnittsausbeute aller
durchgefuhrten Amiditkupplungen. Die Reaktion zum lipophilen /ipMeNV-Derivat 76 er-
folgte jedoch in einer deutlich geringeren Ausbeute von 23 % und ist vergleichbar mit der
ebenfalls niedrigeren Ausbeute von 38 %, welche bei der Synthese des lipophilen /lipNV-
Derivats 74 erreicht wurde. Die erschwerte Reinigung bedingt durch den amphiphilen
Charakter der lipophilen Verbindungen spiegelt sich somit auch bei dem Derivat 76 wie-
der. Im Gegensatz zu den zuvor durchgefiihrten Kupplungen konnten in keiner der hier
durchgefiihrten Kupplungen ein Ausfallen des eingesetzten ADPs beobachtet werden.
Es konnte auch kein Uberschissiges ADP bei der Reinigung beobachtet werden. Diese
Beobachtung deutet somit auf den bereits vermuteten Austausch des Gegenions bei der
Amiditroute, verursacht durch die Zugabe des Aktivators, hin.
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Tabelle 3: Ubersicht {iber die durchgefilhrten Kupplungen zum caged-ATP ausgehend von
den entsprechenden H-Phosphonaten. Die Ausbeute ist immer bezogen auf die
Annahme, dass nach dem lonenaustausch zwei Ammonium-Gegenionen vorlie-

gen.
# Amidit R caged-ATP  Ausbeute [%]
1 67 4,5-OMe 75 49
2 68 4-OMe, 5-OCgH;; 76 23

Weshalb jedoch trotzdem nur ein maximale Ausbeute von 49 % erreicht werden konnte
ist unbekannt. Die Aktivierung des H-Phosphonats durch das zugegebene NCS erfolgt in

(7l Gegebenen-

der Regel quantitativ, wie in vorangegangenen Arbeiten gezeigt wurde.
falls sind auch in diesem Fall ungewollte Nebenreaktionen mit den bereits erlduterten
weiteren reaktiven Gruppen des zugegebenen ADPs ein Grund fiir die niedrige Ausbeu-
te, da das in situ hergestellte Chloridat eine hohe Reaktivitdt gegentber Nucleophilen
aufweist. Wahrend der Reinigung konnten mehrere kleine Signale beobachtet werden,
welche jedoch aufgrund ihrer geringen Intensitat nicht isoliert bzw. charakterisiert wer-
den konnten. Des Weiteren konnte bei der automatisiert durchgefliihrten Reinigung der
Verbindungen eine starke Verbreiterung des gewiinschten Produkisignals, im Vergleich
zu den zuvor hergestellten symmetrischen caged-ATP Derivaten, beobachtet werden.
Diese Verbreiterung ist auf die Vielzahl an gebildeten Diastereomeren zurlickzufihren,
da die H-Phosphonate als Diastereomerengemisch eingesetzt wurden. Die Vielzahl der
Diastereomere sowie die Tatsache, dass diese nicht in einem gleichméaBigen Verhaltnis
vorliegen, flhrte zu einer erschwerten Reinigung und Analytik. Exemplarisch fir dieses
Problematik sind in Abbildung 40 die 3'P-NMR Spekiren des MeNV-ATP 75 und /lipMeNV-

ATP 76 gezeigt.
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Abbildung 40: Aufgenommene 3!'P-NMR Spekiren des MeNV-ATPs 75 und des lipMeNV-
ATPs 76 nach zwei Reinigungsschritten und dem lonenaustausch auf Am-
monium (oben: 400 MHz, rt, Methanol-d,4; unten: 600 MHz, rt, Methanol-d,).

Aus den gezeigten 3'P-NMR Spektren wird ersichtlich, dass das MeNV-Derivat und
das lipophile MeNV-Derivat jeweils als ein komplexes Gemisch an Diastereomeren in
verschiedenen Verhéltnissen vorliegen. Es kénnen fir das a-, 8- und y-Phosphoratom
mehrere, zum Teil auch Uberlagernde, Signale beobachtet werden. Fir das «y-Phosphor-
atom kann dabei die gréBte Streuung der Signale tber einen ppm-Bereich von -13.5 bis
-17.5 (fir das lipMeNV-ATP) beobachtet werden. Diese Beobachtung kann durch die Na-
he des Phosphoratoms zu den Stereozentren begriindet werden und durch die Tatsache,
dass das Phosphoratom durch die zwei benachbarten Stereozentren auch chiral ist. Fr
die a- und B-Phosphoratome kénnen dagegen nur Uberlagernde Signal und keine sepa-
rierten Signale beobachtet werden, da diese einen gré3eren Abstand zu den Stereozen-
tren aufweisen und damit Gber einen kleinen ppm-Bereich streuen. Eine entsprechende
Analyse und Auswertung der 'H-Spektren gestaltete sich aufgrund der komplexen und
auch dort lberlagernden Signale als sehr schwierig, wodurch die Identitat dieser sym-
metrisch maskierten ATP-Derivate tiberwiegend via 3'P-NMR und Massenspektrometrie
ermittelt wurde. Durch Kombination dieser beiden Analyseverfahren konnte jedoch mit
zufriedenstellender Aussagekraft die Identitat der Produkte bestétigt werden. Aufgrund
der Uberlappenden Signale in den NMR-Spektren konnte jedoch keine exakte Bestim-
mung des Diastereomerenverhaltnisses erfolgen.
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SchlieBlich konnten jedoch alle gewlinschten caged-ATP Derivate entweder Uber die
Amidit- oder die H-Phosphonatroute hergestellt und isoliert werden und sollten anschlie-
Bend in Photolyseexperimenten auf ihre Stabilitat und Eigenschaften untersucht werden.

4.4 Photolyse der hergestellten caged-ATP Derivate
4.4.1 Aligemeiner Versuchsaufbau der Photolyse

Die lichtinduzierte Freisetzung von ATP aus den jeweiligen caged-Derivaten sollte durch
entsprechende Bestrahlungsexperimente untersucht werden. Dazu wurden jeweils L6-
sungen des entsprechenden Derivats in einem Gemisch aus gleichen Anteilen Phos-
phatbuffer und Acetonitril angefertigt (1 mg/mL) und fir spezifische Zeitintervalle mit UV-
Licht der Wellenlange 365 nm bestrahlt. Nach entsprechenden Zeitintervallen wurden
Aliquote entnommen und deren Zusammensetzung per HPLC-Analyse untersucht. Aus
den erhaltenen Chromatogrammen und den entsprechenden Peakflachen konnte an-
schlieBend eine Zerfallskurve fir das bestrahlte caged-Derivat erstellt werden und aus
dieser Kurve mit Hilfe einer exponentiellen Ann&herungsfunktion die Halbwertszeit t;,
bestimmt werden. Aus den Peakflachen fir das entstehende ATP konnte eine entspre-
chende Wachstumskurve erstellt werden und aus dieser erneut mit Hilfe einer Annahe-
rungsfunktion die entsprechende Bildungskonstante k bestimmt werden. Als Lichtquelle
dienten fur diese Untersuchungen drei UV-LEDs, welche auf einem passiven Kihler in
einem kleinen Dreieck angeordnet sind. Jede LED weist eine Leistung von 1.3W auf,
wodurch eine kumulierte Leistung von 3.9 W erreicht wird. Die jeweilige praparierte L6-
sung wurde in einem kleinen Glasgefal direkt vor den LEDs positioniert und der Inhalt
mit Hilfe eines kleinen Teflon-Riihrstabes homogenisiert. Die Verwendung von UV-Licht
durchlassigem Glas, sogenanntem Quarzglas, ist bei der hier verwendeten Wellenldnge
nicht nétig, da das hier verwendete Glas die eingestrahlte Wellenlange nicht absorbiert.
Es ist jedoch bei diesen Experimenten darauf zu achten, dass das Glas frei von Verunrei-
nigungen und Kratzern ist, um ungewollte Absorptionen und Streuungen zu vermeiden.
Des Weiteren sollte das Gefal zudem mdglichst klein sein, damit der entsprechende
Strahlungsgang durch die Lésung minimiert wird und nur ein Minimum der Strahlung
durch Lichtbrechung abgelenkt wird. Eine Absorption des verwendeten UV-Lichts durch
den verwendeten Puffer bzw. dem verwendeten Acetonitril sind in diesem Versuchsauf-
bau zu vernachléssigen, da kein signifikanter Temperaturanstieg und somit keine Ab-
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sorption bei einer Blindwertmessung zu detektieren war. Diese Beobachtung ist nicht
unerwartet, da weder Acetonitril noch Wasser Absorptionsbanden bei 365 nm aufwei-
sen. Durch die Wahl dieser Lésungsmittel, des kurzen Strahlenganges durch die Lésung
und den kurzen Abstand der Probe zu den LEDs ist sichergestellt, dass die Probe ausrei-
chend bestrahlt wird und die eingestrahlten Photonen fir die gewiinschte Photoreaktion
zur Verfligung stehen. Auf eine externe Kiihlung der Probe konnte verzichtet werden,
da ein signifikanter Temperaturanstieg erst bei langeren Belichtungsdauern auftrat und
die gewlinschte Photoreaktion zu diesem Zeitpunkt bereits vollstandig abgelaufen war.
Zudem konnte selbst bei langeren Belichtungen keine Zersetzung des freigewordenen
ATPs durch HPLC-Analysen beobachtet werden.

4.4.2 Photolyse der symmetrischen caged-ATP Derivate

Die in den einzelnen Photolyseexperimenten mit dem zuvor vorgestellten Verfahren be-
stimmten Halbwertszeiten und Bildungskonstanten fiir die jeweiligen caged-Derivate und
dem entsprechend freiwerdenden ATP sind in Abbildung 41 graphisch dargestellt. Es
lasst sich direkt erkennen, dass die OMeNB-Maske unter den hier angewendeten Be-
dingungen nicht abgespalten werden konnten. Darliber hinaus konnte kein signifikanter
Unterschied in der Spaltgeschwindigkeit zwischen der nicht substituierten NB-Maske
und der donorsubstituierten NV-Masken beobachtet werden, welcher theoretisch auf-
grund der verschiedenen Absorptionsmaxima bei 365 nm zu erwarten gewesen ware.
Sehr schnelle Spaltgeschwindigkeiten konnten nur fir die donorsubstituierten, sekun-
daren Gruppen MeNV und lipMeNV beobachtet werden.

Generell lieB3 sich bei allen Photolysen (Ausnahme: OMeNB-ATP 72) eine schrittwei-
se Abspaltung der photolabilen Masken beobachten. Aus den doppelt maskierten Ver-
bindungen lief3 sich zunachst die Bildung eines Intermediats beobachten, welches nur
noch eine Maske aufwies. Aus diesem in situ gebildeten Intermediat wurde anschlie-
Bend durch weitere Bestrahlung ATP gebildet. Dieser schrittweise Prozess konnte am
Besten bei den lipophilen Derivaten 74 und 76 beobachtet werden, da die Verbindungen
durch die hohe Lipophilie der Masken eine stark verschiedene Retentionszeit zu dem
freiwerdenen Intermediat und ATP wahrend der HPLC-Analyse aufwiesen. Die wahrend
der Photolyse des lipMeNV-ATP 76 aufgenommenen HPLC-Chromotogramme sind in
Abbildung 42 als Wasserfalldiagramm dargestellt.
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Abbildung 41: Ermittelte Halbwertszeiten und Bildungskonstanten der symmetrischen ca-
ged-ATP Derivate. An den einzelnen Balken ist die entsprechend berechnete
Halbwertszeit angegeben.

Bei den durchgefiihrten Photolysen der nicht lipophilen caged-ATP Derivate zeigte
sich, dass diese Verbindungen in dem verwendeten Tetrabutylammoniumacetat (TBAA)
Laufpuffer nur geringfligig spater eluierten als das gebildete ATP. Zum Teil wies das
Intermediat durch die Bildung des Tetrabutylammonium-lonenpaars mit der neu entstan-
denen Ladung am «y-Phosphat die selbe Retentionszeit wie das Edukt oder ATP auf.
Trotz dessen konnte die Bildung von ATP stets einwandfrei durch die fehlenden Ab-
sorptionsbanden der Nitrogruppe zwischen 300-370 nm festgestellt werden. Die bereits
in Abschnitt 4.3 erirterte komplexe Zusammensetzung des Diastereomerengemisches
der sekundaren caged-ATP Derivate fuhrt auch zu der in Abbildung 42 gezeigten Auf-
spaltung des Edukts in zwei fast basislinien-getrennte Signale. Es kann jedoch beob-
achtet werden, dass beide Signale im gleichen MafBe wahrend der Photolyse abneh-
men. Dies deutet darauf hin, dass es keine favorisierte Konfiguration des Edukts flr
die lichtinduzierte Abspaltung gibt. Weiterhin kann auch fir das gebildete Intermediat
keine Aufspaltung in zwei getrennte Signale mehr beobachtet werden, da durch die Ab-
spaltung einer Maske sowohl das Stereozentrum der Maske verloren geht als auch das
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Abbildung 42: Wasserfalldarstellung der aufgenommenen HPLC-Chromatogramme wéah-
rend der Photolyse des lipMeNV-ATPs 76.

v-Phosphoratom nicht mehr chiral ist. Die Anzahl an Diastereomeren wird somit verrin-
gert, sodass keine Aufspaltung in mehrere Signale mehr erfolgt. Durch das Auftragen
der ermittelten Peakflachen aus den einzelnen Chromatogrammen gegen die jeweilige
Photolysedauer wurde das in Abbildung 43 gezeigte Diagramm mit der Zerfallskurve des
lipMeNV 76 und der Bildungskurve des sich bildenden ATPs erhalten.

Durch die mathematische Berechnung der in Abbildung 43 gezeigten Datenpunkte
als Exponentialfunktion konnten die in Abbildung 41 gezeigten Halbwertszeiten fir die
symmetrischen caged-ATP-Derivate berechnet werden, sowie die Bildungskonstante flr
die jeweilige Freisetzung des ATPs bestimmt werden. Aus der Abbildung wird zudem
auch der zuvor beschriebene schrittweise Zerfall des Edukts ersichtlich, da zunachst
die Konzentration des Intermediats (rote Linie) schnell steigt, ein Maximum durchlauft
und anschliefBend auf Null absinkt. Die Bildung des ATPs kann entsprechend verzdgert
beobachtet werden, da dieses erst aus dem Intermediat gebildet wird. Aufféllig hierbei
ist jedoch, dass die Bildung des ATPs und die Bildung bzw. der Zerfall des Intermedi-
ats zunéchst schnell erfolgen und die Raten mit zunehmender Photolysedauer geringer
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Abbildung 43: Darstellung der ermittelten Peakflachen gegen die jeweilige Photolysedau-
er. Die Peakflachen wurden wéhrend der Photolyse des lipMeNV-ATPs 76
erhalten.

werden. Dieser Trend konnte in allen Photolysen beobachtet werden und kann vermutlich
durch Absorption der eingestrahlten Photonen durch das freiwerdende Nitrosoderivat er-
klart werden. Das Nitroso-Spaltprodukt weist ebenfalls signifikante Absorptionsbanden
im Bereich der eingestrahlten Strahlung von 365 nm auf, wie durch das aufgenommene
UV-Vis Spektrum des lipMeNV-Spaltprodukts festgestellt werden konnte. Durch die im-
mer héhere Konzentration dieses Spaltprodukts sinkt die Wahrscheinlichkeit, dass das
eingestrahlte Photon die gewilinschte Abspaltungsreaktion initiiert, sondern stattdessen
vom Spaltprodukt absorbiert wird und in Form von Warmeenergie abgegeben wird. Die-
se freiwerdende Warmeenergie konnte durch das starke Erhitzen der Lésung vor allem
bei langere Bestrahlung mit dem UV-Licht beobachtet werden. Der Temperaturanstieg
konnte dabei Uberwiegend festgestellt werden, nachdem die Freisetzung des ATPs be-
reits komplett abgeschlossen war und eine maximale Konzentration des Spaltprodukts
vorlag. Dies deutet darauf hin, dass der beobachtete signifikante Temperaturanstieg
nicht durch die gewiinschte Photoreaktion hervorgerufen wird, sondern die Photonen
durch das gebildete Spaltprodukt absorbiert werden. Das Spaltprodukt flihrte zudem da-
zu, dass dem fir die Photolyse verwendeten Phosphatpuffer ein hoher Anteil Acetonitril
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zugesetzt werden musste, da dieses nur bedingt I6slich in wassrigen Medien ist. Wéh-
rend sich die weniger lipophilen Spaltprodukte der NB-, NV- und MeNV-Maske noch in
wassrigen Medien I6sten, konnte das Ausfallen der entsprechend lipophilen Spaltproduk-
te der lipNV und lipMeNV Maske wahrend der Photolyse im wassrigen Puffer beobachtet
werden. Die Bildung eines Niederschlages ist wahrend der Photolyse problematisch, da
dieser zunachst durch eine geeignete Filtration entfernt werden muss, um das HPLC-
System vor Schaden zu bewahren. Durch eine durchgefuhrte Filtration kénnten jedoch
auch Anteile des ATPs, des Intermediats oder des Edukts mit abgetrennt werden, wo-
durch die anschlieBend berechnete Halbwertszeit durch das Auftragen der Peakflachen
gegen die Zeit verfalscht wird. Ebenso stdérend an der Bildung von Niederschlagen ist
die damit verbundene vermehrte Streuung des eingestrahlten Lichts, welche zu einer
geringeren Quantenausbeute und somit ebenso zu einer gréBeren berechneten Halb-
wertszeit fihrt. Damit alle Photolysen jedoch untereinander vergleichbar bleiben und die
Halbwertszeiten méglichst ohne systematische Fehler bestimmt werden kénnen, wurde
daher beschlossen, alle Photolysen in einem Gemisch aus gleichen Anteilen Acetonitril
und Puffer durchzufiihren.

Die so unter stets gleichen Bedingung ermittelten Halbwertszeiten sind in Abbildung 41
grafisch dargestellt. Die zuvor gestellte These, dass die donorsubstituierten photolabilen
Gruppen deutlich schneller bei einer Wellenlange von 365 nm gespalten werden, konn-
te nicht bewiesen werden. Es zeigte sich, dass das NB-ATP 71 mit einer Halbwertszeit
von 36s etwa 30% langsamer gespalten wird als das donorsubstituierte NV-ATP 73
mit 26 s. Bei Betrachtung der in Abbildung 44 dargestellten UV-Vis-Spektren der jewei-
ligen caged-ATP-Derivate wirkt diese Beobachtung jedoch zunachst paradox, da das
NB-Derivat 71 in diesem Strahlungsbereich eine sehr viel geringe Absorption aufweist
als das entsprechende NV-Derivat 73.

Das freiwerdende NV-Nitroso-Spaltprodukt weist jedoch vermutlich, wie das beobach-
tete lipMeNV-Nitroso-Spaltprodukt, eine starke Absorption bei der eingestrahlten Wel-
lenlange auf, wodurch die Quantenausbeute flr die favorisierte Spaltreaktion sinkt. Das
freiwerdende Nitroso-Spaltprodukt der NB-Maske weist dagegen, &hnlich wie das NB-
ATP-Derivat selber, vermutlich keine oder nur eine schwache Absorption bei 365nm
auf. Dadurch wird die Quantenausbeute fiir die Spaltreaktion wéahrend der Photolyse
nicht beeinflusst und die Reaktion lauft trotz der geringen Absorption bei 365 nm &hnlich
schnell wie bei dem NV-Derivat 73 ab. Diese These kann jedoch nicht bewiesen wer-
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Abbildung 44: Darstellung der gemessenen UV-Vis Spektren von ausgesuchten symmetri-
schen caged-ATP Derivaten.

den, da weder das Spaltprodukt der NB-Maske noch das Spaltprodukt der NV-Maske
beobachtet werden konnte. Generell konnten wahrend aller in dieser Arbeit durchge-
fihrten Photolysen nur die lipophilen Nitroso-Spaltprodukte wahrend der HPLC-Analyse
beobachtet werden. Die Spaltprodukte der weniger lipophilen Masken konnten aus un-
bekannten Grinden nie beobachtet werden. Dieser Umstand wird auch in Abschnitt 4.7
weiter untersucht.

Bei der Verwendung des sekundaren MeNV-Alkohols als photolabile Schutzgruppe konn-
te jedoch im Vergleich zur unsubstituierten NB-Maske eine signifikante Steigerung der
Spaltgeschwindigkeit festgestellt werden, da die berechnete Halbwertszeit fir das MeNV-
ATP 75 bei 17s liegt. Eine noch schnellere Abspaltung konnte nur fur die lipMeNV-
Gruppe beobachtet werden, welche eine Halbwertszeit von 6 s aufweist. Zudem konn-
te unerwarteterweise festgestellt werden, dass die OMeNB-Maske nicht unter den ge-
wahlten Photolysebedingungen abgespalten werden konnte. Es wurde flr dieses Deri-
vat vermutet, dass die Abspaltungsgeschwindigkeit aufgrund des Substitutionsmusters
zwischen der der NB- und NV-Maske liegen misste. Beim Vergleich der aufgenommen
UV-Vis-Spektren in Abbildung 44 ist ersichtlich, dass die Verbindung auch tber entspre-
chende Absorptionsbanden zwischen dem kaum absorbierenden NB-, und dem stark
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absorbierenden NV-Derivat verfugt. Das symmetrische OMeNB-ATP 72 weist jedoch
auch starke Absorptionsbanden bei circa 310 nm und 230 nm auf, welche bei den an-
deren lichtspaltbaren Gruppen nicht vorhanden sind. Es kann daher nicht ausgeschlos-
sen werden, dass das eingestrahlte Licht absorbiert wird, die aufgenommene Energie
jedoch nicht die gewiinschte Spaltungsreaktion auslést. Es wéare denkbar, dass das Mo-
lekdl zwar in einen héheren energetischen Zustand angeregt wird, jedoch durch andere
Prozesse als die Spaltreaktion in einen Grundzustand relaxiert. Denkbar wére dabei
zum Beispiel eine Innere Umwandlung (engl. internal conversion, IC) in ein anderes
tieferliegendes angeregtes Niveau von welchem ein strahlungsloser Ubergang in das
urspringliche Grundniveau denkbar wére. Theoretisch ware eine Energieabgabe aus
dem angeregten Zustand zum Grundniveau auch Uber Fluoreszenz und nach einem in-
tersystem crossing (ISC) in den angeregten Triplettzustand auch Uber Phosphoreszenz
maoglich. Jedoch konnte keiner diesen beiden Prozesse beobachtet werden. Phospho-
reszenz héatte dabei aufgrund der lange Relaxation durch eine verbotene Spinumkehr
mit dem bloBen Auge ersichtlich sein missen und die Fluoreszenz hétte bei der Verwen-
dung des Fluoreszenzdetektors der HPLC beobachtet werden missen.

AbschlieBend wurde zudem geprift, ob eine Abspaltung der caged-Gruppen auch
bei 405 nm mdglich wére. Bei dieser Wellenlange waren Fremdabsorptionen und Scha-
den an einem zelluldaren System vollstandig ausgeschlossen. Die Photolyse bei dieser
Wellenlange sollte jedoch zuné&chst nur exemplarisch an dem NB- und NV-Derivat 71
bzw. 73 getestet werden. Die Abspaltung der MeNV-Gruppe durch die Bestrahlung bei
405 nm wird im Abschnitt 4.6 diskutiert. Die verwendete 405 nm UV-Quelle weist den sel-
ben Aufbau sowie die selbe Leistung wie die zuvor verwendete 365 nm UV-Quelle auf,
wodurch die erhaltenen Ergebnisse vergleichbar sind. Es zeigte sich im anschlieBenden
Photolyseexperiment bei 405 nm, dass die NB-Gruppe mit einer Halbwertszeit von 102 s
gespalten wird und die NV-Gruppe eine Halbwertszeit von 106 s aufweist. Es Iasst sich
in damit in beiden Fallen eine signifikante Verlangsamung der Abspaltung beobachten,
wodurch die Verwendung der 365 nm Strahlung vorzuziehen ist. Eine Spaltung der ca-
ged-Gruppen bei energiearmer Strahlung wére jedoch fiir spezielle Anwendungen auch
maéglich.

Zusammenfassend lasst sich aus den durchgefiihrten Photolysen festhalten, dass die
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sekundaren MeNV- und lipMeNV-Gruppen signifikant schneller gespalten werden als
die in dieser Arbeit verwendeten primaren Photogruppen. Es scheint zudem in den hier
durchgefuhrten Experimenten keinen drastischen Unterschied zwischen der nicht sub-
stituierten NB-Gruppe und der donorsubstituierten NV-Gruppe zu geben. Aus diesem
Grund und der Tatsache, dass die Lésung sich wahrend der Photolyse zum Teil stark
erwarmt, ist davon auszugehen, dass das freiwerdende Nitroso-Spaltprodukt die einge-
strahlten Photonen ebenfalls absorbiert und die Quantenausbeute fir die gewiinschte
Reaktion dadurch gesenkt wird. Die Tatsache, dass die freiwerdende Menge an ATP
in allen Photolysen mit der Zeit kleiner wird, spricht ebenfalls flr die Absorption durch
das Spaltprodukt. Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass vor allem die lipophilen
Spaltprodukte nicht im verwendeten Phosphatpuffer 16slich sind, weswegen die Photo-
lyse in einem Gemisch aus Wasser und Acetonitril durchgefiihrt werden musste. Fur
weitere Untersuchungen sollten im Folgenden asymmetrisch modifizierte ATP-Derivate
hergestellt werden, welche nur noch eine MeNV-Maske am «y-Phosphat aufweisen.

Es sollte im speziellen ein asymmetrisches ATP-Derivat mit einer MeNV-Maske und
einer AB-Maske dargestellt werden, um zu tberprifen, ob beide Gruppen orthogonal zu
einander gespalten werden kdnnen. Anschlie3end sollte zudem noch ein caged-y-Alkyl-
modifiziertes ATP-Derivat hergestellt werden, um die photolytische Abspaltung detaillier-
ter, in Abhangigkeit verschiedener Faktoren wie dem pH-Wert und dem L&sungsmittel,
zu untersuchen.
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4.5 Synthese von orthogonal geschutzten MeNV-AB-ATP 82

Durch die lipophile Maskierung sollten die entsprechenden ATP-Derivate soweit in ih-
rer Lipophilie erhéht werden, dass eine passive Diffusion durch die Zellmembran in das
Zellinnere ermdglicht wird. Es zeigte sich jedoch, dass die zuvor synthetisierten, lipo-
philen photolabilen Masken zwei bedenkliche Nachteile fur diesen Einsatz aufweisen.
Zum Einen ist das freiwerdende Nitroso-Nebenprodukt durch seine Reaktivitat potentiell
toxisch und zum Anderen ist dieses auch nicht in wassrigen Medien l6slich, wodurch
es vermutlich wahrend der Photolyse im Cytosol ausfallen wirde. Um diese Probleme
zu umgehen, sollte ein asymmetrisch geschiitztes ATP-Derivat dargestellt werden, wel-
ches eine photospaltbare und eine enzymatisch-spaltbare Maskierung aufweist. Durch
eine entsprechend lipophile Acyloxybenzyl-Gruppe (AB) sollte die notwendige Lipophilie
erreicht werden, um die Permeabilitdt des ATP-Derivats durch Zellwande zu gewahr-
leisten. Die abgespaltene AB-Maske ist dabei im Gegensatz zu den lipophilen caged-
Gruppen wasserléslich. Durch die photolabile Gruppe sollte die ATP-Freisetzung, nach
der Aufnahme in die Zelle und der nicht steuerbaren enzymatischen Abspaltung der AB-
Maske, gezielt gesteuert werden kénnen. Als photolabile Gruppe wurde aufgrund der
zuvor ermittelten Ergebnisse die MeNV-Gruppe gewéhlt. Diese Gruppe zeigte in den
zuvor durchgefiihrten Photolysen eine deutlich schnellere lichtinduzierte Spaltung als
die NB oder NV-Gruppe und hat somit einen entschiedenen Vorteil gegenlber diesen
Gruppen. Bei der Photolyse dieser Verbindung wird zudem ein Nitrosoacetophenon ge-
bildet, welches weniger reaktiv als der entsprechende freiwerdende Nitrosobenzaldehyd
ist. Durch die Reduzierung auf nur noch eine photolabile Maske wird dabei zeitgleich
auch die Menge an freiwerdendem, potentiell toxischem Spaltprodukt im Vergleich zu
den zuvor hergestellten symmetrischen caged-ATP-Derivaten, halbiert und die vermu-
tete Senkung der Quantenausbeute durch die Freisetzung von zwei Aquivalenten des
Nitroso-Nebenprodukts vermieden. Durch die Kombination von biospaltbarer und pho-
tolabiler Maske kénnten somit Derivate hergestellt werden, welche die Vorteile beider
Gruppen aufweisen.

4.5.1 Retrosynthese

Das asymmetrisch-geschitzte ATP-Derivat sollte sich in der Theorie sowohl Uber die
bereits vorgestellte Amidit- als auch die H-Phosphonat-Route darstellen lassen. Ein ent-
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sprechendes Retrosyntheseschema ist in Abbildung 45 gezeigt.
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Abbildung 45: Retrosyntheseschema zur Darstellung des MeNV-AB-ATP-Derivats 82 Gber
die Amidit- als auch die H-Phosphonat-Route.

Far die Amidit-Route erfolgt die Darstellung des gewiinschten MeNV-AB-ATPs 82
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ausgehend vom asymmetrischen Phosphoramidit 80 durch die Kupplung mit ADP. Das
asymmetrische Phosphoramidit sollte dabei durch die schrittweise Kupplung der ent-
sprechenden Alkohole 25 und 78 erfolgen. Es sollte zunachst der MeNV-Alkohol 25 an
das kommerziell erhéltliche Bis(N,N-diisopropylamino)chlorophosphoramidit gekuppelt
werden, um das Bis-Amidit 78 zu erhalten. Anschlie3end sollte das Amidit 80 durch eine
DCl-vermittelte Kupplung mit der AB-Maske 78 hergestellt werden kénnen. Der Ester 78
sollte durch die Veresterung der phenolischen Hydroxygruppe des 4-Hydroxybenzyl-
alkohols 77 mit Decansaurechlorid erhéltlich sein. Die Synthese des MeNV-Alkohols 25
sollte wie bereits beschrieben ausgehend vom Keton 56 durch eine Nitrierung und Re-
duktion erhaltlich sein.

Die Darstellung des gewilinschten MeNV-AB-ATPs 82 (iber die H-Phosphonat-Route soll-
te ausgehend von dem asymmetrischen H-Phosphonat 81 erfolgen, indem dieses nach
einer oxidativen Chlorierung mit ADP gekuppelt werden sollte. Das asymmetrische H-
Phosphonat sollte dabei ausgehend von Diphenylphosphit durch eine stufenweise Sub-
stitution der Phenylgruppen durch die beiden Alkohole 25 und 78 erhalten werden.

4.5.2 Synthese von MeNV-AB-ATP 82

Die Synthese des orthogonal geschltzten ATP-Derivats 82 sollte zunachst Uber die
Amidit-Route versucht werden, da die Synthese der symmetrischen Amidite zuvor im
Vergleich zur Darstellung der symmetrischen H-Phosphonate in besseren Ausbeuten
gelang. Fir die Darstellung des asymmetrischen Amidits mussten zunéchst die entspre-
chenden Schutzgruppen in Form der Alkohole dargestellt werden. Die Synthese des
MeNV-Alkohols wurde bereits in Abschnitt 4.1.5 beschrieben. Die Synthese der AB-
Maske ist in Abbildung 46 dargestellt.
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Abbildung 46: Synthese der lipophilen AB-Maske 78 ausgehend von 4-Hydroxybenzyl-
alkohol 77 und Decanoylchlorid.

Die Synthese der lipophilen AB-Maske konnte in einer Ausbeute von 47 % ausgehend
vom kommerziell erhaltlichen 4-Hydroxybenzylalkohol realisiert werden. Neben dem ge-
wilnschten Ester konnte zudem auch das unerwiinschte doppeltveresterte Derivat in
einer Ausbeute von 30 % isoliert werden. Eine Optimierung der Ausbeute erfolgte nicht,
da die Reaktion in einem groBen Mafstab durchgefiihrt werden kann und die Edukte

kommerziell glinstig zu erwerben sind.

Nachdem die beiden Alkohole 25 und 78 dargestellt wurden, galt es das asymmetrische
Amidit als essentiellen Kupplungsbaustein herzustellen. Dazu wurde beschlossen, zu-
néchst die Photoschutzgruppe und anschlieBend den AB-Alkohol an das Amidit anzuf(-
gen. Ausgehend vom kommerziell erhéltlichen Bis(N,N-diisopropylamino)chlorophosphor-
amidit 83 wurde zunachst das Chloratom durch den MeNV-Alkohol substituiert, wodurch
das Bis-Amidit 79 in einer sehr guten Ausbeute von 88 % nach sdulenchromatographi-
scher Reinigung isoliert werden konnte. Es stellte sich heraus, dass das isolierte Pro-
dukt Uber eine fir Amidite hohe Stabilitat verfligt und Uber einen beliebigen Zeitraum bei
-20 °C gelagert werden konnte. Selbst gelést in Chloroform zeigte es nach einer Woche
unter Lichteinwirkung keine nennenswerte Zersetzung durch lichtinduzierte Abspaltung
der Maske, saureinduzierte Abspaltung der DIPA-Gruppen oder Oxidation zum Amidat.
Ausgehend von diesem Bis-Amidit 79 konnte das Amidit 80 nach Aktivierung mit DCIl und
der Umsetzung mit der lipophilen AB-Maske 78 in einer sehr guten Ausbeute von 93 %
isoliert werden. Es zeigte sich hier, dass die DCl-vermittelte Kupplung eines Amidits mit
einem Nucleophil in schnellen Reaktionszeiten und sehr guten Ausbeuten durchgeflihrt
werden konnte. Es zeigte sich jedoch auch der Nachteil der sekundaren Photogruppe,
da durch die Substitution einer DIPA-Gruppe durch den AB-Alkohol die Verbindung chiral
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Abbildung 47: Synthese des Amidits 80 Uber zwei Stufen ausgehend vom MeNV-Alkohol
25 und der lipophilen AB-Maske 78.

wird. Das Produkt konnte als ein 1:1 Gemisch von zwei Diasteromeren erhalten werden.
Nachdem das Amidit 80 erfolgreich hergestellt werden konnte, sollte dieses durch die
DCl-vermittelte Kupplung mit ADP zum gewiinschten MeNV-AB-ATP 82 umgesetzt wer-
den.

Es zeigte sich, trotz mehrfacher Syntheseversuche, dass die Bildung des gewiinsch-
ten asymmetrischen ATP-Derivats nicht beobachtet werden konnte. Wahrend der direkt
nach der Synthese durchgeflihrten Reinigung durch Umkehrphasen-Chromatographie
konnten stets groBe Mengen an ADP und Amidat reisoliert werden. Es konnte zudem
in deutlich geringerer Menge eine unbekannte Substanz isoliert werden, welche jedoch
weder durch Massenspektrometrie noch durch 'H- und 3'P-NMR identifiziert werden
konnte. Im aufgenommen 3'P-NMR konnte das charakteristische Signal fir Triphospha-
te bei circa —24 ppm nicht beobachtet werden, stattdessen konnten mehrere nicht ein-
deutig charakterisierbare Signale zwischen 0 und —-10 ppm beobachtet werden. Nach-
dem die Synthese mehrfach ohne Erfolg durchgefiihrt wurde, wurde versucht das Pro-
dukt Gber die H-Phosphonat-Route herzustellen. Dazu war es zunachst nétig, das ent-
sprechende asymmetrische H-Phosphonat 81 darzustellen. Die Synthese dieses H-
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Abbildung 48: Synthese von MeNV-AB-ATP 82 Uber die Amidit-Route.

Phosphonats ist in Abbildung 49 gezeigt. Im Gegensatz zur Darstellung von symme-
trischen H-Phosphonaten erfolgte die Zugabe der Alkohole bei der Synthese von asym-
metrischen H-Phosphonaten schrittweise, um eine stufenweise Substitution der Phenol-
gruppen des DPPs zu erreichen. Es wurde zunachst der MeNV-Alkohol bei 0 °C zu einer
Lésung von DPP in Pyridin zugegeben, sodass zunachst nur eine Phenol substituiert
wird und nach einer Stunde Reaktionszeit erfolgte die Zugabe des AB-Alkohols 78, um
das zweite Phenol zu substituieren. Als ungewollte Nebenreaktion kann jedoch auch
die Substitution der bereits vorhandenen MeNV-Gruppe durch den zugegebenen AB-
Alkohol auftreten, wodurch ein symmetrisches Produkt gebildet werden kann. Nachdem
die Reaktionsldsung bis zum vollstdndigen Umsatz gerihrt wurde, wurde das Lésungs-
mittel entfernt und der erhaltene Rickstand saulenchromatographisch gereinigt. Das ge-
winschte Produkt konnte in einer Ausbeute von 40 % erhalten werden.

oH OH . 1.0 Aquiv. DPP | "o
NO, 1.0 Aqu?v. 25 o) = O\H/C9H19
+ II. 1.0 Aquiv. 78 Q%Oﬁ s
o) I. Pyridin, 1 h, 0 °C P
L O\[(CQng II. Pyridin 2 h, rt NO, H 40%
o}
25 78 81

Abbildung 49: Synthese des asymmetrischen H-Phosphonats 81.
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Nachdem das asymmetrische H-Phosphonat 81 erfolgreich dargestellt werden konnte,
wurde dieses mit N-Chlorsuccinimid oxidativ chloriert und anschlieBend mit ADP umge-
setzt. Die Reaktionsbedingungen sind in Abbildung 50 dargestellit.
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Abbildung 50: Synthese von MeNV-AB-ATP 82 (iber die H-Phosphonat-Route.

Das MeNV-AB-ATP 82 konnte in einer Ausbeute von 26 % erhalten werden. Die dabei
erreichte Ausbeute liegt im vergleichbaren Bereich der Ausbeuten, welche auch fiir die
symmetrischen lipophilen caged-ATP Derivate erreicht wurden. Ebenso wie bei den bis-
her hergestellten caged-ATP-Derivaten mit der MeNV bzw. lipMeNV-Gruppe gestaltete
sich die Reinigung und Analytik durch NMR-Spektroskopie schwierig, da das Produkt
ebenfalls als Gemisch aus verschiedenen Diastereomeren vorliegt. Das Produkt konnte
jedoch via Massenspektrometrie eindeutig identifiziert werden und auch das charakte-
risitische Muster der Phosphoratome des Triphosphats konnte im 3'P-NMR beobachtet
werden. Das 'H-Spektrum konnte jedoch aufgrund der sich Uberlagernden Signale nur

sehr schwierig interpretiert werden.

4.5.3 Photolyse und enzymatische Hydrolyse des MeNV-AB-ATP 82

Nach erfolgreicher Synthese des asymmetrisch maskierten ATP-Derivats 82 sollte getes-
tet werden, ob beide Schutzgruppen unabhangig von einander gespalten werden kénnen
und ob die freiwerdenden Intermediate stabil unter den jeweiligen Testbedingungen sind.
Dafir sollte zum Einen eine Hydrolyse der Verbindung 82 mit Schweineleber Esterase
(pig liver esterase, PLE) durchgefihrt werden und zum Anderen das zuvor vorgestellte
Photolyseexperiment mit dieser Substanz wiederholt werden. In beiden Experimenten
sollte eine Inkubation des asymmetrischen ATP-Derivats im jeweiligen notwendigen Me-
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dium erfolgen und nach spezifischen Zeitpunkten sollten Aliquote dieser Lésungen mit
Hilfe eine HPLC-Analyse auf ihre Zusammensetzung untersucht werden. Im Idealfall soll-
te in der PLE-Hydrolyse nur die enzymatisch spaltbare AB-Maske abgespalten werden,
wéahrend die MeNV-Maske nicht gespalten wird. Wahrend der Photolyse sollte genau
das Gegenteil beobachtet werden: Eine lichtinduzierte Spaltung der MeNV-Maske sollte
beobachtbar sein, wéhrend die AB-Maske unter den gewahlten Photolysebedingungen
stabil sein sollte. Die Daten aus den erhaltenen Chromatogrammen aus dem Photolyse-
experiment sind in Abbildung 51 dargestellt.

o]
o
L~
a
L ]
L]
L]

0,8 4 MeNV-AB-ATP

— AB-ATP

@
S
I3

-

--m - MeNV-AB-ATP
® - AB-ATP

0,6

0,4

Normalisierte Absorption

Peakflache [mAu*cm]
S
o
o

N
=3
S

T T T T 7 T T
0 5 10 15 20 250 300 350 400
Photolysezeit [s] Wellenlange [nm]

Abbildung 51: Bestimmte Zerfallskurve des MeNV-AB-ATPs 82 bei der Durchfiihrung der
Photolyse (links) und die Uberlagerten UV-Vis-Spekiren des Edukts und der
neu entstandenen Verbindung (rechts).

Die in Abbildung 51 auf der linken Seite abgebildeten Zerfalls- und Bildungskurven
wurden durch das Auftragen der aus den Chromatogrammen enthommenen Peakfla-
chen gegen die Photolysedauer erstellt. Es lasst sich direkt erkennen, dass das MeNV-
AB-ATP 82 nach 15s vollstandig gespalten war. Im selben MafBe wie die Konzentration
des MeNV-AB-ATPs abnimmt kann die Bildung einer neuen Verbindung beobachtet wer-
den. Die neue Verbindung eluiert dabei nur unwesentlich schneller als das verwendete
Edukt. Beim direkten Vergleich der aufgenommen UV-Vis-Spektren dieser beiden Ver-
bindungen wird ersichtlich, dass die charakteristischen Absorptionsbanden der MeNV-
Gruppe von 300 bis 400 nm in der neu gebildeten Verbindung nicht beobachtet werden
kdnnen. Die gebildete Verbindung weist keine Absorption tber 285 nm auf, was in Kom-
bination mit der nur im Vergleich zum Edukt unwesentlich kiirzeren und nicht zum coiniji-
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zierten ATP passenden Retentionszeit fir die Bildung des AB-ATP-Intermediats spricht.
Auch nach weiterer Bestrahlung der Probenlésung von einer Dauer von bis zu finf Minu-
ten zeigen die HPLC-Chromatogramme keine nennenswerte Anderung auf. Das gebil-
dete AB-ATP-Intermediat ist somit Uber den gesamten Bestrahlungsvorgang stabil. Die
berechnete Halbwertszeit fir das asymmetrische-ATP-Derivat 82 liegt bei 3.2s und ist
im Vergleich zur Halbwertszeit des symmetrischen MeNV-Derivats 75 nochmals gerin-
ger. Diese Steigerung der Spaltgeschwindigkeit kann vermutlich darauf zurtickgefthrt
werden, dass nur eine photolabile Maske in diesem Molekil verwendet wird und die AB-
Maske das eingestrahlte Licht von 365 nm nicht absorbieren kann. Dadurch stehen alle
eingestrahlten Photonen nun fir die Abspaltung der einen MeNV-Maske zur Verfligung,
wodurch das Produkt schneller gebildet wird.

Im Anschluss an das erfolgreiche Photolyseexperiment wurde eine unabhangige PLE-
Hydrolyse durchgefihrt. Fir diese wurde das MeNV-AB-ATP 82 in einem Gemisch aus
Phosphatpuffer (pH 7.4) und DMSO geldst. Von dieser Losung wurde bereits ein Aliquot
als Nullwert der Hydrolyse abgenommen und anschlieBend wurde der Lésung ein ent-
sprechender Anteil an PLE-Stammlésung zugegeben. Aquivalent zu dem Photolyseex-
periment wurden nach spezifischen Zeitpunkten Aliquote abgenommen. Diese mussten
jedoch, um die enzymatische Reaktion zu stoppen, zunachst in flissigem Stickstoff ein-
gefroren werden und wurden erst zur entsprechenden HPLC-Analyse aufgetaut, um die
Messwerte zu erhalten. Die entsprechenden Peakflachen der HPLC-Chromatogramme
wurden analog zur Photolyse in Abbildung 52 gegen die Inkubationszeit aufgetragen.
Ebenso wie bei der Photolysen-Kurve fir das MeNV-AB-ATP 82 ist auch in der aufge-
nommenen Abbaukurve fir die PLE-Hydrolyse die Abnahme des Edukts und die zeitglei-
che Bildung einer neuen Verbindung zu beobachten. Ebenso wie im vorangegangenen
Experiment wurde die Identitat der neu gebildeten Verbindung durch die Anderung der
Retentionszeit und durch den Vergleich der aufgenommenen UV-Vis Spektren durch-
gefuhrt. Das neu entstehende Signal weist dabei eine um 2.6 Minuten geringeren Re-
tentionszeit als das Edukt auf. Diese Anderung deutet auf eine enorme Steigerung der
Hydrophilie hin, welche nur durch die Abspaltung der AB-Maske und der Ausbildung des
MeNV-Intermediats erklart werden kann. Zudem kénnen in dem aufgenommenem UV-
Vis Spektrum die charakteristischen MeNV-Absorptionsbanden auch bei der neu ent-
standenen Verbindung beobachtet werden. Zeitgleich kann jedoch auch eine geringe
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Abbildung 52: Bestimmte Zerfallskurve des MeNV-AB-ATPs 82 bei der Durchfiihrung der
PLE-Hydrolyse (links) und die Uberlagerten UV-Vis Spektren des Edukts und
der neu entstandenen Verbindung (rechts).

Abnahme der Absorption im Bereich um 260 nm festgestellt werden. Diese Abnahme
kann durch die Abspaltung der AB-Maske erklart werden, da diese in diesem Bereich
entsprechende Absorptionsbanden aufweist. Die berechnete Halbwertszeit bei enzyma-
tischer Hydrolyse fiir das MeNV-AB-ATP liegt bei 66 Sekunden. Wie in Abbildung 52 zu
erkennen erfolgt zunachst eine schnelle Spaltung des Edukts, welche jedoch mit der Zeit
langsamer wird. Diese Tatsache hat dabei verschiedene Ursachen. Zum einen sind die
aktiven Zentren der Enzyme bei der Zugabe des Enzyms nicht besetzt und kénnen somit
am Anfang schnell die Ester spalten. Zum Anderen nimmt die Konzentration des Edukts
Uber die Zeit ab, wodurch eine Spaltung des Esters durch die Esterase statistisch gese-
hen unwahrscheinlicher wird und die Spaltgeschwindigkeit sinkt.

In beiden Experimenten konnten die gewlinschten Ergebnisse beobachtet werden. Es
zeigte sich, dass beide Masken orthogonal zu einander gespalten werden kénnen und
dass das gebildete monomaskierte Intermediat unter den angewendeten Spaltungsbe-
dingungen stabil ist. Die hier unabhangig durchgefiuhrten Experimente zur orthogonalen
Abspaltung der beiden verschiedenen Masken wurden anschlieend in einem Experi-
ment wiederholt, um zum Einen das Prinzip der orthogonalen Schutzgruppen zu validie-
ren und zum Anderen, um auszuschlieBen, dass das zugegeben Enzym die Photolyse
stort. Dazu wurde zunédchst wie bereits zuvor beschrieben die enzymatische Hydroly-
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se mit PLE wiederholt und die Inkubationslésung, nach vollstdndiger Abspaltung der
AB-Gruppe, in ein Glasvial Gberfihrt. AnschlieBend wurde die Photolyse wie bereits be-
schrieben durchgeflihrt. Die erhaltenen Ergebnisse aus dem Kombinationsexperimant
decken sich dabei mit den zuvor erhaltenen Ergebnissen aus den unabhangigen Ex-
perimenten. Diese festgestellten Eigenschaften lassen das Konzept der Kombination
aus AB und caged-Maskierung zu einem geeigneten Werkzeug werden, um Nucleosid-
Triphosphate lipophil zu maskieren und in der Zelle durch Bestrahlung lokal und zeitab-

héngig definiert freizusetzen.
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4.6 vy-Alkyl-MeNV-ATP als Testsubstrat zur Untersuchung der
Photolyse von MeNV-Derivaten

Bei der Photolyse des asymmetrischen MeNV-AB-ATP Derivats 82 zeigte sich, dass
die MeNV-Gruppe wahrend der Photolyse schneller gespalten wurden als beim ent-
sprechenden Bis-caged-MeNV-ATP 75. Um die Abspaltung der photolabilen Maske in
Abhangigkeit vom verwendeten Lésungsmittel, dem Abstand zur UV-Lampe oder zum
Beispiel dem pH-Wert zu untersuchen und besser zu verstehen, sollte ein y-Alkyl-MeNV-
ATP-Derivat hergestellt werden. Die bisher hergestellten caged-Verbindungen sind aus
verschiedenen Griinden fiir solche Untersuchungen nicht geeignet. Bei der Verwendung
der symmetrischen Bis-caged-ATP-Derivate kann die einzelne Abspaltung einer Mas-
ke nur unzureichend untersucht werden, da die zweite Maske das eingestrahlte Licht
ebenso absorbiert und somit die Quantenausbeute beeinflusst wird. Das dargestellte
MeNV-AB-ATP 82 weist zwar nur eine photolabile Maske auf, ist jedoch durch die Pra-
senz der AB-Maske zu einem geringen Teil hydrolyseempfindlich. Dadurch ist es poten-
tiell méglich, dass das gebildete AB-ATP in den verschiedenen Lésungsmittel, Puffern
oder pH-Werten unterschiedliche Stabilitaten aufweist und die Versuche untereinander
nicht mehr vergleichbar sind. Um diese potentiellen Fehlerquellen zu vermeiden, wur-
de ein «y-Alkyl caged-modifiziertes Nucleosidtriphosphat als potentielle Testsubstanz in
Betracht gezogen. In vorangegangenen Arbeiten haben sich «y-Alkyl-modifizierte Nucleo-
sidtriphosphate als dufBBerst stabile Verbindungen herausgestellt, welche sich in entspre-
chenden Hydrolyseexperimenten als deutlich stabiler als entsprechend AB-maskierte
Derivate herausgestellt haben.!'2" Die y-modifizierten Verbindungen zeigten dabei keine
chemische Hydrolyse auf und in entsprechenden PLE-Hydrolysen konnte keine Spaltung
der Alkylmodifikation durch die verwendeten Enzyme beobachtet werden. Daruber hin-
aus konnte zudem in Primer Extension Assays festgestellt werden, dass entsprechende
v-Alkyl-modifizierte d4T-Triphosphate als Substrate flr die virale Reverse Transkripta-
se dienen und dadurch potente Inhibitoren gegen HIV-1 und HIV-2 sind. Die Inhibition
konnte in entsprechenden Zelltest mit Thymidinkinase defizienten T-Zellen (CEM/TK")
beobachtet werden.['2] Durch diese Ergebnisse wére es somit ebenfalls wiinschens-
wert, entsprechende caged-Derivate der y-Alkyl Nucleosidtriphosphate herzustellen, um
eine gezielte Freisetzung dieser Verbindungen zu ermdglichen.
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Die beobachtete Stabilitét dieser Verbindungsklasse gegeniiber chemischer und enzy-
matischer Hydrolyse sollte fiir die weiter oben genannten Untersuchungen der Abspal-
tung der photolabilen MeNV-Maske ausgenutzt werden. Durch die Verwendung eines
entsprechenden -y-Alkyl-MeNV-ATP-Derivats sollte das zu untersuchende Derivat und
das freigesetzte y-Alkyl-modifizierte ATP eine ausreichende Stabilitdt gegeniiber einer
ungewollten weiteren Spaltung aufweisen. Durch die Substitution der AB-Maske oder
zweiten photolabilen Maske durch eine nicht UV-aktive Alkylkette kénnen keine unge-
wollten Absorptionen auftreten, welche die Quantenausbeute der gewlinschten Spaltre-
aktion senken wirden. Dartber hinaus wird durch die hohe Lipophilie der Verbindung
sichergestellt, dass die Verbindungen wéhrend der HPLC-Analyse eine gute Trennung
aufweisen und die Signale ohne Uberlagerung integriert werden kdnnen, sodass die
Halbwertszeit mdglichst fehlerfrei bestimmt werden kann. Durch diese drei Eigenschaf-
ten wurde die Verbindungsklasse der y-Alkyl-modifizierte Triphosphate als potentiell ge-
eignetes Testsubstrat fir die Untersuchungen der Photolyse ausgewahlt.

4.6.1 Synthese von -y-Alkyl-MeNV-ATP 86

Als asymmetrische Verbindung sollte das gewlinschte Testsubstrat, wie bereits in Abbil-
dung 45 auf Seite 73 gezeigt, liber die H-Phosphonat- wie auch Amiditroute darstellbar
sein. Angelehnt an die zuvor erhaltenen Erkenntnisse, sollte auch in diesem Fall die
Synthese des Produkts erneut zunachst ber die Amiditroute getestet werden, da die
erzielten Ausbeuten dort hdher sind. Zudem kann fir die Synthese des y-Alkyl-MeNV-
ATP-Derivats auf das zuvor hergestellte Bis-Amidit 79 als Ausgangsverbindung zurtck-
gegriffen werden. Die Reaktion zum Amidit 84 ist in Abbildung 53 dargestellt.
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Abbildung 53: Synthese des Amidits 84 ausgehend vom Bis-Amidit 79 durch DCI-
vermittelte Kupplung mit 1-Octadecanol.
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Das gewlinschte Amidit konnte in einer Ausbeute von 66 % dargestellt werden. Im
Vergleich zu anderen in dieser Arbeit durchgefihrten DCl-vermittelten Kupplung ist die
hier erreichte Ausbeute jedoch schlechter. Es konnte die zuséatzliche Bildung des Phos-
phits 85 beobachtet werden, welches in einer Ausbeute von 17 % isoliert wurde. Das
Produkt konnte dabei sehr gut daran charakterisiert werden, dass es zum einen keine
Diastereomere gebildet hat und dass das erhaltene 3'P-NMR Signal nicht wie zu er-
warten bei einer chemischen Verschiebung von 149 ppm lag, sondern bei nur 130 ppm.
Zudem konnten im "H-NMR die doppelte Anzahl an Protonen fiir die Alkylgruppe be-
obachtet werden. Die Trennung des Amidits und des Phosphits durch S&ulenchroma-
tographie erwies sich dartiber hinaus als nicht trivial, wodurch wegen der mehrfachen
Durchfiihrung der Reinigung von einem Ausbeuteverlust auszugehen ist, da Amidite be-
dingt durch ihre Labilitadt gegentiber Sauerstoff und Sauren zur Zersetzung wahrend der
saulenchromatographischen Reinigung neigen.

Nachdem das Amidit 84 isoliert werden konnte, wurde dieses mit ADP und DCI als Ak-
tivator zum entsprechenden gewlinschten Zielprodukt 86 umgesetzt. Die Synthese ist in
Abbildung 54 beschrieben.
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Abbildung 54: Synthese von y-Alkyl-MeNV-ATP 86 ausgehend vom Amidit 84 durch DCI-
vermittelte Kupplung mit ADP.

Die Kupplung zum gewiinschten ATP-Derivat 86 konnte in einer guten Ausbeute von
61 % realisiert werden. Das Produkt konnte in Form einer gelben Watte isoliert werden
und zeigte bereits im festen Zustand eine gewisse erwartete Stabilitat, da selbst nach ei-
nem langeren Zeitraum keine signifikante Zersetzung beobachtet werden konnte. Wah-
rend das MeNV-AB-ATP 82 zudem hygroskopisch war und sich auch bei Lagerung im
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TiefkUhler bei —20 °C durch langsame Hydrolyse zersetzte, konnte das synthetisierte
v-Alkyl-MeNV-ATP 86 beliebig lange bei —20 °C gelagert werden, ohne das eine Zerset-
zung beobachtet werden konnte.

4.6.2 Photolyseuntersuchungen am Beispiel des y-Alkyl-MeNV-ATP 86

Nachdem das y-Alkyl-MeNV-ATP 86 erfolgreich hergestellt werden konnte, sollte mit die-
ser Verbindung die lichtinduzierte Abspaltung der MeNV-Maske naher untersucht wer-
den. Dazu sollte zeitgleich jeweils ein Parameter der Photolysebedingungen geandert
werden und der entsprechende Einfluss auf die Spaltgeschwindigkeit bestimmt werden.
FUr diese Untersuchungen sollte jeweils der Einfluss des Lésungsmittel, des pH-Werts
und der Abstand zur Lichtquelle untersucht werden. Im Folgenden werden die jeweils
erhaltenen Ergebnisse dieser Untersuchungen vorgestellt.

4.6.2.1 Einfluss des Losungsmittel

Die Photolyse aller bisher hergestellten caged-ATP-Derivate erfolgte in einem 1:1 Ge-
misch von Phosphatpuffer (pH 7.4) und Acetonitril. Der Zusatz von Acetonitril war da-
bei, wie bereits in Abschnitt 4.4 erwdhnt, notwendig, um die abgespaltenen lipophilen
Masken des lipNV-ATPs 74 und lipMeNV-ATPs 76 zu lésen, da diese im reinen wass-
rigen Puffer ausfielen und die Photolyse daher stéren beziehungsweise zu einer po-
tentiellen Verfalschung der bestimmten Halbwertszeit fihren wirden. Der Zusatz von
Acetonitril erfolgte anschlieBend bei allen Photolysen, um die erhaltenen Ergebnisse
vergleichbar zu halten. Der Einfluss des Lésungsmittel und des pH-Werts auf die Pho-
tolyse wurde bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht. Der Fokus dieser
Arbeiten lag jedoch stets in der Aufklarung des Abspaltungsmechanismus der unsub-
stituierten 2-Nitrobenzylmaske (NB) bzw. dem entsprechenden methylsubstituierten De-
rivat (MeNB).['?* 2% Die Ergebnisse von WIRZ und SEED kénnen jedoch aufgrund we-
sentlicher Unterschiede im Versuchsaufbau der Photolyse nicht mit den hier erzielten
Arbeiten verglichen werden. Zum einen wurden als Lichtquelle in den erwdhnten Arbei-
ten energiereiche Blitzlicht-Apparaturen sowie gezielte Laserpulse verwendet, wéhrend
in der vorliegenden Arbeit, im Verhéltnis zu einem Laser, schwache UV-LEDs und lange-
re Bestrahlungsdauern verwendet wurden. Dariiber hinaus wurde in den Arbeiten auch

- 86-



Resultate und Diskussion

nicht die hier verwendete MeNV-Gruppe verwendet, wodurch ein direkter Vergleich der
Ergebnisse ebenfalls nicht méglich ist. Aus beiden Arbeiten lasst sich zusammenfassend
jedoch festhalten, dass unter den dort gewéahlten Versuchsbedingungen eine Photolyse
stets beobachtet werden konnte und der Einfluss des Lésungsmittels auf die jeweilige
Freisetzung des Substrats nur von geringer Bedeutung war.

Wie bereits erwahnt, wurden in dieser Arbeit die Photolysen stets in einem 1:1 Gemisch
aus Phosphatpuffer und Acetonitril durchgeflihrt. Diese Bedingungen sollten auch als
Vergleichswert fir die Untersuchungen der Abspaltgeschwindigkeit bei Variation des L6-
sungsmittels dienen. Der grundlegende Versuchsaufbau der Photolyse ist dabei jedoch
unverandert zu den zuvor durchgefihrten Hydrolysen. In Abbildung 55 sind die so ermit-
telten Halbwertszeiten fir die Photolysen in verschiedenen L&sungsmitteln dargestellt.
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Abbildung 55: Berechnete Halbwertszeiten flr die Photolyse von «y-Alkyl-MeNV-ATP 86 in
verschiedenen Lésungsmitteln. Die Halbwertszeiten sind jeweils an den ent-
sprechenden Balken angegeben.

Wie in Abbildung 55 zu erkennen, konnte unter den in dieser Arbeit definierten Photo-
lysestandardbedingungen eine Halbwertszeit von 7.8 Sekunden fir das y-Alkyl-MeNV-
ATP 86 festgestellt werden. Das Alkyl-Derivat wird somit, trotz identischer MeNV-Maske,
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signifikant langsamer gespalten als beim AB-MeNV-ATP 82 (3.2 s), jedoch immer noch
signifikant schneller als das Bis-MeNV-ATP 76 (17 s). Die Vermutung, dass die MeNV-
Gruppe im Alkylderivat 86 schneller gespalten wird als im entsprechenden AB-Derivat 82
konnte nicht bestatigt werden. Dieser Umstand ist in sofern nicht zu erwarten gewesen,
da die lipophile Alkylkette im Vergleich zur lipophilen AB-Maske keinerlei Absorption von
UV-Licht aufweist. Warum das MeNV-AB-ATP 82 trotz dessen circa doppelt so schnell
gespalten wird kann nicht beantwortet werden.

Beim Vergleich der ermittelten Halbwertszeiten in verschiedenen Lésungsmitteln zeigt
sich zunéchst keine signifikante Anderung. Die bestimmten Halbwertszeiten fiir die Pho-
tolyse in reinen Phosphatpuffer (pH 7.4), DMSO und Acetonitril sind vergleichbar zu
der ermittelten Halbwertszeit unter Standardbedingungen. Bei der Verwendung von DM-
SO und Acetonitril ist jeweils eine etwas schnellere Spaltung der Maske zu beobach-
ten, wahrend die Photolyse in purem PB circa die selbe Halbwertszeit wie unter Stan-
dardbedingungen aufweist. Ein signifikanter Unterschied konnte nur in der Photolyse in
TBAA-Puffer beobachtet werden, da in diesem die Halbwertszeit circa doppelt so hoch
ist wie unter den definierten Standardbedingungen. Bei dieser Aussage muss jedoch in
Betracht gezogen werden, dass der verwendete TBAA-Puffer einen pH-Wert von 6.0 auf-
weist, da es aufgrund der starken Pufferwirkung nicht méglich war den Puffer auf einen
pH-Wert von 7.4 einzustellen. Um zu bestimmen, ob der signifikante Unterschied in den
bestimmten Halbwertszeiten vom Lésungsmittel oder vom pH-Wert abhéngt, sollte im
nachsten Experiment der Einfluss es pH-Wertes untersucht werden.

4.6.2.2 Einfluss des pH-Werts

Im Folgenden soll der Einfluss des pH-Werts auf die Abspaltungsgeschwindigkeit un-
tersucht werden. Der pH-Wert sollte im Gegensatz zum verwendeten Losungsmittel in
der Theorie einen gréBeren Einfluss auf die Photolyse haben, da wéahrend der Abspal-
tung verschiedene Ubergangszustande durchlaufen und Intermediate gebildet werden,
welche protoniert und deprotoniert werden missen. Die Lebensdauer und Stabilitat der
gebildeten Intermediate ist dabei stark vom pH-Wert abhangig. So konnte von WIRz
festgestellt werden, dass zum Beispiel das gebildete Hemiacetal 30 bei verschiedenen
pH-Werten unterschiedlich langlebig ist (Abb. 17, S. 27).['?¥ Die eigentliche Freisetzung
des entsprechend geschiitzten Substrats erfolgt durch die Umlagerung des Hemiacetals
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30. Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass die Stabilitdt des gebildeten Hemi-
acetals einen Einfluss auf die Spaltgeschwindigkeit haben sollte. Um den Einfluss des
pH-Werts auf die Abspaltung der MeNV-Gruppe vom «y-Alkyl-MeNV-ATP 86 zu untersu-
chen, wurden Phosphatpuffer mit unterschiedlichen pH-Werten ausgehend vom bereits
verwendeten Phosphatpuffer (pH 7.4) durch die Zugabe von verdinnter Natronlauge
oder Phosphorsaure hergestellt. Die entsprechenden erhaltenen Halbwertszeiten fir die
durchgefuhrten Photolysen sind in Abbildung 56 dargestellt.
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Abbildung 56: Berechnete Halbwertszeiten flr die Photolyse von «y-Alkyl-MeNV-ATP 86 in
Phosphatpuffer bei verschiedenen pH-Werten. Die Halbwertszeiten sind je-
weils an den entsprechenden Balken angegeben.

Wie in Abbildung 56 zu erkennen, steigt die ermittelte Halbwertszeit in Abhangigkeit
zum pH-Wert des verwendeten Phosphatpuffers. So konnte bei einem pH-Wert von 6.0
bereits eine Steigerung der Halbwertszeit um 44 % und bei einem pH-Wert von 5.0 eine
Verdopplung der Halbwertszeit im Vergleich zu den zuvor definierten Standardbedin-
gungen (pH = 7.4) festgestellt werden. Dieser Anstieg ist vermutlich auf die gehemmte,
jedoch zwingend notwendige, Deprotonierung des Hemiacetals 30 zurlickzufihren. Die-
se Beobachtung konnte bereits von WIRz in seinen Studien beobachtet werden, welcher
auch nachweisen konnte, dass das Hemiacetal bei einem pH-Wert von 3 flr bis zu ei-
ne Minute per IR-Spektroskopie beobachtet werden kann.['**! In dieser Arbeit wurden,
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bedingt durch das verwendete Triphosphat, jedoch keine weiteren Photolysen bei pH-
Werten kleiner 5.0 durchgeflihrt, da bei niedrigen pH-Werten die Phosphatgruppen stu-
fenweise protoniert werden. Durch die Protonierung sind die Anhydridbindungen nicht
mehr durch die negativen Ladungen und den komplexierenden Kationen abgeschirmt,
wodurch die reaktiven Anhydridbindungen schnell durch Nucleophile gespalten werden
kénnen. Durch die Protonierung der Phosphate werden die Verbindungen zudem unlés-
licher in wéssrigen Medien, da die hydrophilen Ladungen neutralisiert wurden.

Ein Anstieg der Halbwertszeit um 68 % konnte bei der Verwendung eines basischen
Phosphatpuffers (pH = 10.4) im Vergleich zu den Standardbedingungen festgestellt wer-
den. Dieser Anstieg kann vermutlich ebenfalls mit Hilfe des Spaltmechanismus und mit
dem Hemiacetal 30 erklart werden, da die Bildung dieses Hemiacetals von der Protonie-
rung des aci-Anions 28 zur (E)-aci Verbindung 29 abhangig ist. Im basischen Milieu ist
diese Protonierung gehemmt, wodurch die Spaltgeschwindigkeit sinkt.

Aus den erhaltenen Daten ist somit festzuhalten, dass die Abspaltung der MeNV-Gruppe
unabhangig vom pH-Wert immer ablauft, jedoch bei einem neutralen bzw. minimal basi-
schen pH-Wert von 7-8 am schnellsten ablauft.

4.6.2.3 Einfluss des Abstands

Der Abstand der Probe zur Lichtquelle sollte in dem hier verwendeten Versuchsauf-
bau vermutlich einen essentiellen Einfluss auf die Spaltgeschwindigkeit haben. Es ist
naturlich davon auszugehen, dass die Intensitat der Lampe mit einem gréB3er werdenden
Abstand zur Probe abnimmt und die Spaltgeschwindigkeit somit sinkt, da die Lichtstar-
ke abhangig von der ausgeleuchteten Flache ist. Befindet sich die Probe direkt vor der
LED ist eine maximale Intensitéat gewéhrleistet, da die ausgeleuchtete Flache auf das
Probengefal3 limitiert ist und nur wenig Strahlung an der Probe vorbei scheinen kann.
Bei der VergréBerung des Abstands steigt der Anteil des Lichts, welcher an der Probe
vorbei scheint, da das Licht durch keine Linse auf die Probe fokussiert wird, sondern
einen Kegel mit einem Winkel von circa 180° ausleuchtet. Durch die hier durchgefthr-
ten Abstandsuntersuchung soll daher festgestellt werden, ob die Intensitat der Lampe
ausreicht, um auch weiter entfernt befindliche Proben in angemessenen Spaltgeschwin-
digkeiten zu photolysieren oder ob die Probe firr eine ideale Photolyse immer direkt vor
der LED positioniert werden muss. Diese Fragestellung ist in sofern relevant, da bei zu
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bestrahlenden Volumina >1 mL gréBere Probenbehéltnisse verwendet werden missen
und diese weiter von der LED entfernt sein mlssten, um eine Bestrahlung des gan-
zen Volumens sicherzustellen. In den bisher durchgefiihrten Photolysen konnten immer
kleine Volumina verwendet werden, sodass die Probe immer direkt vor der LED platziert
werden konnte. Jedoch kénnte es abhangig vom Experiment und des notwendigen Volu-
mens ndtig sein gréBere GefalBe zu bestrahlen, weshalb die durchgefliihrte Abstandsun-
tersuchung wichtige Hinweise auf einen méglichen experimentellen Aufbau geben kénn-
te. Die in diesem Experiment ermittelten Halbwertszeiten sind in Abbildung 57 gegen
den entsprechenden Abstand aufgetragen.
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Abbildung 57: Berechnete Halbwertszeiten flr die Photolyse von «y-Alkyl-MeNV-ATP 86 in
Abhangigkeit zum Abstand zwischen UV-LED und Probengefas.

Die durchgeflihrte Photolyse fiir den Startwert mit 0cm Abstand entspricht den be-
reits zuvor durchgefihrten standardisierten Photolysen und die ermittelte Halbwertszeit
liegt wie bereits in Abbildung 55 gezeigt bei 8.0s. Es wurde jedoch festgestellt, dass
die Halbwertszeit sich bereits bei einem Abstand von 1cm auf 24 s verdreifacht und
anschlieBend zunéchst bei einem Abstand von 10cm linear auf circa sieben Minuten
ansteigt. AnschlieBend kann eine noch weitere Verlangsamung der Spaltreaktion auf
Uber eine halbe Stunde bei einem Abstand von 15 cm beobachtet werden. Aufgrund die-
ser Erkenntnis ist es daher zwingend notwendig das Probengefaf3 so dicht wie méglich
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an der UV-Quelle zu positionieren, da die Lichtintensitat bei gré3eren Abstédnden nicht
mehr ausreichend ist, um die lichtinduzierte Abspaltung in einer ausreichenden Rate zu
ermdglichen.

4.6.2.4 Einfluss der Wellenlange

Einen wesentlichen Einfluss auf die Spaltgeschwindigkeit sollte auch von der verwen-
deten Wellenlange ausgehen, wie bereits kurz im Abschnitt 4.4.2 erldutert wurde. Eine
Abspaltung der caged-Gruppen kann nur stattfinden, wenn die Gruppe durch die ver-
wendete Strahlung vom Grundzustand in einen energetische héheren Singulettzustand
angeregt wird. Ausgehend von diesem angeregten Zustand erfolgt durch mehrere Umla-
gerungen und elektronische Ubergange die Abspaltung des entsprechenden Substrats.
Sollte die verwendete Wellenlange folglich zu energiearm, ergo zu langwellig, sein um
die Anregung aus dem elektronischen Grundzustand zu ermdglichen kann keine Ab-
spaltung erfolgen. Dieser Fakt duBBerte sich bereits beim Vergleich der Halbwertszeiten
fir das NB- und NV-Derivat 71 bzw. 73 in Abschnitt 4.4.2, in welchem beide Derivate je-
weils bei 365 nm bzw. 405 nm photolysiert wurden und die Halbwertszeit bei 405 nm etwa
den dreifachen Wert betrug. Wie im Absorptionsspektrum der MeNV-Maske zu erkennen
weist die MeNV-Maske mehrere unterschiedliche Absorptionsmaxima auf, welche theo-
retisch angeregt werden kénnen. Unter den Standardphotolysebedingungen wird unter
Verwendung der 365 nm UV-LED das Absorptionsmaximum bei circa 350 nm angeregt.
Im Folgenden soll getestet werden, ob eine schnelle Spaltung auch bei einer Photolyse
mit 405 nm mdglich ist. Die Verwendung von solch energiedrmeren Licht ware vorteilhaft
fir die zellulare Verwendung der Verbindungen, da dieses Licht unter keinen Umstén-
den die Zellbestandteile schadigen kann und auch keine zellularen Verbindungen diese
Wellenlange absorbieren. Es zeigte sich, dass die MeNV-Gruppe bei vergleichbaren Be-
dingungen (L&sungsmittel, Konzentration und Leistung) mit 41 s deutlich langsamer bei
405 nm gespalten wird als bei 365 nm (8 s). Der in Abschnitt 4.4.2 beobachtete Trend der
langsameren Spaltung bei 405 nm zeigt sich somit auch bei der MeNV-Gruppe.
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4.7 Synthese und Untersuchung des NV-caged-d4T-Triphosphats 96

Im folgenden Abschnitt soll die Synthese und photolytische Untersuchung von symmetri-
schen NV-caged-d4T-Triphosphats (d4TTP) vorgestellt werden. Bei d4T handelt es sich
wie bereits im Abschnitt 2.3.2 erlautert, um ein Nucleosidanalogon auf der Basis des
natdrlich vorkommenden Nucleosids Thymidin. Die Synthese von d4T wurde erstmals
1966 von HORWITZ publiziert und Ende der 80iger Jahre konnte eine antivirale Wirkung
von d4T gegeniiber des HI-Virus festgestellt werden.!'2® 1271 Nach der erfolgten Aufnah-
me von d4T in die Zelle wird dieses durch zellulare Kinasen in das Nucleosidtriphosphat
umgewandelt, welches die antiviral-aktive Form des d4Ts darstellt. Durch den Einbau
des Nucleosidanalogons in den wachsenden viralen DNA-Strang durch die viruseigene
Reverse Transkriptase erfolgt ein Strangabbruch, da die wachsende Kette nicht weiter
verlangert werden kann. Dadurch wird eine Replikation des Virus unterbunden und die
Viruslast in den infizierten Zellen effektiv gesenkt.['?”]

Die Synthese der verschiedenen, bisher vorgestellten caged-ATP Derivate erfolgte zu-
nachst zur Bereitstellung von maskierte ATP-Derivate, mit welchen die immunregula-
torischen Funktionen des ATPs in entsprechenden Assays untersucht werden kénn-
ten. Darlber hinaus sollte das Konzept der caged-Maskierung jedoch auch auf weitere
Nucleosidtriphosphate tbertragen werden, welche zum Beispiel antivirale Eigenschaften
aufweisen, um auch diese Prozesse zeit- und ortsabh&ngig durch die gezielte lichtindu-
zierte Freisetzung der maskierten Verbindungen untersuchen zu kénnen. Aus dem Pool
der verschiedenen antiviralen Verbindungen basierend auf Nucleosidanaloga wurde da-
bei bewusst das d4T-Triphosphat gewahlt, da mit dieser Verbindung auch eine weitere
Fragestellung geklart werden sollte: Wahrend der Photolyse der symmetrischen nicht
lipophilen caged-ATP Derivate (NB, NV und MeNV) konnte das entsprechende Nitroso-
Spaltprodukt nie wahrend der durchgefiihrten HPLC-Analyse beobachtet werden. Be-
reits KAPLAN vermutete bei seinen Arbeiten mit dem monomaskierten NB-ATP, dass das
freiwerdende Spaltprodukt mit dem freigesetzten ATP reagieren kénnte.['”! Bei der Ver-
wendung von d4TTP als maskierte Verbindung ist nach der photolytischen Spaltung der
caged-Masken eine Reaktion mit dem Nucleotid ausgeschlossen, da d4T keine reak-
tiven Gruppen, wie zum Beispiel das exocyclische Amin oder die Hydroxygruppen des
ATPs aufweist, welche mit dem gebildeten Nitrosobenzaldehyd reagieren kdnnten. Sollte
es folglich mdglich sein, das Nitroso-Spaltprodukt wahrend der Photolyse eines symme-
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trischen caged-d4TTP Derivats bei Verwendung der selben Photolysebedingungen und
HPLC-Methode zu beobachten, kann angenommen werden, dass das gebildete ATP mit
dem Spaltprodukt reagiert. Als caged-Gruppe wurde dabei auf die NV-Gruppe zurlick-
gegriffen, da das Absorptionsspektrum dieser Verbindung im Vergleich zur NB-Gruppe
durch die charakteristischen Banden zwischen 300 - 390 nm leichter zu detektieren ist
und das Spaltprodukt dadurch leichter zu identifizieren sein sollte. Dartiber hinaus zeig-
ten die zuvor durchgefiihrten Untersuchungen, dass die NV-Gruppe im Vergleich zur
NB-Gruppe schneller gespalten werden sollte. Auf die Verwendung der MeNV-Gruppe
wurde auf Grund der Bildung des komplexen Diastereomerengemisches verzichtet, wel-
ches die Reinigung und Analytik durch NMR-Spektroskopie erschweren wiirde.

4.7.1 Synthese des symmetrischen NV-caged-d4T-Triphosphats 96

Die Synthese des NV-caged-d4TTPs 96 sollte durch die Kupplung des d4T-Diphosphats
(d4TDP) mit dem bereits beschriebenen Bis-NV-Amidit 69 erfolgen. Die Synthese des
d4TDP erfolgte dabei, angelehnt an die von HORWITZ publizierte Synthese von d4T,
ausgehend von Thymidin und die weitere Synthese zum Diphosphat erfolgt anschlie-
Bend angelehnt an die Arbeiten von GOLLNEST, welcher die Darstellung des d4TDPs
durch die cycloSal-Methode beschrieb.’® 1261 Die Synthese von d4T ausgehend von
kommerziell erhaltlichen Thymidin ist in Abbildung 58 dargestellt. Im ersten Synthese-
schritt erfolgte die Umsetzung von Thymidin mit einem Uberschuss an Mesylchlorid, um
die Hydroxygruppen durch die Modifikation mit Mesylgruppen in gute Abgangsgruppen
zu Uberfihren. Das Mesylderivat 88 konnte in einer guten Ausbeute von 85 % erhalten
werden. Im nachsten Syntheseschritt wurde das erhaltene Mesylderivat 88 mit einem
Uberschuss an Natronlauge in der Siedehitze umgesetzt. Es wird dabei angenommen,
dass durch den Angriff eines Hydroxidions an der 5’-Position zunachst in einem Sy2-
Mechanismus die Mesylgruppe abgespalten wird und ein entsprechendes Alkoholat er-
halten wird. Dieses kann anschlieBend intramolekular nach einem Sy2-Mechanismus an
der Rickseite des 3’-Kohlenstoffatoms angreifen, wodurch zeitgleich die entsprechende
3’-Mesylgruppe abgespalten wird und das gewlinschte 3’,5’-Anhydrothymidin 89 erhalten
wird. Die Darstellung des Derivats 89 gelang ebenfalls in einer guten Ausbeute von 87 %.
Im letzten Syntheseschritt wurde das erhaltene 3',5’-Anhydrothymidin 89 in tert-Butanol
geldst und mit einem Uberschuss Kaliumhydroxid in der Siedehitze umgesetzt. Durch
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Abbildung 58: Synthese von d4T 90 ausgehend von Thymidin 87 nach dem Synthesepro-
tokoll von HORwITZ.[126]

das gebildete fert-Butanolat erfolgt eine Deprotonierung an der 2’-Position, wodurch in
einem nachfolgendem E2-Mechanismus am benachbarten 3’-Kohlenstoffatom das Sau-
erstoffatom abgespalten und zeitgleich eine Doppelbindung zwischen dem 2’- und 3’-
Kohlenstoffatom ausgebildet wird. Durch die Abspaltung des Sauerstoffatoms wird an
der 5’-Position der Alkohol zurtickgebildet, wodurch die gewlinschte Zielverbindung 90
erhalten wird, welche in einer Ausbeute von 58 % erhalten werden konnte. Neben dem
gewulnschten d4T 90 wurden zudem 20 % des eingesetzten Edukts 89 reisoliert, sodass
die Reaktion bei erneuter Durchfiihrung langer als die hier verwendeten drei Stunden
erhitzt werden sollte.

Nachdem die Verbindung 90 erfolgreich dargestellt werden konnte, sollte als nachstes
das d4TDP hergestellt werden. Die Synthesen wurden dabei an den Arbeiten von GOLL-
NEST angelehnt, welcher zunachst den 5-Chlor-cycloSal-d4TMP-Triester 93 herstellte,
um aus diesem anschlieBend das d4T-Diphosphat herzustellen. Die Synthese ist in Ab-
bildung 59 dargestellt.
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Abbildung 59: Synthese des 5-Chlor-cycloSal-d4TMP-Triesters 93 durch Kupplung der Ver-
bindung 92 mit d4T 90. Das Produkt konnte nur verunreinigt isoliert wer-
den, da eine saulenchromatographische Reinigung aufgrund der Labilitat
des Triesters 93 nicht mdglich war.

Das 5-Chlorsaligenylchlorphosphit 92 konnte als Gemisch von zwei Enantiomeren in
einer Ausbeute von 54 % erhalten werden. Die erreichte Ausbeute ist dabei vergleichbar
mit zuvor durchgefiihrten Arbeiten.[’® 7°1 Ausgehend von dem cyclischen Chlorphosphit
konnte die Kupplung mit dem zuvor hergestellten d4T 90 realisiert werden. Eine Rei-
nigung des Rohprodukts war jedoch aufgrund der beobachteten Labilitat des Triesters
93 nicht mdéglich, da dieser bereits eine Zersetzung bei der diinnschichtchromatographi-
schen Reaktionsverfolgung aufzeigte. Auf eine weitere Reinigung wurde somit verzichtet
und das Rohprodukt wurde mit den vorhandenen Verunreinigungen in dem néchste Syn-
theseschritt verwendet. Die Synthese zum Diphosphat ist in Abbildung 60 dargestellt.

cl o | Y 2x BusN® 8%
\©\/\ .0 N o 2.5 Aquiv. BusNH,PO, fe)
/P"l,’
°" "0 o DMF \fj\NH
_ 20 h, rt
o o o
Ho—g—o—g—oj o
©
OH
39%

Cl
95

Abbildung 60: Synthese des d4T-Diphosphats 94 ausgehend von dem verunreinigten cy-
cloSal-Triester 93.
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Die Synthese des Diphosphats 94 konnte nur in einer schlechten Ausbeute von 8 %
realisiert werden. Die Darstellung des Diphosphats 94 erfolgt dabei durch einen nucleo-
philen Angriff des zugegebenen Monophosphatsalzes am Phosphoratom des cycloSal-
Triesters 93. Durch den Angriff erfolgt zunéchst der Bindungsbruch zum phenolischen
Sauerstoffatom und anschlieBend, bedingt durch die Umpolung des phenolischen Sau-
erstoffatoms zum starken Elektronendonor, erfolgt der Bindungsbruch zum benzylischen
Sauerstoffatom. Durch diesen Bindungsbruch erfolgt die vollstandige Abspaltung der cy-
cloSal-Maske und die Freisetzung des Diphosphats 94. Der detaillierte Mechanismus
der Abspaltung der cycloSal-Maske wurde bereits auf Seite 18 in Abbildung 12 vor-
gestellt. Wahrend der Reinigung konnten als Uberwiegendes Produkt der Synthese in
einer Ausbeute von 39 % das Derivat 95 isoliert werden. Die Bildung dieses Produk-
tes erfolgt, wenn nach dem Angriff des Monophosphatsalzes zuerst die Bindung zur
Benzylposition gespalten wird. Die Spaltung dieser Bindung ist nicht favorisiert, da die
Bildung des Phenolats durch die bessere Stabilisierung der negativen Ladung bevor-
zugt ist. Es ist daher zu vermuten, dass der eigentlich nicht favorisierte Bindungsbruch
zur Benzylposition durch den Einsatz des stark verunreinigten Triesters 93 begunstigt
wurde. Aufgrund der hohen Verunreinigung des Rohprodukts durch die Bildung des Ne-
benprodukis 95 und den durch den Einsatz des verunreinigten Triesters 93 ebenfalls
mit eingetragenen Verunreinigungen gestaltete sich die Reinigung des Diphosphats als
nicht trivial und musste mehrfach wiederholt werden. Es ist davon auszugehen, dass
die wiederholten Reinigungsschritte zu einer teilweisen Zersetzung des Diphosphats ge-
fuhrt haben, wodurch die Ausbeute noch weiter vermindert wurde. Ausgehend von der
erhaltenen Menge des d4TDP 94 war es jedoch trotzdem méglich die Synthese zum
entsprechenden symmetrischen NV-d4TTP 96 durchzufihren. Die Synthese ist in Abbil-
dung 61 dargestellt. Das gewilinschte symmetrische NV-geschiitzte d4TTP 96 konnte in
einer guten Ausbeute von 61 % erhalten werden. Die erreichbare Ausbeute ist damit ver-
gleichbar mit der Ausbeute fiir das symmetrisch NV-geschiitzte ATP 73. Es zeigte sich
auch in diesem Fall, dass die Darstellung von symmetrischen caged-Verbindung basie-
rend auf Benzylalkoholen in guten Ausbeuten Gber die Amiditroute mdglich ist und nicht
auf die H-Phosphonatroute zurlickgegriffen werden muss. Es zeigte sich jedoch auch,
dass die Darstellung des notwendigen Nucleosiddiphosphats meist nur umstandlich rea-
lisiert werden kann. Eine Alternative zu der in dieser Arbeit verwendeten Darstellung des
Diphosphats wére die Darstellung des d4TMP Uber die Synthesemethode von SOWA und
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Abbildung 61: Synthese des symmetrischen NV-caged-d4TTPs 96 durch die Kupplung des
Amidits 69 mit d4TDP 94.

oucHL['?8 Ausgehend vom Monophosphat wére die Darstellung des Diphosphats durch
die Umsetzung mit einem symmetrisch geschiitzten Amidit denkbar. Als Schutzgruppen
wirden sich in diesem Fall die Benzyl- oder Fluorenylmethylschutzgruppe anbieten. Die
Darstellung des Diphosphats Uber die Syntheseroute mit der cycloSal-Maske gelang in
den Arbeiten von GOLLNEST jedoch in guten Ausbeuten, weswegen die Synthesealter-
nativen mit geschitzten Amiditen nicht in Betracht gezogen worden. Es ist daher, im
Vergleich zu den Arbeiten von GOLLNEST, davon auszugehen, dass die Darstellung des
Diphosphats 94 nur aufgrund der vielen Verunreinigungen in einer schlechten Ausbeute
von 8 % realisiert werden konnte. Im Folgenden sollte anschlieBend die Photolyse des
dargestellten symmetrischen NV-d4TTPs 96 untersucht werden, um zu Gberprifen, ob
die NV-Maske in einer zum ATP-Derivat 73 vergleichbaren Halbwertszeit abgespalten
wird und ob das Nitroso-Spaltprodukt beobachtet werden kann.

4.7.2 Photolyse des symmetrischen NV-caged-d4TTP 96

Die Photolyse des symmetrischen NV-caged-d4TTP 96 erfolgte unter den zuvor defi-
nierten Standardbedingungen, um die erhaltenen Ergebnisse mit den Ergebnissen der
Photolysen der caged-ATP Derivate zu vergleichen. Es wurde dabei eine 1 mg/mL L6-
sung der Verbindung 96 in einem 1:1 Gemisch aus Phosphatpuffer (pH 7.4) und Ace-
tonitril hergestellt und mit der 365 nm UV Lampe bestrahlt. Die erhaltene Kurve fir das
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symmetrische NV-d4TTP 96 ist in Abbildung 62 dargestellt.
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Abbildung 62: Zerfallskurve des symmetrischen NV-d4TTP 96, welche durch das Auftragen
der entsprechenden Peakflachen gegen die Belichtungszeit erhalten wurde.

Aus den erhaltenen Chromatogrammen der HPLC-Analyse konnte die in Abbildung
62 dargestellte Kurve flr das symmetrischen NV-d4TTP 96 erhalten werden. Eine Dar-
stellung der Bildungskurve flir das freiwerdende Intermediat mit nur noch einer NV-
Maske oder dem daraus freiwerdenden d4TTP konnte nicht dargestellt werden, da bei-
de Substanzen dieselbe Retentionszeit aufwiesen und somit nicht separiert integriert
werden konnten, um die jeweilige Peakflache zu bestimmen. Die beiden Substanzen
konnten jedoch trotz derselben Retentionszeit an Hand ihrer UV-Spektren unterschie-
denen werden, da im Laufe der Bestrahlungszeit die Intensitat der charakteristischen
Nitro-Absorptionsbande zwischen 300 nm bis 390 nm nicht mehr in dem Uberlagertem
Signal festgestellt werden konnte. Die Halbwertszeit fir das symmetrische NV-d4TTP
96 konnte durch einen exponentiellen Fit der dargestellten Kurve auf einen Wert von
42 s berechnet werden. Die Halbwertszeit ist somit circa zehn Sekunden héher als fir
das entsprechende NV-ATP Derivat 73. Trotz der im Vergleich etwas langsameren Frei-
setzung kann jedoch trotzdem von einer zligigen Freisetzung des d4TTP gesprochen
werden, da nach circa vier Minuten eine vollstandige Abspaltung beider NV-Masken be-
obachtet werden konnte. Darliber hinaus konnte auch in dieser Photolyse bzw. bei der
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durchgefuhrte HPLC-Analyse das Nitroso-Spaltprodukt nicht beobachtet werden. Es ist
somit davon auszugehen, dass das Spaltprodukt nicht durch die HPLC-Saule eluieren
kann, da es von der verwendeten stationdren Phase immobilisiert wird. Es ist somit ver-
mutlich auch unwahrscheinlich, dass das Nitroso-Nebenprodukt mit dem ATP reagiert
und dadurch nicht detektiert wird.

AbschlieBend lasst sich somit festhalten, dass die Synthese des symmetrischen NV-
d4TTP 96 in einer Ausbeute von 61 % gelang, die Darstellung des d4T-Diphosphats
jedoch einer weiteren Optimierung bedarf, da dieses nur mit einer geringen Ausbeute
von 8 % isoliert werden konnte. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Ab-
spaltung der NV-Maske etwas langsamer erfolgte als bei dem entsprechenden NV-ATP
Derivat 73, jedoch auch hier eine vollstandige Abspaltung der Maske beobachtet werden
konnte. Die Beobachtung des entstehenden Nitroso-Spaltprodukts gelang jedoch auch
in der hier durchgefihrten Photolyse des symmetrischen NV-d4TTP 96 nicht. Wodurch
geschlussfolgert werden kann, dass die Nitrosoverbindung nicht fir die Detektion via
RP-HPLC geeignet ist und im Fall der ATP-Derivate nicht von einer Reaktion mit dem
ATP ausgegangenen werden muss, wie von KAPLAN vermutet.['%”]
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4.8 Symmetrisches p-Hydroxyphenylacyl-ATP

In der vorliegenden Arbeit sollte nicht nur die bereits intensiv untersuchte und in der Lite-
ratur breit verwendete 2-Nitrobenzyl-Schutzgruppe verwendet werden, sondern auch die
weniger bekannte p-Hydroxyphenylacyl (pHP) Schutzgruppe. Die pHP-Gruppe hat ge-
genuber der 2-Nitrobenzyl-Gruppe den entscheidenden Vorteil, dass das freiwerdende
Spaltprodukt (4-Hydroxyphenylessigsaure) weder toxisch noch unldslich in wassrigen
Medien ist. Die notwendige Wellenlange zur Spaltung der pHP-Maske liegt jedoch mit
300 nm in einem Bereich, in dem Schaden in einem zellularen Kontext nicht ausgeschlos-
sen werden kénnen. Jedoch sind weiterhin viele Fremdabsorbtionen durch Aminosauren
und Nucleobasen bei dieser Wellenlange ausgeschlossen. Die pHP-Schutzgruppe wur-
de erstmals 1996 von GIVENS als photolabile Schutzgruppe vorgestellt. GIVENS schitzte
das y-Phosphat von ATP mit dieser Gruppe und zeigte anschlieBende die kontrollierte
Freisetzung von ATP durch die Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 300 nm.['%? Das
von GIVENS dargestellte monomaskierte pHP-ATP und die Schllsselschritte zur Darstel-
lung dieses Derivats sind in Abbildung 63 dargestellt.
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Abbildung 63: Synthesestrategie von GIVENS zur Darstellung des monogeschitzten pHP-
ATPs 39.

Die Darstellung des pHP-ATPs 39 erfolgte ausgehend von der leicht herzustellen-
den, aber auch kommerziell erhéltlichen, Verbindung 97, welche zunéchst durch ein
Acetal geschitzt wird und im Anschluss mit einem Bis-Benzylphosphat zum gezeigten
Phosphat-Derivat 98 umgesetzt wurde. Dieses Phosphat wurde anschlieBend stufen-
weise entschitzt, indem zunachst durch hydrogenolytische Spaltung die Benzylgruppen
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entfernt und durch die Zugabe von Salzsaure das Keton 99 zurlickgewonnen wurde. Im
letzten Schritt wurde dieses Phosphat mit einem Imidazolium-ADP umgesetzt, um nach
mehreren Reinigungsschritten das gewiinschte Produkt 39 zu erhalten.

Zur Abgrenzung zu den Arbeiten von GIVENS sollte die in dieser Arbeit verwendete pHP-
Maske jedoch modifiziert werden, um das bereits vorgestellte AB-Konzept mit dem der
photospaltbaren Gruppen zu kombinieren und somit lipophile Verbindungen herzustel-
len. Durch diese lipophile Modifikation sollte das maskierte Substrat passiv in die Zelle
gelangen kénnen, jedoch erst nach entsprechender Beleuchtung und der damit verbun-
denen Abspaltung der pHP-Maske biologisch aktiv werden (vgl. Abschnitt 4.5). Daflir wa-
re zunachst die Veresterung der phenolische Hydroxygruppe im Sinne des AB-Konzepts
notwendig, um eine entsprechende Erhéhung der Lipophilie zu erreichen. In vorange-
gangenen Arbeiten von GIVENS konnte jedoch gezeigt werden, dass die phenolische Hy-
droxygruppe fir den Abspaltmechanismus essentiell ist und flr die photolytische Spal-
tung nicht modifiziert sein darf, da diese wahrend der Abspaltung eine Chinonmethid-
Struktur ausbilden muss (vgl. Abschnitt 2.5). Jedoch ist dieser Umstand fir die geplante
Kombination aus AB-Konzept und photospaltbarer Gruppe nicht hinderlich, da ein lipo-
philer phenolischer Ester nach Aufnahme in die Zelle von entsprechenden Enzymen ge-
spalten werden wurde, wie bereits an einer Vielzahl an AB-maskierten Verbindungen in
unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte.[® 114 1291 Dje fiir das AB-Konzept notwen-
dige 1,6-Eliminierung nach Spaltung des AB-Esters zur Freisetzung des AB-geschitzten
Substrats kann jedoch nach der enzymatischen Spaltung des pHP-Esters nicht erfolgen,
da das Keton in para-Stellung zum Phenol diese Eliminierung verhindert. Die Kombi-
nation aus AB-Konzept und pHP-Gruppe ist zur besseren Ubersicht in Abbildung 64
nochmals schematisch dargestellt.

Durch die Veresterung der pHP-Gruppe zu einem entsprechend langkettigen lipophi-
len Ester sollte es dem maskierten Substrat 100 mdglich sein, durch passive Diffusion in
die Zelle aufgenommen zu werden. In der Zelle sollte dieser Ester durch entsprechende
Enzyme gespalten werden, um das nur noch pHP-geschitzte Derivat 101 quantitativ frei-
zusetzen. Nach einer ausreichend langen Inkubationszeit sollte es anschlie3end mdglich
sein, die pHP-Maske von Verbindung 101 abzuspalten und das Substrat R freizusetzen.
Als Spaltprodukt wirde p-Hydroxyphenylessigsaure 102 gebildet, welche im Vergleich
zum Nitrosospaltprodukt der NB-Gruppe weniger reaktiv sein sollte und zudem wasser-
I6slich sein sollte. Analog zu den zuvor in dieser Arbeit angefertigten maskierten ATP-
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Abbildung 64: Schematische Darstellung der Kombination aus AB-Konzept mit der pHP-
Schutzgruppe.

Derivaten wére es erstrebenswert ein symmetrisches Bis-pHP-ATP zu synthetisieren,
um die pHP-Gruppe bzw. die lichtinduzierte Freisetzung von ATP mit der zuvor ausgiebig
untersuchten NB-Gruppe (und den entsprechenden Derivaten) vergleichen zu kénnen.
Zudem ist eine Erhéhung der Lipophilie fir einen méglichen intrazelluldren Einsatz durch
die Verwendung von zwei Schutzgruppen leichter zu realisieren und es kann erneut auf
die etablierten Syntheseprotokolle fiir TriPPPro-Verbindungen zuriickgegriffen werden.

4.8.1 Retrosynthese des Bis-pHP-ATPs 42

Das Retrosyntheseschema zur Darstellung des Bis-pHP-ATPs 42 ist in Abbildung 65 ab-
gebildet. Als Ziel galt es, zunéchst aus der Ausgangsverbindung in vier Syntheseschrit-
ten die Verbindung 106 darzustellen, welche als Ausgangsverbindung flir verschiedene
lipophile Ester 105 dienen sollte. Ausgehend von den Estern sollte anschlieBend die
Zielverbindung 42 Uber die H-Phosphonat- oder Amiditroute darstellbar sein.
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Abbildung 65: Retrosynthese des Bis-pHP-ATPs 42.

Das symmetrisch geschultzte Bis-pHP-ATP 42 sollte durch eine der bekannten und
etablierten Syntheserouten, angelehnt an die TriPPPro-Synthese, dargestellt werden
kénnen. Die Darstellung sollte dafliir entweder ausgehend von dem H-Phosphonatdiester
103, durch die Aktivierung mit N-Chlorsuccinimid und der anschlieBenden Umsetzung
mit ADP, oder aber ausgehend von dem Phosphoramidit 104 durch die Aktivator-vermittelte
Kupplung mit ADP méglich sein. Der H-Phosphonatdiester 103 sowie das Amidit 104
sollten ausgehend von entsprechenden Ester 105 durch die Kupplung an Diphenylphos-
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phit 66 (H-Phosphonat) oder Dichlor-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 61 (Amidit)
darstellbar sein. Der Ester 105 sollte durch eine Veresterung des Phenols 106 erhaltlich
sein. Die SchllUsselverbindung 106 sollte durch die Abspaltung der THP-Schutzgruppe
(Tetrahydropyran, THP) unter schwach aciden Bedingungen erhaltlich sein. Der THP-
geschitzte Alkohol 107 sollte durch eine Hydroxylierung der Bromverbindung 97 dar-
stellbar sein. Die Verbindung 97 sollte durch die THP-Schitzung des Phenols 108 er-
héltlich sein, welche wiederum aus dem kommerziell erhaltlichen Acetophenon-Derivat
109 darstellbar sein sollte.

Die Darstellung der Schliisselverbindung 106 erscheint in dem gezeigten Retrosynthese-
schema trivial, hat jedoch verschiedene Syntheseversuche bendtigt, um eine verlass-
liche Synthese flr dieses Molekil zu erarbeiten. Fehlgeschlagene Syntheseversuche
bzw. Synthesestrategien, welche zu keinem positiven Ergebnis geflihrt haben, werden
im Anschluss der erfolgreichen Synthese der Verbindung 106 kurz vorgestellt.

4.8.2 Synthese des Bis-pHP-ATPs 42

Wie bereits in der Retrosynthese erlautert, soll im Folgenden zunachst die Darstellung
der Schlisselverbindung 106 vorgestellt werden und auch Syntheseversuche beschrie-
ben werden, welche keine positiven Ergebnisse lieferten. Generell 1&sst sich festhalten,
dass die Verbindung 106 trotz seiner simplen Struktur weder kommerziell erhaltlich noch
in der Literatur gut beschrieben ist. Als Ausgangsverbindung fir die Darstellung der Ver-
bindung 106 diente das kommerziell erhaltliche 4-Hydroxyacetophenon 109. Der erste
Syntheseschritt ist in Abbildung 66 gezeigt.
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Abbildung 66: Bromierung des kommerziell erhaltlichen 4-Hydroxyacetophenons 109 mit
elementarem Brom. Neben dem gewiinschten monobromierten Produkt 108
wurde auch die doppelt und dreifach bromierten Verbindungen 110 und 111
erhalten werden.

Das gewlinschte Produkt konnte in einer Ausbeute von 73 % erhalten werden. Es
konnte dartiber hinaus die Bildung der doppelt und dreifach bromierten Verbindungen
110 und 111 beobachtet werden. Beide Nebenprodukte konnten jedoch nicht rein iso-
liert werden, wodurch eine exakte Bestimmung der Ausbeute nicht méglich war. Die Pro-
dukte werden durch eine saurekatalyisierte a-Halogonierung erhalten. Die durch Zerfall-
prozesse des Chloroforms gebildete Saure verschiebt das Gleichgewicht der Keto-Enol-
Tautomerie verstarkt auf die Seite des Enols, wodurch das Brom leicht in der a-Position
addiert werden kann. Die Zweit-, und Drittsubstitution ist jedoch im sauren Milieu auf-
grund des Einflusses des ersten addierten Bromatoms auf das gebildete und notwendi-
ge Carbokation weniger favorisiert, wodurch diese Produkte auch nur in kleinen Mengen
gebildet wurden.

Im nachsten Schritt sollte die phenolische Hydroxygruppe mit einer basenstabilen Schutz
gruppe geschitzt werden, da das Phenol einen stérenden Einfluss auf die notwendige
Hydroxylierung am bromierten Kohlenstoffatom hat.l'3¥ Neben der Stabilitat gegeniiber
Basen sollte die Schutzgruppe jedoch auch relativ milde wieder abgespalten werden
kdnnen, da die Stabilitat der Schliisselverbindung 106 nicht eingeschéatzt werden konn-
te. Somit wurde eine Vielzahl an Schutzgruppen basierend auf Ethern von Beginn an
nicht in Betracht gezogen, da diese meist nur in stark aciden Bedingungen oder durch
die Zugabe von Lewissaduren gespalten werden kénnen. Auch auf einen Benzylether
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wurde verzichtet, da die Reaktivitat des a-Hydroxyketons in Verbindung 106 gegentiber
reduktiven Bedingungen, wie Palladium auf Kohle in Kombination mit Wasserstoff, nicht
eingeschatzt werden konnte. Als geeignete Schutzgruppe hat sich schlieBlich die THP-
Gruppe herausgestellt, welche sowohl unter milden sauren Bedingungen in das Molekil
eingebracht als auch abgespalten werden kann. Die Synthese der THP-geschiitzten Ver-
bindung 97 ist in Abbildung 67 gezeigt.

o 1.5 Aquiv. Dihydropyran o)
~ Br Kat. PPTS Br
4 CH,ClI, *
HO 3h,rt O (6] 88%
108 97

Abbildung 67: Synthese des THP-geschitzten Derivats 97 ausgehend von dem Phenol 108
(PPTS: Pyridinium-p-toluolsulfonat).

Das geschiitzte Derivat 97 konnte in einer guten Ausbeute von 88 % erhalten wer-

den. Durch die katalytische Menge Saure wird die Doppelbindung des zugegebenen
Dihydropyrans protoniert, sodass ein stabiles Oxocarbeniumion gebildet wird. Dieses
mesomeriestabiliserte Kation wird anschlielBend vom Phenol nucleophil angegriffen, wo-
durch nach Deprotonierung des phenolischen Sauerstoffatoms das gewtlinschte Acetal
gebildet wird. Durch die Addition des Phenols an den Sechsring des Dihydropyrans wird
jedoch ein neues Stereozentrum erhalten, wodurch das Produkt als Racemat erhalten
wird.
Nachdem das basenstabil geschiitzte THP-Derivat 97 erhalten wurde, sollte die a-Car-
bonylposition hydroxyliert werden. Wahrend in der Literatur mehrere Wege beschrieben
sind, um Alkohole in entsprechende Bromverbindungen zu tberflhren, wie zum Beispiel
die Reaktion von Alkoholen mit Phosphortrihalogeniden oder der APPEL-Reaktion, so
finden sich nur wenige synthetische Ansétze fiir den umgekehrten Fall.l'3"! Einer dieser
Ansatze ist in Abbildung 68 dargestellt.
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o) o} 0
Br 3.0 Aquiv. CSHCO, N O\H/H D OH
THP Ethanol THP. | P 0 THP-
o) 2h,90°C o o

108 112 107

Abbildung 68: Hydroxylierung des Bromatoms durch Cé&siumformiat und der anschlie3en-
den Spaltung des intermediar gebildeten Ameisensaureesters zum Produkt
107.

Das Produkt 107 konnte in einer sehr guten Ausbeute von 90 % erhalten werden.
Als Nucleophil dient in dieser Synthese das Formiation, welches mit seinem negativen
Sauerstoffatom in der a-Position zum Keton angreift und das Bromatom substituiert. Das
gebildete Bromid wird durch die Bildung von Casiumbromid aus der Reaktion entfernt,
wodurch eine Rickreaktion nicht mdglich ist. Der gebildete Ameisensaureester 112 ist je-
doch unter den gewéhlten Synthesebedingungen nicht stabil, da dieser in der Siedehitze
durch das Ethanol und die basischen Bedingungen gezielt gespalten wird, sodass aus
dem Ester der gewiinschten Alkohol 107 gebildet wird.l"*2 Unter geeigneten milderen
Reaktionsbedingungen ist es dariiber hinaus mdglich den gebildeten Ester zu isolieren,
sodass mit dieser Methode Bromide auch in Ester lberfiihrt werden kénnen.'3% In spé-
teren Reaktionen konnte zudem festgestellt werden, dass die THP-Schiitzung und die
hier durchgefliihrte Hydroxylierung im sogenannten one-pot-Verfahren durchgefiihrt wer-
den kénnen. Dazu wird zun&chst wie beschrieben die THP-Gruppe mit Dichlormethan
als Lésungsmittel eingeflhrt und nach einem vollstandigen Umsatz das Lésungsmittel im
Olpumpenvakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde anschlieBend in trockenem
Ethanol aufgenommen und mit Césiumformiat versetzt, um die Hydroxylierung durch-
zufihren. Das Produkt 107 kann auf diesem Wege in einer vergleichbaren Ausbeute
erhaltenen werden, es wird jedoch ein Reinigungsschritt eingespart.

Nachdem das Bromatom durch die Hydroxygruppe substituiert wurde, musste im letzten
Schritt die THP-Gruppe abgespalten werden. Die entsprechende Synthese ist in Abbil-
dung 69 dargestellt.
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o} 0
Q /©)JVOH Kat. PPTS /©)JVOH
o~ "o M?Qf‘{}"' HO 86%
107 106

Abbildung 69: Saurekatalysierte Abspaltung der THP-Schutzgruppe zur Darstellung des
Phenols 106.

Das Phenol konnte in einer guten Ausbeute von 86 % erhalten werden. Die Freiset-
zung des Phenols erfolgt dabei durch die Protonierung des phenolischen Sauerstoffa-
toms und dem anschlieBenden Angriff des Lésungsmittels Methanol am benachbarten
stereogenen Kohlenstoffatom. Bei der Reaktion handelt es sich daher formal um eine
Umacetalisierung.

Wie bereits am Anfang des Abschnitts erlautert wurde die Darstellung der Verbindung
106 auch Uber verschiedene weitere Synthesewege versucht. Dazu gehérte unter ande-
rem der Versuch der Hydroxylierung der THP-geschitzten Verbindung 97 mit Natronlau-
ge mit und ohne den Zusatz von Silbersalzen, wie in Abbildung 70 dargestellt.

1.2 Aquiv NaOH

0 THF O
Br lh, rt OH
O\ — -- oder -- - O\
o O THF o 0
1h, 80 °C
108 107

1.2 Aquiv. NaOH
1.0 Aquiv. AgNO3

Abbildung 70: Versuch der Darstellung des Alkohols 107 durch die Umsetzung der Brom-
verbindung 108 mit Natronlauge.

Durch die Umsetzung der Bromverbindung 108 mit Natronlauge konnte das gewtinsch-
te Produkt nicht isoliert werden. Beim Rihren des Reaktionsgemisches bei Raumtempe-
ratur konnte zunéchst kein Umsatz beobachtet werden. Beim anschlieBenden Erhitzen
der Reaktionslésung konnte eine Schwarzfarbung und per Dinnschichtchromatographie
eine Zersetzung des Edukts in mehrere Verbindungen festgestellt werden. Eine Iso-
lierung oder Identifizierung der entstandenen Verbindungen durch NMR-Spektroskopie
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oder Massenspektrometrie gelang nicht. Im nachsten Schritt wurde die Reaktion in der
Hoffnung wiederholt, dass die Abspaltung des Bromatoms durch die Zugabe von Silber-
ionen vereinfacht verlauft, da sich das sehr stabile Silberbromid bilden wiirde, welches
aufgrund seiner schlechten Léslichkeit ausfallt und das Reaktionsgleichgewicht verschie-
ben wirde. Es konnte jedoch erneut bei Raumtemperatur kein Umsatz und nach Erhit-
zen eine vollstandige Zersetzung in verschiedene unbekannte Verbindungen beobachtet
werden. Vermutlich erfolgte, unabhangig von der Zugabe von Silberionen, eine Depro-
tonierung an der vergleichsweise aciden a-Carbonylposition. Das gebildete Anion wére
zum Einen durch das Carbonylsauerstoffatom mesomeriestabilisiert und zum Anderen
verhindert die negative Ladung einen weiteren Angriff eines Nucleophils, wodurch das
Bromatom nicht substituiert werden kénnte. Theoretisch ware zudem ein Angriff der ne-
gativen Ladung an einem noch nicht deprotonierten Eduktmolekdil unter Substitution des
Bromatoms oder eine Adolreaktion méglich, wodurch die Vielzahl an beobachteten Ver-
bindungen erklart werden wirde.

Ein weiterer Syntheseweg zur Darstellung von a-Hydroxyketonen ist die Umsetzung
eines entsprechenden Acetophenonderivats mit der sterisch anspruchsvollen, jedoch
nicht nucleophilen, Base Lithiumdiisopropylamid (LDA) und einem anschlie3enden trap-
ping des gebildeten Enols durch die Zugabe von TMS-Chlorid.['33 134 Als Schutzgruppe
fir das Phenol wurde in diesem Syntheseansatz nicht die THP sondern eine TBDMS-
Gruppe verwendet. Die Synthese ist in Abbildung 71 dargestellt.

O 1.2 Aquiv. TBDMS-CI o I L2Aquiv. LDA (2M THF) -
2.5 Aquiv. Imidazol l. 1.2 Aquiv. TMS-CI \ / o'
CH,Cl, \S_/ THF Sisg
H o |\ _ o
HO 15 min, 0 °C, o 98% I.1h,-78°C 99%

2h,rt II.1h,-78°C; 18 h, rt
109 113 114

Abbildung 71: Synthese des TMS-getrappten Enols 114 ausgehend von der TBDMS-
geschutzten Verbindung 113.

Sowohl das TBDMS-geschutzte Derivat 113 als auch das TMS-geschitzte Derivat
114 konnten in fast quantitativen Ausbeuten erhalten werden. Die hohe Reaktivitat des
Phenols, bedingt durch das Keton in para-Stellung, zeigte sich durch die Tatsache, dass
bereits nach einer Stunde ein vollstandiger Umsatz der TBDMS-Schiitzung beobachtet
werden konnte. Die TBDMS-Gruppe wurde flir diesen Syntheseansatz als Schutzgruppe
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gewahlt, da sich diese Gruppe theoretisch simultan mit der TMS-Gruppe durch die Zu-
gabe eines Fluoridreagenzes abspalten lassen sollte. Die Bildung der TMS-geschitzten
Verbindung 114 erfolgte dabei durch die langsame Zugabe des Ketons 113 zu einer L6-
sung von LDA in Tetrahydrofuran bei —78 °C. Unter dieses Bedingungen wird ein Proton
in der a-Position zum Keton durch das LDA abstrahiert. Das gebildete Anion wird dabei
durch die Carbonylgruppe stabilisiert und es bildet sich ein stabiles Enolat aus. Dieses
Enolat greift im zweiten Schritt der Reaktion das zugegebene TMS-Chlorid nucleophil an,
wodurch dieses schlieBlich TMS geschitzt wird und die Verbindung 114 erhalten wird.
Das Produkt konnte nach einer Filtration unter Schutzgas zur Abtrennung der entstan-
denen Salze ohne weitere Reinigungsschritte isoliert werden. Aufgrund der vermuteten
hohen Reaktivitat des TMS-Enolethers wurde das Produkt unter Stickstoff gelagert. In
Abbildung 72 ist das aufgenommene 'H-NMR-Spektrum des Produkts dargestellt.
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Abbildung 72: NMR-Spektrum des TMS-Enolethers 114. Hervorgehoben und vergro-
Bert sind die beiden vinylischen Protonen mit einer Verschiebung von
4.79ppm und 4.33 ppm und der charakteristischen kleinen Kopplungskon-
stante (400 MHz, CDCls, rt).

In dem gezeigten 'H-NMR-Spektrum kénnen die beiden geminalen vinylischen Pro-
tonen mit einer Verschiebung von 4.79 ppm und 4.33 ppm zweifelsfrei in Form von zwei
Dubletts mit einer typischen 2J-Kopplungskonstante von 1.7 Hz beobachtet werden.['3%
Die urspringliche Methylgruppe des Acetophenons 113 konnte darlber hinaus nicht
mehr beobachtet werden, stattdessen konnte ein Singulett bei einer Verschiebung von
0.20 ppm und einem Integral von Neun beobachtet werden, welches von der TMS-Gruppe
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gebildet wird. Des Weiteren kann beobachtet werden, dass neben den dominanten Si-
gnalen fir das Produkt alle Signale, bis auf die vinylischen und dem der TMS-Gruppe,
doppelt auftauchen. Die zusatzlichen Signale weisen dabei circa eine relative Intensitat
von 5 % auf und sind vermutlich auf das Edukt zurlickzufihren. Es ist nicht auszuschlie-
Ben, dass durch die schwach aciden Eigenschaften des Chloroforms die labile TMS-
Gruppe gespalten wurde und das Edukt zuriickgebildet wurde.

Im néchsten Schritt sollte aus dem TMS-Enolether durch eine Epoxidierung und an-
schlieBender Offnung des Epoxids das TMS-geschiitzte Keton 115 erhalten werden. Die
Synthese ist dabei angelegt an die Arbeit von HASSNER und die Synthesebedingungen
sind in Abbildung 73 dargestellt.['®?l

L |

-Si «

\ / O™~ 1.1 Aquiv. mCPBA </ /©)K/O\Si/
[ - I

>(S"o CH,Cl, Sisg

70 min, rt
114 115

Abbildung 73: Syntheseversuch zur Darstellung des TMS-geschiitzten Ketons 115. Das
Produkt konnte nicht isoliert werden.

Das gewiinschte Produkt konnte trotz mehrfacher Syntheseversuche und kleinen Va-
riationen der Synthesebedingungen nicht isoliert werden. Es konnte in jedem Synthe-
seversuch die Bildung mehrerer nicht weiter identifizierbarer Verbindungen beobachtet
werden. Diese Vielzahl an gebildeten Verbindungen konnte bereits wahrend der diinn-
schichtchromatographischen Reaktionsverfolgung beobachtet werden und eine Tren-
nung dieses komplexen Gemisches war durch sdulenchromatographische Methoden
nicht mdglich. Bei der Reaktion sollte durch die zugegebene m-Chlorperbenzoesaure in
einer RUBOTTOM-Oxidation zunachst die Doppelbindung epoxidiert werden, indem die-
se nucleophil von der Persaure angegriffen wird. Durch die anschlieBende Abspaltung
von m-Chlorbenzoesaure sollte das Epoxid erhaltenen werden. Das gebildete Epoxid ist
jedoch relativ labil und wird von der abgespaltenen Saure protoniert und anschlieBend
leicht gedffnet. Durch eine weitere Umlagerung der Silylgruppe und der damit verbunde-
nen Stabilisierung des gebildeten Carbokations sollte anschlieBend das TMS-geschitzte
Keton 115 erhalten werden. Als mdgliches Problem bei der Reaktion wurde der bereits
durch Zerfallsprozesse in der Persaure enthaltene hohe Anteil an m-Chlorbenzoesaure

- 112-



Resultate und Diskussion

vermutet. Im Vergleich zur Persdure ist das entsprechende Benzoesdurederivat deut-
lich acider und kann somit den TMS-Enolether vor der eigentlichen Epoxidierung durch
die Abspaltung der TMS-Gruppe spalten. Um dieses mdgliche Problem auszuschlie3en,
erfolgte bei einer Wiederholung der Synthese die Zugabe von festen Natriumhydrogen-
carbonat, welches nach Zugabe der Persaure die enthaltene m-Chlorbenzoeséure neu-
tralisieren sollte. Es konnte jedoch auch in diesem Fall keine Isolierung des gewlnsch-
ten Produkts 115 erfolgen, sondern wieder nur die Bildung verschiedener unbekannter
Produkt beobachtet werden. Aufgrund der parallel erfolgreich durchgeflihrten Hydroxy-
lierung der THP-geschiitzten Bromverbindung 108 zum a-Hydroxyketon 107 mit Cési-
umformiat wurde die RUBOTTOM-Oxidation nicht weiter verfolgt.

Nachdem die Schlisselverbindung 106 erfolgreich synthetisiert werden konnte, sollten
aus dieser Verbindung verschiedene lipophile Ester dargestellt werden, um eine spatere
Membranpermeabilitdt des maskierten ATPs zu erméglichen. Analog zum AB-Konzept
sollte ausgehend von der Verbindung 106 ebenfalls die phenolische Hydroxygruppe ver-
estert werden und nicht die Hydroxygruppe in a-Stellung zum Keton. Die Darstellung des
entsprechenden phenylischen Esters sollte daher zunachst analog zur Darstellung der
AB-Ester erfolgen. Als einziger Unterschied zur Darstellung der AB-Ester wurde die Re-
aktion jedoch bei —30 °C durchgefiihrt, um eine mdéglichst selektive Reaktion am Phenol
zu erreichen. Die Synthese ist in Abbildung 74 dargestellt.

1.0 Aquiv. Decanséurechlorid

0 1.2 Aquiv. 106 0
/©)J\/OH 1.0 Aquiv. Triethylamin wOH
O
THF P
HO 3h,-30 °C CoHig~ O
106 116

Abbildung 74: Syntheseversuch zur Darstellung des lipophilen Esters 116 ausgehend vom
Phenol 106 durch die Umsetzung mit Decanoylchlorid.

Weder der gewlinschte Ester 116 noch das zu erwartende Nebenprodukt mit dem
Ester an der a-Hydroxygruppe konnte isoliert werden. Stattdessen konnte unter den ge-
wéhlten Synthesebedingungen eine vollstdndige Zersetzung des Edukts bereits nach
kurzer Synthesezeit via Diinnschichtchromatographie festgestellt werden. Eine gewis-
se Labilitat des Edukts konnte bereits zuvor beobachtet werden, da zum Beispiel eine
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Zersetzung der eingesetzten Verbindung 106 in DMSO-d;s beobachtet werden konnte,
weswegen entsprechende NMR-Untersuchungen stets in deuteriertem Acetonitril durch-
gefihrt werden mussten. Weswegen jedoch in DMSO-ds und auch in dieser Reaktion
eine Zersetzung beobachtet werden konnte ist unbekannt, da eine Identifizierung der
gebildeten Produkte nicht gelang. Die Bildung eines entsprechenden lipophilen Esters
ist jedoch fir die Kombination der pHP-Gruppe mit AB-Konzept essentiell, weshalb die
Synthese unter Variation verschiedener Parameter erneut erprobt wurde. Die entspre-
chenden Versuche sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Ubersicht iber die durchgefiihrten Syntheseversuche zur Darstellung des lipo-
philen Esters 116.

# Ldsungsmittel Temperatur Base Zusatz Ausbeute
1 THF -30 °C Triethylamin - Zersetzung
2 CH,Cl, -30 °C Triethylamin - Zersetzung
3 THF Raumtemperatur  Triethylamin - Zersetzung
4 THF -30 °C Pyridin - Zersetzung
5 THF -30 °C DMAP - Zersetzung
6 THF -30 °C Triethylamin  kat. DMAP  Zersetzung

Als Edukte diente immer Verbindung 106 (1.2 Aquiv.) und Decanséurechlorid (1.0 Aquiv.).

Als Ausgangs- und Vergleichssynthese fir die durchgefiihrten Modifikationen wurde
die in Abbildung 74 vorgestellte Synthese verwendet. Dieses ist auch zur besseren Ver-
gleichbarkeit in Zeile 1 der Tabelle 4 mit dargestellt. Zunachst wurde versucht den ge-
wilnschte Ester 116 durch eine Variation des Lésungsmittels von Tetrahydrofuran zu Di-
chlormethan zu erhalten, jedoch zeigte sich auch in diesem Syntheseansatz eine Zerset-
zung des Edukts. Erneut wurde die Reaktion bei —30 °C durchgefihrt, um auszunutzen,
dass das Phenolat im Vergleich zur a-Hydroxygruppe reaktiver ist. Um jedoch auszu-
schlieBen, dass die tiefen Temperaturen die Bildung des Esters verhindern, wurde die
Reaktion im nachsten Versuch bei Raumtemperatur durchgefihrt. Es zeigte sich jedoch
erneut eine Zersetzung des Edukts. In den nachsten Versuchen wurde die Wahl der Base
variiert und statt Triethylamin das weniger nucleophile und basische Pyridin verwendet.
Zudem wurde Triethylamin auch in einem Syntheseansatz mit 4-(Dimethylamino)-pyridin

- 114-



Resultate und Diskussion

(DMAP) substituiert. In keinem Fall konnte jedoch das gewlinschte Produkt 116 erhalten
werden. Auch die Zugabe einer katalytischen Menge DMAP zu den definierten Standard-
bedingungen fihrte zu keiner Bildung des gewiinschten Produkts, sodass durch keine
der hier durchgefihrten Modifikationen das Produkt erhalten werden konnte und statt-
dessen stets eine Zersetzung des Edukts beobachtet werden konnte. Die Zersetzung
setzte dabei jedoch immer erst im Laufe der Reaktion ein, nachdem alle Reagenzien
miteinander vermischt wurden und das Saurechlorid langsam zugegeben wurde. Es ist
somit zu vermuten, dass die Zersetzung des Edukts 106 im Zusammenhang mit dem
Saurechlorid beziehungsweise durch den vom Saurechlorid in situ gebildete Chlorwas-
serstoff erfolgt.

Um zu testen, ob die Zersetzung des Edukts 106 im Zusammenhang mit der Verwen-
dung von Saurechloriden steht, sollte im nachsten Schritt die Synthese eines entspre-
chenden Esters mit einem Anhydrid erfolgen. Jedoch sind S&ureanhydride von langket-
tigen Sauren, wie Decansaure, nicht kommerziell erhaltlich und synthetisch nur aufwen-
dig herzustellen und zu isolieren. Aus diesem Grund sollte die Synthese des Acetyles-
ters 117 durch die Umsetzung des Phenols 106 mit Essigsaureanhydrid getestet werden.
Zum Vergleich sollte dieselbe Verbindung auch durch die Umsetzung mit Acetylchlorid
hergestellt werden, um die erhaltenen Resultate vergleichen zu kénnen. Die Synthesen
zum entsprechenden Acetylester 117 sind in Abbildung 75 dargestellt.

0] 1.0 Aquiv. Essigsaureanhydrid 0

/©)JVOH Kat. DMAP /©)J\/OH
o)
THF
HO 2h,-30°C )ko 79%

106 117

1.0 Aquiv. Acetylchlorid

o] 1.2 Aquiv. 106 o
/@)JVOH 1.0 Aquiv. Triethylamin OH
0] | ~
THF
HO 2h,-30°C )ko =
106 117

Abbildung 75: Versuchte Synthesen des Acetylesters 117 ausgehend vom Phenol 106
durch Umsetzung mit Essigséureanhydrid oder Acetylchlorid.

Es konnte festgestellt werden, dass das gewunschte Produkt 117 durch die Umset-
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zung mit dem Anhydrid erhalten werden konnte, wahrend die Umsetzung mit dem S&u-
rechlorid, wie zu erwarten, zu einer erneuten Zersetzung des Edukts geflihrt hat. Die
Synthese konnte zudem, vermutlich durch die Durchfihrung bei tiefer Temperatur, wie
gewulnscht selektiv am Phenol mit einer Ausbeute von 79 % durchgefihrt werden. Das
zweifach veresterte Produkt konnte in einer vernachlassigbaren Ausbeute von 9 % iso-
liert werden. Die Bildung des entsprechenden a-Hydroxyesters konnte nicht beobachtet
werden. Es kann abschlieBend jedoch nicht vollstandig geklart werden, ob die Zerset-
zung des Edukts 106 durch das Saurechlorid, der zugesetzten Base, dem freiwerdenden
Chlorwasserstoff oder der Kombination dieser Faktoren geschah, da die Zersetzung erst
im Laufe der Reaktionszeit auftrat und noch nicht bei der Zugabe der einzelnen Rea-
genzien zu beobachten war. Festgehalten werden kann jedoch, dass die Synthese des
Esters 117 mit Acetylchlorid eine Zersetzung wie bei dem Darstellungsversuche des li-
pophilen Esters 116 mit Decanoylchlorid zeigte.

Im Anschluss an die erfolgreiche Darstellung des Acetylesters 117 sollte zudem ein wei-
teres Derivat hergestellt werden, um die erfolgreiche Synthese des Esters basierend auf
der Umsetzung mit Anhydriden zu validieren. Aufgrund der schlechten kommerziellen
Verfligbarkeit von Anhydriden von langkettigen Fettsduren konnte jedoch nur der Bu-
tylester 118 dargestellt werden, da Buttersaureanhydrid kommerziell erhéltlich ist. Die
Synthese ist in Abbildung 76 dargestellt.

@) 1.0 Aquiv. Buttersaureanhydrid 0
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Abbildung 76: Synthese des Butylesters 118 ausgehend vom Phenol 106 durch Umsetzung
mit Buttersaureanhydrid.

Der gewlinschte Buttersaureester 118 konnte in einer Ausbeute von 65 % isoliert wer-
den. Die erreichte Ausbeute ist somit niedriger als beim vergleichbaren Acetylester 117,
jedoch immer noch aufgrund der potentiellen Nebenreaktionen als gut aufzufassen. Das
doppelt veresterte Produkt konnte in diesem Fall zudem in einer leicht h6heren Ausbeute
von 11 % erhalten werden. Die Bildung des a-Hydroxyesters konnte jedoch erneut nicht
beobachtet werden. Die schlechtere Ausbeute ist dabei vermutlich auf die geringere Re-
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aktivitat des verwendeten Anhydrids im Vergleich zum reaktiven Essigsdureanhydrid zu-
rickzufhren. Auf eine langere Reaktionszeit wurde aufgrund der Bildung des doppelt
veresterten Nebenprodukts verzichtet.

Ausgehend von den beiden hergestellten Estern 117 und 118 sollten im Folgenden zu-
nachst die entsprechenden symmetrischen Phosphoramidite hergestellt werden, um an-
schlieBenden aus diesen die symmetrischen pHP-ATP Derivate zu erhalten. Aufgrund
der kurzkettigen Ester lag die Vermutung nahe, dass die Lipophilie der hergestellten ATP-
Derivate nicht ausreichend gesteigert werden kann, um eine passive Diffusion durch
Zellwande zu erméglichen. Mit Hilfe der darzustellenden ATP-Derivate kann die Kombi-
nation aus pHP-Gruppe und AB-Konzept jedoch durch PLE-Hydrolyse und Photolyse ge-
testet werden, um das Prinzip der Kombination aus AB- und pHP-Konzept zu validieren.
Die Synthese der symmetrischen Phosphoramidite sollte dabei analog zur Darstellung
der entsprechenden symmetrischen NB-Derivate erfolgen (Vgl. Abschnitt: 4.2.1, S. 49).
Die Synthese wurde zunachst mit dem Acetylester 117 durchgefihrt und ist in Abbildung
77 dargestellt.
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Abbildung 77: Syntheseversuch zur Darstellung des symmetrischen Amidits 119. Das Pro-
dukt konnte nicht isoliert werden.

Das gewiinschte Produkt konnte unter den bisher in dieser Arbeit erfolgreich angewen-
deten Synthesebedingungen fir symmetrische Amidite nicht isoliert werden. Es konnte
erneut eine Zersetzung, ahnlich zur beobachteten Zersetzung bei der Darstellung des
Esters Uber das entsprechende Saurechlorid, festgestellt werden. Erneut misslang die
Identifizierung der gebildeten Produkte. Im aufgenommenen 3'P-NMR konnten eine Viel-
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zahl an Signalen beobachtet werden, welche aufgrund ihrer Verschiebung auf Phos-
phite (ca. 130 ppm), Amidate (ca. 8 ppm) oder Phosphate (ca. 0 ppm) zurtickzuflihren
sein kdnnten. Eine Interpretation des 'H-NMR-Spektrum war aufgrund der verschiede-
nen Uberlagernden Signale in unterschiedlichen Intensitaten nicht méglich. Wie bei dem
Versuch der Darstellung des Esters 116 wurde auch in diesem Fall versucht durch die
Variation der zugegeben Base das Produkt zu erhalten. Als Alternative zum bereits ver-
wendeten Triethylamin wurden noch Pyridin und N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) als
Basen verwendet. Die zugegebene Menge an Base wurde nicht variiert. Beide Basen
wurden aufgrund ihrer geringen Nucleophilie verwendet, um Nebenreaktionen méglichst
auszuschlieBen. Nachdem bei der Verwendung von Pyridin erneut eine Zersetzung be-
obachtet werden konnte, wurde im nachsten Versuch der Einsatz von DIPEA getestet,
da dieses bedingt durch die hohe sterische Abschirmung des Stickstoffatoms noch we-
niger nucleophil als Pyridin ist. Es konnte jedoch auch in diesem Fall wieder nur ei-
ne Zersetzung beobachtet werden. Offensichtlich kénnen zwischen der Reaktion zum
symmetrischen Amidit und den Versuchen zur Darstellung des Esters Uiber das Saure-
chlorid Parallelen gezogen werden, da in beiden Fallen mit reaktiven Verbindungen, mit
schwachen kovalenten Chlorbindungen, in der Anwesenheit von Basen gearbeitet wur-
de. In beiden Féllen wurde zudem in situ Chlorwasserstoff gebildet und in keinem der
Falle konnte das Produkt isoliert werden. Es ist somit vermutlich nicht méglich entspre-
chende pHP-Amidite herzustellen, da diese oder die Edukte sich bereits wahrend der
Synthese zersetzen. Im Gegensatz zur Synthese eines Esters kann fir die Bildung von
symmetrischen Amiditen jedoch nicht auf andere Reagenzien zurickgegriffen werden,
da diese Verbindungsklasse stets ausgehend von der Dichlorverbindung 61 hergestellt
werden und die freiwerdende Saure aufgrund der Saurelabilitdt des Amidits immer direkt
durch eine Base abgefangen werden muss. Als Alternative zum Amidit kann jedoch auf
H-Phosphonate zuriickgegriffen werden. Die Synthese des H-Phosphonatdiesters 120,
ausgehend vom Acetylester 117, ist in Abbildung 78 dargestellt.
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Abbildung 78: Synthese des symmetrischen H-Phosphonats 120 ausgehend vom Acetyl-
ester 117 und Diphenylphosphit (DPP).

Der H-Phosphonatdiester konnte in einer fir diesen Reaktionstyp vergleichsweise
schlechten Ausbeute von nur 21 % erhalten werden. Die zuvor hergestellten symmetri-
schen H-Phosphonate konnten in Ausbeuten von 31 % (MeNV-H-Phosphonat 67) bezie-
hungsweise 58 % (lipMeNV-H-Phosphonat 68) dargestellt werden. Da die Synthese des
entsprechenden Amidits 119 jedoch nicht gelang, sind die erreichten 21 % als ausrei-
chend aufzufassen. Es zeigte sich, dass das Edukt 117 nicht basenlabil ist, da die Reak-
tion zur Darstellung des H-Phosphonats standardmagig in Pyridin durchgefthrt wurde.
Dadurch kann die beobachtete Zersetzung bei der Darstellung zum Amidit und zum ent-
sprechenden Ester vermutlich nicht auf die zugegebene Base sondern eher auf die Bil-
dung des Chlorwasserstoffs zurlickgeflhrt werden. Es ist jedoch zu beachten, dass das
hier hergestellte H-Phosphonat 120 mit dem Zusatz von 0.5 % Essigsaure im Laufmittel
saulenchromatographisch gereinigt wurde und am Ende der Chromatographie nach der
Entfernung des Lésungsmittelgemisches von Ethylacetat und Petrolether in Essigsaure
vorlag, bevor die Essigsaure im Olpumpenvakuum entfernt wurde. Das Produkt konnte
anschlieBend ohne Verunreinigungen isoliert werden, wodurch geschlussfolgert werden
kann, das im sauren Milieu keine Zersetzung des H-Phosphonats stattfindet. Die vermu-
tete Saurelabilitdt des Esters 117 beziehungsweise dessen Vorlauferverbindung 106 ist
somit vermutlich auf das Strukturmotiv des a-Hydroxyketons zurtickzufiihren, welches
in dem H-Phosphonatdiester nicht mehr vorhanden ist. Nachdem das H-Phosphonat
120 erfolgreich dargestellt werden konnte, sollte auch der Butylester 118 zum entspre-
chenden symmetrischen H-Phosphonatdiester umgesetzt werden. Die Synthese ist in
Abbildung 79 dargestellt.
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Abbildung 79: Synthese des symmetrischen H-Phosphonats 121 ausgehend vom Butyles-
ter 118 und Diphenylphosphit (DPP).

Das symmetrische H-Phosphonat 121, ausgehend vom Butylester 118, konnte in ei-
ner Ausbeute von 23 % erhalten werden. Die erhaltene Ausbeute ist vergleichbar mit
der erreichten Ausbeute flr das zuvor hergestellte H-Phosphonat 120. Wahrend der
saulenchromatographischen Reinigung konnte zudem der charakteristische Geruch von
Buttersdure wahrgenommen werden, was auf eine Spaltung des Esters hindeutet. Die
Spaltung des Esters scheint jedoch erst wahrend der Reinigung einzusetzen, da der
Geruch beim erhaltenen Rohprodukt noch nicht wahrgenommen werden konnte. Eine
Spaltung des Esters wahrend der sdulenchromatographischen Reinigung wirde jedoch
die geringe Ausbeute von 23 % erklaren. Auch die eher geringe Ausbeute von 21 % bei
der Darstellung des H-Phosphonats ausgehend vom Acetylester 117 kénnte mit einer
mdglichen Spaltung des Acetylesters erklart werden. Jedoch konnte der Geruch der
freiwerdenden Essigsaure nicht direkt wahrgenommen werden, da im Laufmittel bereits
Essigsaure enthalten war.

Nachdem die beiden H-Phosphonatdiester 120 und 121 erhalten werden konnten, soll-
ten diese durch eine oxidative Chlorierung mit N-Chlorsuccinimid aktiviert werden und
mit ADP zum entsprechenden maskierten ATP gekuppelt werden. Das Syntheseproto-
koll ist dabei identisch mit den bereits durchgefuhrten H-Phosphonat-Kupplungen und
ist in Abbildung 80 dargestellt.
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Abbildung 80: Syntheseversuch der symmetrischen pHP-ATP Derivate 122 und 123 aus-
gehend von den entsprechenden H-Phosphaten 120 und 121.

Die gewlnschten maskierten ATP Derivate 122 und 123 konnte trotz mehrerer Synthe-
seversuche nicht isoliert werden. Stattdessen wurde in fast allen Syntheseversuchen das
eingesetzte ADP fast vollsténdig reisoliert. Die entsprechenden H-Phosphonate konnten
nicht zurickgewonnen werden. Stattdessen konnten kleinere Mengen an verunreinig-
ten Phosphaten erhalten werden, welche jedoch nur eine Rohausbeute von weniger als
10 % aufwiesen. Zunachst wurde vermutet, dass die Aktivierung des H-Phosphonats
eventuell nur teilweise oder gar nicht erfolgte, jedoch konnte dies durch eine Uberprii-
fung der oxidativen Chlorierung per "H-NMR ausgeschlossen werden. Die entsprechen-
den '"H-Spekiren sind in Abbildung 81 gezeigt. Per "H-NMR-Kontrolle konnte fiir das
H-Phosphonat 121 festgestellt werden, dass eine vollstédndige Aktivierung zum Chlori-
dat bereits nach 30 Minuten Riihren bei Raumtemperatur mit zwei Aquivalenten NCS
erreicht wurde. Die Aktivierung konnte dabei ohne Zweifel durch das Verschwinden des
charakteristischen Dupletts des H-Phosphonat Wasserstoffatomes (in Abbildung 81 mit
der Zahl 4 markiert) beobachtet werden. Durch die NMR-Kontrolle konnte eine unzurei-
chende Aktivierung als Grund fiir die nicht ablaufende Reaktion ausgeschlossen werden.
Zudem konnte eine Zersetzung des H-Phosphonats durch das zugegebene NCS aus-
geschlossen werden.

Im Laufe der Zeit, in der diese Testansatze zur Darstellung der symmetrisch maskierten
ATP-Derivate durchgefiihrt wurden, konnte zunehmend, trotz der Lagerung bei —20 °C,
der Geruch von Buttersaure bzw. Essigsaure aus den Lagergeféf3en der H-Phosphonate
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Abbildung 81: Aufgenommene "H-NMR Spektren zur Uberpriifung der Aktivierung des H-
Phosphonats 121 durch die Umsetzung mit N-Chlorsuccinimid. Die erfolg-
reiche Aktivierung wird durch die Abwesenheit des mit der Zahl 4 markierten
Dubletts angezeigt (300 MHz, CH3CN-dj3, rt).

121 und 120 wahrgenommen werden. Der Geruch konnte zudem auch bei den Gebin-
den fir die jeweiligen Ester 117 und 118 wahrgenommen werden, welche ebenfalls bei
—-20 °C gelagert wurden. Die Bildung der charakteristischen Gerliche nach Essigsaure
und Buttersaure spricht fir eine Labilitat der entsprechenden phenolischen Ester. Diese
Labilitdt kann vermutlich mit der sehr guten Abgangsgruppentendenz des Phenolats,
ahnlich der eines Aktivesters, erklart werden. Die entstehende negative Ladung des
Phenols wird durch das in para-Stellung befindliche Keton mesomeriestabilisiert, wo-
durch eine Spaltung des Esters begiinstigt ist. Dasselbe Prinzip wird bei 4-Nitrophenol-
Aktivestern ausgenutzt, bei welchen das 4-Nitrophenolat ebenfalls eine sehr gute Aus-
gangsgruppe ist, um Ester durch das Prinzip der Umesterung darzustellen.['*8! Ausge-
nutzt wird dabei der starke negative mesomere Effekt des Substituenten in der para-
Position. Eventuell erfolgt daher eine Spaltung der phenolischen Ester wahrend der Syn-
these zu den pHP-maskierten ATP-Derivaten durch das zugegebene nucleophile ADP
unter Ausbildung eines entsprechenden gemischten Anhydrids, welches wahrend der
Reinigung mit Wasser zu ADP hydrolysiert wird.

Wahrend eines Syntheseversuches des pHP-ATPs 123 mit dem H-Phosphonat 121
konnte wahrend der nachfolgenden Reinigung durch RP-Chromatographie eine bisher
nicht beobachtete Verbindung isoliert werde. Die Fraktionen dieser Verbindung wurde
vereint, vom L&sungsmittel befreit und nach lonenaustauschchromatographie auf Am-
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monium als entsprechendes Phosphat des eingesetzten H-Phosphonats identifiziert. Die
Identifizierung gelang dabei durch 'H- und ¥'P-NMR Spektroskopie. Die entsprechenden
"H- und 3'P-NMR Spektren sind in Abbildung 82 dargestellt.
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Abbildung 82: Aufgenommenes 'H-NMR Spektrum der isolierten Verbindung und ein Aus-
schnitt des entsprechenden 3'P-NMR Spektrums.

Aus dem erhaltenen "H-NMR-Spektrum wird deutlich, dass die Verbindung keine Adenosin-
Signale aufweist, jedoch alle Signale der mit Buttersaure veresterten pHP-Maske auf-
weist. Des Weiteren wurde fir die Methylenprotonen, welche benachbart zum Keton
sind, ein Dublett erhalten. Dies bedeutet, dass diese Protonen mit einem entsprechen-
den NMR-aktiven Kern koppeln, sodass am benachbarten Sauerstoffatom Phosphora-
tom vorhanden sein muss. Aus dem ebenfalls in Abbildung 82 gezeigten 3'P-NMR wird
bestatigt, dass es sich bei diesem Atom um ein Phosphoratom handelt. Anhand der
chemischen Verschiebung von -0.55ppm wird zudem deutlich, dass es sich um ein
Phosphat handeln muss. Aufgrund dessen wurde als Struktur fir die unbekannte Ver-
bindung das in Abbildung 83 dargestellte Monophosphat 124 vorgeschlagen. Der Struk-
turvorschlag wurde anschlie3end durch Massenspektrometrie, sowohl im positiven wie
auch im negativen Messmodus, bestétigt. Der erhaltene Phosphatdiester wurde dabei
vermutlich durch eine Hydrolyse des aktivierten H-Phosphonats erhalten. In dieser Re-
aktion wurde im Unterschied zu den zuvor und spater durchgefihrten Reaktionen ADP
verwendet, welches zuvor nicht ausgiebig im Vakuum getrocknet wurde und daher ver-
mutlich noch Wasser enthielt. Das somit der Reaktion zugefligte Wasser hat vermutlich,
wie in Abbildung 83 dargestellt, das gebildete Chloridat zum Phosphat hydrolysiert.

- 123-



Resultate und Diskussion

O
Y\/
(@]
©
0 Q
. 2.0 Aquiv. NCS o, ©o-P-0 O
Il. Wasser @)

Q Il. lonenaustausch NH,4
0=P-H
(6]
(6] (6]
o o 124 0o
(@)
PN
121

Abbildung 83: Bildung des Nebenprodukts 124 durch die Hydrolyse des NCS aktivierten
H-Phosphonats 121.

Die Darstellung der entsprechenden symmetrischen pHP-ATP-Derivate konnte trotz
mehrerer Versuche nicht erfolgreich durchgefiihrt werden, weshalb das zuvor vorgestell-
te Konzept aus AB-Prinzip und pHP-Maske mit Hilfe des isoliertem Phosphats 124 getes-
tet werden sollte. Sollte das entsprechende Experiment das gewlinschte Resultat zeigen,
kénnte die Synthese des symmetrischen pHP-ATPs in weiteren bzw. spateren Arbeiten
weiter erprobt werden. In dieser Arbeit sollte jedoch, bedingt durch die vielen Fehlschla-
ge bei der Synthese des symmetrischen pHP-ATPs, zunachst nur die enzymatische und
photoabhangige Abspaltung der veresterten pHP-Masken am isolierten Phosphat 124
untersucht werden.

4.8.3 Photolytische Untersuchung der veresterten pHP-Maske

Als grundlegende Idee der Kombination von AB-Konzept und pHP-Maske galt es, dass
der lipophile Ester vor der photoinduzierten Spaltung der pHP-Maske zwingend gespal-
ten werden muss, um eine photolytische Spaltung der Maske zu erméglichen. Um diese
Idee zu Uberprifen sollte das isolierte Phosphat 124 daher zunéachst im zuvor vorge-
stellten Photolyseexperiment und unter den zuvor definierten Standardbedingungen un-
tersucht werden. Im Unterschied zu den vorherigen Photolysen kann jedoch nicht die
bisher verwendete 365 nm UV-Lampe verwendet werden. Stattdessen muss aufgrund
des Absorptionsspektrums der pHP-Gruppe eine 310 nm UV-Lampe verwendet werden.
In diesem ersten Photolyse-Experiment sollte jedoch theoretisch aufgrund der Esterfunk-
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tionalitat keine Spaltung der Maske beobachtet werden kénnen, da die flur die Spaltung
notwendige Chinonstruktur nicht ausgebildet werden kann. Das entsprechende Wasser-
falldiagramm ist in Abbildung 84 dargestellt.

v

0®
o ©0P0 O
éo oé
d 0/ L

6 8 10 12 14
Retentionszeit [min]

Abbildung 84: Wasserfalldarstellung der erhaltenen Chromatogramme wéahrend der Photo-
lyse des isolierten symmetrischen Butyl-pHP-Phosphats 124 (Bu-pHP) bei
310 nm in Phosphatpuffer (pH 7.4). Die Chromatogramme wurden bei einer
Beobachtungswellenlange von 254 nm erhalten.

Aus dem Wasserfalldiagramm in Abbildung 84 wird ersichtlich, das durch die Bestrah-
lung mit 310 nm keine signifikante Spaltung der Butyl-veresterten pHP-Maske (Bu-pHP)
nach 120 s zu beobachten ist. Nach diesem Zeitpunkt kann die verstarkte Bildung einer
neuen weniger lipophilen Verbindung bei 10 min beobachtet werden. Durch eine Spal-
tung des Butylesters hatte im Absorptionsspektrum der neu entstandenen Verbindung
ein bathochromer Shift beobachtet werden miissen, wie auch spater in diesem Abschnitt
noch gezeigt wird. Die neue gebildete Verbindung weist jedoch dasselbe Absorptions-
spektrum wie das Edukt auf, wodurch ausgeschlossen werden kann, dass der Ester zum
Beispiel durch Hydrolyse im verwendeten Puffer gespalten worden ist. Die |dentitat der
gebildeten, weniger lipophilen Verbindung ist somit unbekannt. Bei der Bestrahlung des
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Phosphats 124 mit UV-Licht des Wellenldnge 365 nm konnte ebenfalls keine signifikan-
te Abspaltung der pHP-Maske beobachtet werden. Jedoch konnte ebenfalls die Bildung
der unbekannten Verbindung mit einer Retentionszeit von circa zehn Minuten beobach-
tet werden. Es kann nach diesem Experiment jedoch die Bildung dieser unbekannten
Verbindung durch photolytische Prozesse ausgeschlossen werden, da das verwende-
te Phosphat 124 keine Absorption bei 365 nm aufweist. Das Absorptionsspekirum des
Phosphats 124 ist in Abbildung 85 dargestellt.
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Abbildung 85: Darstellung des Absorptionsspekirum des isolierten symmetrischen Bu-
pHP-Phosphats 124. Mit senkrechten Linien sind die verwendeten Wellen-
I&ngen fir die Photolyseexperimente markiert.

Aus Abbildung 85 ist zu erkennen, dass eine photoinduzierte Reaktion bei 365 nm
ausgeschlossen werden kann, da das symmetrische Bu-pHP-Phosphat 124 bei dieser
Wellenlange keine Absorption aufweist. Bei der Verwendung von 310 nm ist eine gerin-
ge Absorption der Strahlung zwar méglich, aber es ist, wie bereits zuvor erwdhnt, keine
photoinduzierte Abspaltung aufgrund der Esterfunktionalitdt méglich. Das Absorptions-
spekirum der gebildeten unbekannten Verbindung ist in Abbildung 85 nicht mit einge-
zeichnet, da die beiden Spektren identisch sind und sich Uberlagern. Die Bildung der
unbekannten Verbindung ist somit ungeklart, es kann jedoch ausgeschlossen werden,
dass die Verbindung durch photolytische Prozesse gebildet wird, da das Phosphat keine
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entsprechenden Absorptionsbanden aufweist. Durch diese Beobachtung wird deutlich,
dass bei einer potentiellen zellularen Anwendung von lipophil veresterten pHP-Derivaten
eine ausreichend lange Inkubationszeit gewéahlt werden muss, um sicherzustellen, dass
die Ester vollstandig gespalten sind und eine anschlieBende lichtinduzierte Freisetzung
des Substrates erfolgen kann. Eine langere Inkubationszeit sollte dabei jedoch nicht st6-
rend sein, da die Verbindung vermutlich durch die Maskierung des «y-Phosphats durch
zwei Masken biologisch inaktiv ist und durch die Spaltung des lipophilen Esters ein Wie-
deraustritt aus der Zelle unwahrscheinlich ist.

Im nachsten Schritt sollte Uberprift werden, ob die Ester durch die Zugabe von PLE
(pig liver esterase) gespalten werden und ob sich dadurch, wie zu erwarten, das Ab-
sorptionsspektrum der Verbindung &ndert. Eine Veranderung des Spekirums wére zu
erwarten, da aus dem Ester, welcher in dieser Konfiguration ein schwacher Donor ist,
ein Phenol gebildet wird, welches ein starker Elektronendonor ist. Fir dieses Experi-
ment wurde eine Lésung des symmetrischen pHP-Phosphats 124 mit einer PLE-L6sung
bei 37 °C inkubiert und nach definierten Zeitpunkten wurden Proben entnommen. Die
Proben wurden anschlieBend via HPLC-Analyse auf ihre Zusammensetzung untersucht.
Zeitgleich konnten auch die entsprechenden UV-Absorptionsspektren erhalten werden.
Der Verlauf der PLE-Hydrolyse ist in Form eines Wasserfalldiagramms in Abbildung 86
dargestellt.
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Abbildung 86: Wasserfalldarstellung der erhaltenen HPLC-Chromatogramme wé&hrend der
PLE-Hydrolyse des symmetrischen Bu-pHP-Phosphats 124. Die erhaltenen
Signale sind mit den jeweiligen Strukturformeln der gebildeten Verbindungen
markiert.

Wie in Abbildung 86 sehr gut zu erkennen ist, erfolgt eine schnelle Spaltung der Es-
terfunktionalitédt durch das zugegebene Enzym. Es ist weiterhin zu erkennen, dass die
Spaltung der beiden vorhandenen Ester stufenweise erfolgt. Zunachst ist fur die Bu-pHP-
Ausgangsverbindung 124 eine rasante Abnahme der Intensitat, sowie eine zeitgleiche
Intensitdtszunahme einer weniger lipophilen Verbindung bei circa 10.5 Minuten zu be-
obachten. Die durch das Auftragen der Peakflache gegen die Inkubationszeit ermittelte
Halbwertszeit t;, flr die Startverbindung 124 betragt 48s. Aus dem gebildeten Inter-
mediat mit nur noch einem Butylester wird anschlieBend vergleichsweise langsam das
symmetrische Zielprodukt mit zwei pHP-Masken gebildet, indem der verbleibende Es-
ter aus dem Intermediat durch das Enzym abgespalten wird. Die Abspaltung der Ester
erfolgt dabei am Anfang sehr schnell, da alle Esterasen leere aktive Zentren aufweisen
und somit direkt eine Vielzahl an Ester gespalten werden kdénnen. AnschlieBend wird
die Spaltgeschwindigkeit aus diversen Grinden langsamer. Zum Einen muss die gera-
de gespaltene Verbindung aus dem aktiven Zentrum diffundieren, um die Spaltung eines
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noch veresterten Molekuls zu ermdglichen und zum Anderen nimmt die Konzentration an
veresterten Verbindungen Uber die Zeit ab. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit, dass
eine solche Verbindung von einer Esterase gespalten wird, niedriger. Es kann jedoch
festgehalten werden, dass nach 15 bis 25 Minuten eine fast vollsténdige Abspaltung der
Ester stattgefunden hat. Die Spaltung der Ester kann zudem auch, wie bereits vermu-
tet, durch einen bathochromen Shift im Absorptionsspekirum beobachtet werden. Die
entsprechenden Spektren sind in Abbildung 87 dargestellt.
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Abbildung 87: Aufgenommene UV-Spekiren der wahrend der PLE-Hydrolyse eingesetz-
ten bzw. gebildeten Verbindungen. Links: Symmetrisches Bu-pHP-Phosphat
124, Mitte: Intermediat 125, Rechts: Symmetrisches pHP-Phosphat 126.

Auf der linken Seite in Abbildung 87 ist das bereits in Abbildung 85 gezeigte Absorp-
tionsspekirum des eingesetzten symmetrischen Bu-pHP-Phosphats 124 abgebildet. In
dem in der Mitte dargestellten Absorptionsspektrum des erhaltenen Intermediats mit ei-
ner Bu-pHP-, und einer pHP-Gruppe ist der bereits erwartete bathochrome Shift eindeu-
tig durch die Bildung eines neuen Absorptionsmaximums bei circa 280 nm zu erkennen.
Des Weiteren weist die neu gebildete Verbindung auch eine Absorption bis circa 370 nm
auf. Durch die Abspaltung des zweiten Esters wird anschlief3end das symmetrische pHP-
Phosphat 126 erhalten. Diese neue Verbindung weist nur noch eine schwache Absorp-
tion bei dem ehemaligen Absorptionsmaximum von 250 nm auf, da dieses sich, wie be-
reits im Spektrum des Intermediats 125 optisch angedeutet, auf circa 280 nm verschoben
hat. Durch diesen bathocromen Shift und der Phenolgruppe sollte, ausgehend von Ver-
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bindung 126, eine lichtinduzierte Spaltung mdéglich sein. Aufgrund der deutlich stérkeren
Absorption bei 300 nm erfolgt die nachfolgende Photolyse mit Hilfe einer 310 nm-Lampe
statt der bisher verwendeten 365 nm-Lampe.

FUr die Photolyse wurde die in der PLE-Hydrolyse verwendete Lésung weiterverwendet.
Die Lésung wurde dafiir von dem verwendeten Eppendorf-Tube in ein kleines, trans-
parentes Glasvial Uberfihrt und anschlieBend vor der entsprechenden Lampe platziert.
Wie in den zuvor durchgeflihrten Photolysen wurden anschlieBend nach festen Zeitpunk-
ten entsprechende Aliquote entnommen und via HPLC-Analyse auf die Zusammenset-
zung untersucht. Im Gegensatz zu den zuvor durchgefiihrten Photolysen wird neben
dem Spaltprodukt und dem méglichen Intermediat mit nur einer Maske jedoch kein de-
tektierbares Produkt freigesetzt. Das freigesetzte anorganische Phosphat, weif3t keine
UV-Absorption auf und kann aufgrund dessen nicht detektiert werden. Es sollte jedoch
eine Abnahme des eingesetzten Bis-pHP-Phosphats 126 festgestellt werden. Eventuell
sollte dartber hinaus auch das freiwerdende Spaltprodukt beobachtet werden kénnen.
Das aus den entsprechenden Chromatogrammen erstellte Wasserfalldiagramm flr die
Photolyse des Bis-pHP-Phosphats 126 ist in Abbildung 88 dargestellt.
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Abbildung 88: Wasserfalldarstellung der wahrend der Photolyse erhaltenen HPLC-
Chromatogramme. Die erhaltenen Signale sind mit den jeweiligen Struktur-
formeln der gebildeten Verbindungen markiert.

Anhand des Wasserfalldiagramms in Abbildung 88 kann direkt die schnelle Spaltung
der bestrahlten Verbindung 126 beobachtet werden und eine Halbwertszeit fir die einge-
setzte Verbindung von 9.2 s berechnet werden. Ahnlich zu den in zuvor durchgefiihrten
Photolysen von symmetrisch maskierten Verbindungen konnte auch in diesem Fall eine
stufenweise Spaltung des eingesetzten Bis-pHP-Phosphats 126 beobachtet werden. Im
Gegensatz zur stufenweisen Spaltung der Ester in der PLE-Hydrolyse erfolgt hier jedoch
entgegen der Erwartung eine leichte Zunahme der Lipophilie, welche sich an Hand der
etwas langeren Retentionszeit flr das neu entstehende Signal beobachten lasst. Das
neu gebildete Produkt mit nur noch einer verbleibenden Maske eluiert etwa 0.2 Minuten
spater als das eingesetzte Bis-pHP-Phosphat. Dieser Zugewinn an Lipophilie ist mit der
entstehenden negativen Ladung zu erklaren, welche nach Abspaltung einer Maske am
Phosphoratom entsteht. Durch den verwendeten Tetrabutylammoniumacetat-Laufpuffer
wird durch die zusatzliche negative Ladung ein weiteres Tetrabutylammonium-Kation io-

nisch gebunden, welches die Lipophilie des monomaskierten Phosphats stark erhéht,
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wodurch die Retentionszeit entsprechend zunimmt. Bei weiterer Bestrahlung erfolgt an-
schlieBend die Abspaltung der verbleibenden Maske, wodurch kein Signal mehr detek-
tiert werden kann. Auffallig ist zudem auch, dass das gebildete Intermediat im Vergleich
zum Bis-pHP-Phosphat 126 eine schwéachere Gesamtabsorption aufweist. Diese Beob-
achtung lasst sich jedoch mit der Anzahl der Chromophore erklaren. Wahrend das ge-
bildete Intermediat nur noch eine Maske und somit eine absorbierende Einheit aufweist,
weist das Edukt zwei Masken auf, wodurch die Gesamtabsorption verstandlicherweise
héher ist. Parallel zur Abnahme des Edukts und zur Bildung und Abnahme des Interme-
diats kann bei einer Retentionszeit von circa 3.2 min die Bildung einer neuen Verbindung
beobachtet werden. Bei dieser Verbindung kénnte es sich um das entsprechende Spalt-
produkt der pHP-Maske handeln, sofern dieses im Vergleich zur pHP-Maske nur eine
schwéchere Absorption aufweisen sollte.

AbschlieBend lasst sich festhalten, dass die Kombination aus AB-Konzept und pHP-
Maske erfolgreich an dem isolierten Bu-pHP-Phosphat 124 angewandt werden konnte.
Nach den positiven Ergebnissen wére es somit erstrebenswert das Konzept, wie bereits
versucht, auf ATP oder andere Verbindungen zu Ubertragen. Sollte es in der Zukunft
nicht mdglich sein langere und somit lipophilere Ester von der pHP-Maske darzustellen,
kénnte auch ein asymmetrisches Derivat mit einer stark lipophilen AB-Maske und einer
weniger lipophilen veresterten pHP-Maske dargestellt werden, um die Lipophilie der zu
schitzenden Verbindung entsprechend zu erhéhen. Durch die Modifikation mit nur noch
einer lichtspaltbaren Maske wirde, &hnlich zu dem orthogonal geschuitzten AB-MeNV-
ATP 82 ein trapping innerhalb der Zelle erreicht werden, wenn die lipophilen Ester durch
entsprechende Enzyme gespalten werden. Die finale Freisetzung des geschutzten Sub-
strats kann dann anschlieBend durch entsprechende Bestrahlung erfolgen. Im Gegen-
satz zu den Nitroaromaten werden dabei nur wasserlésliche und ungiftige Verbindungen
freigesetzt. Als Nachteil der pHP-Gruppe lasst sich nur die niedrigere Spaltwellenlange
von 310 nm nennen, bei welcher Schadigungen der Zelle nicht kategorisch ausgeschlos-
sen werden kénnen. Eine Diskriminierung zwischen den verschiedenen Maskentypen
(NB oder pHP) aufgrund der Halbwertszeiten ist nicht direkt mdglich. Die MeNV-Gruppe
wird aus dem AB-MeNV-ATP mit einer Halbwertszeit von circa drei Sekunden gespalten,
wahrend die pHP Maske eine Halbwertszeit von circa neun Sekunden aufweist. Es ist
jedoch zu berucksichtigen, dass die verwendete 310 nm-Lampe nur eine Leistung von
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insgesamt 150 mW aufweist, wahrend die 365 nm-Lampe eine Leistung von 3900 mW
aufweist, sodass die beiden Halbwertszeiten nicht direkt miteinander verglichen werden
kénnen.
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4.9 Synthese von photocaged-cyclischem Adenosinmonophosphat

Der secondary messenger cyclisches 3’,5-Adenosinmonophosphat 12 (cAMP) dient
bei der zellularen Signaltransduktion als essentielle Verbindung, um extrazellulare Rei-
ze in das Zellinnere weiterzuleiten. Die intrazellulare Konzentration von cAMP ist da-
bei von der extrazellularen Konzentration von ATP und Adenosin abhangig, da diese
Verbindungen entsprechende membrangebundene P1- (Adenosin-abhangig) oder P2Y-
Rezeptoren (ATP-abhangig) aktivieren, welche anschlieBend die Aktivitat der Adenylcy-
clase steuern, welche intrazellular an der Zellmembran gebunden ist. Bei Aktivierung
der Adenylcyclase durch die Klasse der P1-Rezeptoren erfolgt die Umwandlung von
intrazellularen ATP in cAMP unter Freisetzung von Pyrophosphat. Die Aktivierung der
P2Y-Rezeptoren reguliert die Aktivitat der Adenylcylase entsprechend herab, wodurch
die intrazellulare Konzentration an cAMP sinkt.['3”! Das gebildete cAMP kann anschlie-
Bend direkt an entsprechenden CNG-lonenkanéle (cyclic-nucleotide-gated ion channel)
binden oder das cAMP aktiviert weitere Enzyme, wie bspw. Proteinkinasen. Durch die
Aktivierung dieser Kinasen erfolgen posttranslationale Modifikationen von entsprechen-
den Proteinen, wodurch zum Beispiel metabolische Prozesse, Muskelkontraktionen oder
Gentranskriptionen ausgeldst werden kénnen.!'*® Viele dieser ausgelésten Reaktionen
sind jedoch noch ungeklart und bis heute nicht vollstdndig verstanden. Die Untersuchung
von intrazellularen cAMP-abhéngigen Prozessen erfolgt zur Zeit Gberwiegend durch Mi-
kroinjektion und Elektroporation, wodurch die zu untersuchende Zelle jedoch zuséatz-
lichem Stress ausgesetzt wird, durch den die erzielten Ergebnisse verfalscht werden
kénnten. Um diese praparativ aufwendigen Methoden zu umgehen und um eine passive
Zellaufnahme des cAMP durch die Zellmembran zu ermdéglichen, muss die negative La-
dung der cyclischen Phosphatgruppe chemisch maskiert werden. Eine Maskierung der
Phosphatgruppe mit der bereits vorgestellten bioreversiblen AB-Gruppe wurde 2018 von
MEIER verdffentlicht.l'?®! Es wurde gezeigt, dass das verwendete lipophile AB-geschiitzte
cAMP durch die Zellmembran diffundierte und in der Zelle die Freisetzung von cAMP
durch Esterasen erfolgte. Die rasche Freisetzung des cAMPs aus der inaktiven Vor-
lauferverbindung wurde durch den gemessenen und visualisierten Einstrom von Cal-
ciumionen in die Zelle bewiesen.['*®! Ebenso wie bei den vorgestellten AB-geschiitzten
Nucleosidtriphosphaten zeigt sich jedoch auch hier eine unkontrollierte schnelle enzy-
matische Freisetzung des gewilnschten Produkts durch die entsprechenden zellularen
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Esterasen. Durch die Verwendung eines entsprechenden nicht enzymatisch spaltbaren
caged-cAMP Derivats kénnte die Freisetzung von cAMP zeitlich wie auch lokal kon-
trolliert erfolgen. Zudem wére eine Akkumulation des caged-cAMP bis zu einer beliebi-
gen Konzentration in der Zelle méglich, da das caged-cAMP aufgrund der maskierten
negativen Ladung vermutlich nicht flr biologische Prozesse zur Verflgung steht und
dementsprechend nicht verbraucht wirde. Entsprechende cAMP-Derivate wurden be-
reits von ENGELS Mitte der 70iger Jahre publiziert.l'%®! Jedoch weisen die von ENGELS
vorgestellten Derivate nur die nicht modifizierte Nitrobenzylgruppe (NB) als photolabi-
le Schutzgruppe auf. Das entsprechend NV-geschiitzte Derivat wurde Mitte der 80iger
Jahre von NERBONNE vorgestellt.'*® Ein entsprechend MeNV-geschiitztes Derivat ist
jedoch bisher nicht in der Literatur beschrieben. In den zuvor durchgefihrten Untersu-
chungen Uber die Photolyse der verschiedenen caged-ATP Derivate hatte sich jedoch
gezeigt, dass die MeNV-Gruppe eine signifikant schnellere Spaltgeschwindigkeit als die
weiteren hergestellten caged-Gruppen aufweist. Fir die kontrollierte intrazellulare Frei-
setzung von cAMP kénnte ein entsprechendes MeNV-geschitztes cAMP-Derivat somit
Vorteile gegenuber den bereits publizierten NB und NV caged-Derivaten aufweisen, da
die Freisetzung von cAMP schneller sein kdnnte und ein weniger reaktives Keton als
Spaltprodukt freigesetzt werden wiirde.

4.9.1 Bekannte Retrosyntheseansatze zur Darstellung von caged-cAMP

Die Synthese der von ENGELS und NERBONNE vorgestellten caged-cAMP Derivate er-
folgte durch die Kupplung von cAMP in der freien Sadureform mit einer in situ dargestellten
Diazoverbindung der entsprechenden Photogruppe. Das entsprechende Retrosynthese-
schema zur Darstellung des von Engels dargestellten NB-cAMPs 38 ist in Abbildung 89
abgebildet und wird im Folgenden als Syntheseroute A bezeichnet.

Die Synthese des gewiinschten caged-cAMP Derivats erfolgt in dieser Syntheserou-
te durch die Kupplung des kommerziell erhéltlichen cAMPs 127 in der protonierten mit
einem in sifu dargestellten Diazoderivat 128. Die Darstellung des Diazoderivats sollte da-
bei ausgehend vom Tosylhydrazon 129 mdglich sein, indem dieses in einem stark alka-
lischen Medium verkocht wird. Die Synthese des entsprechenden Tosylhydrazons sollte
zuvor durch die Umsetzung des kommerziell erhaltlichen 2-Nitrobenzylbenzaldehyds mit
Tosylhydrazon mdglich sein.
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Abbildung 89: Retrosynthese des von ENGELS publizierten NB-cAMPs 38 (Syntheseroute
A). Die Darstellung des NV-cAMP-Derivats von NERBONNE erfolgte analog,
jedoch ausgehend von 2-Nitro-4,5-dimethoxybenzaldehyd.

Neben dieser bereits bekannten Syntheseroute fir die Darstellung von caged-cAMP
sollte auch die publizierte Syntheseroute von MEIER fir die Darstellung von caged-cAMP
erprobt werden.!'?! Diese beruht auf einer Schiitzung der exocyclischen Aminogruppe,
der anschlieBenden Kupplung eines Bis-Amidits an die 5’-Hydroxygruppe und der an-
schlieBenden Cyclisierung des erhaltenen Intermediats mit der 3’-Hydroxygruppe. Das
gebildete cyclische Phosphit wird anschlieBend durch die Zugabe eines geeigneten Oxi-
dationsmittels zum gewlinschten Phosphattriester oxidiert. Die Retrosyntheseroute flr
diesen synthetischen Ansatz ist in Abbildung 90 auf Seite 137 dargestellt und wird im
Folgenden als Syntheseroute B bezeichnet.

Die Synthese des AB-geschitzten cAMP Derivats 130 konnte durch die Kupplung des
Né-Butanoyl-geschiitzten Adenosin 131 mit dem Bis-Amidit 132 von MEIER realisiert wer-
den. Die Darstellung des geschiitzten Adenosins 131 sollte aus kommerziell verfliigba-
rem Adenosin erfolgen. Das Bis-Amidit 132 sollte durch die Kupplung des entsprechen-
den AB-Alkohols 133 an das kommerziell erhaltliche Bis(N,N-diisopropylamino)chloro-
phosphoramidit erhaltlich sein.

Durch die Verwendung dieser beiden Syntheserouten sollte das gewlinschte MeNV-
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Abbildung 90: Retrosynthese der von MEIER vorgestellten Syntheseroute zur Darstellung
des AB-geschitzeten cAMPs (Syntheseroute B).

cAMP theoretisch durch eine der beiden Routen darstellbar sein. Zunachst sollte der
bereits fir caged-cAMP Derivate angewendete Syntheseweg A nach ENGELS und NER-
BONNE erprobt werden und die erzielten Ergebnisse anschlieBenden mit der Synthese-
route B von MEIER verglichen werden.

4.9.2 Synthese von caged-cAMP lber die Syntheserouten A und B

Die von ENGELS und NERBONNE vorgestellte Syntheseroute A weist zwei entscheidende
potentielle Nachteile auf. Zum Einen wird in den publizierten Arbeiten fir die Synthese
auf das carcinogene und giftige HMPT (Hexamethylphosphorsauretriamid) als Lésungs-
mittel zurlickgegriffen, da das verwendete cAMP 127 in seiner freien Saureform in allen
weiteren gangigen Lésungsmitteln unléslich ist. Jedoch wurde in beiden Arbeiten selbst
in dem hervorragendem L&sungsmittel HMPT nur eine schlechte Lslichkeit des cAMPs
beschrieben, weshalb das Reaktionsgefaf3 regelméaBig in ein Ultraschallbad gehalten
werden musste, um stets einen Teil des Edukts in Lésung zu halten. Dartber hinaus

erfolgt die Kupplung mit ebenfalls toxischen Diazoverbindungen, welche als Feststoff
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zudem auch explosiv sein kdnnen. Bei der vorgestellten Syntheseroute A erfolgte die
Darstellung der Diazoverbindung 128 durch das Umsetzen des Tosylhydrazons 129 mit
Natronlauge, wobei das Produkt anschlieBend als potentiell explosiver Feststoff isoliert
wird.[*9 Aus diesem Grund wurde die publizierte Syntheseroute leicht modifiziert, um
diese potentiellen Gefahren méglichst zu umgehen. Die modifizierte Retrosyntheseroute
ist in Abbildung 91 dargestellt.
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Abbildung 91: Retrosynthese der optimierten Syntheseroute A.

Am grundlegenden Synthesekonzept hat keine signifikante Anderung stattgefunden.
Das gewtinschte MeNV-cAMP sollte durch die Kupplung des cyclischen Adenosinmono-
phosphats 127 in der freien Saureform mit der Diazoverbindung 135 erhalten werden.
Das zuvor verwendete carcinogene HMPT sollte jedoch durch das nicht toxische DMSO
ersetzt werden. Die Diazoverbindung 135 sollte aus dem Hydrazon 136 durch eine Oxi-
dation mit Braunstein erhalten werden, wobei wahrend der Synthese auf eine Isolierung
der Diazoverbindung 135 verzichtet werden sollte. Das Hydrazon 136 sollte zuvor durch
die Umsetzung des Ketons 57 mit Hydrazin erhalten werden. Im Folgendem wird auf die
einzelnen Reaktionen naher eingegangen.

Die Synthese des Hydrazons 136 erfolgte durch die Umsetzung des Ketons 57 mit einer
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wassrigen Hydrazin-Lésung. Die Synthese ist in Abbildung 92 dargestellt und erfolgte
angelehnt an die Arbeiten von wWALL.!'4"]
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Abbildung 92: Synthese des Hydrazons 136 durch die Umsetzung des Ketons 57 mit einer
wassrigen Hydrazin-Lésung (50 %).

Das Produkt konnte in einer zu den Arbeiten von WALL vergleichbaren Ausbeute von
66 % erhalten werden. Ausgehend von dem erhaltenen Hydrazon konnte in situ die ge-
winschte Diazoniumverbindung 135 hergestellt werden und diese anschlieend direkt
mit cAMP zum gewiinschten MeNV-cAMP umgesetzt werden. Die Synthese der Diazoni-
umverbindung erfolgte ebenfalls angelehnt an die Arbeiten von WALL und ist in Abbildung
93 dargestellt.l'#!]
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Abbildung 93: Synthese des MeNV-cAMP durch die Kupplung der in situ dargestellten Dia-
zoverbindung 135 mit protoniertem cAMP 127.

Im Unterschied zu den Arbeiten von ENGELS und NERBONNE erfolgte in diesem Fall
keine Isolierung der dargestellten Diazoverbindung 135. Stattdessen erfolgte die Syn-
these dieser reaktiven Spezies in Chloroform durch die Zugabe von Braunstein. Bereits
bei der Zugabe des Braunsteins konnte ein intensiver Farbwechsel von gelb zu rot beob-
achtet werden, welche die Oxidation des Hydrazons zur Diazoverbindung anzeigt. Ent-
scheidend bei dieser Reaktion ist jedoch die Giite des verwendeten Braunsteins, da die
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hier durchgefiuhrte Reaktion erst mit dem dritten verwendetem Braunsteingebinde ge-
lang. Die Kristallmodifikation, KorngréBe und Oberflache des verwendeten Braunsteins
scheint somit einen signifikanten Einfluss auf die Reaktion aufzuweisen. Aufgrund der
Reaktivitat der gebildeten Diazoverbindung 135 wurde neben dem optisch wahrzuneh-
menden Farbwechsel keinerlei weitere Analytik durchgefihrt und angenommen, dass
der Umsatz quantitativ verlaufen ist. Nach zehn Minuten wurde die Lésung aufgenom-
men und zur Abtrennung des Braunsteins filtriert. AnschlieBend wurden 5 mL DMSO zu
der roten und klaren Lésung zugegeben und anschlieBend begonnen, dass Chloroform
im Olpumpenvakuum zu entfernen. Es wurde dabei drauf geachtet, dass der Reaktions-
ansatz nicht ganzlich vom L&sungsmittel befreit wurde. Der Tausch des Lésungsmittels
war aufgrund der sehr schlechten Léslichkeit des protonierten cAMP 127 notwendig.
Nachdem der GroBteil des Chloroforms entfernt worden war, erfolgte die Zugabe des
cAMP als Feststoff zur erhaltenen tiefroten Lésung. Es zeigte sich, dass das cAMP sich
im DMSO geringfugig l6ste und dieser Prozess mit einem Ultraschallbad noch verstarkt
werden konnte. Die Reaktionslésung wurde unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur
geruhrt, bis die tiefrote Farbe verschwunden war und die Lésung gelb erschien. Nach
drei Tagen konnte eine klare gelbe Lésung erhalten werden und es wurde anschlieBend
begonnen, das DMSO zuné&chst durch das Einleiten von Stickstoff zu entfernen und das
verbleibende DMSO durch das Trocknen im Olpumpenvakuum zu entfernen. Der erhalte-
ne gelbe Riickstand wurde versucht durch automatisierte RP-Saulenchromatographie zu
reinigen. Es zeigte sich jedoch, dass eine unbekannte Verunreinigung erst durch wieder-
holte Reinigungsversuche mit verschiedenen S&aulengréBen, Flussraten und Gradienten
abgetrennt werden konnte. Im 3'P-NMR konnten die erwartenden Signale im negativen
einstelligen Bereich beobachtet werden. Das Spektrum ist in Abbildung 94 dargestellt.
Im gezeigten 3'P-NMR-Spektrum sind vier jeweils isolierte Singuletts zu erkennen.
Jedes dieser Singuletts ist dabei vermutlich auf eines der vier méglichen Diastereome-
re zurlckzuflhren, welche sich bei der Verwendung der MeNV-Maske bilden kénnen.
ENGELS und seinen Mitarbeitern gelang es, die gebildeten axialen und aquatorialen Dia-
stereomere der unterschiedlichen hergestellten Phosphattriester chromatographisch zu
trennen und einzeln durch NMR-Spektroskopie und in einigen Féllen auch durch Kristall-
strukturanalyse zu charakterisieren.'® 421 Durch die erhaltenen Kristallstrukturanalysen
konnte die absolute Konfiguration der axialen und &quatorialen Diastereomere zweifels-
frei von ENGELS aufgeklart werden. Im Zusammenhang mit den jeweiligen Verschiebun-
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Abbildung 94: Ausschnitt aus dem 3'P-NMR-Spektrums des erhaltenen MeNV-cAMP 46
Uber die optimierte Syntheseroute A (400 MHz, DMSO-dg, rt).

gen im 3'P-NMR konnte bei anderen Derivaten auf die jeweilige axiale und dquatoriale
Form geschlossen werden. Durch diese Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Hoch-
feld verschobenen Signale durch die axialen Verbindungen und die entsprechend tiefer
verschobenen Signale durch die dquatorialen Diastereomere erzeugt werden. Die De-
skriptoren axial und dquatorial beschreiben dabei die Position der Schutzgruppe relativ
gesehen zum phosphorhaltigen Sechsring. Diese Aufspaltung in ein Set von Signalen,
welches zu héheren ppm-Zahlen verschoben ist und in ein Set welches zu entsprechend
niedrigeren Werten verschoben ist, konnte auch fur das hergestellte MeNV-cAMP 46 be-
obachtet werden. Jedoch werden, bedingt durch das Stereozentrum der MeNV-Maske, in
Summe die bereits erwéhnten vier Sterecisomere erhalten. Zur besseren Ubersicht sind
die verschiedenen erhaltenen Diastereomere in Abbildung 95 in einer entsprechenden
Darstellungsform abgebildet.

Eine exakte Zuordnung der vier Diastereomere zu den vier erhaltenen 3'P-NMR Signa-
len, neben der Zuorndung von axial und aquatorial, kann aufgrund von fehlenden Kris-
tallstrukturanalysen nicht erfolgen. Auffallig ist jedoch, dass die Ausbildung der beiden
axialen Isomere zu gleichen Verhéltnissen erfolgte, wahrend es bei der Bildung der dqua-
torialen Isomere zu einer Diskriminierung eines einzelnen Isomers zu kommen scheint.
Ebenso wie ENGELS konnte auch in dieser Arbeit festgestellt werden, dass die Bildung
des axialen Isomers gegeniber der Bildung des aquatorialen Isomeres favorisiert ist.

Tendenziell wére es zu erwarten gewesen, dass die Isomere im genauen Gegenteil vor-
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Abbildung 95: Ubersicht iiber die erhaltenen vier verschiedenen Diastereomere, welche
je nach Positionierung der Schutzgruppe in einer axialen oder dquatorialen
Konformation vorliegen kénnen.

liegen, da aquatoriale Substituenten in der Regel energetisch favorisiert sind. ENGELS
begriindet diesen Umstand mit dem Gauche-Effekt, bei welchem durch verschiedene
elektronische oder sterische Wechselwirkungen die Anordnung in einer anderen als der
energetisch niedrigsten favorisiert wird. Die erreichte Ausbeute von 65 % liegt knapp
20 % hdéher als fiir das entsprechend von ENGELS synthetisierte NB-Derivat, wodurch
die erzielte Ausbeute positiv eingeordnet werden sollte. Mit der Arbeit von NERBONNE
kann die Ausbeute nicht verglichen werden, da dort keine Ausbeute angegeben wurde.
Nachdem die Synthese des MeNV-cAMP (ber die Syntheseroute A realisiert werden
konnte, sollte im Anschluss die von MEIER vorgestellte Syntheseroute B erprobt werden.
Bereits bei MEIER zeigte sich, dass die Butanoylschutzgruppe, welche die exocyclische
Aminogruppe schitzte, nach erfolgreicher Kupplung zum Phosphattriester nicht mehr
chemisch gespalten werden konnte, ohne ungewollte Nebenreaktionen oder Zersetzun-
gen in Kauf zu nehmen. Dieser Nachteil konnte jedoch bedingt durch den zellularen
Einsatz verkraftet werden, da die Butanolygruppe nach erfolgter Aufnahme in die Zelle
vermutlich von Enzymen gespalten werden wirde. Fir spezifische Verwendungen der
hergestellten cAMP-Derivate kénnte eine solche Gruppe jedoch stérend sein oder nicht
gespalten werden, wodurch die Ergebnisse verfélscht werden wirden, da die Amino-
gruppe zum Beispiel fiir die Substraterkennung in Proteinen bendtigt werden kdnnte. Ein
weiterer Nachteil dieser Syntheseroute ist die ebenfalls schlechte Léslichkeit des Buta-
nolygeschutzten Adenosins 131. Um diese Probleme zu umgehen, wurde beschlossen
die Butanoylgruppe durch eine Fmoc-Schutzgruppe auszutauschen. Die Fmoc-Gruppe
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sollte im letzten Schritt unter nicht nucleophilen basischen Bedingungen abspaltbar sein,
ohne eine Zersetzung des gebildeten Phosphattriesters zu riskieren. Dariiber hinaus
wird die Lipophilie durch die verwendete Fmoc-Gruppe stark gesteigert, wodurch die
entsprechende Adenosinverbindung gut in gangigen organischen Ldsungsmitteln 16s-
lich sein sollte. Die Synthese des Fmoc-geschiitzten Adenosins wurde dabei analog zur
Darstellung des butanolygeschiitzten Adenosins durchgefiihrt.'?®! Die Synthese ist in
Abbildung 96 dargestellt.
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134 137 138

Abbildung 96: Synthese des Fmoc-geschiitzten Adenosinderivats 137.

Das einfach Fmoc-geschitzte Derivat 137 konnte in einer Ausbeute von 47 % erhalten
werden. Als Nebenprodukt wurde das doppelt geschiitzte Derivat 138 in einer Ausbeute
von 17 % isoliert. In nachfolgenden Léslichkeitstests zeigte sich, dass das doppelt ge-
schitzte Adenosinderivat 138 eine bessere Léslichkeit in organischen Lésungsmitteln
aufweist als das monogeschiitzte Derivat 137. Aus diesem Grund wurde in anschlieBen-
den Synthesen bevorzugt mit dem isolierten Nebenprodukt 138 gearbeitet und dieses
nochmals gezielt hergestellt, indem die Synthese mit einem gréBeren Uberschuss an
Fmoc-Chlorid wiederholt wurde. Das gewlinschte doppelt geschitzte Derivat 138 konn-
te so in einer Ausbeute von 58 % erhalten werden. Fur die Synthese dieser geschitzten
Derivate wurde die ebenfalls von MEIER angewandte temporare TMS-Schiitzung ver-
wendet. Dazu wurden die hohe Oxophilie der TMS-Gruppen ausgenutzt, um im ersten
Schritt die drei Hydroxygruppen zu schiitzen, um anschlie3end gezielt die Aminogruppe
mit der entsprechenden Schutzgruppe zu schiitzen. Die TMS-Gruppen wurden nach der
Carbamat-Synthese durch die Zugabe von verdiinnter Salzsaure abgespalten, sodass
das gewinschte Produkt nach einer automatisierten RP-S&ulenchromatographie erhal-
ten werden konnte.
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Als weitere Synthesealternative sollte neben der Schiitzung der exocyclischen Amino-
funktion auch die simultane Schitzung der 2’-Hydroxygruppe erprobt werden. Durch
die Schutzung der 2’-Position wirden im anschlieBenden Kupplungs- und Cyclisierungs-
schritt potentielle Nebenreaktionen vermieden werden. Zum Einen kann damit das Ami-
dit nicht von der ebenfalls nucleophilien 2’-Hydroxygruppe angegriffen werden und zum
Anderen ist die Ausbildung eines Flnfrings und die Bildung des 2’,3’-Phosphats nicht
mdglich, falls das Amidit zuerst von der 3’-Hydroxygruppe angegriffen werden sollte. Flr
diesen Ansatz sollten zunachst die 5’- und die 3’-Hydroxygruppen mit Hilfe der TIPDS-
Klammer geschitzt werden und anschlieBend die 2’-Hydroxygruppe und die Aminogrup-
pe durch Acetylgruppen geschitzt werden. Nach erfolgreicher Synthese eines entspre-
chenden Acetyl-geschitzten cAMP-Derivats sollte getestet werden, ob die Acetylgruppe
gegebenenfalls leichter gespalten werden kann, als die von MEIER verwendete Butanoyl-
gruppe und ob die Schutzung der 2’-Position einen Einfluss auf die Ausbeute aufweist.
Die Synthese ist in Abbildung 97 dargestellt.
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Abbildung 97: Synthese des vollstédndig geschitzten Adenosinderivats 140.

Nach der Zugabe des Silylierungsreagenzes wird dieses von der reaktiveren 5’-Hydroxy-
gruppe angegriffen, bevor es anschlieBend, begriindet durch die rAumliche Néhe, bevor-
zugt mit der 3’-Hydroxygruppe cyclisiert. Eine Schitzung der 2’-Position ist dabei ausge-
schlossen, da der Abstand zwischen der 5’- und der 2’-Position zu grof3 ist. Im anschlie-
Benden Schritt konnten die verbleibenden, freien reaktiven funktionellen Gruppen durch
die Zugabe von Essigsaureanhydrid acetyliert werden und das Produkt wurde in einer
guten Ausbeute von 82 % erhalten. Im nachsten Schritt sollte die Silylgruppe durch die
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Zugabe von Fluoridionen abgespalten werden und das geschutzte Derivat 141 erhalten
werden. Die Entschitzung ist in Abbildung 98 dargestellt.
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Abbildung 98: Synthese des zweifach acetylierten Derivats 141.

Es zeigte sich, dass die Silylklammer mit einer sehr guten Ausbeute von 90 % ab-
gespalten werden konnte. Das Produkt konnte jedoch auch nach einer sdulenchroma-
tographischen Reinigung nur als Isomerengemisch erhalten werden. Durch 'H-NMR
Spektroskopie konnte festgestellt werden, dass die 2’-Acetylgruppe zwischen der 2’ und
3’-Position wandert, sodass schlieBlich ein 1:1 Gemisch von beiden Isomeren vorlag.
Selbst nach Separation der beiden Isomere per Saulenchromatographie stellte sich das
Isomerengemisch wieder ein. Aus diesem Grund wurde beschlossen, die Reaktion mit
dem bereits zuvor eingesetzten Fmoc-Chlorid zu wiederholen, da vermutet wurde, dass
das gebildete Carbonat im Vergleich zum Acetylester weniger zur Isomerisierung neigt.
Die Darstellung des selektiv an der 2'- und N°-Position Fmoc-geschiitzten Derivats 145
ist in Abbildung 99 gezeigt.

Das gewulinschte vollstdndig geschultzte Derivat 143 konnte in einer Ausbeute von
82 % isoliert werden. Im Gegensatz zum acetylgeschltzten Derivat 140 musste die Rei-
nigung hier mehrfach wiederholt werden, um den Uberschuss an Silylierungsreagenz
und Fmoc-Reagenz zu entfernen, da das dargestellte Derivat bedingt durch die Fmoc-
Gruppen eine hohe Lipophilie aufweist und daher im Vergleich zum Derivat 140 schwie-
riger von den lipophilen Reagenzien zu trennen war. Nachdem das Produkt isoliert wer-
den konnte, sollte die TIPDS-Klammer analog zum Acetylderivat 140 durch Zugabe von
Triethylamin-Trihydrofluorid abgespalten werden. Es konnte jedoch festgestellt werden,
dass nach Abspaltung der Silylklammer auch in diesem Fall eine Isomerisierung statt-
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Abbildung 99: Synthese des mit Fmoc selektiv an der 2’-Hydroxy-, und Aminogruppe ge-
schitzten Derivats 145. Eine Trennung der Isomere durch Saulenchromato-
graphie gelang nicht, wodurch keine Ausbeute fir die Produkte 145 und 144
angegeben werden kdnnen.

findet und die Fmoc-Gruppe zwischen der 2° und 3’-Position migrierte. Darlber hinaus
konnte im Roh-"H-NMR Benzofulven beobachet werden, welches durch die Abspaltung
der Fmoc-Gruppen gebildet wird. Durch den Verbrauch des Hydrofluorids durch die Ab-
spaltung der TIPDS-Klammer kénnte eine kleine Menge Triethylamin freigesetzt werden,
welches anschlieBend bedingt durch die lange Reaktionsdauer die Fmoc-Gruppen ge-
spalten haben kénnte. Eine chromatographische Reinigung zeigte zudem auch keine
Trennung des komplexen Gemisches in die einzelnen Isomere oder eine mégliche Ab-
trennung des Benzofulvens. Aufgrund der beobachteten Migration der Acetyl- wie auch
Fmoc-Schutzgruppe wurde eine mogliche Nebenreaktion an der 2’-Position in Kauf ge-
nommen und mit der Syntheseroute B mit dem Bis-Fmoc-Adenosin 138 fortgefahren.
Der Versuch der selektiven Schitzung der 2’-Hydroxygruppe wurde nicht weiter verfolgt.
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Die Kupplung zum Fmoc-geschitzten MeNV-cAMP sollte durch die Kupplung des Bis-
Fmoc-geschiitzten Adenosins 138 mit dem Bis-Amidit 79 realisierbar sein. Dazu sollten
beide Ausgangsverbindungen zunachst in einem geeigneten Ldsungsmittel gelést wer-
den und durch die gezielte Zugabe einer aquimolaren Menge eines entsprechenden
Aktivators umgesetzt werden. Dabei sollte zunéchst die reaktivere 5’-Hydroxygruppe am
Amidit angreifen und anschlieBend nach einer angemessenen Reaktionszeit durch die
weitere Zugabe des Aktivators die weniger reaktive 3’-Hydroxygruppe. Das gewlinsch-
te Produkt sollte anschlieBend durch die Oxidation des gebildeten cyclischen Phos-
phits zum Phosphattriester erhalten werden. Aus den Vorarbeiten von MEIER war be-
kannt, dass der Angriff der 3’-Hydroxygruppe stark gehemmt erscheint und die Bildung
bzw. anschlieBende Isolierung des Produkts nicht trivial ist. Auch in dieser Arbeit war
die Cyclisierung zum cyclischen Phosphit das Uberwiegende Problem der Synthese.
Durch die Variation des Aktivators von DCI und BTT (5-(Benzylthio)-1H-tetrazol) zu
Pyridinium-Trifluoracetat (PyTFA) konnte das Produkt 146 jedoch verlasslich in mehre-
ren Versuchsansatzen in gleichbleibenden Ausbeuten erhalten werden. Dieser Aktivator
wurde in der Literatur als Alternative zum standardmafig verwendeten DCI beschrieben
und erfolgreich fiir die Synthese von Oligonucleotiden angewendet.l'?®! Aufgrund der be-
schriebenen sehr guten Eigenschaften in Bezug auf Reaktivitat, Toxizitéat, Preis und L&s-
lichkeit wurde dieser Aktivator auch in dieser Arbeit getestet. Die Synthesebedingungen
sind in Abbildung 100 dargestellt.

Fmoc. N Fmoc
I. 1.0 Aquiv. PyTFA

Fmoc\ _Fmoc 1.0 Aquiv. Amidit
II. 1.2 Aquiv. PyTFA )
1. 1.5 Aquiv. t-BuOOH
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(f\) \r (5.5 M in n-Decan) o
' THF 0.
HO :o: NO2 20 min, /oﬁLOwP\O OH
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OH OH 0 1. 20 min, rt ~ NO,

138 79 146

Abbildung 100: Synthese des Bis-Fmoc-geschitzten MeNV-cAMP 146 mit Pyridnium-Tri-
fluoroacetat (PyTFA) als Aktivator.

Nachdem alle Versuche der Kupplung zum gewtnschten MeNV-cAMP mit den gangi-
gen Aktivatoren DCI und BTT scheiterten, wurde die Reaktion ohne sonstige Anderung
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mit PyTFA als Aktivator erfolgreich durchgeflihrt. Das gewunschte Produkt 146 konnte
in einer Ausbeute von 40 % erhalten werden. Das aufgenommene 3'P-NMR ist in Abbil-
dung 101 auf Seite 149 dargestellt. Beim direkten Vergleich mit dem aufgenommenen
3'P-NMR aus der Syntheseroute A wird deutlich (vgl. Abbildung 94 S. 141), dass es in
diesem Fall keine Favorisierung zwischen axialer und adquatorialer Form gibt, sondern
beide Konfigurationen etwa gleich sind. Aufféllig ist jedoch, dass jeweils ein Diastereo-
mer aus jedem Set diskriminiert ist, da die erhaltenen Signale in den jeweiligen Sets
fir die axialen und &quatorialen Isomere nicht gleich grof3 sind. Dieser Trend konnte in
jedem Syntheseansatz beobachtet werden.

Neben dem gewlinschten Produkt konnte auch in diesem Fall das nicht cyclisierte Ami-
dat isoliert werden, welches in den zuvor durchgefiihrten Syntheseversuchen mit DCI
und BTT stets dominant erhalten wurde. Das isolierte Amidat wird vermutlich gebildet,
wenn der Angriff der 5’-Hydroxygruppe erfolgt ist, jedoch die Cyclisierung durch den
Angriff der 3’-Hydroxygruppe nicht erfolgt. Durch die stets im Anschluss durchgefhr-
te Oxidation wird das 5-Amidit zum 5’-Amidat oxidiert, sodass eine Cyclisierung nicht
mehr mdéglich ist und das Amidat als Nebenprodukt erhalten wird. In einer durchgeflhr-
ten Reaktionskontrolle per 3'P-NMR konnte die Bildung des Amidats jedoch bereits vor
der eigentlichen Oxidation beobachtet werden. Aus diesem Grund wurde die Reaktion
mit entgasten Lésungsmittel wiederholt, um eine Oxidation durch den im L&ésungsmit-
tel geldsten Sauerstoffs auszuschlieBen. Das gewlinschte Produkt konnte jedoch auch
unter diesen Bedingungen nicht isoliert werden. Nachdem die Reaktion mit PyTFA als
Aktivator erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, sollte der Einfluss von gegebenenfalls
vorhandenem gelésten Sauerstoff im Lésungsmittel auf die Reaktion und Ausbeute er-
neut untersucht werden. Dafir wurde die Reaktion einmal, wie bereits in Abbildung 100
beschrieben, durchgefiihrt und parallel der exakt gleiche Ansatz mit zehn Aquivalenten
Tributylphosphin versetzt. Tributylphosphin ist fiir seine hohe Oxophilie bekannt und bin-
det somit den gelésten Sauerstoff, indem das Phosphoratom oxidiert wird. Es konnte
jedoch in beiden Féllen das Produkt 146 in vergleichbaren Ausbeuten isoliert werden.
Es zeigte sich jedoch, dass das erhalten Tributylphosphinoxid nur sehr schwierig bis
gar nicht abtrennbar war. Zudem musste die Menge an zugegebenem Oxidationsmit-
tel angepasst werden, um sicherzugehen, dass das gewiinschte Produkt am Ende der
Reaktion gebildet wurde. Auf eine standardmafige Zugabe von Tributylphosphin sollte

somit verzichtet werden, da keine signifikanten Vorteile gewonnen werden.

- 148-



Resultate und Diskussion

| | II |
Webtimbl s popte Al o o oo o st Ay g

T T T T T T T T T T T T T T T T
-2.5 -3.0 -3.5 -4.0 -4.5 -5.0 -5.5 -6.0 -6.5 -7.0 -7.5 -8.0 -8.5 -9.0 -9.5 -10.0

Abbildung 101: Ausschnitt aus dem 3'P-NMR-Spektrum des erhaltenen Bis-Fmoc-MeNV-
cAMP 146 Uber die optimierte Syntheseroute B (600 MHz, DMSO-dg, rt).

Nachdem das Bis-Fmoc-MeNV-cAMP 146 erfolgreich dargestellt werden konnte, muss-
ten im nachsten Schritt die beiden Fmoc-Gruppen abgespalten werden. Fir diesen Syn-
theseschritt wurde ausgenutzt, dass Fmoc-Gruppen von nicht-nucleophilen Basen ge-
spalten werden kénnen. Die Verwendung von nucleophilen Basen ist aufgrund der po-
tentiellen Hydrolyse des Phosphattriesters nicht empfehlenswert. Um die ungewollte und
nicht reversible Spaltung des Phosphattriesters zu vermeiden, wurde auf wasserfreies
Triethylamin als nicht nucleophile Base zuriickgegriffen. Die Synthese ist in Abbildung
102 dargestellt.
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Abbildung 102: Synthese von MeNV-cAMP 46 durch die basische Abspaltung der Fmoc-
Gruppen von Derivat 146 unter wasserfreien Bedingungen.

Das gewiinschte Produkt 46 konnte in einer sehr guten Ausbeute von 80 % isoliert wer-
den. Bei der anschlieBenden Charakterisierung per 3'P-NMR zeigte sich jedoch, dass
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sich das Verhaltnis zwischen &quatorialen und axialen Isomeren von 1:1 zu 1:2 veran-
dert hat (Abb. 103). Eine Isomerierung des phosphorhaltigen Sechsring ist aufgrund der
stabilen Phosphor-Sauerstoff-Bindungen unwahrscheinlich, sodass ein Wechsel der ein-
zelnen Formen ineinander nicht méglich sein sollte. Es ist eher wahrscheinlich, dass sich
das aquatoriale Produkt oder bereits das entsprechende &dquatoriale Edukt 146 zersetzt
hat, da sich die &quatorialen Isomere bereits in der Arbeit von ENGELS als weniger stabil
als die entsprechenden axialen Isomere herausgestellt haben.
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Abbildung 103: Ausschnitt aus dem 3'P-NMR-Spektrum des erhaltenen MeNV-cAMPs 46
Uber die optimierte Syntheseroute B (500 MHz, DMSO-dg, rt).

Durch die Abspaltung der beiden Fmoc-Gruppen fand zudem eine Tieffeldverschie-
bung der erhaltenen 3'P-NMR Signale um 1.5 ppm statt, sodass die erhaltenen Verschie-
bungen fiir die einzelnen Signale mit denen des Produkts aus Syntheseroute A identisch
sind (Abb. 94 S. 141).

Es lasst sich somit festhalten, dass das gewlnschte MeNV-geschiitzte cAMP Derivat
46 sowohl Uber Syntheseweg A durch die Kupplung der in situ dargestellten reaktiven
Diazoverbindung mit dem cylischen Adenosinmonophosphat hergestellt werden konn-
te, sowie auch durch die stufenweise Umsetzung mit einem Bis-Amidit in Syntheserou-
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te B. Es ist jedoch schwierig auszusagen, welche Route final favorisiert werden sollte.
Die Syntheseroute A liefert im Vergleich zur Route B im wichtigen Kupplungsschritt mit
65 % die héhere Ausbeute als Route B (40 %), jedoch ist diese Route unvorteilhaft fir
die Synthese gréBBerer Mengen an MeNV-cAMP, da gré3ere Mengen DMSO eingesetzt
und anschlie3end entfernt werden muissten und die potentiell explosive Diazoverbindung
in gréBeren Mengen dargestellt werden misste. Syntheseroute B sollte dagegen auch
in groBeren Syntheseansatzen das gewlinschte Produkt ohne gréBeren praparativen
Mehraufwand liefern, wodurch diese Route bei einem scale up die bessere Alternati-
ve ware. Dazu sollten zudem die kurzen Reaktionszeiten fir Route B beachtet werden,
in welcher der Kupplungsschritt inklusive Reinigung an einem Tag durchgefihrt werden
kann, wahrend der Kupplungsschritt in Route A bis zu einer Woche mit der aufwendigen
Reinigung dauern kann.

4.9.3 Photolyse des MeNV-cAMPs 46

Nachdem das MeNV-cAMP 46 erfolgreich sowohl Uber die Syntheseroute A als auch B
dargestellt werden konnte, sollte im Anschluss die lichtinduzierte Freisetzung des cAMPs
untersucht werden. Die Photolyse erfolgte unter den zuvor definierten und angewende-
ten Standardbedingungen (1 mg/mL, 365 nm, PB/CH3CN 1:1, pH 7.4). Durch das Auf-
tragen der entsprechend bestimmten Peakflachen der jeweiligen Signale gegen die Be-
strahlungsdauer konnte die Halbwertszeit t;, des MeNV-cAMPs 46 bestimmt werden.
Es wurde ebenfalls eine Photolyse des doppelt Fmoc-geschiitzten cAMP-Derivats 146
durchgefihrt. Jedoch musste diese Photolyse in einem Gemisch aus PB/CH;CN 1:4
durchgefuhrt werden, da sich das Derivat 146 aufgrund seiner hohen Lipophilie erst in
diesem Gemisch vollstandig geldst hatte. Die berechneten Halbwertszeiten sind in Ta-
belle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Ubersicht (iber die berechneten Halbwertszeiten ti» des MeNV-cAMPs 46 und
des Fmoc-geschiitzten cAMP-Derivats 146.

# Verbindung Nummer  Lésungsmittel  ty5 [S]

1 MeNV-cAMP 46 PB/CH3CN 1:1 3.5
2 DiFmoc-MeNV-cAMP 146 PB/CH;CN 1:4* 2.4

* Auf Grund der hohen Lipophilie war ein héher Anteil CH3CN notwendig.
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Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse Uber den Einfluss des Lésungsmittels auf die
Spaltgeschwindigkeit wahrend der Photolyse (vgl. Abschnitt 4.6.2) ist ein direkter Ver-
gleich der beiden erhaltenen Halbwertszeiten nicht méglich, da fir die Photolyse des
Fmoc-geschiitzten Derivates 146 ein erheblich gréBerer Anteil an Acetonitril verwendet
werden musste, um eine vollstandige Léslichkeit zu erreichen. Die erhaltene Halbwerts-
zeit von 3.5s fir das MeNV-cAMP 46 lasst sich jedoch aufgrund der verwendeten Stan-
dardbedingungen mit der Photolyse weiterer MeNV-geschiitzter Derivate vergleichen. Im
direkten Vergleich mit dem y-Alkyl-MeNV-ATP 86 zeigt sich eine Halbierung der Halb-
wertszeit von 7.8 s auf 3.5 s fir das MeNV-cAMP 46. Beim Vergleich mit dem orthogonal
geschitzten AB-MeNV-ATP 82 konnte fir beide Derivate eine ahnliche Halbwertszeit
festgestellt werden (3.2s 82 und 3.5 s 46). Das ebenfalls photolysierte Fmoc-geschitzte
cAMP Derivat 146 weist mit 2.4 s eine noch schnellere Halbwertszeit auf, jedoch kann
dieser Wert aufgrund des notwendigen hohen Anteils an Acetonitril nur bedingt mit den
anderen Werten verglichen werden. Es Iasst sich jedoch festhalten, dass die MeNV-
Gruppe unter den gewahlten Photolysebedingungen schnell abgespalten werden kann
und dass das MeNV-cAMP 46 somit eine gute Ausgangsverbindung fir potentielle zellu-
lare Assays ware, um cAMP gezielt und kontrolliert freizusetzen.
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4.10 Synthese und Untersuchung von
5’-NB-N°-cyclopentyladenosin 40

Bei N8-Cyclopentyladenosin handelt es sich um einen A;-Adenosin-Rezeptor Antagonis-
ten. Der A;-Rezeptor gehért dabei zu der im Abschnitt 2.1.1 erlauterten P1-Rezeptoren
und ist essentiell fiir verschiedenste immunregulatorische Prozesse.l'®! Um die Klasse
von P1-Rezeptoren und im besonderen die Wirkung und Funktion von A;-Rezeptor wei-
ter zu untersuchen und zu verstehen, bieten sich aus den bereits erwahnten Griinden
photolabilen Gruppen an. Die Arbeitsgruppe um JACOBS publizierte im Jahr 1991 die
Synthese des an der 5’-Position mit einer 2-Nitrobenzylgruppe geschiitzten 5’-NB-N°8-
cyclopentyladenosin Verbindung 40.1'% Jedoch gestaltete sich die Synthese und dabei
im besonderen die Kupplung der NB-Maske an die 5’-Hydroxygruppe als nicht trivial,
sodass das gewtinschte Produkt nur in geringen Mengen hergestellt werden konnte. Die
Untersuchung der photoinduzierten Abspaltung der NB-Maske wurde zudem nur qua-
litativ mit Hilfe einer Dinnschichtchromatographieplatte durchgefiihrt, auf welcher das
Derivat 40 aufgetragen wurde. Die Platte wurde anschlieBend fir 30 Minuten mit UV-
Licht der Wellenldnge 254 nm bestrahlt und in einem geeigneten Laufmittel entwickelt.
Die photolytische Spaltung wurde anschlieBend durch die Bildung mehrerer zuvor nicht
beobachtetet Spots qualitativ nachgewiesen.!'%

Nachdem alle bisher in dieser Arbeit verwendeten photolabilen Schutzgruppen eine sehr
schnelle Spaltung zeigten und ohne Nebenreaktionen abliefen, wére es erstrebenswert
zu testen, ob die photolabilen Schutzgruppen auch ebenso effektiv fir die Schitzung
von Hydroxygruppen eingesetzt werden kdénnen. Im Besonderen wére dort der Einsatz
an Nucleosiden winschenswert, da diese abhangig von der verwendeten Nucleobase
saure- oder basenlabil sein kdnnen, wodurch einige Schutzgruppen in der Synthese
dieser Derivate keine Anwendung finden kénnen. Die Spaltung von photolabilen Schutz-
gruppen erfolgt jedoch in der Regel bei neutralem pH-Wert und ohne den Zusatz von
reaktiven Reagenzien, wodurch eine caged-Gruppe eine Alternative in diesen speziel-
len Fallen bieten kénnte. Um die Verwendung von photospaltbaren Gruppen als Schutz-
gruppe fur Hydroxygruppen zu testen, sollte daher aufbauend auf den Arbeiten von JA-
coBs und mit 5-NB-caged-N®-Cyclopentyladenosin als Test- und Zielverbindung unter-
schiedliche Synthesemdglichkeiten flr die Kupplung des 2-Nitrobenzylalkohols an die
5’-Position des Nucleosids erprobt werden. Wie bereits erwahnt, konnte die Kupplung
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der NB-Maske an die 5-Hydroxygruppe bereits von JACOBS nur in geringen Ausbeu-
ten realisiert werden, weswegen der besonderer Fokus dieser Arbeit auf der Testung
verschiedener Mdglichkeiten zur Synthese dieses Ethers liegt. Des Weiteren kénnte
die dargestellte caged-Zielverbindung anschlieBend fur weitere Untersuchungen der im-
munregulatorischen Wirkung der A;-Rezeptoren verwendet werden, da die Funktion der
Klasse der P1-Rezeptoren bis heute nicht vollstandig aufgeklart ist.

4.10.1 Retrosynthese

Im Folgenden soll das Synthesekonzept aus der Arbeit von JACOBS kurz vorgestellt wer-
den und auf die bekannten Schwachpunkte der Synthese kurz eingegangen werden.
AnschlieBend sollen die geplanten Optimierungsreaktionen kurz vorgestellt werden. Das
Retrosyntheseschema der von JACOBS verwendeten Syntheseroute ist in Abbildung 104
dargestellt.

\H NH
N y |~\N <N |\\N
N
N
4
<f\/) N N/) N N/)
Qj T — %7 o — Mo o
NOO o NO,
2
0.__0O 0.__0O
OH OH TH T<H
OEt OFEt
40 147 148

NH
N BN N BN
N N
< <
N NéJ N NéJ
HO o — HO o
OH OH OH OH
150 149

Abbildung 104: Retrosyntheseschema der von JACOBS verwendeten Syntheseroute zur
Darstellung des 5’-NB-N8-cyclopentyladenosins 40.
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Die Zielverbindung 40 wurde durch die sdurekatalysierte Abspaltung des Orthoesters
aus der Verbindung 147 hergestellt. Der Orthoester 147 wurde durch die Kupplung der
freien 5’-Hydroxygruppe der Verbindung 148 mit 2-Nitrobenzylbromid dargestellt. Das
Derivat 148 wurde zuvor durch die Schiitzung der 2'- und 3'-Hydroxygruppen von N°-
Cyclopentyladenosin 149 erhalten. Die Cyclopentyl-substituierte Verbindung 149 wurde
ausgehend von dem kommerziell erhaltlichen Chlorribopurin 150 durch die Umsetzung
mit Cyclopentylamin dargestellt.

Wahrend die ersten beiden Syntheseschritte in guten Ausbeuten realisiert wurden, zeig-
ten die Arbeiten von JACOBS die Probleme bei der Kupplung mit der NB-Maske im drit-
ten Syntheseschritt auf. Auch die folgende saurekatalysierte Abspaltung der Orthoesters
gestaltetet sich in der Arbeit von JACOBS entsprechend schwierig. Um diese Probleme
zu umgehen, sollte fir die Kupplung mit der NB-Maske im dritten Syntheseschritt auf
verschiedene andere Synthesewege zurlickgegriffen werden. Diese Ansatze sind in Ab-
bildung 105 dargestellt.
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Abbildung 105: Mégliche Syntheserouten A-D zur Kuppung der NB-Gruppe an die 5-
Hydroxygruppe des Cyclopentyladenosins (PG: engl. Schutzgruppe; LG:

engl, Abgangsgruppe).

Zunachst sollte die von JACOBS verwendete 2-Ethoxymethylen Schutzgruppe durch

die Isopropyliden Schutzgruppe ausgetauscht werden, damit kein weiteres Sterozentrum

in das Molekul eingefiihrt und die Bildung von Diastereomeren vermieden wird. Diaste-

reomere kénnten bei der Analytik und Reinigung der schwierig durchzufiihrenden Kupp-

lungsreaktion hinderlich sein, da die Diastereomere unterschiedliche Retentionszeiten

aufweisen kénnten und sich die entsprechenden Signale im NMR-Spektrum Gberlagern

kdnnten. Sollte sich in spateren Versuchen zeigen, dass die Isopropylidenklammer nach

erfolgter Kupplung der NB-Maske nur schwierig zu spalten ist, kdnnte auch auf weitere
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leichter zu spaltenden Acetalschutzgruppen zurlickgegriffen werden, wenn eine verlass-
liche Synthesemethode zur Darstellung des NB-Ethers gefunden wurde. Milder zu spal-
tende Acetalschutzgruppen wéaren zum Beispiel die Benzylidenklammer oder die Anisal-
dehydgruppe. Jedoch weisen auch diese beiden Gruppen, nach der Acetalbildung, ein
neues Stereozentrum auf, wodurch die zuvor erwahnten Probleme wieder in den Vor-
dergrund ricken wirden. Wie in Abbildung 105 dargestellt, sollte die Kupplung zur ent-
sprechend Acetal-geschitzten Verbindung 151 durch insgesamt vier verschiedene Syn-
theserouten (A-D) erprobt werden. Als Vergleichssynthese sollte dabei die bereits von
JACOBS verwendete Route A sein, bei welcher das Acetal-geschiitzte Adenosinderivat
153 mit 2-Nitrobenzylbromid 152 umgesetzt wird. In Syntheseroute B sollen die Reaktivi-
taten der Reaktionspartner von Route A umgedreht werden, indem 2-Nitrobenzylalkohol
23 als Nucleophil eingesetzt und zuvor die 5’-Hydroxygruppe des Adenosinbausteins
154 in eine Abgangsgruppe Uberfiihrt wurde. In der Route C sollte entweder wie abge-
bildet der Adenosinbaustein in das Trichloracetimidat 155 und mit 2-Nitrobenzylalkohol
23 substituiert werden oder aber die Reaktion umgedreht werden, indem das Trichlo-
racetimidat des Alkohols 23 dargestellt wird. In der letzten Syntheseroute D sollte die
Kupplung durch die Umsetzung des Hydrazonderivats 156 mit dem Adenosinbaustein
153 durchgeflihrt werden. Diese Art der Kupplung wurde bereits erfolgreich in dieser
Arbeit fir die Herstellung des MeNV-cAMPs 46 in Abschnitt 4.9.2 angewendet. Im fol-
genden Abschnitt werden die erzielten Ergebnisse der verschiedenen Syntheserouten
A-D vorgestellt.

4.10.2 Synthese des 5’-NB-N°®-cyclopentyladenosin 40

Bevor die eigentliche Kupplung zwischen der NB-Maske und dem Adenosinbaustein 158
getestet werden kann, muss zunachst der Adenosinbaustein hergestellt werden. Dazu
wurde, in Analogie zu der Arbeit von JACOBS, zunachst eine Schutzgruppe eingeflhrt,
um die 2’- und 3’-Hydroxygruppen der Ribose zu schitzen. AnschlieBend musste die Cy-
clopentylgruppe in das Molekil eingefiihrt werden. Die entsprechenden Syntheseschritte
sind in Abbildung 106 dargestellt.
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Abbildung 106: Darstellung der /sopropyliden-geschiitzten und an der N®-Position
Cyclopentyl-modifizierten Verbindung 158 (DMP: 2,2-Dimethoxypropan).

Die Acetalschiitzung konnte in einer guten Ausbeute von 82 % realisiert werden. Auf-
fallig bei dieser Reaktion ist, dass die eigentlich nur katalytische notwendige Séaure in
aquimolaren Mengen zugegeben werden muss, da ansonsten kein Reaktionsumsatz zu
beobachten war. Zudem wurde ein erheblicher Uberschuss von 2,2-Dimethoxypropan fiir
die Synthese verwendet, um das Reaktionsgleichgewicht auf die Seite des Produkt zu
verschieben. Jedoch konnte trotz des groBen Uberschusses nie eine vollstandige Um-
setzung des Edukts beobachtet werden, da die Rlckreaktion nicht vollsténdig unterbun-
den werden konnte. Eine Acetalbildung zwischen der 5’- und 3’-Hydroxygruppe konnte
aufgrund der zu groBen Ringspannung des entstehenden Sechsrings nicht beobachtet
werden. Im n&chsten Schritt erfolgte die Substitution des Chlorsubstituenten durch die
Umsetzung mit Cyclopentylamin. Durch die hohe Anzahl an Heteroatomen im aromati-
schen System ist eine nucleophile Substituition an der N-Position verhaltnismaBig leicht
durchzufiihren, sodass das gewlnschte Produkt 158 in einer guten Ausbeuten von 69 %
erhalten werden konnte. Das zugegebene Triethylamin fangt dabei durch die Bildung von
Triethylammoniumchlorid den freiwerdenden Chlorwassserstoff ab und entfernt dieses
aus der Reaktion. Um zu testen, ob die /sopropylidenklammer einen negativen Einfluss
auf die Bildung der Verbindung 158 hat, wurden die Syntheseschritte im Folgenden ein-
mal in umgekehrter Reihenfolge durchgefiihrt. Die entsprechenden Synthesen sind in
Abbildung 107 gezeigt.
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Abbildung 107: Darstellung des 2’,3’-geschiitzten und Cyclopentyl-modifizierten Adenosin
Derivats 158 durch die umgekehrte Reaktionsfolge als im Vergleich zu Abb.
106.

Es zeigte sich, dass eine Umkehr der Reaktionfolge einen leicht positiven Einfluss
auf die Gesamtausbeute aufweist. In der ersten Reaktionsfolge konnte das gewiinschte
Produkt 158 in einer Gesamtausbeute von 57 % erhalten werden, wahrend bei der um-
gekehrten Reaktionsfolge eine Gesamtausbeute von 65 % erreicht wurde. Es ist somit
zielfihrender erst die Cyclopentylgruppe und anschlieBend die Acetalschutzgruppe in
das Molekil einzufiihren.

Ausgehend von dem hergestellten Adenosin-Derivat 158 sollte im Anschluss die in Ab-
bildung 105 gezeigten Syntheserouten A-D fiir die Synthese des Ethers zwischen der
NB-Gruppe und dem Adenosinbaustein 158 getestet werden.

4.10.2.1 Syntheseroute A
Bei Syntheseroute A handelt es sich um die Methode, welche ebenfalls von JACOBS

angewandt wurde. Bei dieser Route wird der Ether durch eine klassische WILLIAMSON-
Ethersynthese gebildet. Die Synthese ist in Abbildung 108 dargestellt.
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Abbildung 108: Synthese der Verbindung 160 durch eine WILLIAMSONsche Ethersynthese
Uber die Syntheseroute A.

Das gewilinschte Produkt konnte nur in einer sehr geringen Ausbeute von 12 % isoliert
werden. Bereits in den Arbeiten von JACOBS konnte bei dieser Reaktion nur eine Ausbeu-
te von 28 % erreicht werden. Bei WILLIAMSONschen Ethersynthesen ist in der Regel von
deutlich héheren Ausbeuten auszugehen. Als Beispiel lassen sich dabei die Schitzung
von Alkoholen mit Benzylbromid angeben, welche in der Regel mit sehr guten Ausbeu-
ten realisiert werden kdnnen.['*3! Die Schiitzung mit Benzylbromid verlauft dabei mecha-
nistisch &quivalent zu der hier durchgeflhrten Synthese mit 2-Nitrobenzylbromid. Der
Alkohol, in diesem Fall die 5’-Hydroxygruppe der Adenosinverbindung 158, wird in der
Kélte durch die Umsetzung mit Natriumhydrid deprotoniert. Um eine mdglichst vollstan-
dige Deprotonierung zu erreichen wird der Alkohol dabei mindestens eine halbe Stunde
mit dem Natriumhydrid versetzt, bevor die elektrophile Halogenverbindung zugegeben
wird. Nach Zugabe der Halogenverbindung erfolgt ein nucleophiler Angriff des Alkoho-
lats nach einem Sy2-Mechanismus unter Abspaltung des Bromatoms als Bromid an dem
entsprechendem Kohlenstoffatom, wodurch die gewtinschte Etherbindung erhalten wird.
Im Fall des eingesetzten 2-Nitrobenzylbromids 152 erfolgt jedoch eine ungewlnschte
Nebenreaktion, wodurch das Produkt nur in einem geringen MaB3e gebildet wird und die
anschlieBende Reinigung der Reaktion erschwert wird. Durch die Zugabe des zuvor ge-
I6sten 2-Nitrobenzyloromids 152 zu der stark alkalischen Alkoholat-Lésung erfolgt nicht
die gewlinschte Etherbildung nach einem Sy2-Mechanismus, sondern es erfolgt eine
Deprotonierung des 2-Nitrobenzylbromids an der Benzylposition, wie in Abbildung 109
dargestellt.
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Abbildung 109: Vermutete Nebenreaktion bei der Darstellung der Verbindung 160 durch die
WILLIAMSONsche Ethersynthese, welche zur Darstellung der Stilbenverbin-
dung 164 fihrt.

Im Vergleich zu Benzylbromid ist eine Deprotonierung durch eine starke Base, wie
Natriumhydrid oder einem Alkoholat, in der Benzylposition der zugegebenen Nitrover-
bindung méglich, da die negative Ladung durch die Nitrogruppe in ortho-Position meso-
meristabilisiert ist. Das gebildete Anion kann anschlie3end als Nucleophil reagieren und
mit einem noch nicht deprotoniertem Molekil des 2-Nitrobenzylbromids 152 reagieren,
um nach einer weiteren E2-Reaktion das in Abbildung 109 gezeigte Stilbenderivat 164 zu
bilden. Es ist jedoch laut JACOBS auch méglich, dass sich das erhaltene Anion durch die
Abspaltung des Bromatoms als Bromid zunéchst als reaktives Carben 163 stabilisiert
anstatt direkt ein weiteres Molekil nucleophil anzugreifen. Das reaktive Carben kann
anschlieBend mit einem weiteren gebildeten Carben dimmerisieren, wodurch ebenfalls
das Stilbenderivat 164 erhalten werden wirde. Welcher Mechanismus Uberwiegt oder
ob beide Mechanismen gleichwertig ablaufen ist jedoch nicht abschlieBend geklart. Die
Bildung des Stilbenderivats konnte jedoch bereits durch die Zugabe des ersten Tropfens
2-Nitrobenzylbromids durch die sofortige intensive Lilaférbung der Lésung beobachtet
werden und das Stilbenderivat wurde als dominantes Produkt mit einer Ausbeute von
50-60 % nach Abschluss der Reaktion erhalten. Das gewlinschte Produkt 160 konnte
daher erst nach einer zweiten saulenchromatographischen Reinigung erhalten werden,
da im ersten Reinigungsschritt zunachst das Stilbenderivat abgetrennt werden musste.
Das isolierte Nebenprodukt konnte anschlieBend durch NMR-Spektroskopie und Mas-
senspektrometrie charakterisiert werden.
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Nachdem die Reaktionsbedingungen zunachst von JACOBS Ubernommen worden sind,
erfolgte im nachsten Schritt der Versuch die Reaktion zu optimieren, um die Bildung des
Stilbenderivats nach Mdglichkeit zu minimieren. Die durchgefihrten Optimierungsversu-
che sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Ubersicht Giber die durchgefiihrten Optimierungsversuche zur Darstellung der
NB-geschitzten Verbidung 160.

# Ldsungsmittel Temperatur Base Ausbeute
1 DMF Raumtemperatur NaH 12%

2 DMF -30°C NaH -

3 THF Raumtemperatur NaH -

4 DMF Raumtemperatur Natrium -

5 DMF Raumtemperatur Lithiumdiisopropylamin -

Als Edukte dienten immer Verbindung 158 (1.0 Aquiv.) und 2-Nitrobenzylbromid 152 (2.0 Aquiv.).

Als Vergleich der unterschiedlichen Optimierungsversuche diente die bereits durchge-
fuhrte Reaktion, welche in Zeile 1 in Tabelle 6 dargestellt ist und in welcher das Produkt
in einer Ausbeute von 12 % erhalten werden konnte. Im ersten Versuch der Optimierung
wurde versucht die Reaktion bei tieferen Temperaturen durchzufiihren in der Hoffnung,
dass die Bildung des Ethers durch die Senkung der Temperatur bevorzugter ablauft als
die Bildung des Stilbennebenprodukt. Das gewlinschte Produkt konnte jedoch durch die
Temperatursenkung nicht erhalten werden, stattdessen wurde wieder dominant das Stil-
benprodukt erhalten. Im nachsten Optimierungsversuch wurde die Reaktion in THF statt
in DMF durchgefuhrt, um zu Uberprufen, ob das Lésungsmittel einen Einfluss auf die Re-
aktion aufweist. In diesem Reaktionsansatz konnte das Produkt jedoch ebenfalls nicht
isoliert werden, stattdessen wurde erneut dominant das Stilbenprodukt gebildet. Darliber
hinaus konnte zudem keine Wasserstoffentwicklung bei der Umsetzung des Adenosin-
bausteins 158 mit Natriumhydrid beobachtet werden, da das entstehende Alkoholat ver-
mutlich durch das THF nicht ausreichend stabilisiert wird oder sich das Natriumhydrid
nicht ausreichend im verwendeten THF I6st, um das Adenosinderivat zu deprotonieren.
In den letzten beiden Reaktionsansatzen wurde aus diesem Grund erneut auf DMF als
Lésungsmittel zurlickgegriffen, jedoch die Base von Natriumhydrid zu elementaren Na-
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trium und LDA getauscht. Bei der Verwendung von Natrium sollte sichergestellt werden,
dass eine Deprotonierung der 5’-Hydroxygruppe vollstandig stattfindet. Es zeigte sich
jedoch bereits eine Zersetzung des Adenosinbausteins wahrend der halbstiindigen De-
protonierung bei 0 °C durch eine schwarze Farbung der Reaktionslésung und bei der
durchgeflihrten Reaktionskontrolle.

Als letzter Schritt zur Optimierung der Syntheseroute A sollte die Abgangsgruppe am 2-
Nitrobenzylbaustein durch eine mit einer besseren Abgangsgruppentendenz getauscht
werden. Dazu sollte eine Mesylgruppe in das Molekil eingebracht werden. Die entspre-
chende Reaktion ist in Abbildung 110 dargestellt.

/N XN
oH Q I. 1.0 Aquiv. 158 <j%mo2 <N L

1.2. Aquiv. MsCl O-s— 1.5 Aquiv. NaH N
NO, 1.5. Aquiv. EtsN O,N O II. 1.5 Aquiv. 165 (0] o
THF DMF
20 min, rt quant. I. 3;|0 ;nslnh,‘or:c O\ﬁo
23 165 160

Abbildung 110: Synthese des 2-Nitrobenzylmethansulfonats 165 zur anschlieBenden Dar-
stellung der NB-geschitzten Verbindung 160.

Die Darstellung der Mesylverbindung 165 ausgehend vom 2-Nitrobenzylakohol 23
konnte in einer quantitativen Ausbeute realisiert werden. Eine weitere Reinigung neben
dem Entfernen der entstandenen Salze durch das Waschen mit Wasser war nicht not-
wendig. Die anschlieBende Kupplung mit dem Adenosinbaustein 158 zeigte jedoch er-
neut die Bildung des Stilbenderivats 164. Das gewiinschte Produkt 160 konnte dagegen
nicht isoliert werden. Vermutlich erfolgt durch die sehr gute Abgangsgruppe eine favo-
risierte Bildung der Stilbenverbindung, wodurch der Ether nicht gebildet wird. Aufgrund
der Anzahl an Fehlschlagen bei den verschiedenen Optimierungsversuchen wurde die
hier getestete Syntheseroute A nicht weiter verfolgt. Es kann jedoch festgehalten wer-
den, dass das gewlinschte Produkt 160 in einer geringen Ausbeute von 12 % Uber diese
Syntheseroute erhalten werden konnte.
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4.10.2.2 Syntheseroute B

Um das Problem der Nebenreaktion zum Stilbenderivat 164 zu vermeiden, sollte die
Synthese der Etherbindung in Syntheseroute B durch die Umpolung der Reaktionspart-
ner erfolgen. Dazu wurde in dieser Syntheseroute nicht das 2-Nitrobenzylbromid 152 ein-
gesetzt, sondern der entsprechende 2-Nitrobenzylalkohol 23 verwendet. Dadurch wird
das ehemalige Nucleofug 152 zum Nucleophil, welches am entsprechend elektrophil
modifizierten Adenosinbaustein 158 angreifen soll. Fiir diese Syntheseroute ist es somit
notwendig die 5’-Hydroxygruppe in eine Abgangsgruppe zu Uberfihren. Die entspre-
chenden durchgefiihrten Reaktionen sind in Abbildung 111 dargestellt.

1.2 Aquiv. Mesylchlorid 0
HO —S-0
O - fe)
Pyridin 'o'
2h,rt

N 1.2 Aquiv. Tosylchlorid C
HO — H—s-0
{OA Pyridin l koﬂ
4 h, rt

Abbildung 111: Synthese der Mesyl- und Tosyl-modifizierten Adenosinderivate 166 und
167.
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Das Mesylderivat 166 konnte in einer guten Ausbeute von 89 % erhalten werden. Nach
der Reaktion wurde das Lésungsmittel entfernt und die gebildeten Pyridiniumsalze und
der leichte Uberschuss an Mesylchlorid wurden durch das Waschen der Reaktionsld-
sung mit Wasser entfernt. Von dem erhaltenen Rohprodukt wurde ein 'H-NMR aufge-
nommen und festgestellt, dass eine weitere Reinigung nicht notwendig war. Die Reini-
gung des Tosylderivats 167 erfolgte analog zu der des Mesylderivats 166, jedoch konn-
te bereits wahrend der Reaktionsverfolgung die Bildung verschiedener Nebenprodukte
festgestellt werden. Aus diesem Grund wurde versucht, das erhaltene Rohprodukt séau-
lenchromatographisch zu reinigen. Das gewinschte Produkt konnte jedoch nicht isoliert
werden. Die Syntheseroute B sollte somit im Anschluss mit dem Mesylderivat 166 ge-
testet werden. Die entsprechende Reaktion ist in Abbildung 112 dargestellt.

O\NH O\NH

N~y N—">N
< » OH 1.5 Aquiv. 2-Nitrobenzylalkohol NO, < |l )
0 NN No, L5 Aquiv. Natriumhydrid NT N
_n 2
50 ;O: * DMF °7 o
o 30 min, 0 °C
O\]/\O 18h, 1t OWQO
166 23 160

Abbildung 112: Darstellungsversuch des NB-geschitzten Adenosinderivats 160 durch die
Umsetzung der Mesylverbindung 166 mit 2-Nitrobenzylakohol 23.

Bei der Umsetzung des 2-Nitrobenzylakohols 23 mit Natriumhydrid konnte die charak-
teristische Lilafarbung, welche bei der Verwendung des 2-Nitrobenzylbromids immer be-
obachtet werden konnte und mit der Bildung des Stilbenderivats assoziiert wurde, nicht
beobachtet werden. Nach der halbstiindigen Deprotonierung mit Natriumhydrid wurde
eine leicht tribe und farblose Reaktionslésung erhalten. Zu dieser L6sung wurde an-
schlieBend das in DMF geléste Mesylderivat 166 zugegeben. Nach 18 Stunden Reak-
tionszeit konnte jedoch keine Bildung von neuen Verbindungen durch eine Reaktions-
kontrolle mittels Diinnschichtchromatographie festgestellt werden. Die Reaktionslésung
wurde daher anschlieBend auf 80 °C erwdrmt, sodass flr die Etherbildung mehr Energie
zur Verfligung steht. Nach einer Stunde Reaktionszeit konnte jedoch nur eine Zerset-
zung der Edukte festgestellt werden. Vermutlich ist die Nucleophilie des verwendeten
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2-Nitrobenzylalkohols fur die Reaktion zum gewlnschten Ether 160 nicht ausreichend
hoch. Eventuell ist jedoch auch die Elektrophilie der Verbindung 166 nicht ausreichend,
um die gewlinschte Reaktion einzugehen. Es wére denkbar, dass die Reaktion mit einer
besseren Abgangsgruppe funktionieren kénnte, jedoch konnte das Tosylderivat 167 trotz
mehrfacher Sytheseversuche nicht isoliert werden. Die Darstellung des NB-geschiitzten
Derivats 160 konnte somit (iber Syntheseroute B nicht realisiert werden.

4.10.2.3 Syntheseroute C

In Syntheseroute C sollte die Etherbindung durch die Kupplung eines Alkohols mit einem
entsprechenden Trichloracetimidat realisiert werde. Trichloracetimidate finden bevorzugt
Anwendung bei der Synthese von glycosidischen Bindungen, da bei der Darstellung
von entsprechenden Trichloracetimidaten durch die Wahl der verwendeten Base und
Temperatur selektiv das a- oder B-Anomer erhalten werden kann. Durch die Umset-
zung mit einem entsprechenden Nucleophil kbnnen im Anschluss durch eine Inversion
der Konfiguration selektiv entsprechende a- oder B-Produkte erhalten werden.['*4 Die
Trichloracetimidat-Kupplung findet durch die einfache Synthese der Trichloracetimidate
nicht nur Anwendung bei der Knipfung von glycosidischen Bindungen, sondern auch bei
der Synthese von Ethern.l'* Die Darstellung der Trichloracetimidate erfolgt dabei aus-
gehend von dem entsprechenden Alkohol durch die Umsetzung mit Trichloracetonitril in
Anwesenheit einer katalytischen Menge der starken, nicht nucleophilen Base DBU (Dia-
zabicycloundecen). Die entsprechende Synthese zur Darstellung der Trichloracetimidate
ist in Abbildung 113 abgebildet.
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Abbildung 113: Darstellung der Trichloracetimidate 168 und 169 durch die Umsetzung der
entsprechenden Alkohole 23 und 157 mit Trichloracetonitril und der an-
schlieBenden Kupplungsversuche zu der NB-geschiitzten Verbindung 160.

Die Darstellung der Trichloracetimidate erfolgte in beiden Fallen in fast quantitativen
Ausbeuten von 98 % fir das entsprechende 2-Nitroderivat 168 und mit 95% flr das
Adenosinderivat 169. Die Synthese der Trichloracetimidate verlauft dabei durch eine
basenkatalyiserte, reversible Addition des Alkohols an das elektronenarme Dreifach-
bindungssystem des Trichloracetonitrils.l'** Die Trichloracetimidate zeichnen sich dabei
durch ihre relativ hohe Stabilitdt und leichte Reinigung aus. Die hier erhaltenen Roh-
produkte konnten ebenfalls ohne weitere Reinigung durch S&ulenchromatographie fur
den néchsten Syntheseschritt verwendet werden. Im n&chsten Reaktionsschritt erfolgte
bereits die Kupplung mit dem entsprechenden Nucleophil. Es sollten dabei erneut bei-
de Moglichkeiten der Kupplung getestet werden, weshalb sowohl das Trichloracetimidat
des 2-Nitrobenzalkohols 23 als auch der Adenosinverbindung 157 hergestellt wurden.
Es wurde dabei bewusst auf das Adenosinderivat 157 ohne Cyclopentylamin-Gruppe
zurlickgegriffen, um einen Einfluss des Amins auf die Reaktion auszuschlie3en, sodass
potentielle Nebenreaktionen vermieden werden. Die anschlieBende Kupplung des Tri-
chloracetimidats erfolgt durch die Zugabe einer Lewis-Saure, welche an das Stickstoff-
atom des Trichloracetimidats koordiniert und mit dem freien Elektonenpaar des Stick-
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stoffatoms wechselwirkt. Durch die Koordination der Lewis-S&ure wird die Bindung zwi-
schen dem Sauerstoffatom und dem Kohlenstoffatom des entsprechenden Bausteins
(2-Nitrobenzyl- oder Adenosinbaustein) aktiviert, wodurch ein Nucleophil an dieser Posi-
tion angreifen kann. Durch den Angriff wird die aktivierte Kohlenstoff-Sauerstoff-Bindung
gespalten und eine neue Bindung zum angreifenden Nucleophil ausgebildet. Als Neben-
produkt wird dabei Trichloracetamin gebildet."*4 Im ersten Versuch zur Darstellung des
NB-geschutzten Derivats 160 wurde als Lewissaure das in der Literatur haufig fur diese
Reaktionen eingesetzte Bortrifluorid-Etherat verwendet. Das gewiinschte Produkt konn-
te jedoch in beiden der in Abbildung 113 gezeigten Reaktionen nicht erhalten werden.
Ein "H-NMR des erhaltenen Rohprodukts zeigte in beiden Reaktionsversuchen eine voll-
standige Zersetzung der Edukte. Auch der Einsatz verschiedener weiterer Lewissauren
wie Trimethylsilyltriflat, Silbertriflat oder der Bronstedt-Séaure Trifluormethansulfonséure,
zeigte keine Anderung des Reaktionsverlaufs, stets konnte eine Zersetzung der Edukte
beobachtet werden. Als Grund fir diese Zersetzung kénnte die Nitrogruppe verantwort-
lich sein, da diese aufgrund ihrer elektronischen Struktur ebenfalls mit der zugegeben
Lewissaure wechselwirken kénnte, wodurch eventuelle weitere Reaktionen méglich wa-
ren. Die Nitrogruppe ist zudem der einzige Unterschied zu dem kommerziell erhéltlichen
Trichloracetimidat des Benzylalkohols, welcher fiir Benzylierungen eingesetzt werden
kann.'"*] Es lieBe sich somit schlussfolgern, dass die Reaktion vermutlich aufgrund des
Einflusses der Nitrogruppe nicht wie gewunscht ablauft und dass das NB-geschitzte
Adenosinderivat 160 somit nicht durch die Syntheseroute C darstellbar ist.

4.10.2.4 Syntheseroute D

Im letzten Optimierungsversuch sollte das NB-geschitzte Adenosinderivat 160 durch die
Kupplung eines Hydrazons mit der 5’-Hydroxygruppe des Adenosinbausteins 158 herge-
stellt werden. Die Reaktion sollte dabei analog zu der bereits erfolgreich durchgefiihrten
Kupplung des Hydrazons 136 mit dem cAMP in der freien S&ureform 127 durchgeflhrt
werden. Die Synthese des Hydrazons ist in Abbildung 114 dargestellt.
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Abbildung 114: Synthese des Hydrazons 170 durch die Umsetzung des Aldehyds 52 mit
einer wassrigen Hydrazin-Lésung (50 %).

Das entsprechende Nitroveratrylderivat 170 konnte in einer guten Ausbeute von 76 %
erhalten werden. Im Vergleich zum zuvor hergestellten Hydrazon 136 ausgehend von
einem Keton zeigte sich die erhdhte Reaktivitdt des Aldehyds in der schnellen Reakti-
onszeit von nur einer halben Stunde bis zu einem vollstandigen Umsatz, wahrend das
entsprechende Hydrazon 136 drei Stunden bis zum vollstdndigen Umsatz bendétigte. Es
zeigte sich bereits bei der Darstellung des Hydrazons 136, welches flr die Kupplung zum
MeNV-cAMPs 46 verwendet wurde, dass die Verbindung mit zwei Methoxygruppen sich
leicht durch Kristallisieren reinigen lasst. Aus diesem Grund wurde zunachst das Hydra-
zon ausgehend vom Aldehyd 52 dargestellt und nicht das NB-Hydrazon hergestellt. Auf
die Verwendung des zuvor eingesetzten Hydrazons 136 wurde aufgrund der Bildung von
Diastereomeren verzichtet, da die MeNV-Maske ein Stereozentrum in der Benzylposition
aufweist. Sollte jedoch ausgehend von dem NV-Hydrazon 170 das gewlinschte caged-
Adenosinderivat darstellbar sein, sollte die Reaktion mit dem NB-Alkohol 23 wiederholt
werden.

Ausgehend vom erhaltenen Hydrazon 170 sollte anschlie3end die entsprechende Diazo-
verbindung erhalten werden, um diese mit dem Adenosinbaustein 158 zu kuppeln. Die
Synthese ist in Abbildung 115 dargestellt.
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Abbildung 115: Synthese der Diazoverbindung 171 ausgehend vom Hydrazon 170 und der
anschlieBenden Kupplung mit dem Adenosinbaustein 158 zur Darstellung
des NV-geschitzten Adenosinderivats 172.

Die Bildung der Diazoverbindung 171 konnte, wie bereits bei der Darstellung des
MeNV-cAMPs 46, durch die intensive Rotfarbung der Reaktionslésung nach der Zuga-
be des Braunsteins beobachtet werden. Nach zehn Minuten wurde die Diazoverbindung
171 analog zu der zuvor dargestellten MeNV-Diazoverbindung 135 durch eine schnel-
le Filtration vom Braunstein befreit und tropfenweise zu einer Lésung des Adenosin-
bausteins 158 in Chloroform zugetropft. Nach 18 Stunden konnte ein vollstandiges Ver-
schwinden der roten Farbe beobachtet werden und es wurde eine klare gelbe Lésung
erhalten. Nach Aufarbeitung der Reaktion konnte das gewlinschte Produkt jedoch nicht
isoliert werden, stattdessen wurde der Adenosinbaustein 158 fast vollstédndig reisoliert.
Das Zerfallsprodukt der in situ gebildeten Diazoverbindung 171 konnte dagegen nicht
durch NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie charakterisiert werden. Es ist zu
vermuten, dass die Aciditat der 5’-Hydroxygruppe nicht ausreichend hoch war, um die
Reaktion stattfinden zu lassen. Bei der Darstellung des MeNV-cAMPs 46 war der Ein-
satz des protonierten cyclischen Phosphats essentiell, da vor dem nucleophilen Angriff
des Phosphats das Proton auf die Benzylposition der eingesetzten Azoverbindung Uber-
tragen wird, um die Abspaltung von molekularem Stickstoff als hervorragende Abgangs-
gruppe zu ermdglichen. Vermutlich kann daher aufgrund der zu geringen Aciditat des
Alkohols die Reaktion nicht stattfinden, wodurch das gewlinschte Derivat auch auf Syn-
theseroute D nicht darstellbar war.

AbschlieBend lasst sich somit festhalten, dass die Darstellung des NB-geschitzten Ade-
nosinderivats 160 nur durch die bereits von JACOBS vorgestellte Kupplung des Adeno-
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sinbausteins 158 in Form des Alkoholats mit 2-Nitrobenzylbromid mdglich ist. Die da-
bei dominant gebildete Stilbenverbindung 164 muss bei dieser Reaktionsroute jedoch in
Kauf genommen werden, wodurch das gewiinschte Produkt nur in einer geringen Aus-
beute isoliert werden kann. Da eine Darstellung der NB-geschUtzten Verbindung jedoch
auf keinen anderen Wege mdglich scheint, ist die erreichte Ausbeute von 12 % jedoch
als ausreichend aufzufassen. Im letzten Schritt zur Synthese des NB-geschiitzten Ade-
nosinderivats 160 sollte abschlieBend die Isopropylidenklammer abgespalten werden.
Die Synthese ist in Abbildung 116 dargestellt.
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Abbildung 116: Syntheseversuch des NB-geschitzten Adenosindderivats 40 durch die
saurekatalysierte Abspaltung der Acetalschutzgruppe.

Das gewlnschte Zielprodukt 40 konnte in der in Abbildung 116 dargestellten Reak-
tion nicht erhalten werden. Nach einer Stunde Reaktionszeit konnte durch eine Reak-
tionskontrolle mittels Dinnschichtchromatographie kein Reaktionsfortschritt festgestellt
werden. Es wurde vermutet, dass die zugegebene Trifluoressigsaure durch die Proto-
nierung des exocyclischen Amins gebunden wurde, sodass zunachst ein weiteres Aqui-
valent Saure zugegeben worden ist. Es konnte jedoch erneut nach einer Stunde kein
Umsatz beobachtet werden. Aus diesem Grund wurde die Reaktion im nachsten Schritt
zum RUckfluss erhitzt. Durch das Erhitzen konnte jedoch eine Zersetzung des Edukts
in mehrere unbekannte Verbindungen festgestellt werden. Nach einer im Anschluss
durchgeflhrten saulenchromatographischen Reinigung konnten keine identifizierbaren
Verbindungen erhalten werden. Auch der Wechsel der verwendeten Saure in weiteren
Syntheseversuchen zu p-Toluolsulfonsaure oder Salzsdure fihrte zu keiner Bildung des
Produkts. In jedem Syntheseversuch konnte nur die Zersetzung des Edukts festgestellt
werden. Es gelang jedoch bei der Verwendung der p-Toluolsulfonsaure in einer weiterhin
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verunreinigten Fraktion die Verbindung 158 zu charakterisieren. Bei dieser Verbindung
handelt es sich um das Cyclopentyl-modifizierte und /sopropyliden-geschiitzte Adeno-
sin. Folglich wurde durch die Saure die zuvor eingeflihrte NB-Gruppe gespalten. Es ist
dabei nicht auszuschlieBen, dass die Spaltung des Nitroaromaten auch in den ande-
ren Syntheseversuchen stattgefunden hat. Aus diesem Grund wurde die Synthese mit
der leichter spaltbaren Benzyliden-Schutzgruppe wiederholt. Durch die Verwendung der
Benzyliden-Gruppe sollte die Abspaltung der Acetalgruppe idealerweise bevorzugt bei
Raumtemperatur ablaufen, sodass der eingefiihrte Ether an der 5’-Position nicht gespal-
ten wird. Die Synthese der Benzylidenschiitzung ist in Abbildung 117 dargestellt. Die
Synthese erfolgte dabei nach einem Protokoll von REDWAN.['48!
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Abbildung 117: Synthese des Benzyliden-geschiitzten Derivats 173 und der anschlie3en-
den Umsetzung zur N6-modifizierten Verbindungen 174.

Das Benzyliden-geschitzte Derivat 173 konnte in einer Ausbeute von 88 % erhalten
werden und lag zunachst im Rohprodukt, wie zu erwarten, als ein 1:1 Gemisch von zwei
Diastereomere vor. Nach mehreren chromatographischen Reinigungen, welche notwen-
dig waren um das eingesetzte Benzaldehyd abzutrennen, konnte jedoch schlieBlich ein
2:1 Gemisch der beiden Diastereomeren erhalten werden, da bei jedem Reinigungs-
schritt ein Teil eines Diastereomeres mit dem Benzaldehyd abgetrennt wurde. Die Syn-
these des Derivats 173 wurde zuerst durch die saurekatalysierte Umsetzung des Benz-
aldehyddimethylacetals mit dem Adenosinderivat 150 versucht. In diesem Synthesean-
satz konnte jedoch nur das Edukt 173 und Benzaldehyd reisoliert werden, sodass auf die
Synthesevorschrift von REDWAN zurlickgegriffen werden musste. Dieser beschreibt die
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hier durchgefuhrte Synthese mit Benzaldehyd als Lésungsmittel, um die Reaktion auf die
Seite des Produkts zu verschieben. Als Lewissaure dient das zugegebene Zink(ll)chlorid,
welches vor der Verwendung grindlich im Vakuum bei 600 °C getrocknet wurde. Ausge-
hend von der geschitzten Verbindung 173 konnte anschlieBend die Cyclopentylgruppe
in einer vergleichbaren Ausbeute von 67 % zu den zuvor durchgefiihrten Synthesen mit
der Isopropylidengruppe durchgefihrt werden.

Im nachsten Schritt sollte anschlieBend die NB-Gruppe mit Hilfe der zuvor erfolgreich
durchgefihrten Syntheseroute A an der 5’-Position des zuvor hergestellten Benzyliden-
geschutzten Derivats 174 angekn(pft werden. Die entsprechende Synthese ist in Abbil-
dung 118 dargestellt.
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II. 18 h, rt
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Abbildung 118: Synthese des NB-geschiitzten Derivats 175 durch die Umsetzung des Alko-
hols 174 mit Natriumhydrid und 2-Nitrobenzylbromid. Anschlie3end erfolg-
te der Versuch der Abspaltung der Benzylidengruppe durch die Umsetzung
mit Trifluoressigsaure und Wasser.

Die Kupplung des Alkohols 174 mit Natriumhydrid und 2-Nitrobenzylbromid nach der
WILLIAMSONSCHEN-Ethersynthese konnte in einer vergleichbaren Ausbeute von 15%
mit der Isopropylidenklammer durchgefiihrt werden. Es konnte ebenfalls wie zuvor die
Bildung der Stilbenverbindung 164 beobachtet werden, welche wieder deutlich an der Li-
lafdrbung der Reaktionslésung beobachtet werden konnte. Die Anwesenheit der beiden
Diastereomere in verschiedenen Verhaltnissen erschwerte, wie bereits zuvor vermutet,
die Analytik und Reinigung der Verbindung. Die erreichte Ausbeute von 15% ist so-
mit und mit Rickblick auf die zuvor versuchten Optimierungsversuche als zufriedenstel-
lend einzuordnen. Jedoch konnte erneut bei der anschlieBenden Abspaltung der Ace-
talschutzgruppe die Spaltung des Nitroaromaten beobachtet werden. Es gelang zwar
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die Spaltung des Acetals, bedingt durch die leichtere Spaltung der Benzylidengruppe
im Vergleich zur Isopropylidenklammer, bei Raumtemperatur durchzufiihren, jedoch lies
sich das erhaltene Gemisch aus dem gewlinschten Produkt 160 und dem erhaltenen
Nebenprodukt ohne NB-Gruppe trotz mehrfacher sdulenchromatographischer Reinigun-
gen nicht von einander Trennen, da die Re-Werte der beiden Verbindungen annahernd
identisch sind. Das Produkt konnte somit nicht rein isoliert werden.

Als abschlieBender Versuch sollte die Darstellung der gewiinschten Zielverbindung durch
die Verwendung der noch labilieren Acetalschutzgruppe 4-Methoxybenzyliden getestet
werden. Die Schutzgruppe basierend auf p-Anisaldehyd, wird bereits durch Kieselgel ge-
spalten, wodurch die Reinigung an Kieselgel erschwert ist, da dieses vorher entsauert
werden muss und dem Laufmittel stets Triethylamin zugesetzt werden sollte. Aus die-
sem Grunde wurde beschlossen die Cyclopentylgruppe als letzte funktionale Gruppe in
das Zielmolekil einzufiigen und zun&chst mit dem Chlorpurin zu arbeiten, um einen Re-
aktionsschritt mit der labilen 4-Methoxybenzyliden-Gruppe weniger durchzufihren. Die
Synthese der 4-Methoxybenzyliden geschitzten Verbindung 176 ist in Abbildung 119
dargestellt.
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Abbildung 119: Darstellung der 4-Methoxybenzyliden geschitzten Verbindung 176 und
dem anschlieBenden Versuch zur Darstellung der NB-geschiitzten Verbin-
dung 177 (p-AAMA: p-Methoxybenzaldehyddimethylacetal).
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Die Darstellung der 4-Methoxybenzyliden geschitzten Verbindung 176 konnte in ei-
ner Ausbeute von 59 % ausgehend von der kommerziell erhéltlichen Verbindung 150,
durch die saurekatalysierte Umsetzung mit p-Methoxybenzaldehyddimethylacetal erhal-
ten werden. Ebenso wie die Benzylidenverbindung 173 wurde auch diese Verbindung
zunachst in einem Verhéltnis der beiden Diastereomere von 1:1 erhalten. Jedoch konnte
bedingt durch eine Vielzahl an chromatographischen Reinigungen, um den Uberschuss
an Acetalisierungsreagenz zu entfernen, das Produkt am Ende nur in einem Verhéltnis
von 1:0.4 erhalten werden. Die erreichte Ausbeute von 59 % ist vermutlich auch auf die
hohe Anzahl an Reinigungsschritten zurlickzufiihren, da das Produkt nur schwierig zu
reinigen war und trotz des Zusatzes von Triethylamin eine leichte Zersetzung bei der
saulenchromatographischen Reinigung zeigte. Die Kupplung zum NB-geschuitzten De-
rivat 177 konnte jedoch im Anschluss nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Es konnte
zwar zundchst die geringe Bildung des Produkts, neben der erneuten starken Bildung
des Stilbenderivats, per DC-Reaktionskontrolle beobachtet werden, jedoch konnte das
gewinschte Produkt nicht isoliert werden. Aufgrund der hohen Labilitat der verwendeten
Acetalschutzgruppe ist davon auszugehen, dass das Produkt, bedingt durch die hohe
Anzahl an Reinigungsschritten, schlieBlich trotz des Zusatzes an Triethylamin zum Lauf-
mittelgemisch zersetzt wurde.

AbschlieBBend lasst sich somit festhalten, dass die Synthese der Zielverbindung 40 nicht
erfolgreich durchgefuhrt werden konnte. Trotz einer Vielzahl an Optimierungsversuchen
gelang es nicht die Kupplung der NB-Gruppe an die 5’-Hydroxygruppe in zufriedenstel-
lenden hohen Ausbeuten ohne die Bildung des Stilbennebenprodukts 164 durchzufih-
ren. Stattdessen war die Isolierung des entsprechend geschitzten Produkts nur im nied-
rigen zweistelligen Prozentbereich von 11 % und 15 % méglich. Nachdem der gewiinsch-
te Ether 160 jedoch erhalten werden konnte, gelang es nicht die Acetalschutzgruppe oh-
ne eine Zersetzung des Molekdls abzuspalten. Der Tausch der Acetalschutzgruppe von
der relativ stabilen Isopropylidengruppe zur labileren Benzylidengruppe bietet zwar die
Mdglichkeit das Acetal bei Raumtemperatur zu spalten, jedoch konnte immer noch eine
zeitgleiche Abspaltung der NB-Maske beobachtet werden. Das erhaltene Rohprodukt
konnte in anschlieBenden mehrmals wiederholten Reinigungsschritten aufgrund zu &hn-
licher Retentionszeiten nicht in die einzelnen Bestandteile getrennt werden, wodurch das
Produkt auch bei der Verwendung der Benzylidenklammer nicht isoliert werden konnte.
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Die NB-Gruppe stellt somit nur bedingt einen synthetischen Ersatz flr mdgliche ande-
re Schutzgruppen fir Hydroxygruppen dar, da die NB-Gruppe sowohl schwierig und in
schlechten Ausbeuten in Form von Ethern in das Molekull eingebracht werden kann.
Dartiber hinaus weisen die NB-Ether eine gewisse Labilitdt gegentiber Sauren auf, so-
dass die Verwendung orthogonaler durch Saure spaltbarer Schutzgruppen erschwert
sein kann. Die photoinduzierte Abspaltung der NB-Gruppe von der 5’-Hydroxygruppe der
Verbindung 160 sollte jedoch im Folgenden trotzdem getestet werden, um zu testen, ob
der synthetische Aufwand zur Schiitzung eines Alkohols mit der NB-Gruppe Uberhaupt
notwendig ist oder ob die NB-Gruppe von dem Alkohol nur in einer unzureichenden
Geschwindigkeit abgespalten werden kann. Trotz der Schwierigkeiten, die NB-Gruppe
durch eine Ethersynthese in das zu schitzende Molekil einzuflhren, kann die Verwen-
dung dieser Gruppe in Ausnahmefallen sinnvoll sein, falls keine weitere Schutzgruppe
verwendet werden kann, jedoch sollte die Abspaltung der NB-Gruppe durch UV-Licht in
diesem Fall zufriedenstellend durchgefihrt werden kénnen. Dies soll mit der im Folgen-
den durchgeflihrten Photolyse Uberpriift werden.

4.10.3 Photolyse des erhaltenen NB-geschiitzten Adenosinderivats 160

Ausgehend von der isolierten Verbindung 175, welche eine NB-Gruppe an der 5°-Position
der Ribose aufweist und noch Benzyliden-geschitzt ist, soll die photoinduzierte Abspal-
tung der 2-Nitrobenzylgruppe von Hydroxygruppen erprobt werden. Dabei soll im Beson-
deren getestet werden, ob die Abspaltung der NB-Gruppe, im Vergleich zum maskierten
Bis-NB-ATP 71, langsamer oder schneller erfolgt. Theoretisch sollte die Gute der Ab-
gangsgruppe, beziehungsweise der Gruppe welche freigesetzt wird, einen Einfluss auf
die Spaltgeschwindigkeit aufweisen. Die Freisetzung des Phosphats aus dem Bis-NB-
ATP 71 sollte somit theoretisch schneller erfolgen als die formale Freisetzung des Alko-
holats der 5’-Hydroxygruppe, da die negative Ladung am Phosphat besser stabilisiert ist
als im entsprechenden Alkoholat der Verbindung 175. Die Tendenz von verschiedenen
Abgangsgruppen und die Tatsache, dass Alkohole tendenziell schlechte Abgangsgrup-
pen in Photolysen darstellen ist dabei in der Literatur beschrieben.!'*”! Jedoch sei dazu
angemerkt, dass die dazu stattgefundenen Untersuchungen mit Lasern und Blitzlicht-
photolysen im Femtosekundenbereich stattgefunden haben und nicht mit den in dieser
Arbeit durchgefiihrten Photolysen mit einer UV-LED Lichtquelle und der anschlielBenden
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Quantifizierung durch HPLC-Analysen vergleichbar sind. Die Photolyse der Verbindung
175 wurde mit der 365 nm UV-LED durchgefihrt, welche eine kumulierte Leistung von
3.9W aufweist. Bei der Untersuchung des symmetrischen NB-ATP Derivats 71 konnte
beobachtet werden, dass, obwohl die NB-Maske keine signifikante Absorptionsbanden
bei dieser Wellenlange aufweist, die Spaltung der NB-Gruppen in vergleichbaren Zeiten
zu den donorsubstituierten 2-Nitrogruppen durchgefiihrt werden konnte (vgl. Abschnitt
4.4). Das durch die Photolyse und anschlieBender HPLC-Analyse erhaltene Wasserfall-
diagramm ist in Abbildung 120 dargestellt.

1

NH

8 10 12 14 16 18 20
Retentionszeit [min]

Abbildung 120: Wasserfalldarstellung der erhaltenen Chromatogramme, welche wéhrend
der Photolyse der Verbindung 175 erhalten wurde. Die erhaltenen Signa-
le sind mit den entsprechenden Strukturformeln markiert. Bedingungen:
365nm UV-Licht ; 3.9 W Leistung; 1 mg/ml in DMSO.

In dem Wasserfalldiagramm kénnen die beiden erhaltenen Diasteromere, sowohl in
der eingesetzten Verbindung 175 als auch in der gebildeten Verbindung 174, durch die
Anwesenheit der fast Basislinien getrennten Signale beobachtet werden. Die hohe Lipo-
philie der Verbindung 175 kann zudem an der spaten Retentionszeit von 17.7 min beob-
achtet werden. Die schnelle Spaltung der NB-Gruppe kann sehr gut in dem in Abbildung
120 dargestellten Wasserfalldiagramm erkannt werden. Bereits nach einer Sekunde Be-
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strahlung ist circa die Halfte der Ausgangsverbindung 175 gespalten worden. Diese qua-
litative Beobachtung deckt sich auch mit der berechnete Halbwertszeit mit einem Wert
von 1.0s. Die ermittelte Halbwertszeit ist somit die bisher in dieser Arbeit niedrigste
Halbwertzeit von allen hergestellten und untersuchten photospaltbaren Gruppen. Es sei
jedoch angemerkt, dass die Photolyse aufgrund des unpolaren Charakters der Verbin-
dung 175 in DMSO durchgeflihrt werden musste. Bereits bei dem y-Alkyl-modifizierten
ATP-Derivat 86 konnte eine schnellere Spaltung der MeNV-Gruppe in DMSO als in Phos-
phatpuffer beobachtet werden (vgl. Abbildung 55, Seite 87). Jedoch selbst mit einer hy-
pothetisch doppelt so hohen Halbwertszeit von 2.0s in Phosphatpuffer weist die hier
photolysierte Verbindung 175 immer noch die schnellste Spaltgeschwindigkeit auf. Die
hier beobachtete Spaltgeschwindigkeit deckt sich somit nicht mit der allgemeinen Aus-
sage in der Literatur Uber die Spaltgeschwindigkeit der NB-Maske in Abhangigkeit der
Gute der Abgangsgruppe.

Es Iasst sich somit festhalten, dass die Darstellung von NB-maskierten Alkoholen nur in
geringen Ausbeuten und mit der Bildung eines dominanten Nebenprodukts méglich ist,
die NB-Maske jedoch unter geeigneten Bedingungen schnell und ohne Nebenreaktionen
auch von Hydroxygruppen abgespalten werden kann. Der Einsatz von NB-Gruppen als
Schutzgruppe kénnten somit in Ausnahmefalle sinnvoll sein, falls die Anwendung von
gangigeren Schutzgruppen, zum Beispiel aufgrund von Séure- oder Basenlabilitat, nicht

maoglich sein kénnte.
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5 Fazit

Far zellulare Signaltransduktion bei der Aktivierung bzw. Desaktivierung von Immun-
reaktionen sind endokrine Purinverbindungen essenziell. Eine besondere Rolle neh-
men in diesem komplexen System das Adenosintriphosphat (ATP), das cyclische 3,5’-
Adenosinmonophosphat (cCAMP) sowie Adenosin ein. Es konnte beobachtet werden,
dass Zellen bei Verletzungen, der Anwesenheit von Pathogene oder bei Zellstress in-
trazelluldres ATP in den extrazellularen Raum ausschitten. Es kann dabei ein zehnfa-
cher Anstieg der extrazellularen ATP-Konzentration beobachtet werden, weswegen ge-
schlussfolgert wurde, dass dieser Anstieg die erste Reaktion des Immunsystems dar-
stellt. Um der einsetzenden Entzindungsreaktion entgegenzuwirken wird das extrazel-
luldre ATP durch das Ectoenzympaar CD39/73 Uber Adenosinmonophosphat zu Adeno-
sin abgebaut, welches als extrazellularer Gegenspieler von ATP dient, da es dem von
ATP ausgelbsten, entziindungsfreundlichen Milieu entgegenwirkt. Eine Stérung dieses
Gleichgewichts zwischen ATP und Adenosin wird mit verschiedenen Krankheiten wie
AIDS, Alzheimer und weiteren chronischen Entziindungserkrankungen in Verbindung
gebracht. Das freiwerdende ATP und Adenosin beeinflussen auch die Aktivitat der zel-
lularen Adenylcyclase, wodurch die Konzentration des second messenger cAMP in der
Zelle direkt durch diese beiden Verbindungen beeinflusst wird. Das in der Zelle gebildete
cAMP kann weitere immunregulatorische Aktionen der Zelle auslésen, wie zum Beispiel
die Offnung von lonenkanalen, um das eintreffende Signal weiter zu amplifizieren oder
aber es kdnnen spezifische posttranslative Modifikationen an Enzymen ausgelést wer-
den. Um diese komplexen Immunreaktionen besser zu verstehen und untersuchen zu
kébnnen, war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, diese Verbindungen so darzustellen,
dass sie gezielt durch die Bestrahlung mit Licht in zelluldren Assays freigesetzt wer-
den kénnen, sodass die ausgel6sten zellularen Reaktionen direkt beobachtet werden
kdnnen. Es sollten dabei jedoch nicht nur Verbindungen hergestellt werden, welche im
extrazellularen Bereich freigesetzt werden kdnnen, sondern auch lipophile Verbindun-
gen, damit intrazellulare Untersuchungen durchgefiihrt werden kénnen. Durch die Ver-
wendung von lipophilen lichtlabilen Schutzgruppen sollte die Lipophilie des ATPs soweit
gesteigert werden, dass eine passive Disffusion durch die Zellmembran erméglicht wird.
Dabei wird das verwendete ATP bei der lipophilen Maskierung auch als Testsubstrat
verwendet, da nach erfolgreicher Synthese und Photolyse eines lipophilen und photola-
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bilen ATP-Derivats dieses Konzept auch auf antivirale Nucleosidtriphosphate Ubertragen
werden kdnnte, um mit diesen Verbindungen die antivirale Aktivitdt der entsprechen-
den Nucleosidtriphosphate weiter zu untersuchen. Die in dieser Arbeit hergestellten lipo-
philen ATP-Derivate und die fir Vergleichszwecke dargestellten nicht-lipophilen Masken
sind in Abbildung 121 dargestellt.
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Abbildung 121: Abbildung der in dieser Arbeit dargestellten symmetrischen caged-ATP De-
rivate 74 und 76. Ebenfalls abgebildet sind die dargestellten nicht-lipophilen
lichtspaltbaren Masken 23, 48, 24 und 25. Diese wurden ebenfalls fir
die Synthese von caged-ATP Derivaten verwendet. Unter den Struktur-
formeln ist die in der Arbeit verwendete Kurzbezeichnung fur die jewei-
lige Schutzgruppe angefuhrt. (NB: Nitrobenzyl; NV: Nitroveratryl; MeNV:
Methyl-Nitroveratryl; lip: lipophil).

Die beiden lipophilen ATP-Derivate 74 und 76 konnten, im Vergleich zu den nicht-
lipophilen ATP-Derivaten, in geringen Ausbeuten von 38 % (/lipNV) bzw. 23 % (lipMeNV)
hergestellt werden. Die nicht-lipophilen ATP-Derivate konnten dagegen durchschnittlich
in einer Ausbeute von 50 % dargestellt werden. Fiir die Synthese der symmetrischen
ATP-Derivate musste, abhangig von der verwendeten photolabilen Gruppe, auf zwei
verschiedene Synthesemethoden zuriickgegriffen werden. Wéahrend die symmetrischen
ATP-Derivate basierend auf den 2-Nitrobenzylalkoholen 23, 48, 24 und der lipophilen
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lipNV-Gruppe 43 durch die Reaktion eines symmetrischen Amidits mit Adenosindiphos-
phat (ADP) hergestellt werden konnten, erfolgte die Synthese der ATP-Derivate, basie-
rend auf den sekundéaren Alkoholen 25 und dem lipophilen 44, Uber die Kupplung von
entsprechenden H-Phosphonaten an ADP. Nachdem die gewunschten Derivate darge-
stellt werden konnten, wurden diese in Photolyseexperimenten unter standardisierten
Bedingungen untersucht. Dazu wurden Lésungen der ATP-Derivate fir bestimmte Zeit-
intervalle mit Licht einer Wellenlange von 365 nm bestrahlt und anschlieBend wurde die
Zusammensetzung der LOsung nach den jeweiligen Zeitintervallen per HPLC-Analyse
ermittelt. Aus den gemessenen Peakflachen konnte anschlieBend durch das Auftragen
gegen die Photolysezeit die Halbwertszeit fir jedes ATP-Derivat bestimmt werden. Es
zeigte sich, dass das hergestellte lipMeNV-ATP 76 mit einer Halbwertszeit von sechs
Sekunden mit Abstand am schnellsten gespalten werden konnte. Wie erwartet konnte
das nicht-substituierte NB-Derivat 71 mit einer Halbwertszeit von 36 s bei dieser Wel-
lenlange am langsamsten gespalten werden. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die
Spaltung der NB- NV- und MeNV-Gruppe bei 405 nm signifikant um den Faktor drei bis
vier langsamer ablauft als bei 365 nm. Trotz der langsamen Spaltung konnte jedoch eine
vollstédndige Abspaltung ohne die Bildung von stérenden Nebenprodukten beobachtet
werden.

Neben den symmetrischen caged-ATP Verbindungen wurden auch asymmetrisch-mas-
kierte ATP Derivate hergestellt, wie zum Beispiel das AB-MeNV-ATP 82 mit einer lipo-
philen Acyloxybenzyl-Maske (AB-Maske) und einer photolabilen MeNV-Maske. Bei dem
AB-MeNV-ATP wird durch die verwendete AB-Maske die Lipophilie des Derivats erhéht
und mit der MeNV-Gruppe werden die Vorteile der photolabilen Gruppen beibehalten.
Dieser Schritt war nétig, da beobachtet werden konnte, dass die abgespaltenen lipo-
philen Photogruppen nur gering in dem verwendeten wassrigen Medium I6slich waren
und somit vermutlich auch im zellularen Bereich nicht eingesetzt werden kénnen. Um
zu zeigen, dass beide Masken orthogonal zueinander abgespalten werden kénnen, wur-
den zwei unabhangige Experimente durchgefihrt. Das bei diesen Experimenten jeweils
gebildete monomaskierte ATP-Derivat wurde anschlieBend durch die ermittelte HPLC-
Retentionszeit und dem aufgenommenen UV-Vis-Spekirum identifiziert. Dazu wurde das
asymmetrische AB-MeNV-ATP zun&chst photolysiert und in einem weiteren Experiment
mit einer Enzymlésung hydrolysiert. Aus den Ergebnissen konnte ohne Zweifel geschlos-
sen werden, dass beide Masken orthogonal gespalten werden kénnen und die jeweiligen
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Spaltprodukte Uber einen langeren Zeitraum unter den jeweiligen Bedingungen stabil
sind. Die selben Ergebnisse wurden im Anschluss auch in einem kombinierten Experi-
ment validiert, in welchem die enzymatische Hydrolyse und Photolyse direkt nacheinan-
der in demselben Medium durchgefihrt wurde, ohne das das zugegebene Enzym vor
der Photolyse entfernt wurde.

Bei dem zweiten dargestellten asymmetrischen Derivat handelt es sich um ein «y-Alkyl-
ATP-Derivat 86, welches zusatzlich mit der MeNV-Gruppe maskiert wurde. Das Derivat
weist aufgrund der Alkylkette eine besondere Stabilitdt auf, wodurch mit dieser Verbin-
dung die Abspaltung der MeNV-Gruppe unter verschiedenen Bedingungen untersucht
wurde. Wahrend die bestimmten Halbwertszeiten in verschiedenen Lésungsmitteln wie
Acetronitril, Dimethylsulfoxid, Phosphatpuffer (pH 7.4) oder einem Gemisch aus Puffer
und Acetonitril nur maginal voneinander abweichen, konnte bei den Photolysen mit un-
terschiedlichen pH-Werten eine Abhangigkeit der Halbwertszeit vom pH-Wert festgestellt
werden. Bei einem pH-Wert von 7-8 konnte eine schnelle Spaltung beobachtet werden
(Halbwertszeit: 8 s), wahrend im sauren oder basischen Milieu dagegen fast eine Ver-
dopplung der Spaltgeschwindigkeit beobachtet werden konnte.

Um das unvermeidbar bei der Photolyse gebildete reaktive Nitroso-Spaltprodukt ganz-
lich zu vermeiden, wurde neben den bislang eingesetzten Schutzgruppen basierend auf
dem 2-Nitrobenzyl-Grundgerist auch die para-Hydroxyphenylacy!l (pHP) Schutzgruppe
verwendet. Eine entsprechende lipophil veresterte pHP-Schutzgruppe konnte Uber ins-
gesamt finf Syntheseschritte dargestellt werden. Es zeigte sich jedoch, dass diese ver-
esterte pHP-Maske anschlieBend nur in Form eines H-Phosphonats als phosphorhal-
tiger Precursor fir die Kupplung zum caged-ATP dargestellt werden konnte, da wéh-
rend der Synthese zum Amidit immer eine Zersetzung der Reaktionspartner beobachtet
werden konnte. Ausgehend vom H-Phosphonat konnte die Kupplung zum caged-pHP-
ATP jedoch anschlieBend trotz mehrerer Syntheseversuche nicht realisiert werden, da
stets eine Zersetzung des H-Phosphonats wéahrend der Reaktion festgestellt wurde. In
einem Reaktionsversuch gelang es jedoch ein symmetrisches Butyl-verestertes pHP-
Monophosphat zu isolieren, mit welchem die Abspaltung der Maske erprobt werden
konnte. Es zeigte sich, dass die zunéchst notwendige vollstandige Spaltung des Esters
durch die Hydrolyse mit pig-liver-esterases (PLE) nach circa zwanzig Minuten beobach-
tet werden konnte. AnschlieBend wurde die erhaltene Lésung mit Licht einer Wellenlédnge
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von 310 nm bestrahlt und es konnte eine vollstadndige stufenweise Abspaltung der pHP-
Maske nach circa dreiBig Sekunden beobachtet werden. Eine photolytische Spaltung
der noch Butyl-veresterten pHP-Maske gelang wie erwartet nicht. Die Kombination aus
enzymspaltbarem Ester und der anschlieBenden lichtinduzierten Abspaltung des erhal-
tenen Phenols konnte somit erfolgreich aufgezeigt werden.

Ebenfalls konnte die Synthese von MeNV-geschitzten cAMP 46 auf zwei verschiede-
nen Syntheserouten erfolgreich abgeschlossen werden. Das MeNV-cAMP wurde dabei
zunachst durch die Kupplung einer in situ dargestellten Diazoverbindung an das proto-
nierte CAMP dargestellt und anschlieBend erfolgte eine weitere Darstellung des Derivats
Uber die von MEIER publizierte stufenweise Kupplung eines Diamidits an die 5’- und 3’-
Hydroxygruppen eines an der N®-Position doppelt Fmoc-geschiitzten Adenosinderivats.
Es zeigte sich, dass die Fmoc-Gruppen unter wasserfreien Bedingungen mit Triethylamin
vom erhaltenen caged-cAMP in sehr guten Ausbeuten abgespalten werden konnten. Der
Syntheseschritt zum MeNV-cAMP konnte in der Syntheseroute mit der Diazoverbindung
in einer Ausbeute von 60 % durchgefihrt werden und in der Route mit dem Diamidit in
einer Ausbeute von 40 %. Es zeigte sich im anschlieBenden Photolyseexperiment, dass
die MeNV-Gruppe mit einer Halbwertszeit von 3.5 Sekunden abgespalten wurde und
dass das cAMP quantitativ freigesetzt wurde.

Im letzten Abschnitt dieser Arbeit wurde versucht, die NB-Schutzgruppe als effektive
Schutzgruppe fiir die Synthese von N®-Cyclopentyl-5-NB-adenosin 40 zu verwenden. Es
zeigte sich jedoch, dass die Kupplung zum NB-Ether nur in extrem schlechten Ausbeu-
ten von 12 % realisiert werden konnte, da sich unter den notwendigen basischen Bedin-
gungen nicht der NB-Ether bildete, sondern dominant ein Stilbenderivat erhalten wurde.
Um die Bildung des Stilbennebenprodukts zu vermeiden, wurden weitere verschiedene
Ethersynthesen erprobt. Darunter die Kupplung Uber Trichloracetimidate und die zuvor
beim cAMP durchgefiihrte Kupplung Uber eine Diazoverbindung, jedoch konnte der ge-
wilnschte NB-Ether in keinem Fall erhalten werden. Es zeigte sich bei der anschlieBen-
den Abspaltung der Acetalschutzgruppe von der 2’,3’-Position, dass der NB-Ether durch
Sauren leicht gespalten wird, wodurch das gewtinschte Produkt 40 nicht dargestellt wer-
den konnte. Ausgehend von dem noch acetalgeschitzten NB-Derivat wurde jedoch fest-
gestellt, dass die NB-Gruppe mit einer Halbwertszeit von nur einer Sekunde lichtinduziert
abgespalten werden konnte. Somit ist die NB-Gruppe zwar nur in schlechten Ausbeuten
in das Molekul einzubringen aber sehr schnell wieder abspaltbar, wodurch der Einsatz
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in spezifischen Fallen lohnenswert sein kénnte.

AbschlieBend Iasst sich somit festhalten, dass die Synthese von verschiedenen symme-
trisch photolabil maskierten ATP-Derivaten auf Basis des 2-Nitrobenzyl-Strukturmotivs
realisiert werden konnte und das ATP aus allen diesen Derivaten durch die Bestrah-
lung mit UV-Licht der Wellenlange 365 nm quantitativ freigesetzt werden konnte. Ebenso
gelang es, zwei asymmetrisch geschiltzte Derivate darzustellen, welche eine MeNV-
Gruppe und entweder eine AB-Gruppe oder eine Alkylkette aufwiesen. Weiterhin konnte
auch das antivirale d4T-Triphosphat mit zwei NV-Gruppen photolabil maskiert werden
und die anschlieBende Freisetzung von d4T-Triphosphat durch Bestrahlung gezeigt wer-
den, sodass das neuartige Themenfeld der photolabil maskierten antiviralen Nucleosid-
triphosphate flr spatere Untersuchungen erschlossen wurde. Neben der Schitzung von
Nucleosidtriphosphaten gelang auch die erfolgreiche Darstellung des MeNV-geschiitzten
cAMPs und es konnte gezeigt werden, dass die Freisetzung von cAMP zugig und quanti-
tativ erfolgte. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass der Einsatz dieser
photolabil maskierten Adenosinderivate in zelluldren Assays erstrebenswert wére, um
die ausgeldsten (Immun)-Reaktionen der Zelle nach der gezielten Freisetzung dieser
Verbindungen zu beobachten.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Verwendete Gerate und Chemikalien

+ Chemikalien

Die meisten Ausgangsverbindungen und Reagenzien wurden ohne weitere Reini-
gung, wie vom Hersteller bezogen, verwendet. Die Chemikalien wurden von den
Firmen ABCR, Acros Organics, Alfa Aesar, Fluka, Fluorochem, Grissing, Merck,
Sigma Aldrich, TCI oder VWR in Reinheiten von mindestens 95 % bezogen. Fol-
gende Reagenzien wurden vor ihrer Verwendung wie folgt gereinigt beziehungs-
weise absolutiert.

Kaliumcarbonat wurde fir Synthesen unter Luft- und Feuchtigkeitsausschluss bei
600 °C im Vakuum getrocknet.

Triethylamin wurde fir zwei Tage Uber Calciumhydrid zum Ruckfluss erhitzt und
anschlieBend unter Inertgas destilliert und tiber Molsieb 4 A und unter Lichtaus-
schluss gelagert.

Phosphor(lll)chlorid und Phosphoroxychlorid wurden unter Inertgas destilliert und
anschlieBend unter Inertgas gelagert.

* Lésungsmittel

Die verwendeten technischen L&ésungsmittel wurden vor ihrer Verwendung, wie
nachfolgend aufgelistet, gereinigt. Nicht aufgeflhrte Lésungsmittel wurden wie
vom Hersteller geliefert verwendet.

Acetonitril (CH3CN, HPLC grade): Ohne weitere Reinigung eingesetzt
Dichlormethan (CH,Cl,): Wurde unter Normaldruck destilliert.
Ethylacetat (EE): Wurde unter Normaldruck destilliert.

Methanol (MeOH): Wurde unter Normaldruck destilliert.
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Petrolether 50-70 (PE): Wurde unter Normaldruck destilliert.

» Absolute Lésungsmittel

Fir Reaktionen unter Sauerstoff-, und Feuchtigkeitsausschluss wurden folgende
Lésungsmittel verwendet und entsprechend getrocknet bzw. bereits getrocknet

vom entsprechenden Hersteller erworben.

Acetonitril, Dichlormethan, Diethylether, Pyridin und Tetrahydrofuran wurde bei
Sigma Aldrich in HPLC-Qualitat erworben und anschlieBend durch die Lésungsmit-
tel-Trocknungsanlage SPS-800 der Firma MBraun getrocknet und Uber Inertgas
und Molekularsieb aufbewahrt.

Ethanol (EtOH): Von Acros Organics (Extra Dry, < 0.005% Wasser) tber Mo-
lekularsieb erworben.

N,N-Dimethylformamid (DMF): Von Acros Organics (Extra Dry, < 0.005% Was-
ser) tiber Molekularsieb erworben.

Methanol: Von Acros Organics (Extra Dry, < 0.005% Wasser) Uber Molekular-

sieb erworben.

Toluol: Von Acros Organics (Extra Dry, < 0.005% Wasser) Uber Molekularsieb

erworben.

» Verwendete Pufferldsungen

— Phosphatpuffer (PB)
Fur die Herstellung des Phosphatpuffers wurden 5.5g Dinatriumhydrogen-
phosphat und 1.6g Kaliumdihydrogenphosphat in einem Liter Reinstwas-
ser geldst. AnschlieBend wurde der pH-Wert durch Zugabe von verdinnter
Phosphorsaure oder Natronlauge entsprechend eingestellt.

— HPLC-Laufpuffer
Als lonenpaarpuffer wurde fir eine optimale Trennung bei HPLC-L&ufen ein
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Tetrabutylammoniumacetat-Puffer (2mM) verwendet. Dieser wurde herge-
stellt in dem zu einer Mischung aus Reinstwasser (2.4L) und einer Tetra-
butylammoniumhydroxid-Lésung (10 % in Wasser, 12.7 mL, 4.9 mol) solange
Essigsaure (1 M, ~6 mL) titriert wurde bis ein pH-Wert von 6.0 erreicht wurde

* Chromatographie

— Dunnschichtchromatographie
Far die Reaktionsverfolgung und der Kontrolle der saulenchromatographi-
schen Reinigungen wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien (Ma-
cherey-Nagel ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254 Nr. 818333; Schichtdicke 0.2
mm) verwendet. Das Kieselgel ist mit einem Fluoreszenzindikator versetzt.
Die Laufstrecke betrug 4-5 cm. Die Dinnschichtchromatographien wurden
bei Kammersattigung durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte bei UV-aktiven
Substanzen mit Hilfe einer UV-Lampe bei 254 nm. Nicht UV-aktive Substan-
zen wurden mit Hilfe einer schwefelsauren Vanillinldésung oder einer alkali-

schen Kaliumpermanganatlésung sichtbar gemacht.

— Saulenchromatographie
Gemische verschiedener Substanzen wurden mit Hilfe einer Saule aus Kie-
selgel (Macherey-Nagel 60, 70-230 mesh ASTM) aufgetrennt bzw. gereinigt.

— Hochleistungsfliissigleitschromatographie (high performance liquid chroma-
tography, HPLC)
Zur Uberpriifung von Reaktionsansatzen, zur Reinheitsbestimmung und zur
Verfolgung von Photolyse Experimenten wurden HPLC-Analysen an einer
Agilent 1260 Infinity Il mit den Folgenden Komponenten durchgefihrt: Vial-
sampler G7129A, Quat Pump G7111A, G7116A MCT, G7117C DAD HS. Die
Detektion der Verbindungen erfolgte bei 254 nm mit der Folgenden Methode:
0-25 min 5% CH3CN in 2 mM aq. Tetrabutylammoniumacetat Puffer (pH 6.0)
zu 100 %, 1 mL/min.

* Photolysen
Die zu untersuchenden Substanz wurde in einem 1:1 Gemisch aus PB (pH 7.4)
und Acetonitril geldst, sodass eine 1 mg/mL Ldsung erhalten wurde. Die Lésung
wurde in einen kleines transparentes HPLC-Vial Gberflhrt und mit Hilfe eines klei-
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nen Teflonrihrstdbchen auf einer Magnetplatte gerthrt. Die UV-Quelle wurde an-
schlieBend direkt vor der Lésung platziert. Nach bestimmten Intervallen wurden
Aliquote von 20 pL entnommen und per HPLC-Analyse auf die Zusammensetzung
untersucht (Injektionsvolumen: 7 uL). Die folgenden UV-Lampen fanden in dieser
Arbeit Anwendung:

— 365nm-UV-LED
Bei der LED-Lampe handelt es sich um drei einzelne LEDs, welche in einem
Dreieck auf einem passiven Kihlkérper angeordnet sind. Jede LED weist
dabei eine Einzelleistung von 1300 mW auf, sodass kumuliert eine Gesamt-
leistung von 3.9 W erreicht wird. Bei den LEDs handelt es sich um den Typ
NVSU233A-U365. Die UV-Quelle wurde von der Firma Sahlmann Photoche-
mical Solutions bezogen.

— 310nm-UV-LED
Bei der LED-Lampe handelt es sich um drei einzelne LEDs, welche Uber-
einander auf einem passiven Kuhlkérper angeordnet sind. Jede LED weist
dabei eine Einzelleistung von 50 mW auf, sodass kumuliert eine Gesamtleis-
tung von 150 mW erreicht wird. Bei den LEDs handelt es sich um den Typ
NVSU233A-U310. Die UV-Quelle wurde von der Firma Sahlmann Photoche-
mical Solutions bezogen.

* PLE-Hydrolyse
Zu einer Léung aus 60 uL DMSO und 400 uL PBS (pH 7.4) wurden 40 uL einer
50 uL Stammlésung in DMSO der zu untersuchenden Substanz gegeben. Zu der
erhaltenen Lésung wurden 30 pL einer PLE-Stammlésung (100 U/mL) gegeben,
sodass eine 6 mM Lésung der zu untersuchenden Verbindung erhalten wurden
mit einem Gesamtvolumen von 530 L. Die Lésung wurde bei 37 °C inkubiert
und nach festen Zeitintervallen wurden Aliqoute von 35 uL abgenommen und per
HPLC-Analyse auf die Zusammensetzung untersucht (Injektionsvolumen: 30 pL).

* NMR-Spektroskopie
Alle NMR-Spektren wurden bei Raumtemperatur mit dem AV-400 oder AV-600
NMR-Spektrometer der Firma Bruker gemessen. Die Standarisierung der 'H- und
13C-Spektren erfolgte gegen Chloroform (§ = 7.26 ppm bzw. § = 77.16 ppm), Di-
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methylsulfoxid (6 = 2.50 ppm bzw. § = 39.52 ppm), Acetonitril (§ = 1.94 ppm bzw.
d = 118.26 ppm), Methanol (§ = 3.31 ppm bzw. § = 49.00 ppm)oder Wasser (4
= 4.79 ppm). Der Messbereich lag bei 0-14 ppm bzw. bei '*C-Spektren zwischen
0-200 ppm. Der Messbereich bei 3'P-NMR Spekiren lag zwischen -200-200 ppm.
Die Standardisierung erfolgte gegen einen externen Phosphorséurestandard.

Massenspektrometrie
ESI-MS-Spektren wurden am VG/70-250S Spektrometer der Firma VG Analytical
aufgenommen. Angegeben wurde jeweils das Masse-Ladungsverhéltnis der Mo-

lekidlionen.

Infrarotspektroskopie
Die IR-Spektren wurden mit dem ALPHA Platinum ATR-IR-Spektrometer der Fir-
ma Bruker aufgenommen. Der Messbereich lag im Bereich von 4000 bis 400 Wel-

lenzahlen.

Schmelzpunkte
Die Bestimmung der Schmelztemperatur erfolgte mittels Schmelzpunkt-Bestimmer
apotec der Firma Otto Stein.
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6.2 Allgemeine Arbeitsanweisung (AAV)
AAV1: Reduktion von Aldehyden und Ketonen

» Variante 1: Aldehyd

Unter Umgebungsatmosphére wurden ein Aquivalent des entsprechenden Alde-
hyds in einem Gemisch aus gleichen Teilen Tetrahydrofuran und Methanol voll-
standig geldst. Die erhaltene Lésung wurde auf 0 °C gekihlt, langsam mit insge-
samt 1.5 Aquivalenten Natriumborhydrid versetzt und fiir 30 Minuten bei 0 °C bis
zu einem vollstdndigen Umsatz gerlhrt, welcher durch ein Ausbleiben der Ga-
sentwicklung und durch eine dinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle
festgestellt wurde. AnschlieBend wurde das Lésungsmittelgemisch unter vermin-
dertem Druck am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand in einem Ge-
misch aus gleichen Teilen Wasser und Ethylacetat aufgenommen. Die organische
Phase wurde mit Wasser gewaschen, die vereinten wassrigen Phasen mit Ethyla-
cetat extrahiert und die vereinigten organischen Phasen abschlieBend mit einer
gesattigten Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und
unter vermindertem Druck vom L&sungsmittel befreit. Eine weitere Reinigung war
nicht notwendig.

* Variante 2: Keton
Unter Umgebungsatmosphére wurden ein Aquivalent des entsprechenden Ketons
in einem Gemisch aus gleichen Teilen Tetrahydrofuran und Methanol vollstandig
gelést. Die erhaltene Lésung wurde auf 0 °C gekihlt, langsam mit insgesamt 3.0
Aquivalenten Natriumborhydrid versetzt und fiir 30 Minuten bei 0 °C geriihrt. An-
schlieBend wurde bei Raumtemperatur fir weitere 2-3 Stunden bis zu einem voll-
standige Umsatz gerlhrt, welcher durch ein Ausbleiben der Gasentwicklung und
auch durch eine diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle festgestellt
wurde. AnschlieBBend wurde das Lésungsmittelgemisch unter vermindertem Druck
am Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand in einem Gemisch aus glei-
chen Teilen Wasser und Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde
mit Wasser gewaschen, die vereinten wassrigen Phasen mit Ethylacetat extra-
hiert und die vereinigten organischen Phasen abschlieBend mit einer gesattigten
Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und unter ver-
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mindertem Druck vom Lésungsmittel befreit. Eine weitere Reinigung war nicht not-
wendig.

AAV2: Synthese symmetrischer Phosphoramidite

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.0 Aquivalente Dichlor-N,N-diisopropylaminophos-
phoramidit 61 in abs. Tetrahydrofuran gelést und zu einer auf 0 °C geklhlten Lésung
aus 2.1 Aquivalenten des entsprechenden Alkohols und 3.0 Aquivalenten Triethylamin
in abs. Tetrahydrofuran langsam zu getropft. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz
fr 18 Stunden gerUhrt und der entstandene Feststoff abfiltriert. Der Filterkuchen wurde
mit Ethylacetat gewaschen und das Filtrat unter vermindertem Druck vom Lésungsmittel
befreit. Der erhaltene Riickstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

AAV3: Synthese symmetrischer H-Phosphonate

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.0 Aquivalente Diphenylphosphit in abs. Pyridin
geldst und mit 2.1 Aquivalenten des entsprechenden Alkohols versetzt. Die erhaltene
Reaktionslésung wurde fir 2-3 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und anschlieBend
unter vermindertem Druck im Olpumpenvakumm vom Lésungsmittel befreit. Der erhal-
tene Rickstand wurde jeweils dreimal mit Toluol und Dichlormethan coevaporiert und
anschlieBend saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt.

AAV4: Synthese von caged-Adenosintriphosphat

» Variante 1: Phosphoramidit-Route
Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.0 Aquivalente Adenosindiphosphat als Te-
trabutylammoniumsalz und 1.5 Aquivalente des entsprechenden Phosphoramidits
in abs. Acetonitril coevaporiert und anschlieBend fir drei Stunden im Vakuum ge-
trocknet. Die getrockneten Reaktionspartner wurden in 5-10 mL abs. Acetonitril
gelést und mit dem entsprechendem Aktivator versetzt. Nach einer Reaktions-
zeit von 5-30 Minuten wurden 2.0 Aquivalente tert-Butylhydroperoxid (5.5M in n-
Decan) tropfenweise zugegeben und die Reaktion wurde flir weitere 30 Minuten
bei Raumtemperatur geriihrt, bevor das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum ent-
fernt wurde. Der erhaltene Rickstand wurde durch automatisierte RP1g-Chromato-
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graphie gereinigt. Die entsprechenden Fraktionen wurden vereint und das L6-
sungsmittel mittels Gefriertrocknung an der Lyophile entfernt. Der erhaltene Rick-
stand wurde durch lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammo-
niumsalz umgesalzen und nach wiederholter Entfernung des Lésungsmittel an der
Lyophile erneut durch automatisierte RP;g-Chromatographie gereinigt.

 Variante 2: H-Phosphonat-Route

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.0 Aquivalente des entsprechenden H-Phos-
phonats in abs. Acetonitril coevapoiert und fir eine Stunde im Vakuum getrock-
net. AnschlieBend wurde das H-Phosphonat in 10 mL abs. Acetonitril gelést und
mit 2.0 Aquivalenten N-Chlorsuccinimid versetzt. Die Reaktionslésung wurde fiir
eine Stunde bei 50 °C gerilhrt. AnschlieBend wurden 0.8 Aquivalente Adenosin-
diphosphat als Tetrabutylammoniumsalz gelést in 5mL abs. Acetonitril langsam
bei Raumtemperatur zugetropft und die Losung anschlieBend flr eine Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt, bevor das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt
wurde. Der erhaltene Rlickstand wurde durch automatisierte RP15-Chromatographie
gereinigt. Die entsprechenden Fraktionen wurden vereint und das L&sungsmit-
tel mittels Gefriertrocknung an der Lyophile entfernt. Der Riickstand wurde durch
lonenaustauschchromatographie in das entsprechende Ammoniumsalz tberfihrt
und nach Entfernung des Lésungsmittel an der Lyophile erneut durch automati-
sierte RP,g-Chromatographie gereinigt.

6.3 Synthesen
6.3.1 Synthesen von Reagenzien
Adenosindiphosphat Tetrabutylammoniumsalz 178

Es wurde 815mg (1.73mmol 1.0 Aquiv.) Adenosindiphosphat als Natriumsalz in 5mL
Wasser geldst und durch eine lonenaustauschchromatographie in die protonierte Form
Uberfiihrt. Zu der erhaltenen Lésung wurden tropfenweise 12.2 mL einer Tetrabutylam-
moniumhydroxid-Lésung (10 % in Wasser, 4.3 mmol, 2.5 Aquiv.) zugetropft. Alle fliichti-
gen Bestandteile wurde durch Gefriertrocknung an der Lyophile entfernt und das erhal-
tene Harz wurde durch automatisierte RPg-Chromatographie gereinigt. Nach erneuter

- 192-



Experimenteller Teil

Gefriertrocknung und konsequenter weiterer Trocknung wurde ein hellgelber, stark hy-
groskopischer Feststoff erhalten, welcher Gber Stickstoff gelagert wurde.

NH,
6
N5
N
s || B
o N4 N 2 - 178 -
[S) I I 5 C42HgaN7010P>
O-P-0-P-0 0 981.86 g/mol
O@ O@ 43- 2‘ll
® OH OH
2X N(BU)4

Ausbeute: Es wurden 1.66 g (1.73 mmol, 98%) eines gelben Feststoffes erhalten. Das
Produkt wies 2.0 Gegenionen auf.

"H-NMR (500 MHz, D,0): §[ppm] = 8.53 (s, 1H, H-8), 8.19 (s, 1H, H-2), 6.09 (d, 3Jyy =
5.8Hz, 1H, H-1’), 4.75-4.70 (m, 1H, H-2), 4.58 (dd, 3}y = 5.2Hz, 34y = 3.8Hz,
1H, H-3"), 4.37-4.33 (m, 1H, H-4), 4.28-4.20 (m, 1H, H-5a’), 4.19-4.12 (m, 1H, H-
50°), 3.22-3.04 (m, 16 H, CH,-BusN*), 1.67-1.52 (m, 16 H, CH,-Bu,N*), 1.39-1.24 (m,
16 H, CH»-BusN*), 0.90 (t, *Jiy = 7.4 Hz, 24 H, CH3-BusN*). *C-NMR (100 MHz, D,0):
S[ppm] = 155.5 (C-6), 152.7 (C-2), 148.9 (C-4), 139.9 (C-8), 118.4 (C-5), 86.8 (C-1’),
84.0 (d, 3Jop = 9.1Hz, C-4’), 74.4 (C-2)), 70.1 (C-3'), 64.6 (d, 2Jop = 5.4Hz, C-5),
58.0 (CH,-BusN*), 23.0 (CH,-BusN*), 19.1 (CH,-BusN*), 12.8 (CH3-BusN*). *'P-NMR
(201 MHz, D,0): §[ppm] = -8.23 (d, 2Jpp = 22.1 Hz), -11.2 (d, 2Jpp = 22.1 Hz).

Synthese von Dichlor-N,N-diisopropylaminophosphoramidit 61

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 5.0 mL (7.9 g, 57 mmol, 1.0 Aquiv.) frisch destilliertes
Phosphortrichlorid in 35 mL abs. Diethylether geldst, auf —10 °C gekiihlt und tropfenweise
mit 16.9mL (12.1g, 120mmol, 2.1 Aquiv.) abs. Diisopropylamin geldst in 15mL abs.
Diethylether versetzt. Die erhaltene L6sung wurde flr eine Stunde bei —10 °C und eine
weitere Stunde bei Raumtemperatur geriihrt. Der ausgefallene Feststoff wurde unter
Schutzgas abfiltiert und der resultierende Filterkuchen mit abs. Diethylether gewaschen.
Alle fliichtigen Bestandteile wurden im Olpumpenvakuum entfernt und der Riickstand
bei —20 °C unter Schutzgas gelagert. Auf eine weitere Reinigung wurde aufgrund der
Instabilitat des Produktes verzichtet.
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CI\P/CI

_61_

CgH14CILNP

N 2
\f \( 202.06 g/mol

Ausbeute: Es wurden 7.38 g (36.5 mmol, 64%) eines gelben Ols erhalten.

"H-NMR (600 MHz, CDCl3): §[ppm] = 3.94-3.76 (m, 2H, H-1), 1.21 (d, 3Jyy = 6.9 Hz,
12H, H-2). 3'P-NMR (162 MHz,CDCl;): §[ppm] = 169.6.

Synthese von 5-Chlorsaligenylchlorphosphit 92

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 2.00 g (12.6 mmol, 1.0 Aquiv.) 5-Chlorsaligenylalko-
hol in 30 mL abs. Diethylether geldst, auf —20 °C gekihlt und mit 1.32 mL Phosphor(lll)-
chlorid (2.07 g, 15.1 mmol, 1.2 Aquiv.) versetzt. Es wurde fiir zehn Minuten bei —20 °C
geriihrt bevor anschlieBend 2.34 mL abs. Pyridin (2.30g, 29.0 mmol, 2.3 Aquiv.) geldst
in 10 mL abs. Diethylether langsam Uber einen Zeitraum von dreif3ig Minuten zugetropft
wurden. Nach vollstdndiger Zugabe wurde fir weitere zwei Stunden bei Raumtempera-
tur geriihrt und der Reaktionskolben anschlieBend flir 18 Stunden bei —20 °C gelagert
um eine vollstandige Fallung des entstandenen Pyridiniumsalzes zu erreichen. Der ge-
bildete Feststoff wurde unter Inertgas filtriert und das Filtrat wurde im Vakuum vom L6-
sungsmittel befreit. Aufgrund der hohen Reaktivitdt wurde auf eine weitere Reinigung
des erhaltenen gelben Feststoffes verzichtet.

Cl s AU~ o -92-
2 | C7H5C|202P
4 o ¢ 222.99 g/mol

Ausbeute: Es wurden 1.63 g (6.81 mmol, 54%) eines gelben Feststoffs als Gemisch
von zwei Enantiomeren erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [CDCl3]: & [ppm] = 8.17 (dd, 3Juy = 8.9Hz, “Jyy = 2.8Hz, 1H,

H-4), 7.97 (d, 3J4 = 2.6 Hz, 1H, H-6), 7.13 (d, 3Jyy = 9.0 Hz, 1H, H-3), 5.58-5.45 (m,
1H, H-7a), 5.17-5.07 (m, 1 H, H-7b). 3'P-NMR (100 MHz,CDCl5): §[ppm] = 139.3.
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6.3.2 Synthesen der Photogruppen mit ortho-Nitro-Funktionalitat
Synthese von 2-Nitrobenzylalkohol 23

Die Synthese wurde nach AAV-1 Variante 1 durchgefiihrt. Es wurden 1.59¢g (10.5 mmol,
1.0 Aquiv.) 2-Nitrobenzaldehyd in 30 mL Methanol geldst und mit 605mg (15.8 mmol,
1.5 Aquiv.) Natriumborhydrid versetzt.

_23_
C7H;NO;

153.14 g/mol

Ausbeute: Es wurden 1.52 g (9.93 mmol, 95%) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (500 MHz) [DMSO-dg]: § [ppm] = 8.03 (dd, 3Jyy = 8.1Hz, *Jyy = 1.2Hz,
1H, H-3), 7.83 (dd, 3Juy = 7.8Hz, *Jyyy = 1.4Hz, 1H, H-6), 7.76 (dt, 3Jyy = 7.6 Hz,
*Jan = 1.3Hz, 1H, H-5), 7.52 (dt, 34y = 7.7Hz, “Jyy = 1.5Hz, 1H, H-4), 5.53 i,
3Jun = 5.6 Hz, 1H, OH), 4.82 (d, 3Jy ;s = 5.5 Hz, 2H, H-7). '*C-NMR (125 MHz, DMSO-
dg): 8[ppm] = 146.9 (C-2), 138.1 (C-1), 133.7 (C-5), 128.4 (C-6), 127.9 (C-4), 124.2 (C-3),
59.8 (C-7). IR: I [cm™"] = 3252, 2914, 2846, 1611, 1573, 1512, 1446, 1365, 1303, 1248,
1166, 1144, 957, 856, 790, 603, 553, 401. HRMS: Das Molekill konnte weder im El noch
im ESI Spektrum gefunden werden. R-Wert: 0.8 (CH,Clo/MeOH 19:1 v/v).

Synthese von Bis-(2-Nitrobenzyl)phosphoramidit 62

Die Synthese erfolgte nach AAV 2. Es wurden 0.27mL (1.3mmol, 0.27g, 1.0 Aquiv.)
des Dichlorophosphoramidits 61 in 4mL abs. THF gelést und zu einer Lésung aus
0.43 g (2.8 mmol, 2.1 Aquiv.) des sekundaren Alkohols 44 und 0.42mL (3.1 mmol, 0.31 g,
2.5 Aquiv.) abs. Triethylamin in 15mL abs. Tetrahydrofuran getropft. Die Reinigung er-
folgte sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 10:1 + 5% Triethylamin).
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5

6 4
O. P/O 3 -62-
N CooH26N306P

1
7 2
NO, 78/9 NO; 435.42 gimol

Ausbeute: Es wurden 0.48 g (1.1 mmol, 83%) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [CDCls]: & [ppm] = 8.10 (dd, 3Jyy = 8.1 Hz, *Jyy = 1.3Hz, 2H, H-
3),7.87 (dd, 3Jyy = 7.8 Hz, *Jyyy = 1.4Hz, 2H, H-6), 7.69-7.63 (m, 2H, H-5), 7.47-7.42
(m, 2H, H-4), 5.24-5.07 (m, 4H, H-7), 3.74 (hepd, 3J4p = 10.0Hz, 3}y = 6.8 Hz, 2H,
H-8), 1.25 (d, 3Jun = 6.8 Hz, 12H, H-9). "*C-NMR (100 MHz, CDCl5): §[ppm] = 147.0 (C-
2),136.2 (C-1), 133.9 (C-5), 128.7 (C-6), 128.6 (C-4), 124.8 (C-3), 62.6 (*Jp = 20.8 Hz,
C-7),43.5 (2Jyp = 12.5Hz, C-8), 24.8 (3Jyp = 7.2Hz, C-9). *'P-NMR (162 MHz,CDCl,):
S[ppm] = 148.9. IR: & [cm™'] = 3081, 2946, 2868, 1611, 1576, 1517, 1459, 1444, 1364,
1336, 1305, 1277, 1185, 1127, 1084, 1024, 1003, 975, 876, 813, 769, 718, 673, 640,
517. HRMS (ESI*, m/z): ber: 474.1196 [M+K]*, gef: 474.1419 [M+K]*. R{-Wert: 0.8
(PE/EE 10:1 + 5% Triethylamin v/v).

Synthese von y-Bis-(2-nitrobenzyl)ATP 71

Die Synthese erfolgte nach AAV4-Variante 1. Es wurden 0.13g (0.30 mmol, 1.3 Aquiv.)
des Amidits 62 mit 0.24 g (0.23mmol, 1.0 Aquiv.) ADP (als. Tetrabutylammoniumsalz)
178 in 10 mL Acetonitril umgesetzt. Als Aktivator wurden 0.08 g (0.35 mmol, 1.5 Aquiv.)
Pyridinium-Trifluoroacetat verwendet und als Oxidationsmittel wurden 0.64 pL (0.35 mmol,
1.5 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M, in n-Decan) verwendet.

NH,
N
N
8</ | /)2
O,N O O O N7 N -71-
O—Ig—O—Il:I’—O—Il:I’—O 5 C24H32N9O;17P3
| | | (O} 811.49 g/mol
@) Op Op +\o__2 1
15 9
BINY NH, “NH, OH OH
11
13 e N02
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Ausbeute: Es wurden 0.13 g (0.16 mmol, 72%) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (600 MHz) [D,O]: é [ppm] = 8.40 (s, 1H, H-8), 8.11 (s, 1 H, H-2), 7.98-7.93 (m,
2H, H-12), 7.56-7.53 (m, 2H, H-15), 7.53—7.48 (m, 2 H, H-14), 7.44-7.41 (m, 2H, H-13),
5.89 (d, 34y = 5.5Hz, 1H, H-1"), 5.41 (dd, 3Jyp = 8.3Hz, “Jyyy = 2.2Hz, 2H, H-9),
5.37 (d, 3J4p = 8.3Hz,2H, H-9'), 4.60-4.57 (m, 1H, H-2), 4.46 (dd, 3J4y = 5.2Hz,
“Jun = 8.7Hz, 1H, H-3), 4.33-4.28 (m, 2H, H-4, 5a), 4.26-4.20 (m, 1H, H-5D).
3C-NMR (150 MHz, D,O): §[ppm] = 148.9 (C-2), 146.0 (C-11), 140.5 (C-8), 134.4 (C-
15), 130.6 (m, C-10), 129.3 (C-13), 128.6 (C-14), 124.7 (C-12), 87.2 (C-1’), 83.6 (d,
3Jop = 9.4Hz, C-4), 74.6 (C-2), 70.0 (C-3), 66.9 (m, C-9), 65.9 (m, C-5). *'P-NMR
(242 MHz, D,0): §[ppm] = —-10.5 (d, 2Jpp = 20.5Hz, P-a), -11.9 (d, >Jpp = 17.0Hz,
P-v), -23.0 (dd, 2Jpp = 20.6 Hz, >Jpp = 16.9Hz, P-B). IR: U [cm™'] = 3047, 1689, 1641,
1608, 1523, 1445, 1340, 1237, 1127, 1080, 1020, 993, 921, 815, 726, 462. HRMS (ESI*,
m/z): ber: 778.0676 [M+H]*, gef: 778.0714 [M+H]*.

Synthese von 5-Methoxy-2-nitrobenzaldehyd 51

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.02g (6.10mmol, 1.0 Aquiv.) 5-Hydroxy-2-nitro-
benzaldehyd und 2.53 g (18.3mmol, 3.0 Aquiv.) getrocknetes Kaliumcarbonat in 25 mL
abs. DMF suspendiert. Die erhaltene Suspension wurde mit 0.46 mL (1.04 g, 7.32 mmol,
1.2 Aquiv.) Methyliodid versetzt und fiir zwei Stunden bei 100 °C geriihrt. Nach einem
vollstdndigem Umsatz (DC in CH,Cl,) wurden 40 mL einer 1-molaren Natronlauge zuge-
geben und das Reaktionsgemisch dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten or-
ganischen Phasen wurde mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und abschlieBend
mit einer geséattigten Natriumchlorid-L6sung gewaschen. Es wurde Uber Natriumsulfat
getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der erhaltene
Rickstand wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,).

7/0
O,N -51-
6 CgH,NO,
3 181.15 g/mol
> ° 0

- 197-



Experimenteller Teil

Ausbeute: Es wurden 1.02 g (5.62 mmol, 92%) eines hellgriinen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (500 MHz) [CDCls]: & [ppm] = 10.48 (s, 1H, H-7), 8.16 (d, 3Juy = 9.0Hz,
1H, H-3), 7.32 (d, 3Jyy = 2.9Hz, 1H, H-6), 7.15 (dd, 3Jyy = 9.0Hz, “Jyy = 2.9Hz,
1H, H-4), 3.95 (s, 1H, H-8). "*C-NMR (125MHz, CDCl;): §[ppm] = 188.6 (C-7), 164.2
(C-1), 142.5 (C-2), 134.5 (C-5), 147.4 (C-3), 118.8 (C-4), 113.4 (C-6), 56.5 (C-8). IR: &
[cm™] = 3361, 3100, 2942, 1689, 1580, 1499, 1390, 1326, 1286, 1232, 1078, 1023, 999,
929, 891, 833, 770, 687, 618, 536, 440. HRMS (ESI*, m/z): ber: 182.0453 [M+H]*, gef:
182.0446 [M+H]*. Ri-Wert: 0.50 (CH,Cl, v/v).

Synthese von 5-Methoxy-2-nitrobenzlalkohol 48

Die Synthese wurde angelehnt an AAV 1 Variante 1 durchgefuhrt. Es wurden 0.91g
(5.0mmol, 1.0 Aquiv.) des Aldehyds 51 in einem Gemisch aus 15mL Methanol und

15 mL Tetrahydrofuran geldst und mit 0.28 g (7.5 mmol, 1.5 Aquiv.) Natriumborhydrid ver-
setzt.

_48_
CgHgNO,

183.16 g/mol

Ausbeute: Es wurden 0.91 g (5.0 mmol, quant.) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (500 MHz) [DMSO-dg]: 6 [ppm] = 8.14 (d, 3Jyy = 9.1 Hz, 1H, H-3), 7.35 (d,
3Jun = 2.8Hz, 1H, H-6), 7.03 (dd, 3Jyy = 9.1Hz, “Jyy = 3.0Hz, 1H, H-4), 5.62-5.56
(m, 1H, H-9), 4.85 (d, 3Jyy = 4.3Hz, 2H, H-7), 3.89 (s, 3H, H-8). *C-NMR (125 MHz,
DMSO-d; ): 8[ppm] = 163.6 (C-5), 142.3 (C-2), 139.9 (C-1), 127.5 (C-3), 112.7 (C-6),
112.4 (C-4), 60.2 (C-7), 56.0 (C-8). IR: & [cm™"] = 3532, 2917, 1612, 1572, 1493, 14486,
1287, 1215, 1087, 1044, 1019, 922, 863, 845, 822, 753, 690, 635, 474. HRMS: Das
Produkt konnte weder im ESI noch im El gefunden werden. R-Wert: 0.20 (CH,Cly).
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Synthese von Bis-(5-methoxy-2-nitrobenzyl)-N,N-diisopropylphosphoramidit 63

Die Synthese erfolgte nach AAV 2. Es wurden 0.40g (2.2 mmol, 2.2 Aquiv.) des Alko-
hols 48 und 0.34 mL (2.5mmol, 2.5 Aquiv.) Triethylamin in 10 mL abs. Tetrahydrofuran
mit 0.20 mL (0.99 mmol, 1.0 Aquiv.) Dichlorophosphoramidit 61, geldst in 2mL abs. Te-
trahydrofuran, zur Reaktion gebracht. Die Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch
an Kieselgel (PE/EE 1:1 + 5% Triethylamin).

O

(@] O 3 -63-
Co2H30N30gP

NO, \(ng/g NO; 495.47 gimol

Ausbeute: Es wurden 0.44 g (0.89 mmol, 90%) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (500 MHz) [CDCl5]: 6 [ppm] = 8.19 (d, 3y = 9.1Hz, 2H, H-3), 7.42 (d,
3Jun = 2.8Hz, 2H, H-6), 6.87 (dd, 3/ = 9.1Hz, “Jyy = 2.9Hz, 2H, H-4), 5.31-
5.10 (m, 4H, H-7), 3.83-3.72 (m, 2H, H-8), 3.90 (s, 6 H, H-10), 1.28 (d, 3Jyny = 6.9 Hz,
12H, H-9). "*C-NMR (201 MHz, CDCls;): §[ppm] = 164.3 (C-5), 139.9 (d, 3Jop = 9.1 Hz,
C-1), 139.7 (C-2), 127.8 (C-3), 113.2 (C-4), 112.5 (C-6), 62.9 (d, >Jop = 20.8Hz, C-
7), 56.0 (C-10), 43.6 (d, 2Jop = 13.0Hz, C-8), 24.9 (d, 3Jop = 8.2Hz, C-9). *'P-NMR
(162 MHz,CDCl): §[ppm] = 149.4. IR: & [cm™'] = 2966, 1588, 1512, 1484, 1365, 1281,
1240, 1180, 1159, 1080, 1050, 1017, 975, 854, 822, 754, 719. HRMS (ESI*, m/z): ber:
496.1849 [M+H]*, gef: 496.1845 [M+H]*. R-Wert: 0.9 (PE/EE + 5% Triethylamin 1:1
V/Vv).

Synthese von y-Bis-(5-methoxy-2-nitrobenzyl)ATP 72

Die Synthese erfolgte nach AAV4-Variante 1. Es wurden 60 mg (0.12 mmol, 1.3 Aquiv.)
des Amidits 63 mit 0.10g (0.09 mmol, 1.0 Aquiv.) ADP (als. Tetrabutylammoniumsalz)
178 in 10 mL Acetonitril umgesetzt. Als Aktivator wurden 32 mg (0.14 mmol, 1.5 Aquiv.)
Pyridinum-Trifluoroacatat verwendet und als Oxidationsmittel wurden 0.25 pL (0.14 mmol,
1.5 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M, in n-Decan) verwendet.
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Ausbeute: Es wurden 49 mg (47 umol, 52%) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (600 MHz) [D,0]: é [ppm] = 8.35 (s, 1 H, H-8), 8.04 (s, 1H, H-2), 7.86 (d, 3Jyy =
9.2Hz, 1H, H-12),7.83 (d, 3Jyy = 9.2Hz, 1H, H-12’), 6.80-6.65 (m, 4 H, H-13/15), 5.80
(d, 3Jyp = 5.0Hz, 1H, H-1"), 5.32 (d, 3Jy4 = 8.3Hz, 2H, H-9), 5.28 (d, 3Jyy = 8.0 Hz,
2H, H-9'), 4.50—4.47 (m, 1H, H-2), 4.47-4.43 (m, 1H, H-3"), 4.37-4.43 (m, 1H, H-5'a),
4.30-4.23 (m, 2H, H-4, 5b), 3.73 (s, 6H, H-OMe), 3.19 (q, 3Juy = 7.3Hz, 12H, H-
CHy), 1.27 (t, 3Jyny = 7.3Hz, 18 H, H-CH;). *C-NMR (150 MHz, D,0): §[ppm] = 163.7
(C-14), 163.7 (C-14’), 153.6 (C-6), 150.4 (C-2), 147.8 (C-11), 139.7 (C-8), 138.4 (C-5),
138.2 (C-4), 134.2-134.0 (m, C-10), 127.9 (C-12), 117.9, 113.2, 113.1, 112.9 (C-13/15),
87.2 (C-1°), 83.3 (d, “Jop = 9.5Hz, C-4), 74.7 (C-2'), 69.7 (C-3), 67.0-66.8 (m, C-9),
65.2 (d, 3Jop = 5.7Hz,C-5'), 56.0 (OMe), 46.6 (CH,), 8.2 (CH3). 3'P-NMR (242 MHz,
D,0): §[ppm] = —-11.4 (d, 2Jpp = 20.1Hz, P-a), -13.1 (d, 2Jpp = 17.4Hz, P-y), -24.2
(dd, 2Jpp = 20.2Hz, 2Jpp = 16.1 Hz, P-B). IR: & [cm'] = 3328, 3168, 2985, 2945, 2613,
2498, 1670, 1605, 1579, 1508, 1456, 1338, 1326, 1289, 1164, 1130, 1082, 992, 926,
901, 838, 819, 753, 632, 455. HRMS (ESI, m/z): ber: 836.0737 [M], gef: 836.0607 [M]".

Synthese von 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylalkohol 24

Die Synthese wurde angelehnt an AAV 1 Variante 1 durchgefuhrt. Es wurden 1.45¢g
(6.8 mmol, 1.0 Aquiv.) 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzaldehyd in einem Gemisch aus 50 mL
Methanol und 10 mL Tetrahydrofuran geldst und mit 780 mg (20.6 mmol, 3.0 Aquiv.) Na-
triumborhydrid versetzt.
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_24_
CoH11NOs

213.19 g/mol

Ausbeute: Es wurden 1.46 g (6.83 mmol, 99%) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [DMSO-dj]: § [ppm] = 7.66 (s, 1H, H-3), 7.38 (s, 1H, H-6), 5.57
(t, 34 = 5.4Hz, 1H, H-OH), 4.83 (d, 3Jyy = 5.5Hz, 2H, H-7), 3.90 (s, 3H, H-8), 3.85
(s, 3H, H-9). "*C-NMR (100 MHz, DMSO-dj): §[ppm] = 153.5 (C-5), 146.9 (C-4), 138.4
(C-2), 134.2 (C-1), 109.5 (C-6), 107.8 (C-3), 60.1 (C-7), 56.0 (C-8, C-9). IR: & [cm™] =
3492, 3013, 2981, 1497, 1465, 1432, 1265, 1154, 1023, 870, 753, 531. HRMS (ESI*,
m/z): ber: 196.0604 [M-H,OJ*, gef: 196.0646 [M-H,O]*. MS (EI*, m/z): ber: 213.06 [M]*,
gef: 213.13 [M]*. Ri-Wert: 0.20 (CH,Cl,).

Synthese von Bis-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-N,N-diisopropylphosphoramidit
69

Die Synthese erfolgte nach AAV 2. Es wurden 0.40g (1.9 mmol, 2.1 Aquiv.) des Alko-
hols 24 und 0.35mL (2.7 mmol, 3.0 Aquiv.) Triethylamin in 10 mL abs. Tetrahydrofuran
mit 0.18 mL (0.89 mmol, 1.0 Aquiv.) Dichlorophosphoramidit 61, geldst in 2mL abs. Te-
trahydrofuran, zur Reaktion gebracht. Die Reinigung erfolgte sdulenchromatographisch
an Kieselgel (PE/EE 1:1 + 5% Triethylamin).

~o0 O\P/O > o~ -69-

C24H34N3010P

| 7 6
\(N\‘/9 555.52 g/mol
8

Ausbeute: Es wurden 0.46 g (0.82 mmol, 92%) eines gelben Feststoffs erhalten.

'H-NMR (400 MHz) [CDCls]: & [ppm] = 7.73 (s, 2H, H-3), 7.41 (s, 2H, H-6), 5.30-5.11
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(m, 4H, H-7), 3.97 (s, 6H, OMe), 3.96 (s, 6 H, OMe), 3.84-3.71 (m, 2H, H-8), 1.29 (d,
3Jun = 6.9Hz, 12H, H-9). *C-NMR (100 MHz, CDCl5): §[ppm] = 154.1 (C-5), 147.7
(C-4), 138.9 (C-2), 131.9 (d, 3Jop = 8.4Hz, C-1), 109.4 (C-6), 108.0 (C-3), 62.6 (d,
2Jop = 19.7Hz, C-7), 56.5 (OMe), 56.6 (OMe), 43.6 (d, 2Jop = 12.7 Hz, C-8), 24.9 (d,
3Jop = 7.0Hz, C-9). *'P-NMR (162 MHz, CDCl;): §[ppm] = 147.4. HRMS: Das Mole-
kal konnte nicht per Massenspektrometrie detektiert werden. R-Wert: 0.9 (PE/EE + 5%
Triethylamin 1:1 v/v).

Synthese von y-Bis-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)ATP 73

Die Synthese erfolgte nach AAV4-Variante 1. Es wurden 0.13g (0.23 mmol, 1.5 Aquiv.)
des Amidits 69 mit 0.15g (0.16 mmol, 1.0 Aquiv.) ADP (als. Tetrabutylammoniumsalz)
178 in 10 mL Acetonitril umgesetzt. Als Aktivator wurden 0.94 mL (0.23 mmol, 1.5 Aquiv.)
DCI-Aktivatorlésung (0.25M in Acetonitril) verwendet und als Oxidationsmittel wurden
0.48 pL (0.27 mmol, 1.7 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M, in n-Decan) verwendet.

O/ | NH;
O N-s \GN
<)
O,N o o o NN
O—IIZL—O—P—O—P—O " 5 CogHa0NgO21P3
| | | . 931.59 g/mol
O Op Op +\—2/"
15
JFCN 19 NH,4 ®NH4 OH OH
~ 11
0" 3%, 'NO;

Ausbeute: Es wurden 89 mg (96 umol, 60%) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (600 MHz) [D,O]: § [ppm] = 8.40 (s, 1H, H-8), 8.14 (s, 1H, H-2), 7.40, 7.38,
(s, 1H, H-12), 6.80, 6.73, (s, 1H, H-15), 5.86 (d, 3Juy = 3.4Hz, 1H, H-1’), 5.27-5.18
(m, 4H, H-9), 4.54 (pt, 3Jyy = 3.4Hz, 1H, H-2'), 4.46 (pt, 3Jyy = 3.4Hz, 1H, H-3),
4.38-4.33 (m, 1H, H-5a), 4.33-4.30 (m, 1H, H-4), 4.28-4.22 (m, 1H, H-5b), 3.82,
3.82, 3.77, 3.77, (s, 3H, H-OMe). *C-NMR (150 MHz, D,0): §[ppm] = 152.7 (C-13/14),
152.6 (C-13/14), 152.1 (C-2), 148.4 (C-8), 147.4 (C-6), 138.5 (d, 3Jop = 3.4 Hz, C-10),
119.1 (C-11), 117.8 (C-11), 110.5 (C-15), 110.4 (C-15), 107.5 (C-12), 107.5 (C-12), 87.1
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(C-1'), 83.6 (C-4’), 74.5 (C-2’), 69.3 (C-3'), 66.8 (m, C-9), 64.8 (m, C-5'), 56.2, 56.2, 55.9
(OMe). *'P-NMR (242 MHz, D,0): §[ppm] = -11.9 (d, 2Jpp = 20.5Hz, P-a), -13.3 (d,
2Jop = 16.9Hz, P-y), =23.6 (dd, 2Jpp = 17.2Hz, 2Jpp = 17.2Hz, P-B). IR: & [cm™] =
3141, 1679, 1521, 1327, 1218, 1169, 1127, 1066, 1019, 924, 813, 753, 710, 604. HRMS
(ESI, m/z): ber: 896.0948[M]", gef: 896.0648 [M]".

Synthese von 3-Methoxy-4-octanoxybenzaldehyd 54

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 3.00g (19.7 mmol, 1.0 Aquiv.) Vanillin und 8.35¢
(59.2mmol, 3.0 Aquiv.) getrocknetes Kaliumcarbonat in 50 mL abs. DMF suspendiert.
Die erhaltene Suspension wurde mit 5.2mL (5.8g, 30 mmol, 1.5Aquiv.) n-Bromoctan
versetzt und fir 18 Stunden bei 50 °C gerlhrt. Nach einem vollstdndigem Umsatz (DC in
CH,Cl,) wurden 50 mL Natronlauge (1 M) zugegeben und das Reaktionsgemisch drei-
mal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherextrakte wurde mit ges. Natrium-
hydrogencarbonat-Lésung und mit einer gesattigten Natriumchlorid-Lésung gewaschen.
Es wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der erhaltene Rulckstand wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gerei-
nigt (CH,CI,/EE 1:1).

_54_
6 C16H2403
264.37 g/mol

Ausbeute: Es wurden 5.0 g (19 mmol, 96%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [CDCl;): § [ppm] = 9.84 (s, 1H, H-7), 7.43 (dd, 3Jyy = 8.1Hz,
*Jyn = 1.9Hz, 1H, H-6), 7.40 (d, 3Jyy = 1.9Hz, 1H, H-2), 6.96 (d, 3Jypy = 8.2Hz, 1H,
H-5), 4.10 (t, 34y = 6.9Hz, 2H, H-8), 3.92 (s, 3H, H-16), 1.88 (qui, 3Jyy = 7.3Hz,
2H, H-9), 1.50-1.43 (m, 2H, H-10), 1.40-1.28 (m, 8 H, H-11-14), 0.88 (t, 3Jy 4 = 6.8 Hz,
3H, H-15). 3C-NMR (100 MHz, CDCl3): §[ppm] = 191.7 (C-7), 154.4 (C-4), 150.0 (C-
3), 130.0 (C-1), 127.0 (C-6), 111.5 (C-5), 109.4 (C-2), 69.3 (C-8), 56.2 (C-16), 31.9,
29.4, 29.3, 22.8 (C-11-14), 29.0 (C-9), 26.0 (C-10), 14.2 (C-15). IR: & [cm™"] = 3338,
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3080, 3005, 2964, 2766, 1681, 1669, 1583, 1507, 1464, 1405, 1390, 1266, 1197, 1132,
1065, 1011, 958, 790, 657, 571. HRMS (ESI*, m/z): ber: 265.1798 [M+H]*, gef: 265.1808
[M+H]*. Ri-Wert: 0.4 (CH,Cl,/EE 1:1 v/v).

Synthese von 5-Methoxy-2-nitro-4-octanoxybenzaldehyd 55

Es wurden 45mL konz. Salpetersdure auf 0 °C gekuhlt und portionsweise mit 1.77 g
(6.70 mmol, 1.0 Aquiv.) des Ethers 54 versetzt. Die farblose Suspension wurde fiir zwei
Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsansatz wurde auf 200 mL Eiswasser
gegossen und anschlieBend zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten orga-
nischen Phasen wurden mit ges. Natriumhydrogencarbonat Lésung und ges. Natrium-
chlorid Lésung gewaschen, Gber Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend unter ver-
mindertem Druck vom L&sungsmittel befreit. Der erhaltene Ruckstand wurde sdulen-
chromatographisch mit einem Gradienten von PE/CH,ClI, 1:1 nach CH,Cl, gereinigt.

_55_
C16H23NOs
309.36 g/mol

Ausbeute: Es wurden 1.19 g (3.85 mmol, 58%) eines gelben Feststoffs erhalten.

'H-NMR (500 MHz) [CDCl5]: § [ppm] = 10.43 (s, 1H, H-7), 7.59 (s, 1H, H-3), 7.41 (s,
1H, H-6), 4.14 (t, 3Jy;; = 6.8 Hz, 2H, H-8), 4.00 (s, 3H, H-16), 1.90 (qui, 3Jyy = 7.1 Hz,
2H, H-9), 1.51-1.45 (m, 2H, H-10), 1.40-1.25 (m, 8 H, H-11-14), 0.88 (t, 3Jyy = 6.9 Hz,
3H, H-15). "*C-NMR (125 MHz, CDCl,): §[ppm] = 187.9 (C-7), 153.6 (C-5), 152.2 (C-4),
144.0 (C-2), 125.3 (C-1), 110.0 (C-6), 108.1 (C-3), 70.1 (C-8), 56.8 (C-16), 31.9, 29.4,
29.3, 22.8 (C-11-14), 28.9 (C-9), 26.0 (C-10), 14.2 (C-15). IR: ¥ [cm™'] = 3013, 2960,
2914, 2852, 1685, 1602, 1570, 1513, 1481, 1408, 1378, 1330, 1222, 1170, 1084, 1058,
1036, 1027, 983, 810, 756, 719, 607. HRMS (ESI*, m/z): ber: 310.1649 [M+H]*, gef:
310.1656 [M+H]*. Ri-Wert: 0.3 (CH,Cl, v/v).
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Synthese von 5-Methoxy-2-nitro-4-octanoxybenzylalkohol 43

Die Synthese wurde nach AAV1 Variante 1 durchgefiihrt. Es wurden 750 mg (2.42 mmol,
1.0 Aquiv.) des Aldehyds 55 in einem Gemisch aus 20 mL Methanol und 10 mL Tetrahy-
drofuran geldst und mit 140 mg (3.62 mmol, 1.5 Aquiv.) Natriumborhydrid versetzt.

-43-

C16H25NOs
311.38 g/mol

8 10 12 14

Ausbeute: Es wurden 0.72 g (2.3 mmol, 96%) eines gelben Feststoffs erhalten.

'"H-NMR (500 MHz) [CDCl5]: § [ppm] = 7.69 (s, 1H, H-3), 7.14 (s, 1H, H-6), 4.94 (s,
2H, H-7), 4.07 (t, 3Jyy = 6.8Hz, 2H, H-8), 3.98 (s, 3H, H-16), 2.65 (s, 1H, OH), 1.87
(qui, 3Jyn = 7.2Hz, 2H, H-9), 1.50-1.44 (m, 2H, H-10), 1.39-1.25 (m, 8 H, H-11-14),
0.88 (t, 3Jyy = 6.9Hz, 3H, H-15). *C-NMR (125 MHz, CDCl;): [ppm] = 154.4 (C-5),
147.7 (C-4), 139.9 (C-2), 132.0 (C-1), 111.4 (C-6), 109.4 (C-3), 69.7 (C-8), 63.1 (C-7),
56.6 (C-16), 31.9, 29.4, 29.3, 22.8 (C-11-14), 29.0 (C-9), 26.0 (C-10), 14.2 (C-15). IR:
[cm™] = 3538, 3103, 3013, 2951, 2923, 2853, 1577, 1513, 1503, 1468, 1440, 1400, 1347,
1324, 1209, 1155, 1069, 1045, 975, 878, 810, 736, 716, 683, 506. HRMS (ESI*, m/z):
ber: 294.1705 [M-H,O]*, gef: 294.1378 [M-H,O]*. Ri-Wert: 0.1 (CH,Cl,/PE 1:1 v/v).

Synthese von
Bis-(5-methoxy-2-nitro-4-octanoxybenzyl)-N,N-diisopropylphosphoramidit 70

Die Synthese erfolgte nach AAV 2. Es wurden 0.60g (1.9 mmol, 2.1 Aquiv.) des Alko-
hols 43 und 0.38 mL (0.28¢, 2.8 mmol, 3.0 Aquiv.) abs. Triethylamin in 10 mL abs. Te-
trahydrofuran geldst und mit 0.19 g (0.92 mmol, 1.0 Aquiv.) des Dichlorophosphoramidits
61 gelbst in 2mL abs. Tetrahydrofuran zur Reaktion gebracht. Die Reinigung erfolgte
saulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 10:1 + 5 % Triethylamin).
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C8H17O N02 02N 2 2 O\/\/lj\/la\/ls
0._.0 C3gHp2N3010P
—0 PT Y EYT0—, 751.90 g/mol
N 18
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Ausbeute: Es wurden 0.64 g (0.90 mmol, 88%) eines gelben Ols erhalten.

'"H-NMR (400 MHz) [CDCl,]: & [ppm] = 7.72 (s, 2H, H-3), 7.39 (s, 2H, H-6), 5.24 (dd,
3Jup = 6.8Hz, 2Jyy = 16.3Hz, 2H, H-7a), 5.15 (dd, 3Jyp = 6.9Hz, 2Jyy = 16.4 Hz,
2H, H-7b), 4.06 (t, 3Jyy = 6.8Hz, 4H, H-9), 3.94 (s, 6H, H-16), 3.82-3.74 (m, 2H,
H-17), 1.86 (qui, 3Jyy = 7.2Hz, 4H, H-9), 1.50-1.44 (m, 4H, H-10), 1.39-1.25 (m,
16 H, H-11-14), 1.27 (d, 3Jyy = 6.9 Hz, 12H, H-18), 0.88 (t, 3Jyy = 6.9 Hz, 6H, H-15).
3C-NMR (100 MHz, CDCl3): §[ppm] = 154.4 (C-5), 147.2 (C-4), 138.8 (C-2), 131.6 (d,
3Jop = 8.1Hz, C-1), 109.5 (C-6), 109.2 (C-3), 69.7 (C-8), 62.7 (d, 2Jop = 19.5Hz, C-7),
56.5 (C-16), 43.7 (d, Jop = 12.2Hz, C-17), 31.9, 29.4, 29.3, 22.8 (C-11-14), 29.0 (C-9),
26.0 (C-10), 24.9 (d, 3Jop = 7.2Hz, C-18), 14.2 (C-15). *'P-NMR (162 MHz, CDCl3):
S[ppm] = 147.3. IR: & [cm™'] = 3106, 2961, 2925, 2855, 1576, 1516, 1462, 1432, 1399,
1370, 1323, 1125, 1020, 996, 976, 870, 818, 750, 724, 668. HRMS (ESI*, m/z): ber:
790.4020 [Amidat+Na]*, gef: 790.4021 [Amidat+Na]*. R-Wert: 0.7 (PE/EE + 5% Trie-
thylamin 10:1 v/v).

Synthese von y-Bis-(5-methoxy-2-nitro-4-octanoxybenzyl)-ATP 74

Die Synthese erfolgte nach AAV4 Variante 1. Es wurden 0.16g (0.21 mmol, 1.5Aquiv.)
des Amidits 70 mit 0.13 g (0.14 mmol, 1.0 Aquiv.) ADP 178 (als Tetrabutylammoniumsalz)
in 10 mL abs. Acetonitril umgesetzt. Als Aktivator wurden 0.85 mL (0.21 mmol, 1.5 Aquiv.)
DCI-Aktivatorlésung (0.25M in Acetonitril) verwendet und als Oxidationsmittel wurden
0.44 pL (0.24 mmol, 1.7 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid-Lésung (5.5M, in n-Decan) ver-
wendet.
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0-P-0-P-0-P-0— g Ca2HggNgO21P3
. (5 (5@ (5@ & o 1127.97 g/mol
®
ON e “Nh, e, OH OH
12 T 14 O/

Ausbeute: Es wurden 50 mg (45 pumol, 38%) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (600 MHz) [MeOH-d,]: § [ppm] = 8.65 (s, 1H, H-8), 8.20 (s, 1H, H-2), 7.55,
7.54, (s, 1H, H-12, 12’, Rotamere), 7.25, 7.24, (s, 1H, H-15, 15’, Rotamere), 5.99 (d,
3Jun = 4.2Hz, 1H, H-1), 5.57-5.46 (m, 4H, H-9), 4.50-4.45 (m, 2H, H-2", 3"), 4.40—
4.36 (m, 1H, H-5'a), 4.30 (ddd, 3Jyy = 11.5Hz, 2yp = 6.0Hz, 2Jyy = 2.4Hz1H, H-
5'b), 4.24-4.21 (m, 1H, H-4’), 4.00-3.97 (m, 4H, H-16), 3.91, 3.90 (s, 3H, OMe, OMe’,
Rotamere), 1.80 (p, 3Jun = 7.6 Hz, 4H, H-17),1.49 (p, 3Jyy = 7.1 Hz, 4 H, H-18), 1.42—
1.27 (m, 16 H, H-19-22), 0.91 (t, 3Jy4 = 6.9 Hz, 6 H, H-23). *C-NMR (150 MHz, MeOH-
dy): 8[ppm] = 155.5 (C-13/14), 153.6 (C-13/14), 149.2 (C-2), 147.6 (C-8), 140.7 (C-6),
138.7 (d, 3Jop = 3.4Hz, C-10), 126.8 (C-11), 111.8 (C-15), 111.7 (C-15), 110.8 (C-12),
110.0 (C-12), 90.0 (C-1’), 85.4 (d, *Jop = 9.6Hz, C-4), 76.6 (C-2)), 71.1 (C-3), 70.5
(d, 2Jgp = 12.1Hz, C-9), 68.0 (C-16) 64.8 (d, ZJcp = 4.1Hz, C-5°), 57.2, 56.8 (OMe),
33.0, 30.5, 30.4, 30.1, 27.1, 23.7 C-17-22, 14.5 (C-23). *'P-NMR (242 MHz, MeOH-d.,):
S[ppm] = -11.8 (d, 2Jpp = 20.4 Hz, P-a), -13.3 (d, 2Jpp = 16.8 Hz, P-y), —-20.4 (dd,
2Jop = 20.4Hz, 2Jpp = 16.5Hz, P-B). IR: i [cm] = 3191, 2924, 2854, 1578, 1520,
1463, 1326, 1275, 1217, 1128, 1067, 991, 872, 811, 754, 639. HRMS (ESI', m/z): ber:
1092.3139 [M], gef: 1092.3075 [M]".

Synthese von 4,5-Dimethoxy-2-nitroacetophenon 57

Es wurden 10.18 g 3,4-Dimethoxyacetophenon (56.49 mmol, 1.0 Aquiv.) in 30 mL Essig-
saureanhydrid geldst und langsam unter Eiskihlung zu einer Losung aus 60 mL Salpe-
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tersaure (65 %) und 1.5 mL Essigsaureanhydrid getropft. Die Zugabe erfolgte Uber circa
eine Stunde und die Reaktionstemperatur wurde unter 10 °C gehalten. Nach vollstan-
diger Zugabe wurde die Reaktionsldsung fir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur
geruhrt und anschlieBend auf 300 mL Eiswasser gegossen. Der entstandene Feststoff
wurde mit einer Fritte abgetrennt und der Filterkuchen mehrfach mit Eiswasser gewa-
schen bis das Waschwasser nicht mehr gelblich verfarbt war. Der Filterkuchen wurde
mit Dichlormethan aus der Fritte geldst und anschlieBend unter vermindertem Druck
vom Lésungsmittel befreit. Der erhaltene gelbe Riickstand wurde mit 70 mL Wasser ver-
setzt und in der Siedehitze solange mit Ethanol versetzt bis eine klare Lésung erhalten
wurde. Das Produkt konnte in Form von feinen gelben Nadeln gewonnen werden.

_57_
C1oH11NOs

225.20 g/mol

Ausbeute: Es wurden 8.19 g (36.4 mmol, 64%) feiner gelber Nadeln erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [DMSO-dj]: & [ppm] = 7.64 (s, 1H, H-3), 7.22 (s, 1H, H-6), 3.92 (s,
3H, H-10), 3.90 (s, 3H, H-9), 2.52 (s, 3H, H-7). 3C-NMR (100 MHz, DMSO-dj): §[ppm]
- 199.3 (C-8), 153.2 (C-5), 149.4 (C-4), 138.4 (C-2), 131.1 (C-1), 109.7 (C-6), 107.1
(C-3), 56.6 (C-10), 56.3 (C-9), 30.0 (C-7). IR: & [cm™'] = 2973, 2931, 2842, 1699, 1619,
1574, 1508, 1462, 1421, 1394, 1345, 1322, 1181, 1113, 1043, 1020, 953, 881, 788,
697, 666, 599, 536. HRMS (ESI*, m/z): ber: 226.0715 [M+H]*, gef: 226.0707 [M+H]".
Ry-Wert: 0.45 (CH,Cly).

Synthese von rac-1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethan-1-ol 25

Die Synthese wurde nach AAV1 Var. 2 durchgefiihrt. Es wurden 950 mg (4.20 mmol,
1.0 Aquiv.) des Ketons 57 in einem Gemisch aus 30 mL Methanol und 10 mL Tetrahydro-
furan gelst und mit 0.61 g (12.6 mmol, 3.0 Aquiv.) Natriumborhydrid versetzt.
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-25-
C10H13NOs5

227.22 g/mol

Ausbeute: Es wurden 0.94 g (4.1 mmol, 99%) eines gelben Feststoffs erhalten.

'H-NMR (400 MHz) [DMSO-dj]: § [ppm] = 7.53 (s, 1H, H-3), 7.36 (s, 1H, H-6), 5.47
(d, 3Juy = 4.7Hz, 1H, OH), 5.26 (dt, 3Jyy = 4.4Hz, *Jyy = 6.2Hz, 1H, H-8), 3.90
(s, 3H, H-9), 3.84 (s, 3H, H-10), 1.37 (d, 3J4 s = 6.3Hz, 3H, H-7). *C-NMR (100 MHz,
DMSO-dy): d[ppm] = 153.2 (C-5), 147.1 (C-4), 138.9 (C-2), 137.9 (C-1), 108.9 (C-6),
107.3 (C-3), 63.9 (C-8), 56.0 (C-9,10), 25.1 (C-7). IR: & [cm™"] = 3287, 3113, 2965, 2928,
2897, 1614, 1580, 1523, 1499, 1466, 1439, 1362, 1220, 1190, 1164, 1037, 1019, 970,
867, 796, 758, 659, 592. HRMS (ESI*, m/z): ber: 210.0766 [M-H,O]*, gef: 210.0755
[M-H,OJ*. R-Wert: 0.1 (CH,Cl,).

Synthese von Bis-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)phosphonat 67

Die Synthese wurde nach AAV3 durchgefiihrt. Es wurden 412 mg (1.80 mmol, 2.1 Aquiv.)
des sekundéaren Alkohols 25 in 10 mL abs. Pyridin gelést und tropfenweise mit 0.17 mL
Diphenylphosphit (0.21 g, 0.90 mmol, 1.0 Aquiv.) versetzt. Die Reinigung erfolgte saulen-
chromatographisch an Kieselgel (PE/EE 2:1 nach EE). Das erhaltene gelbe Ol wurde mit
Dichlormethan coevaporiert, wodurch ein gelber amorpher Schaum erhalten wurde.

10'

-67-
CooH25N2011P
500.40 g/mol

Ausbeute: Es wurden 0.14 g (0.32 mmol, 31%) eines gelben Feststoffs erhalten. Das
Produkt liegt als Gemisch aus vier Diastereomeren vor. Wahrend der Saulenchromato-
graphie gelang es ein Diastereomer rein zu isoliern. Die angegeben NMR-Daten ent-
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sprechen diesem Diastereomer.

"H-NMR (600 MHz) [CDCl;]: § [ppm] = 7.46 (s, 1H, H-3"), 7.42 (s, 1H, H-3), 7.04 (s,
1H, H-6"), 6.96 (d, 3Jyy = 703Hz, 1H, P-H), 6.94 (s, 1 H, H-6), 6.27 (dq, 3J4p = 9.6 Hz,
34y = 6.3Hz, 1H, H-8),6.13 (dq, 3Jyp = 10.3Hz, 3Jyy = 6.3Hz, 1H, H-8), 3.96-3.88
(m, 12H, H-9/9’, 10/10’), 1.66 (d, 3J4y = 6.3 Hz, 3H, H-7), 1.62 (d, 3Jyy = 6.3 Hz, 3H,
H-7’). '*C-NMR (150 MHz, CDCl,): §[ppm] = 154.1 (C-5), 153.9 (C-5’), 148.3 (C-4), 148.3
(C-4’), 138.7 (C-2), 138.6 (C-2"), 132.4 (*Jop = 3.9Hz,C-1"), 132.2 3Jop = 5.2Hz,C-1),
107.5 (C-3’), 107.5 (C-3), 108.1 (C-6’), 108.1 (C-6), 71.0 (*Jop = 4.0Hz, C-8), 70.5
(*Jop = 5.0Hz, C-8), 56.7, 56.6, 56.5, 56.4 (C-9/9’, 10/10’), 25.0 (*Jop = 3.4Hz, C-
7), 24.7 CJcp = 4.8Hz,C-7). *'P-NMR (242 MHz, CDCl5): [ppm] = 5.1. IR: & [cm™"] =
2976, 2938, 2849, 1615, 1581, 1519, 1461, 1378, 1330, 1273, 1172, 1105, 1041, 1000,
951, 873, 647, 599. HRMS (ESI*, m/z): ber: 523.1049 [M+Na]*, gef: 523.1053 [M+Na]*.
R;-Wert: 0.52 (EE).

Synthese von Bis-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitro)ethyl)phosphoramidit 64

Die Synthese erfolgte nach AAV 2. Es wurden 0.17mL (0.83mmol, 0.17g, 1.0 Aquiv.)
Dichlorophosphoramidits 61 in 4 mL abs. THF gelést und zu einer Lésung aus 0.40g
(1.7mmol, 2.1 Aquiv.) des Alkohols 25 und 0.26 mL (0.19g, 1.9mmol, 3.0 Aquiv.) abs.
Triethylamin in 15mL abs. Tetrahydrofuran getropft. Die Reinigung erfolgte saulenchro-
matographisch an Kieselgel (PE/EE 10:1 + 5% Triethylamin).

- 64 -
- Co6H3gN3010P
583.57 g/mol

N

Ausbeute: Das gewlinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.
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Synthese von y-Bis-O-(1-(4,5-dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-ATP 75

Die Synthese erfolgte nach AAV-4 Variante 2. Es wurden 0.20g (0.40 mmol, 1.0 Aquiv.)
des H-Phosphonats 67 in 10 mL abs. Acetronitril geldst, mit 0.11 g (0.80 mmol, 2.0 Aquiv.)
N-Chlorsuccinimid oxidativ chloriert und anschlieBend mit 0.31 g (0.30 mmol, 0.8 Aquiv.)
ADP 178 (als Tetrabutylammoniumsalz) gekuppelt.

O | NH»
O N5
< N
Py
OzN ¢ ¢ 9 N
0-P-0-P-0-P-0— g Cz0H44N9O21P3
| | |

959.65 g/mol

Ausbeute: Es wurden 0.14 g (15 umol, 49%) eines gelben Feststoffs als Gemisch von
vier Diasteremeren erhalten. Aufgrund des komplizierten Diastereomerengemisches und
wegen Uberlagernden Signalen war es im "H-NMR nicht méglich jedes Signal exakt mit
einem passendem Integral zuzuordnen. Es erfolgte daher nur eine Zusammenfassung
der entsprechenden Signale zu dem jeweiligen Atom, aber nicht zu dem entsprechen-
dem Diastereomer. Die verschiedenen Signale firr die Diastereomere konnten im 3'P-
NMR und fiir das "H-Signal der Methylgruppe 10 beobachtetet werden. Eine exakte
Zuordnung aller aromatischen 3C-Signale konnte aufgrund des Diastereomerengemi-
sches nicht folgen.

'"H-NMR (600 MHz) [MeOH-d,]: § [ppm] = 8.65, 8.64, 8.63 8.61, (s, 1H, H-8), 8.20,
8.19, 8.19 (s, 1 H, H-2), 7.43-7.29 (m, 2H, H-13/16), 7.16-7.04 (m, 2H, H-13/16), 6.15—
6.02 (m, 2H, H-1’, 9), 4.65-4.59 (m, 1H, H-2’), 4.53-4.49 (m, 1 H, H-4’), 4.36—4.30 (m,
2H, H-3, 5'a), 4.29-4.21 (m, 1H, H-5'b), 3.90, 3.88, 3.87, 3.83 (s, 12H, OMe), 1.66—
1.51 (m, 6 H, H-10). *C-NMR (150 MHz, MeOH-d.): §[ppm] = 154.1, 153.9, 153.7 (C-2),
148.2, 148.2, 148.0, 147.9 (C-8) 138.3, 138.1, 137.9 (Aryl, ds), 132.7-132.6, 132.5—
132.4, 132.1-131.9 (m, C-11), 108.7, 108.7, 108.3 (C-13), 107.2, 107.1, 107.1 (C-16),
88.1, 88.0, 87.9 (C-1°), 84.1,84.1 (m, C-4), 75.2, 75.1, 75.1 (C-2’), 73.6-73.4, 73.0-72.8,
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72.8-72.7 (m, C-9), 70.3, 70.2, 70.1 (C-3’), 65.0-64.9 (C-5’), 23.4-22.9 (C-10). *'P-NMR
(242 MHz, MeOH-d,): §[ppm] = -11.6 (d, Jpp = 19.2 Hz, P-a), -11.7 (d, >Jpp = 20.8 Hz,
P-a), -14.1 (d, 2Jpp = 17.9Hz, P-y), -15.5 (d, 2Jpp = 16.9 Hz, P-y), -23.3 - -23.8 (m,
P-B).IR: & [cm'] = 3175, 1642, 1580, 1518, 1453, 1379, 1272, 1218, 1172, 1127, 1077,
922, 874, 816, 794, 711, 642. HRMS (ESI, m/z): ber: 926.1412 [M]", gef: 926.1443 [M]".

Synthese von 4-Methoxy-3-octanoxyacetophenon 59

Unter Stickstoffatmosphére wurden 971 mg (5.84 mmol, 1.0 Aquiv.) 3-Hydroxy-4-meth-
oxyacetophenon und 2.67 g (21.7 mmol, 3.0 Aquiv.) trockenes Kaliumcarbonat in 50 mL
abs. DMF suspendiert. Die Suspension wurde mit 2.7mL (1.7 g, 8.6 mmol, 1.5Aquiv.)
n-Bromoctan versetzt und fir 18 Stunden bei 50 °C gerihrt. Nach einem vollstdndigem
Umsatz wurden 40 mL Natronlauge (1 M) zugegeben und das Reaktionsgemisch drei-
mal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherextrakte wurde mit ges. Natrium-
hydrogencarbonat-Lésung und mit einer gesattigten Natriumchlorid-Lésung gewaschen.
Es wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Rickstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (CH,CI,/EE 1:1)
gereinigt.

_59_
C17H2603
278.39 g/mol

Ausbeute: Es wurden 1.45 g (0.523 mmol, 89%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (500 MHz) [CDCls]: § [ppm] = 7.55 (dd, 3Jyy = 8.4Hz, “Juyy = 2.0Hz, 1H,
H-6), 7.51 (d, 344 = 2.0Hz, 1H, H-2), 6.88 (d, 3Juy = 8.2Hz, 1H, H-5), 4.06 {t,
3Jyn = 6.9Hz, 2H, H-10), 3.93 (s, 3H, H-9), 2.56 (s, 3H, H-8), 1.85 (qui, 3Jyy = 7.2 Hz,
2H, H-11), 1.49-1.43 (m, 2H, H-12), 1.38-1.25 (m, 8 H, H-13-16), 0.88 (t, 3Jy 4y = 7.1 Hz,
3H, H-17). "*C-NMR (125 MHz, CDCl,): §[ppm] = 197.0 (C-7), 153.8 (C-4), 148.7 (C-3),
130.6 (C-1), 123.2 (C-6), 111.7 (C-2), 110.3 (C-5), 69.2 (C-10), 56.2 (C-9), 31.9, 29.5,
29.3, 22.8 (C-13-16), 29.2 (C-11), 26.4 (C-8), 26.1 (C-12), 14.2 (C-17). IR: U [cm™"] =

-212-



Experimenteller Teil

2962, 2940, 2921, 2851, 1671, 1583, 1507, 1464, 1444, 1424, 1344, 1286, 1215, 1185,
1143, 1072, 1003, 977, 877, 723, 642, 591. HRMS (ESI*, m/z): ber: 279.1950 [M+HJ*,
gef: 279.1960 [M+H]*. R-Wert: 0.4 (CH,Cl,/EE 1:1 v/v).

Synthese von 4-Methoxy-2-nitro-5-octanoxyacetophenon 60

Unter Umgebungsatmosphére wurden 1.26g (4.53 mmol, 1.0 Aquiv.) des Ethers 59 in
23 mL Essigsaureanhydrid geldst und langsam unter Eiskihlung zu einer Lésung aus
30 mL Salpetersaure (65 %) und 1.5 mL Essigsaureanhydrid getropft. Die Zugabe erfolg-
te Uber circa eine halbe Stunde und die Reaktionstemperatur wurde unter 10 °C gehal-
ten. Nach vollstéandiger Zugabe wurde die Reaktionsldsung fir eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur gerthrt und anschlie3end auf 200 mL Eiswasser gegossen. Die gebil-
dete Suspension wurde, nachdem das Eis vollstdndig geschmolzen war, zweimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit ges. Natrium-
chloridlésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck
vom Lésungsmittel befreit. Der erhaltene Riickstand wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel (CH,Cl,) gereinigt.

-60-

C17H25NOs
323.39 g/mol

Ausbeute: Es wurden 0.83 g (2.60 mmol, 56%) eines gelben Feststoffs erhalten.

'H-NMR (400 MHz) [CDCl]: & [ppm] = 7.60 (s, 1H, H-3), 6.73 (s, 1H, H-6), 4.09 (t,
3Jun = 6.8Hz, 2H, H-10), 3.96 (s, 3H, H-9), 2.49 (s, 3H, H-8), 1.87 (qui, >Juy = 7.1 Hz,
2H, H-11),1.49-1.42 (m, 2H, H-12), 1.39-1.25 (m, 8 H, H-13-16), 0.88 (t, 3Jyy = 7.0 Hz,
3H, H-17). ®C-NMR (100 MHz, CDCl3): §[ppm] = 200.3 (C-7), 153.9 (C-5), 150.0 (C-4),
138.3 (C-2), 133.0 (C-1), 109.6 (C-6), 107.1 (C-3), 70.0 (C-10), 56.7 (C-9), 36.5 (C-8),
31.9, 29.4, 29.3, 22.8 (C-13-16), 28.9 (C-11), 25.9 (C-12), 14.7 (C-17). IR: & [cm™] =
3095, 3001, 2919, 2852, 1697, 1574, 1517, 1503, 1471, 1442, 1394, 1352, 1284, 1220,
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1184, 1120, 1050, 1004, 981, 957, 881, 794, 760, 547. HRMS (ESI*, m/z): ber: 324.1805
[M+H]*, gef: 324.1810 [M+HJ*. R-Wert: 0.47 (CH,Cly).

Synthese von rac-1-(4-Methoxy-2-nitro-5-octanoxyphenyl)ethan-1-ol 44

Die Synthese wurde nach AAV1 Var. 2 durchgefiihrt. Es wurden 790 mg (2.46 mmol,
1.0 Aquiv.) des Ketons 60 in einem Gemisch aus 20 mL Methanol und 20 mL Tetrahydro-
furan geldst und mit 330 mg (8.60 mmol, 3.5 Aquiv.) Natriumborhydrid versetzt.

-44-
C17H27NOs
325.41 g/mol

Ausbeute: Es wurden 780 mg (2.40 mmol, 98%) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (300 MHz) [DMSO-dj]: § [ppm] = 7.52 (s, 1H, H-3), 7.34 (s, 1H, H-6), 5.44
(d, 3Jun = 4.5Hz, 1H, OH, 5.26 (dq, 3/ = 4.6Hz, 3Jyy = 6.2Hz, 1H, H-7), 4.12—
4.06 (m, 2H, H-10), 3.84 (s, 3H, H-9), 1.75 (qui, 3Jyy = 7.0Hz, 2H, H-11), 1.45-1.38
(m, 2H, H-12), 1.36 (d, 3J44y = 6.2Hz, 3H, H-8), 1.31-1.26 (m, 8 H, H-13-16), 0.86 {t,
3Jun = 6.8Hz, 3H, H-17). *C-NMR (75 MHz, DMSO-dj): §[ppm] = 152.7 (C-5), 147.2
(C-4), 138.7 (C-1), 137.9 (C-2), 109.7 (C-6), 107.4 (C-3), 68.6 (C-10), 63.9 (C-7), 56.0
(C-9),31.2,28.7, 28.6, 22.0 (C-13-16), 28.4 (C-11), 25.3 (C-12), 25.1 (C-8), 13.9 (C-17).
IR: 7 [cm™] = 3301, 2926, 2854, 1613, 1579, 1513, 1465, 1445, 1388, 1366, 1329, 1264,
1214, 1166, 1094, 1031, 1012, 896, 797, 723, 658. HRMS (ESI*, m/z): ber: 308.1862
[M-H,OJ*, gef: 308.1858 [M-H,O]*. Ri-Wert: 0.32 (CH,Cl,).

Synthese von Bis-(1-(4-methoxy-2-nitro-5-octanoxyphenyl)ethyl)phosphonat 68

Die Synthese wurde nach AAV3 durchgefiihrt. Es wurden 432 mg (1.31 mmol, 2.1 Aquiv.)
des sekundéaren Alkohols 44 in 10 mL abs. Pyridin gelést und tropfenweise mit 0.12 mL
Diphenylphosphit (0.65 mmol, 0.15g, 1.0 Aquiv.) versetzt. Die Reinigung erfolgte saulen-
chromatographisch an Kieselgel (PE/EE 3:1 nach PE/EE 2:1 v/v).
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- C34H53N2041P

696.77 g/mol

NO,

Ausbeute: Es wurden 0.33 g (0.51 mmol, 58%) eines gelben Ols erhalten. Das Pro-
dukt liegt als Gemisch aus vier Diastereomeren vor.

"H-NMR (400 MHz) [CDCl3]: 6 [ppm] = 7.57 (s, 2H, H-3, 4 x ds), 7.11 (s, 2H, H-6, 4
x ds), 6.37 (d, 2Jyp = 703Hz, 1H, P-H, 2 x ds), 6.29-6.11 (m, 2H, H-7), 4.06-3.96 (m,
8H, H-10), 3.93 (s, 3H, H-9, 4 x ds), 1.90-1.83 (m, 8H, H-11), 1.66 (d, 34y = 6.1 Hz,
3H, H-8, 4 x ds), 1.52-1.44 (m, 8H, H-12), 1.41-1.26 (m, 32H, H-13-16), 0.90-0.87
(m, 12H, H-17). ®C-NMR (100 MHz, CDCl3): §[ppm] = 153.8, 153.6 (C-5), 148.6, 148.5,
148.3, , 148.2 (C-4), 138.7, 138.5, 138.2, 138.1 (C-2), 132.2, 132.1, 132.0, 132.0, (C-
1), 108.7, 108.7, (C-1), 107.8, 107.8, (C-3), 70.9 (C-9), 69.7 ((d, 2Jop = 2.8Hz ,C-7),
69.6 ((d, 2Jop = 4.6 Hz ,C-7), 56.4, 56.3, 56.3, 56.2, (C-10), 29.4-29.3 (m, C-8), 28.9
((d, 2Jop = 3Hz ,C-8), 29.2 (C-11), 25.9 (C-12), 24.9, 24.8, 24.6, 24.6, (C-13-16), 14.2,
14.1, (C-17).*'P-NMR (162 MHz, CDCl,): §[ppm] = 7.62. IR: & [cm™'] = 2926, 2854, 1579,
1515, 1465, 1442, 1376, 1268, 1173, 1104, 1036, 944, 797, 722, 624, 522. HRMS (ESI*,
m/z): ber: 719.3285 [M+Na]*, gef: 719.3377 [M+Na]*. R-Wert: 0.3 (PE/EE 1:1 v/v).

Synthese von Bis-(1-(4-methoxy-2-nitro-5-octanoxyphenyl)ethyl)phosphoramidit
65

Die Synthese erfolgte nach AAV 2. Es wurden 0.17 mL (0.83mmol, 0.17 g, 1.0 Aquiv.)
Dichlorophosphoramidits 61 in 4 mL abs. THF gel6st und zu einer Lésung aus 0.57 g
(1.7 mmol, 2.1 Aquiv.) des Alkohols 44 und 0.26 mL (0.19g, 1.9 mmol, 3.0 Aquiv.) abs.
Triethylamin in 15mL abs. Tetrahydrofuran getropft. Die Reinigung erfolgte saulenchro-
matographisch an Kieselgel (PE/EE 10:1 + 5% Triethylamin).
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_65_
- Ca0HgsN3010P
779.95 g/mol

Ausbeute: Das gewlinschte Produkt konnte nicht isoliert werden.

Synthese von y-Bis-O-(1-(4-methoxy-2-nitro-5-octanoxyphenyl)ethyl)-ATP 76

Die Synthese erfolgte nach AAV-4 Variante 2. Es wurden 0.16 g (0.23 mmol, 1.0 Aquiv.)
des H-Phosphonats 68 in 10 mL abs. Acetronitril geldst, mit 62 mg (0.46 mmol, 2.0 Aquiv.)
N-Chlorsuccinimid oxidativ chloriert und anschlieBend mit 0.23 g (0.20 mmol 0.8 Aquiv.)
ADP 178 (als Tetrabutylammoniumsalz) gekuppelt.

9 O—P—O—II-'I’—O—II-'I’—O : C44H72N9O21P3
I I 1156.02 g/mol

o) NO,

Ausbeute: Es wurden 53 mg (46 umol, 23%) eines gelben Feststoffs als Gemisch von
vier Diasteremeren erhalten. Aufgrund des komplizierten Diastereomerengemisches und
wegen Uberlagernden Signalen war es im '"H-NMR nicht mdglich jedes Signal exakt mit
einem passendem Integral zuzuordnen. Es erfolgte daher nur eine Zusammenfassung
der entsprechenden Signale zu dem jeweiligen Atom, aber nicht zu dem entsprechen-
dem Diastereomer. Die verschiedenen Signale fiir die Diastereomere konnten im 3'P-
NMR und fiir das 'H-Signal der Methylgruppe 10 beobachtetet werden.
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"H-NMR (600 MHz) [MeOH-d,]: § [ppm] = 8.63, 8.62, 8.62, 8.60 (s, 1H, H-8), 8.19,
8.18 (s, 1H, H-2), 7.40-7.36 (m, 2H, H-13/16), 7.06-6.93 (m, 2H, H-13/16), 6.16-6.06
(m, 2H, H-1", 9), 4.69-4.64 (m, 1H, H-2'), 4.55-4.51 (m, 1H, H-4’), 7.35-4.23 (m, 3 H,
H-3’, 5"), 4.00-3.91 (m, 4 H, H-17), 3.91, 3.89, 3.87 (s, 6 H, H-OMe), 1.85-1.77 (m, 4 H,
H-18), 1.64—1.53 (m, 6 H, H-10), 1.52—1.44 (m, 4 H, H-19), 1.42—1.27 (m, 16 H, H-20-23),
0.94-0.88 (m, 6 H, H-24). "*C-NMR (150 MHz, MeOH-d,): §[ppm] = 155.1, 155.1, 154.9
(C-2), 153.4 (Aryl, ds) 149.6, 149.2, 148.0 (C-8) 137.9 (Aryl, ds), 131.9 (C-11, ds), 110.5,
110.1, 110.1 (C-13), 108.6, 108.3 (C-16), 91.2 (C-1°), 83.7 (m, C-4), 76.5 (C-2’), 79.9 (m,
C-9), 71.0 (C-3'), 70.0-69.9 (C-5), 65.9 (C-17), 56.7, 56.6, 56.5 (OMe), 33.0, 30.6-30.1,
27.3-27.0, 23.7 (C-18-22), 24.7 (d, 3Jop = 4.5Hz, C-10), 24.6 (d, 3Jop = 4.4 Hz, C-10),
23.8 (d, 3Jcp = 4.5Hz, C-10), 14.5 (C-23). *'P-NMR (242 MHz, MeOH-d,): §[ppm] =
-11.5--11.9 (m, P-a), -13.5 - -13.6 (m, P-y), —15.5 (d, 2Jpp = 15.4 Hz, P-y), -17.2 (d,
2Jop = 16.5Hz, P-y), -23.4 - -23.9 (m, P-B). IR: & [cm™"] = 3191, 2926, 2854, 1580,
1519, 1442, 1329, 1271, 1175, 1104, 1079, 994, 871, 818, 757, 720, 624, 492. HRMS
(ESI, m/z): ber: 1120.3452 [M], gef: 1120.3397 [M]".

Synthese von O-(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-bis-(N,N-
diisopropylamin)phosphoramidit 79

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.29g (1.1 mmol, 1.0 Aquiv) Bis-(N,N-diisopropyl-
amino)chlorophosphoramidit in 10 mL abs. Tetrahydrofuran geldst und auf 0 °C gekiihlt.
Uber zwanzig Minuten wurde anschlieBend eine Lésung aus 0.30 g (1.3 mmol, 1.2 Aquiv.)
des sekundaren Alkohols 25 und 0.45mL (0.33 g, 3.3 mmol, 3.0 Aquiv.) abs. Triethylamin
geldst in 10 mL abs. Tetrahydrofuran zu getropft. Die Reaktionslésung wurde auf Raum-
temperatur erwarmt und fir 18 Stunden gerlhrt. Der entstandene Feststoff wurde abfil-
triert, der Filterkuchen mit Ethylacetat gewaschen und alle flliichtigen Bestandteile wur-
den im Vakuum entfernt. Der erhaltene Rickstand wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt (PE/EE 5:1 + 5% Triethylamin) und das erhaltene gelbe Ol wurde
zweimal mit Petrolether coevaporiert um einen gelben Feststoff zu erhalten.
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-79-
12" 022H40N3O5P

457.55 g/mol

Ausbeute: Es wurden 0.44 g (0.97 mmol, 88%) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [CDCl5]: & [ppm] = 7.56 (s, 1H, H-3), 7.39 (s, 1H, H-6), 5.51 (dq,
3Jup = 12.4Hz,3Jyy = 6.2Hz, 1H, H-7),3.96 (s, 3H, H-4), 3.93 (s, 3H, H-5), 3.63-3.39
(m, 4H, H-11), 1.53 (d, 3Jyy = 6.2Hz, 3H, H-8), 1.20 (4x d, 3Jyy = 6.6 Hz, 6H, H-12,
12,127, 12”). ®*C-NMR (100 MHz, CDCl5): §[ppm] = 153.7 (C-9), 147.5 (C-10), 139.4 (C-
2),138.1 (d, ®Jop = 2.1 Hz, C-1), 109.6 (C-6), 107.4 (C-3),66.9 (d, °Jop = 17.7 Hz, C-7),
56.4 (C-5), 56.3 (C-4), 44.9 (d, 2Jop = 12.6 Hz, C-11), 44.7 (d, 2Jop = 12.6 Hz, C-11"),
25.2 (d, 3Jop = 8.6Hz, C-8), 24.5-24.3 (m, C-12, 12’, 127, 12”). 3'P-NMR (162 MHz,
CDCl): §[ppm] = 148.8. IR: & [cm'] = 2966, 2929, 2868, 1519, 1497, 1462, 1452, 1438,
1319, 1272, 1219, 1184, 1114, 1099, 1051, 951, 916, 873, 794, 759, 672, 525. HRMS
(ESI*, m/z): ber: 474.2733 [M+H]*, gef: 474.2730 [M+H]*. R-Wert: 0.52 (PE/EE 5:1 +
5% Triethylamin).

Synthese von
1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl-octadecyl-diisopropylphosphoramidit 84

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 94 mg (0.35 mmol, 1.0 Aquiv.) 1-Octadecanol und
0.21g (0.46 mmol, 1.3 Aquiv.) des Diamidits 79 in 10mL abs. Tetrahydrofuran geldst
und auf 0 °C gekihlt. Es erfolgte die portionsweise Zugabe von 1.4mL (0.35mmol,
1.0 Aquiv.) DCI-Aktivatorldsung (0.25 mol/L). Die Zugabe erfolgte im folgendem Muster:
0.5 Aquiv., 5 min Rihren, 0.25 Aquiv., 5 min Rihren, 0.25 Aquiv. Nach der vollstandigen
Zugabe wurde der Reaktionsansatz fir eine weitere Stunde bei Raumtemperatur ge-
rihrt und anschlieBend wurden unter vermindertem Druck alle fliichtigen Bestandteile
entfernt. Der erhaltene Rlckstand wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gerei-
nigt (PE/EE 5:1 + 5 % Triethylamin).
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O 6 23 -84-
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o o 14 16 18 20 C34Hg3N2OgP
- 22
e 3 s > 626.86 g/mol

q ! 7 ﬁ) 13
NO, N
\( \?
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Ausbeute: Es wurden 0.15 g (0.23 mmol, 66%) eines gelben Ols erhalten. Das Produkt
liegt als Gemisch aus vier Diastereomeren vor, von welchen zwei jeweils mit eigenen Si-
gnalen im "H-NMR und 3'P-NMR beobachtetet werden konnten.

'H-NMR (400 MHz) [CDCl]: & [ppm] = 7.58 (s, 1H, H-3), 7.56 (s, 1H, H-3), 7.37 (s,
1H, H-6), 7.36 (s, 1H, H-6"), 5.75-5.60 (m, 2H, H-7, 7°), 3.97 (s, 6H, H-9, 9), 3.94—
3.91 (m, 6H, H-10, 10’), 3.69-3.45 (m, 8 H, H-11), 1.37—1.57 (m, 4 H, H-13), 1.57-1.54
(m, 4H, H-14), 1.56-1.53 (m, 6 H, H-8), 1.30-1.21 (m, 60 H, H-16-29, 16-29’), 1.20 (d,
3Jyn = 6.9Hz, 6H, H-12), 1.16 (d, 3Jupy = 6.8Hz, 6H, H-12’), 1.14 (d, 3Jy4 = 6.9 Hz,
6H, H-127),1.00 (d, 3Jy 4 = 6.8 Hz, 6H, H-12"), 0.87 (t, 3Jyy = 6.7 Hz, 6 H, H-30). "*C-
NMR (100 MHz, CDCls): §[ppm] = 152.8 (C-9), 147.4 (C-10), 138.1 (C-1), 137.9 (C-2),
109.7 (C-6), 109.6 (C-6"), 107.5 (C-3), 107.4 (C-3), 67.6 (C-7, 7’), 56.5 (C-9/10), 56.4 (C-
10/9), 43.1 (C-11), 42.9 (C-11), 32.1 (C-13), 29.8 (C-14), 29.8 (C-15-29), 24.0 (C-12),
14.3 (C-30). 3'P-NMR (162 MHz, CDCl): §[ppm] = 145.2, 144.8. IR: U [cm™'] = 2962,
2922, 2852, 1519, 1462, 1363, 1333, 1270, 1218, 1199, 1167, 1080, 1056, 1021, 970,
920, 874, 793, 757, 719, 521. HRMS (ESI*, m/z): ber: 627.4497 [M+H]*, gef: 627.4500
[M+H]*. Ri-Wert: 0.84 (PE/EE 5:1 + 5% Triethylamin v/v).

Synthese von y-1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl-octadecyl-ATP 86

Die Synthese erfolgte nach AAV4-Variante 1. Es wurden 0.33g (0.53 mmol, 1.25 mmol)
des Amidits 84 mit 0.41g (0.42mmol, 1.0 Aquiv.) ADP (als Tetrabutylammoniumsalz)
in 10 mL abs. Acetonitril umgesetzt. Als Aktivator wurden 0.15g (0.80 mmol, 1.5 Aquiv.)
Pyridnium-Trifluoroacetat verwendet und als Oxidationsmittel wurden 0.15 mL (0.80 mmol,
1.5 Aquiv.) tert-Butylhydroperoxid (5.5 M, in n-Decan) verwendet.
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-86-

C3gHegNgO17P3
1002.93 g/mol

Ausbeute: Es wurden 0.26 g (0.26 mmol, 61%) eines gelben Feststoffs als Gemisch
von vier Diastereomeren erhalten. Aufgrund des komplizierten Diastereomerengemi-
sches und wegen iiberlagernden Signalen war es im "H-NMR nicht méglich jedes Signal
exakt mit einem passendem Integral zuzuordnen. Es erfolgte daher nur eine Zusammen-
fassung der entsprechenden Signale zu dem jeweiligen Atom und die Summierung aller
Uberlagernden Diasteremeresignale zu einem Integral. Eine Aufspaltung der Signale far
die Diastereomere konnten im 3'P-NMR und fiir das 'H-Signal der Methylgruppe 9 be-
obachtetet werden.

'"H-NMR (600 MHz) [MeOH-d,]: § [ppm] = 8.65, 8.65, 8.64, 8.623, (s, 1H, H-8, ds),
8.20, 8.20, (s, 1H, H-2, ds), 7.59, 7.59, 7.56, 7.53, (s, 1H, H-13/16, ds), 7.39, 7.38,
7.56, 7.06, (s, 1H, H-13/16, ds), 6.31—6.22 (m, 1 H, H-9, ds), 6.07—6.03 (m, 1 H, H-1’,
as), 4.57-4.55 (m, 0.5H, H-2'), 4.54—4.51 (m, 0.5H, H-2), 4.49-4.45 (m, 0.5H, H-3),
4.45-4.42 (m, 0.5H, H-3), 4.36-4.22 (m, 3H, H-4’, 5), 4.19-4.02 (m, 2H, H-17), 3.99,
3.98, 3.98, 3.94, 3.88, 3.87, 3.87, 3.81, 3.80, (s, 3H, H-OMe), 1.72 (dd, 3y = 6.5Hz,
“Jup = 2.2Hz, 1H, H-10), 1.69 (dd, 3Jyy = 6.3Hz, “Jup = 1.7Hz, 1H, H-10), 1.64—
1.54 (m, 2H, H-18), 1.49 (d, 344 = 7.1Hz, 1H, H-10), 1.31-1.21 (m, 28 H, H-19-33),
0.90 (t, *Jup = 7.3Hz, 3H, H-34). "*C-NMR (150 MHz, MeOH-d,): §[ppm] = 147.2 (C-2),
140.1 (C-8), 108.9, 108.9, 107.1, 106.7 (C-13/16), 87.7 (C-1°), 83.9 (C-4’), 75.1 (C-2)),
72.8 (C-9), 69.8 (C-3’), 68.2 (C-17), 64.8 (C-5’), 55.5, 55.1, 55.1, 54.8 (C-OMe), 29.4
(C-18), 29.1 (m, C-19-33), 22.9, 20.6 (C-10), 12.6 (C-34). *'P-NMR (242 MHz, MeOH-
dy): d[ppm] = -11.5 - -11.7 (m, P-a). -13.4 - -14.1 (m, P-y). -23.5 - -23.9 (m, P-B). IR:
D [em™] = 3170, 2922, 2852, 1692, 1656, 1608, 1578, 1521, 1463, 1379, 1330, 1273,
1174,1128, 1079, 1011, 926, 874, 818, 758, 643, 490. HRMS (ESI", m/z): ber: 967.3390
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[M], gef: 967.3337 [M].

Synthese von 4-(Hydroxymethyl)-phenyldecanoat 78

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 4.05 g (32.6 mmol, 1.1 Aquiv.) 4-Hydroxybenzylalko-
hol in 30 mL abs. Tetrahydrofuran geldst und mit 4.1 mL (3.0 g, 30 mmol, 1.0 Aquiv.) abs.
Triethylamin versetzt. Die L6sung wurde auf 0 °C gekuhlt und mit 6.1 mL (5.7 g, 30 mmol,
1.0 Aquiv.) Decanséaurechlorid geldst in 10 mL abs. Tetrahydrofuran versetzt. Nach voll-
standiger Zugabe wurde die Reaktionslésung fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur ge-
rihrt und der entstandene Feststoff wurde durch Filtration abgetrennt. Das Filtrat wurde
unter vermindertem Druck vom L&sungsmittel befreit und der Rickstand mit Ethyacetat
verdinnt. Die organische Phase wurde mit ges. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und
anschlieBend mit ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, tber Natriumsulfat getrock-
net und unter vermindertem Druck vom Lésungsmittel befreit. Der erhaltene Rickstand
wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (PE/EE 4:1) gereinigt.

5 OH
-78-
2 C15H22,03
3 250.34 g/mol
7!
O A 9 11 13 15
8 10 12 14
(@]

Ausbeute: Es wurden 4.28 g (15.4 mmol, 47%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (300 MHz) [CDCls]: 6 [ppm] = 7.40-7.31 (m, 2H, H-3), 7.09-7.01 (m, 2H, H-2),
4.65 (s, 2H, H-5), 2.55 (t, 3Jyy = 7.5Hz, 2H, H-7), 1.75 (qui, 3}y = 7.5Hz, 8H, H-
8), 1.48-1.17 (m, 12H, H-9-14), 0.89 (t, 3J4y = 6.7 Hz, 3H, H-15). "*C-NMR (75 MHz,
CDCls): é6[ppm] = 172.6 (C-6), 150.2 (C-1), 138.9 (C-4), 128.1 (C-3), 121.7 (C-2), 64.7
(C-5), 34.4 (C-7), 31.9, 29.4, 29.3, 29.3, 29.1, 22.7 (C-9-14), 24.9 (C-8), 14.1 (C-15). IR:
D [em™] = 3318, 2954, 2916, 2848, 1748, 1508, 1412, 1383, 1216, 1166, 1151, 1014,
818, 721, 514, HRMS (ESI*, m/z): ber: 301.1774 [M+Na]*, gef: 301.1768 [M+Na]*. R¢-
Wert: 0.29 (PE/EE 4:1 v/v).
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Synthese von Bis-(N,N-diisopropylamino)-4-decanoyloxybenzylphosphoramidit
179

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.74 g (2.8 mmol, 1.0 Aquiv.) Bis(N,N-diisopropyl-
amino)chlorophosphoramidits in 10mL abs. Tetrahydrofuran gelést und auf 0 °C ge-
kiihlt. Uber zwanzig Minuten wurde anschlieBend eine Lésung aus 0.95¢g (3.4 mmol,
1.2 Aquiv.) des Alkohols 78 und 1.2mL (0.85¢, 8.4 mmol, 3.0 Aquiv.) abs. Triethylamin
gelést in 10 mL abs. Tetrahydrofuran zu getropft. Die Reaktionslésung wurde auf Raum-
temperatur erwarmt und fir 18 Stunden gerlhrt. Der entstandene Feststoff wurde abfil-
triert, der Filterkuchen mit Ethylacetat gewaschen und alle fliichtigen Bestandteile wur-
den im Vakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel gereinigt (PE/EE 5:1 + 5 % Triethylamin).

Y O\ﬁ/7\/9\/11\/13\/15
\ o 4 8 10 12 14 - 179 -
~ 3 O
7 IID . 0
N 17
Y

Ausbeute: Es wurden 1.3 g (2.5 mmol, 91%) eines farblosen Ols erhalten.

CogHs3N,03P
508.73 g/mol

2

"H-NMR (400 MHz) [CDCl5]: 8 [ppm] = 7.39-7.31 (m, 2H, H-3), 7.06-6.98 (m, 2 H, H-2),
4.63 (d, 3Jyy = 7.3Hz, 2H, H-5), 3.56 (dhept, 3Jyp = 10.7Hz, 3Jyy = 6.8Hz, 4H,
H-16), 2.54 (t, 3Jyy = 7.5Hz, 2H, H-7), 1.75 (qui, 34y = 7.4Hz, 2H, H-8), 1.46—
1.23 (m, 12H, H-9-14), 1.18 (dd, 3Jyyy = 6.8Hz, *Jyy = 1.9Hz, 24H, H-17), 0.88 (t,
3Jun = 6.6Hz, 3H, H-15). 3C-NMR (100 MHz, CDCls): §[ppm] = 172.6 (C-6), 149.7
(C-4), 138.2 (3Jgp = 10.8Hz, C-1), 127.9 (C-3), 121.3 (C-2), 65.7 (3Jcp = 23.5Hz, C-
5), 44.6 (*Jop = 12.5Hz, C-16), 34.6 (C-7), 32.0, 29.6, 29.4, 29.4, 29.3, 22.8 (C-9-14),
25.1 (C-8), 24.8 (3Jop = 8.2HzC-17), 24.8 (3Jop = 5.7 HzC-17’), 14.2 (C-15). *'P-NMR
(162 MHz, CDCly): 6[ppm] = 124.7. IR: I [cm™'] = 2962, 2925, 2855, 1760, 1507, 1457,
1361, 1193, 1184, 1162, 1137, 1114, 1015, 951, 865, 748, 525, HRMS (ESI*, m/z): ber:
525.3816 [M+H]", gef: 525.3870 [M+H]*. R-Wert: 0.90 (PE/EE 10:1 + 5% Triethylamin

V/V).
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Synthese von (1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-(4-decanoyloxybenzyl)-
diisopropylphosphoramidit 80

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.48 g (0.48 mmol, 1.0 Aquiv.) des Alkohols 78 und
0.33g (0.72mmol, 1.3 Aquiv.) des Diamidits 79 in 15mL abs. Tetrahydrofuran geldst
und auf 0 °C geklhlt. Es erfolgte die portionsweise Zugabe von 1.8 mL (0.48 mmol,
1.0 Aquiv.) DCI-Aktivatorldsung (0.25 mol/L). Die Zugabe erfolgte im folgendem Muster:
0.5 Aquiv., 5min Rihren, 0.25 Aquiv., 5min Rihren, 0.25 Aquiv. Nach der vollstandigen
Zugabe wurde der Reaktionsansatz fur eine weitere Stunde bei Raumtemperatur ge-
rihrt und anschlieBend wurden unter vermindertem Druck alle fliichtigen Bestandteile
entfernt. Der erhaltene Rickstand wurde saulenchromatographisch an Kieselgel gerei-
nigt (PE/EE 5:1 + 5 % Triethylamin).

14 -80-
! ° noooB Cs3Hs1N,08P
634.75 g/mol

Ausbeute: Es wurden 0.29 g (0.45 mmol, 93%) eines gelben Ols erhalten. Das Produkt
liegt als Gemisch aus vier Diastereomeren vor, von welchen zwei jeweils mit eigenen
Signalen im "H-NMR und 'P-NMR beobachtetet werden konnten. Aufgrund der Kom-
plexitit des "H-NMRs erfolgt nur die Zuordnnung des dominanten Diastereomers.

"H-NMR (400 MHz) [CDCl]: § [ppm] = 7.56 (s, 1 H, H-20), 7.38-7.31 (m, 3H, H-2, 23),
7.08-7.01 (m, 2H, H-3), 5.80-5.67 (m, 1H, H-24), 4.80-4.47 (m, 2H, H-15), 3.95-3.90
(m, 6H, OMe) 3.63-3.44 (m, 2H, H-16), 2.59-2.48 (m, 2H, H-6), 1.81-1.67 (m, 2H, H-
7), 1.67—1.49 (m, 5H, H-8, 25), 1.47—1.24 (m, 10 H, H-9-13), 1.22-0.96 (m, 12H, H-17),
0.91-0.81 (m, 2H, H-14). '*C-NMR (100 MHz, CDCl;): §[ppm] = 172.5 (C-5), 153.7 (C-4),
150.0 (C-1), 147.7 (C-21/22), 139.0 (C-22/21), 137.0 (C-19), 128.8 (C-18), 128.1 (C-2),
121.6 (C-3), 109.5 (C-23), 107.4 (C-20), 67.8 (C-24), 65.2 (C-15), 56.5, 56.5 (OMe), 43.2
(d, 2Jop = 12.5Hz, C-16), 34.5 (C-6), 24.8 (C-7), 24.8 (C-25), 29.6, 29.4, 29.3 (C-9-13),
25.1 (C-17), 14.3 (C-14). *'P-NMR (162 MHz, CDCl;): §[ppm] = 145.6, 144.5. IR: i [cm™]
= 2964, 2927, 2854, 1758, 1580, 1518, 1460, 1394, 1364, 1332, 1271, 1198, 1183, 1164,
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1103, 1012, 971, 919, 874, 793, 756, 597, 564, HRMS: Die Verbindung konnte weder im
ESI noch im El gefunden werden. Ri-Wert: 0.5 (PE/EE 5:1 + 5% Triethylamin v/v).

Synthese von
(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-(4-decanoyloxybenzyl)-phosphonat 81

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.34 mL (0.41 g, 1.8 mmol, 1.0 Aquiv ) Diphenylphos-
phonat in 20 mL Pyridin gelést, auf —15 °C gekiihlt und mit 0.40 g (1.8 mmol, 1.0 Aquiv.)
des sekundéaren Alkohols 44 versetzt. Die Reaktionslésung wurde fir 45 Minuten bei
—15 °C geriihrt bevor 0.73g (2.6 mmol, 1.5Aquiv.) des AB-Alkohols 78 portionsweise
zugegeben wurden. Nach vollstandiger Zugabe wurde zwei Stunden bei Raumtempera-
tur geriihrt bevor das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt wurde. Der erhaltene
Ruckstand wurde dreimal mit Toluol und dreimal mit Dichlormethan coevaporiert und
anschlieBend saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE 1:1).

~
(0]
/O . O 4 15 17 19 N _81-
: o N o CarHagNOGP
3 0.0 : 4 O 23 21 27113879
2 P T pet 551.57 g/mol
H 13
NO,

Ausbeute: Es wurden 0.38 g (0.69 mmol, 40%) eines gelben Ols erhalten. Das Produkt
liegt als Gemisch aus vier Diastereomeren vor, von welchen jeweils zwei mit eigenen
Signalen im "H-NMR und 3'P-NMR beobachtetet werden konnten. Aufgrund der Kom-
plexitat des "H-NMRs erfolgt nur die Zuordnung des dominanten Diastereomers.

"H-NMR (400 MHz) [CDCls]: § [ppm] = 7.59 (s, 1 H, H-3), 7.34-7.28 (m, 2H, H-11), 7.09—
7.00 (m, 2H, H-10), 7.14 (s, 1H, H-6), 6.95 (d, 3J44 = 705Hz, 1 H, P-H), 6.35-6.20 (m,
1H, H-7), 5.08-4.98 (m, 2H, H-13), 4.01-3.98 (m, 6 H, OMe), 2.55 (t, 3Jypy = 7.5Hz, 2H,
H-15), 1.74 (qui, 3J4y = 7.4Hz, 2H, H-16), 1.65 (dd, 3Jyy = 6.2Hz, *Jyy = 1.4Hz,
3H, H-8), 1.45-1.11 (m, 12H, H-17-22), 0.88 (t, 34y = 6.7 Hz, 3H, H-23). "*C-NMR
(100 MHz, CDCly): §[ppm] = 172.3 (C-14), 154.0 (C-4/5), 151.2 (C-9), 148.4 (C-5/4),
139.8 (C-2), 132.8 (C-1), 129.3 (C-11), 122.1 (C-10), 108.7 (C-6), 107.8 (C-3), 71.2 (C-
7), 67.0 (d, 2Jcp = 8.7Hz, C-13), 56.5 (2 x OMe), 34.5 (C-15), 32.0 (C-17-22), 25.0
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(C-16), 24.7 (d, 3Jop = 4.9Hz, C-8), 14.2 (C-23). 3'P-NMR (162 MHz, CDCls): d[ppm]
= 8.9, 8.9.IR: I [cm™] = 2925, 2853, 1756, 1580, 1517, 1461, 1375, 1330, 1271, 1166,
1104, 1020, 947, 872, 815, 793, 758, 558. HRMS (ESI*, m/z): ber: 574.2182 [M+Na]*,
gef: 574.2186 [M+Na]*. Ri-Wert: 0.20 (PE/EE 1:1 v/v).

Synthese von
v-(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyl)-(4-decanoyloxybenzyl)-ATP 82

Die Synthese erfolgte nach AAV-4 Variante 2. Es wurden 55mg (0.10 mmol, 1.0 Aquiv.)
des H-Phosphonats 81 in 10 mL abs. Acetonitril geldst, mit 27 mg (0.20 mmol, 2.0 Aquiv.)
N-Chlorsuccinimid oxidativ chloriert und anschlieBend mit 0.16 g (0.15 mmol, 0.8 Aquiv.)
ADP 178 (als Tetrabutylammoniumsalz) gekuppelt.

(@]
24 26 28 30
O 2 23 25 27 29 31
21
20 N
14
19 » (I? 0 0 N -82-
O—P—O—IF!"—O—I!"—O 5 C37H57NgO19P3
17 I I I O .

1010.82 g/mol

Ausbeute: Es wurden 24 mg (20 umol, 26%) eines gelben Feststoffs als Gemisch von
vier Diastereomeren erhalten. Aufgrund des komplizierten Diastereomerengemisches
und wegen Uberlagernden Signalen war es im "H-NMR nicht méglich jedes Signal exakt
mit einem passendem Integral zuzuordnen. Es erfolgte daher nur eine Zusammenfas-
sung der entsprechenden Signale zu dem jeweiligen Atom, aber nicht zu dem entspre-
chendem Diastereomer. Aufgrund der geringen Substanzmenge und des gebildeten Dia-
stereomerenverhéltnises konnte dir Zuordnung der '3C-Signale nur mit Hilfe der HSQC
und HMBC Experimente erfolgen.

'H-NMR (600 MHz) [MeOH-d,]: & [ppm] = 8.64, 8.64, (s, 1H, H-8), 8.18 (s, 1H, H-2),
7.55-7.45 (m, 1 H, H-Aryl), 7.36—7.18 (m, 3H, H-Aryl), 7.03-6.89 (m, 2 H, H-Aryl), 6.28—
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6.16 (m, 1H, H-9), 6.07-6.02 (m, 1H, H-1°), 5.20-5.07 (m, 2", 3'H, H-2), 4.60—4.52 (m,
1H, H-4’), 4.49-4.40 (m, 1 H, H-5'a), 4.35-4.18 (m, 3H, H-5'b, 17), 3.93 3.86, 3.81, (s,
1H, OMe), 2.61-2.51 (m, 2H, H-23), 1.77-1.70 (m, 2H, H-24), 1.70-1.64 (m, 3H, H-
10), 1.63-1.57 (m, 3H, H-10), 1.46—1.25 (m, 12H, H-25-30), 0.90 (t, 3y = 7.2Hz, 3H,
H-31). ®C-NMR (150 MHz, MeOH-d,): §[ppm] = 128.1 (C-19/20, ds), 120.9 (C-19/20,
ds), 108.0 (C-13/16, ds), 106.6 (C-13/16, ds), 87.6 (C-1), 83.6 (m, C-4’), 74.9 (C-2)),
72.7 (m, C-9), 69.9 (C-3"), 64.8-64.7 (C-5'), 68.4 (C-23), 55.0 (OMe, ds), 33.5, 29.1,
29.1, 24.5, 22.2 (C-24-30), 24.6 (d, 3Jop = 4.4Hz, C-10), 24.6 (m, C-10), 14.5 (C-31).
3P.NMR (242 MHz, MeOH-d,): 8[ppm] = -11.0 - -11.3 (m, P-a), -13.3 - -14.0 (m, P-y),
-22.7 - -23.1 (m, P-B). IR: ¥ [cm'] = 3175, 2928, 2854, 2684, 1673, 1606, 1579, 1457,
1377, 1326, 1234, 1169, 1129, 1070, 1020, 991, 902, 810, 718. HRMS (ESI", m/z): ber:
975.2349 [M]', gef: 975.2280 [M]".

6.3.3 Synthesen im Rahmen von caged cAMP

Synthese von
N°-2’-Diacetyl-3’,5’-0-(1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan-1,3-dily)adenosin 140

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.96g (7.33 mmol, 1.0 Aquiv.) Adenosin in 30 mL
abs. Pyridin suspendiert, auf 0 °C gekihlt und tropfenweise mit 2.5mL (2.5¢g, 7.7 mmol,
1.1 Aquiv.) TIPDSCI, versetzt und fiir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nachdem ein
vollstandiger Umsatz per DC-Kontrolle (CH,Cl,/MeOH 19:1) festgestellt wurde, wurden
2.1mL (2.3g, 22mmol, 3.0 Aquiv.) Essigsaureanhydrid zugegeben und die Reaktions-
I6sung fiir weitere 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wurde im Ol-
pumpenvakuum entfernt und der Rickstand jeweils dreimal mit Toluol und Dichlorme-
than coevaporiert. Der erhaltene Rickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und mit
Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet und
anschlieBend im Vakuum vom Lésungsmittel befreit. Der erhaltene Schaum wurde sau-
lenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (EE).
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e 0 593.83 g/mol

Ausbeute: Es wurden 3.59 g (6.01 mmol, 82%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (500 MHz) [CDCl;]: & [ppm] = 8.78 (s, 1H, H-NH), 8.63 (s, 1H, H-8), 8.18
(s, 1H, H-2), 6.06 (d, 3Jupy = 1.2Hz, 1H, H-1°), 5.79 (d, 3Jupy = 5.3Hz, 1H, H-2’), 5.05
(dd, 3Jyy = 8.6 Hz, 3y = 5.4Hz, 1H, H-3"), 4.17 (dd, 3Jyy = 12.6 Hz, *Jyy = 2.5Hz,
1H, H-5a), 4.11-4.00 (m, 2H, H-5'b, 4’), 2.62 (s, 3H, H-11), 2.17 (s, 3H, H-13), 1.13—
0.91 (m, 28 H, H-14, 15). "3*C-NMR (125 MHz, CDCl5): §[ppm] = 169.5 (C-10, 12), 150.5
(C-6), 149.4 (C-4), 122.4 (C-5), 152.6 (C-8), 141.6 (C-2), 87.8 (C-1’), 82.4 (C-4), 75.7
(C-2’), 69.1 (C-3"), 60.6 (C-5), 25.9 (C-11), 20.8 (C-13), 17.6, 17.5, 17.4, 17.4, 17.1,
17.0, 17.0, 17.0 (C-14), 13.5, 13.1, 12.9, 12.9 (C-15). IR: & [cm™"] = 3675, 2944, 2867,
1754, 1608, 1463, 1384, 1249, 1218, 1151, 1075, 1034, 883, 860, 757. HRMS (ESI*,
m/z): ber: 594.2774 [M+H]*, gef: 594.2785 [M+H]*. Ri-Wert: 0.2 (EE).

Synthese von N°,2’-Diacetyladenosin 141

Unter Umgebungsatmosphare wurden 0.46g (0.77 mmol, 1.0 Aquiv.) des geschiitzten
Adenosinderivats 140 in 8 mL Tetrahydrofuran geldst und mit 1.5 mL (9.2 mmol, 12 Aquiv.)
Triethylamin-Trihydrofluorid versetzt. Die Reaktionslésung wirde fir 13 h bei Raumtem-
peratur geriihrt. Der Uberschuss an Fluorierungsreagenz wurde durch die vorsichti-
ge, portionsweise Zugabe von Kieselgel entfernt. Im Vakuum wurden anschlieBend al-
le flichtigen Bestandteile entfernt, der erhaltene Rickstand auf Celite aufgetragen und
durch automatisierte RPg-Chromatographie gereingt.
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Ausbeute: Es wurden 0.24 g (0.69 mmol, 90%) eines farblosen Feststoffs erhalten. Per
"H-NMR-Spektroskopie konnte eine Migration der Acetylgruppe zwischen der 2’ und 3’
Position beobachtet werden. Aus diesem Grund werden nur die 'H-Signale der beiden
Isomere angegeben, da die Signale im *C-NMR nicht zugeordnet werden konnten.

+ 2’-Acetyl-lsomer

"H-NMR (500 MHz) [DMSO-dg]: § [ppm] = 10.71 (s, 1 H, H-NH), 8.72 (s, 1H, H-8), 8.67
(s, 1H, H-2), 6.02 (d, 3Jyyy = 6.8Hz, 1H, H-1"), 5.88 (d, 3Juy = 6.2Hz, 1H, H-2),
5.35-5.30 (m, 2H, H-3, 15), 4.91 (dt, 3Jyy = 6.6 Hz, *Jyy = 5.3 Hz, 1H, H-4), 4.16 (dt,
3Jun = 3.8Hz, “Jyy = 2.5Hz, 1H, H-14), 3.74-3.66 (m, 1 H, H-5'a), 3.65-3.56 (m, 1H,
H-5'b), 2.26 (s, 3H, H-11), 2.13 (s, 3H, H-13).

+ 3’-Acetyl-lsomer

"H-NMR (500 MHz) [DMSO-dg]: § [ppm] = 10.71 (s, 1 H, H-NH), 8.71 (s, 1 H, H-8), 8.66
(s, 1H, H-2), 6.26 (d, 3J4y = 5.8 Hz, 1H, H-1"), 5.67 (t, 3Juy = 5.3Hz, 1H, H-15), 5.64
(d, 3Jyn = 5.4Hz, 1H, H-2),5.21 (t, 3Jypy = 5.3Hz, 1H, H-3"), 4.52-4.48 (m, 1 H, H-4),
4.03-4.00 (m, 1H, H-14), 3.75-3.67 (m, 1H, H-5'a), 3.65-3.56 (m, 1H, H-5'b), 2.25 (s,
3H, H-11), 2.04 (s, 3H, H-13).

Synthese von
N?-2’-O-di-Fmoc-3’,5’-0-(1,1,3,3-tetraisopropyldisiloxan-1,3-dily)adenosin 143

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.17 g (4.37 mmol, 1.0 Aquiv.) Adenosin in 30 mL
abs. Pyridin suspendiert, auf 0 °C gekihlt und tropfenweise mit 1.5mL (1.5g, 4.6 mmol,
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1.1 Aquiv.) TIPDSCI, versetzt und fiir 20 h bei Raumtemperatur gerithrt. Nachdem ein
vollstandiger Umsatz per DC-Kontrolle (CH,Cl,/MeOH 19:1) festgestellt wurde, wurden
2.26 g (8.74mmol, 2.0 Aquiv.) Fmoc-Cl zugegeben und die Reaktionsldsung fir weite-
re 20h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wurde im Olpumpenvakuum
entfernt und der Rlckstand jeweils dreimal mit Toluol und Dichlormethan coevaporiert.
Der erhaltene Rickstand wurde in Ethylacetat aufgenommen und mit Wasser und ges.
Natriumchlorid-Lésung gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend im
Vakuum vom L&sungsmittel befreit. Der erhaltene Schaum wurde saulenchromatogra-
phisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE 2:1).

(@]
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954.24 g/mol

Ausbeute: Es wurden 3.59 g (6.01 mmol, 82%) eines farblosen Feststoffs in Form ei-
nes Schaums erhalten.

'H-NMR (500 MHz) [CDCls]: & [ppm] = 8.74 (s, 1H, H-8), 8.59 (s, 1H, NH), 8.18 (s,
1H, H-2), 7.79-7.74 (m, 4 H, H-Aryl), 7.68-7.60 (m, 4 H, H-Aryl), 7.44-7.38 (m, 4 H, H-
Aryl), 7.35-7.28 (m, 4H, H-Aryl), 6.13 (s, 1H, H-1"), 5.73 (d, 3Jyy = 5.2Hz, 1H, H-2),
5.14 (dd, 3J4y = 8.9Hz, 3Jyyy = 5.2Hz, 1H, H-3"), 4.64—-4.61 (m, 2H, H-11), 4.52-4.47
(m, 1H, H-14a), 4.39-4.31 (m, 2H, H-14b, 12), 4.30-4.26 (m, 1 H, H-15), 4.19-4.14 (m,
2H, H-#, 5'a), 4.06 (dd, *J4y = 13.0Hz, 3Jyy = 2.7Hz, 1H, H-5b), 1.14-0.97 (m,
28H, H-16, 17). *C-NMR (125MHz, CDCl,): §[ppm] = 154.2 (C-10, 13), 153.2 (C-8),
151.1 (C-Aryl (q)), 150.5 (C-Aryl (q)), 149.6 (C-Aryl (q)), 143.7 (C-Aryl (g)), 143.6 (C-Aryl
(q)), 143.5 (C-Aryl (q)), 143.2 (C-Aryl (q)), 141.6 (C-Aryl (q)), 141.5 (C-2), 141.4 (C-Aryl
(@), 128.1 (C-Aryl), 128.0 (C-Aryl), 127.3 (C-Aryl), 125.4 (C-Aryl (g)), 125.2 (C-Aryl (q)),
122.5 (C-Aryl (g)), 120.2 (C-Aryl), 120.2 (C-Aryl), 87.7 (C-1’), 82.2 (C-4’), 79.1 (C-2)),
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70.6 (C-14), 69.1 (C-3"), 68.0 (C-11), 60.3 (C-5), 47.0 (C-12), 46.8 (C-15), 17.6, 17.5,
17.4,17.4,17.1, 17.0, 16.9 (C-17), 13.5, 13.1, 12.9, 12.8, (C-16). IR: & [cm""] = 2943,
2893, 2865, 1754, 1610, 1586, 1463, 1385, 1296, 1252, 1152, 1060, 1033, 883, 827,
781, 757, 694, 620, 553, 425. HRMS (ESI*, m/z): ber: 954.3930 [M+H]*, gef: 354.3951
[M+H]*. Ri-Wert: 0.20 (PE/EE 2:1 v/v).

Synthese von N°,2’-0-Di-Fmocadenosin 145

Unter Umgebungsatmosphare wurden 0.43g (0.75mmol, 1.0 Aquiv.) des geschiitzten
Adenosinderivats 143 in 15mL Tetrahydrofuran gelést und anschlieBend mit 0.88 mL
(5.4mmol, 12 Aquiv.) Triethylamin-Trihydrofluorid versetzt. Die Reaktionslésung wiirde
fiir 48h bei Raumtemperatur geriihrt. Der Uberschuss an Fluorierungsreagenz wurde
durch die vorsichtige, portionsweise Zugabe von Kieselgel entfernt. Im Vakuum wur-
den anschlieBend alle fliichtigen Bestandteile entfernt, der erhaltene Rickstand versucht
saulenchromatographisch an Kieselgel zu reinigen (CH,Cl>/MeOH 19:1).
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Ausbeute: Das gewiinschte Produkt konnte nicht rein isoliert werden. Es wurde statt-
dessen ein komplexes Gemisch aus monogeschiitztem Fmoc-Adenosin, 2’,Né-Di-Fmoc-
Adenosin, 3',N8-Di-Fmoc-Adenosin und Dibenzofulven erhalten. Eine weitere Trennung
dieses Gemisches gelang nicht.
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Synthese von N-[(9H-Fluoren-9-yl-methoxy)carbonyl]adenosin (Fmoc-Adenosin)
137 und Bis(N,N-[(9H-Fluoren-9-yl-methoxy)carbonyl])adenosin
(Bis-Fmoc-Adenosin) 138

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.50¢g (5.61 mmol, 1.0 Aquiv.) Adenosin in 30 mL
eines 1:1 Gemisches aus abs. Tetrahydrofuran und abs. Pyridin suspendiert und nach
Kihlung auf 0 °C tropfenweise mit 2.28 mL (1.96 g, 18.0 mmol, 3.2 Aquiv.) TMS-Chlorid
versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt und anschlie-
Bend, nach erneuter Kiihlung auf 0 °C, portionsweise mit 1.74 g (6.73 mmol, 1.2 Aquiv.)
Fmoc-Chlorid versetzt. Die Suspension wurde fir weitere zwanzig Stunden bei Raum-
temperatur gerthrt und anschlieBend unter starken Rihren mit 1.5 mL Salzsaure (2 M)
versetzt. Das Lésungsmittel wurde im Olpumpenvakuum entfernt und der zuriickblei-
bende Feststoff anschlieBend jeweils dreimal mit Toluol und CH,Cl, coevaporiert. Das
erhaltene farblose Ol wurde mittels automatischer RP-Saulenchromatographie gereinigt
und anschlieBend durch Gefriertrocknung vom Lésungsmittel befreit.

N -137 -
8</ Ca5H23N506
1 N N 489.49 g/mol
HO .
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4 . 2 1
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Ausbeute: Es wurden 1.29 g (2.64 mmol, 47%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [DMSO-dg]: 6 [ppm] = 10.96 (s, 1H, NH), 8.72 (s, 1H, H-8), 8.67
(s, 1H, H-2), 7.90 (d, 3Juy = 7.7Hz, 2H, H-16), 7.88-7.82 (m, 2H, H-19), 7.43 (dt,
$Jup = 7.6 Hz, *Jyy = 1.2Hz, 2H, H-17), 7.35 (dt, 3Jyy = 7.5Hz, “Jyy = 1.2Hz, 2H,
H-18), 6.03 (d, 3Jyy = 5.7Hz, 1H, H-1"), 5.54 (d, 3Jyy = 6.0Hz, 1H, H-9), 5.24 (d,
3Jun = 4.9Hz, 1H, H-10), 5.16-5.12 (m, 1 H, H-11), 4.67—4.61 (m, 1 H, H-2"), 4.45-4.39
(m, 2H, H-13), 4.35-4.29 (m, 1H, H-14), 4.22-4.17 (m, 1H, H-3), 4.02-3.95 (m, 1H,
H-4’), 3.74-3.65 (m, 1H, H-5'a), 3.62-3.55 (m, 1 H, H-5’b). *C-NMR (100 MHz, DMSO-
dg): 8[ppm] = 152.1 (C-12), 151.7 (C-2), 151.7 (C-6), 149.8 (C-4), 149.1 (C-5), 143.7
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(C-20), 142.8 (C-8), 140.7 (C-15), 127.7 (C-17), 127.1 (C-18), 125.5 (C-19), 120.1 (C-
16), 87.7 (C-1), 85.7 (C-4’), 73.7 (C-2’), 70.4 (C-3'), 66.7 (C-13), 61.3 (C-5'), 46.4 (C-14).
IR: & [cm™] = 3279, 2945, 1750, 1530, 1306, 1210, 739, 512. HRMS (ESI*, m/z): ber:
490.3930 [M+HJ*, gef: 490.1721 [M+H]*. R-Wert: 0.61 (CH,Clo/MeOH 19:1 v/v).

Analog zu der oben beschriebenen Synthese zum monogeschitzten Fmoc-Adenosin
wurde die Synthese mit mehr Aquivalenten Fmoc-Chlorid wiederholt um die exocyclische
Aminofunktion des Adenosins doppelt zu schiitzen. Es wurden folgende Einwaagen ver-
wendet: 1.51 g (5.65 mmol, 1.0 Aquiv.) Adenosin, 2.28 mL (1.96 g, 18.0 mmol, 3.2 Aquiv.)
TMS-Chlorid, 3.23 g (12.5mmol, 2.2 Aquiv.) Fmoc-Chlorid. Die Durchfiihrung, die Men-
ge an Lésungsmittel und die Reinigung entspricht der vorherigen Reaktion mit weniger
Aquivalenten Fmoc-Chlorid.

- 138 -
C40H33N50g

711.73 g/mol

Ausbeute: Es wurden 2.32 g (3.26 mmol, 58%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [DMSO-dj]: § [ppm] = 8.77 (s, 1H, H-8), 8.67 (s, 1H, H-2), 7.70
(d, 3Jyn = 7.7Hz, 4H, H-16), 7.35-7.14 (m, 12H, H-17-19), 6.15 (d, 3Jyy = 5.2Hz,
1H, H-1"), 5.68 (d, 3J4y = 6.3Hz, 1H, H-9), 5.38 (d, 3J4y = 5.2Hz, 1H, H-10), 5.15 (t,
3Jun = 5.2Hz, 1H, H-11), 4.76-4.70 (m, 1 H, H-2'), 4.48 (d, 3Jyy = 6.2Hz, 2H, H-13),
4.31-4.24 (m, 1H, H-3'), 4.13-4.08 (m, 1H, H-4), 4.07 (t, >Juy = 6.5Hz, 1H, H-14),
3.74-3.65 (m, 1H, H-5'a), 3.62-3.55 (m, 1H, H-5b). *C-NMR (100 MHz, DMSO-dj):
S[ppm] = 153.1 (C-12), 151.7 (C-2), 151.6 (C-6), 150.1 (C-4), 149.1 (C-5), 143.7 (C-
20), 140.7 (C-15), 140.5 (C-8), 129.3 (C-17), 126.8 (C-18), 124.5 (C-19), 119.9 (C-16),
88.0 (C-1’), 85.8 (C-4), 73.9 (C-2’), 70.3 (C-3’), 68.5 (C-13), 61.3 (C-5’), 45.7 (C-14).
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IR: & [cm™] = 3279, 2945, 1750, 1530, 1306, 1210, 739, 512. HRMS (ESI*, m/z): ber:
712.2407 [M+H]*, gef: 712.2413 [M+H]*. Ry-Wert: 0.86 (CH,Clo/MeOH 19:1 v/v).

Synthese von N,N-Di-Fmoc-Adenosin-3’,5’-[ O-(1-(4,5-Dimethoxy-2-
nitrophenyl)ethyl]cyclophosphat 146

Fur die Synthese wurden 0.16g (0.22 mmol, 1.0 Aquiv.) des Di-Fmoc-Adenosins 138
und 0.11g (0.24 mmol, 1.1 Aquiv.) des Amidits 79 fiir eine Stunde im Vakuum getrock-
net und anschlieBend in 40 mL abs. Acetonitril geldst. Zu der klaren Lésung wurden
46 mg (0.24 mmol, 1.1 Aquiv.) trockenes Pyridinium-Trifluoroacetat als Aktivator zugege-
ben. Die erhaltene L6sung wurde fur zwanzig Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. An-
schlieBend wurden weitere 64 mg (0.33 mmol, 1.5 Aquiv.) trockenes Pyridinium-Trifluoro-
acetat zugegeben, die Reaktion fur weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt.
AnschlieBend wurden 60 pL (0.33 mmol, 1.5 Aquiv.) einer tert-Butylhydroperoxid-Lésung
(5.5M in n-Decan) zugegeben. Die Reaktionslésung wurde fir weitere drei3ig Minuten
bei Raumtemperatur geriihrt und das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt. Der
erhaltene Rickstand wurde mittels automatischer RP-Saulenchromatographie gereinigt
und anschlieBend durch Gefriertrocknung vom Lésungsmittel befreit.

- 146 -

Cs0H43NeO14P
982.90 g/mol

Ausbeute: Es wurden 86 mg (87 umol, 40%) eines gelben Feststoffs als Gemisch von
vier Diastereomeren im Verhéltnis von 0.9/0.6/1.0/0.6 erhalten (ermittelt im 3'P-NMR).
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Aufgrund des komplizierten Diastereomerengemisches und wegen Uberlagernden Si-
gnalen war es im "H-NMR nicht méglich jedes Signal exakt mit einem passendem In-
tegral zuzuordnen. Es erfolgte daher nur eine Zusammenfassung der entsprechenden
Signale zu dem jeweiligen Atom, aber nicht zu dem entsprechendem Diastereomer. Ei-
ne Aufspaltung der Signale in vier Diastereomere konnte jedoch sehr gut im 3'P-NMR
und im "H-NMR bei den Signalen des 1’-Protons und der Methylgruppe mit der Nummer
20 beobachtet werden. Eine Auswertung des '*C-NMR gelang aufgrund der Vielzahl an
Uberlagernden Signalen in verschiedenen Intensitaten nicht.

"H-NMR (600 MHz) [DMSO-dg]: § [ppm] = 8.63 (s, H-8), 8.63 (s, H-2), 7.71-7.60 (m, H-
Aryl), 7.40-7.10 (m, H-Aryl), 6.68 (d, 3J4y = 4.9Hz, 1H, H-1"), 6.62 (d, 3y = 4.8 Hz,
1H, H-1"), 6.58 (d, 3Jupy = 4.6Hz, 1H, H-1°), 6.57 (d, 3Jyy = 4.7Hz, 1H, H-1), 6.28—
6.12 (m, H-19), 5.26-5.21 (m, H-2’), 5.00-4.96 (m, H-3’), 4.85-4.69 (m, H-5'), 4.55-4.46
(m, H-11, 9), 4.47-4.42 (m, H-12), 4.08-3.81 (m, OMe), 2.52-2.51 (m, 1H, H-4), 1.84
(d, 3Jyn = 6.3Hz, 3H, H-20), 1.80 (d, 3J44 = 6.3 Hz, 3H, H-20), 1.74 (d, 3Jyy = 4.8 Hz,
3H, H-20), 1.73 (d, 3Jyy = 4.6 Hz, 3H, H-20). *'P-NMR (242 MHz, DMSO-d): §[ppm]
=-5.15, -5.34, -7.27, -7.55. IR: & [cm™'] = 3342, 2941, 2841, 1743, 1645, 1574, 1474,
1421, 1321, 1310, 1284, 1210, 1145, 1045, 981, 841, 741, 638. HRMS (ESI*, m/z): ber:
983.2648 [M+H]*, gef: 983.2651 [M+H]*. Ri-Wert: 0.80 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

Synthese von (1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethylidene)hydrazon 136

Unter Umgebungsatmosphéare wurden 981 mg (4.36 mmol, 1.0 Aquiv.) 4,5-Dimethoxy-2-
nitroacetophenon 57 in 60 mL Ethanol suspendiert und mit 0.74 mL (0.78g, 13 mmol,
3.0 Aquiv.) konz. Essigsaure versetzt. Die Reaktionslésung wurde fiir zehn Minuten ge-
rihrt, mit 1.4 mL (22 mmol, 5.0 Aquiv.) einer Hydrazin Lésung (51 %, aq) versetzt und
anschlieBend fur drei Stunden zum Ruckfluss erhitzt. Alle fliichtigen Bestandteile wur-
den im Membranpumpenvakuum entfernt, der Riickstand in Chloroform aufgenommen,
je zweimal mit ges. Natriumhydrogencarbonat- und ges. Natriumchlorid-Ldsung gewa-
schen, Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut im Membranpumpenvakuum vom L6-
sungsmittel befreit. Der erhaltene Riickstand wurde aus mdglichst wenig Toluol umkris-
tallisiert.
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C10H13N304
239.23 g/mol

Ausbeute: Es wurden 691 mg (2.89 mmol, 66%) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [CDCl5]: § [ppm] = 7.60 (s, 1H, H-3), 6.86 (s, 1H, H-6), 5.38 (s,
2H, NH,), 3.97 (s, 3H, OMe), 3.95 (s, 3H, OMe), 2.03 (s, 3H, H-8). 3C-NMR (100 MHz,
CDCls): d[ppm] = 153.3 (C-4/5), 148.6 (C-5/4), 147.5 (C-7, 2), 131.6 (C-1), 112.3 (C-6),
107.7 (C-3), 56.7 (OMe), 56.6 (OMe), 15.8 (C-8). IR: & [cm™'] = 3099, 2847, 1573, 1517,
1217, 954, 754, 621, 520. HRMS (ESI*, m/z): Das Molekil konnte nicht im ESI oder El

gefunden werden.

Synthese von 4,5-Dimethoxy-2-nitrophenylhydrazon 170

Unter Umgebungsatmosphéare wurden 1.03g (4.88 mmol, 1.0 Aquiv.) 4,5-Dimethoxy-2-
nitrobenzaldehyd in 50 mL Ethanol und 10 mL Tetrahydrofuran suspendiert und anschlie-
Bend mit 0.84 mL (15 mmol, 0.88 g, 3.0 Aquiv.) konz. Essigsaure versetzt. Die Reaktions-
I6sung wurde fiir zehn Minuten geriihrt, mit 1.5mL (24 mmol, 5.0 Aquiv.) einer Hydrazin
Lésung (51 %, aq) versetzt und anschlieBend flr drei3ig Minuten zum Ruckfluss erhitzt.
Alle fliichtigen Bestandteile wurden im Membranpumpenvakuum entfernt, der Rickstand
in Ethylacetat aufgenommen, je zweimal mit ges. Natriumhydrogencarbonat- und ges.
Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut im Mem-
branpumpenvakuum vom Lésungsmittel befreit. Eine weitere Reinigung war nicht nétig.

CgH11N304
225.20 g/mol
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Ausbeute: Es wurden 0.84 g (3.7 mmol, 76%) eines gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [CDCl5]: § [ppm] = 8.43 (s, 1H, H-7), 7.57 (s, 1H, H-3), 7.48 (s,
1H, H-6), 5.83 (s, 2H, NH,), 3.99 (s, 3H, H-8), 3.95 (s, 3H, H-9). "*C-NMR (100 MHz,
CDCl,): 6[ppm] = 153.3 (C-4), 149.0 (C-5), 140.7 (C-2), 138.4 (C-7), 125.7 (C-1), 108.5
(C-6), 107.4 (C-3), 56.6 (C-8), 56.5 (C-9). IR: & [cm™] = 3081, 2813, 1513, 1501, 1221,
967, 741, 631, 519. HRMS (ESI*, m/z): Das Molekil konnte nicht im ESI oder El gefun-
den werden.

Synthese von
Adenosin-3’,5’-[ 0-(1-(4,5-Dimethoxy-2-nitrophenyl)ethyloxy]cyclophosphat 46

Die Darstellung des caged-cAMPs erfolgte durch zwei verschiedene Synthesewege,
welche nachfolgend beschrieben sind. Bei Variante A handelte es sich um die Darstel-
lung ausgehend von protoniertem cyclischem Adenosinmonophosphat mit der in-situ
erzeugten reaktiven Azoverbindung 135. In Variante B wird das caged-cAMP durch die
basische Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppen aus dem Phosphattriester 146 gewon-
nen.

Variante A:

Unter Umgebungsatmosphare wurden 114 mg (0.477 mmol, 1.0 Aquiv.) des Hydrazons
136 in 6 mL Chloroform geldst und mit 449 mg (5.16 mmol, 10 Aquiv.) Mangandioxid ver-
setzt. Die sich sofort rotfarbende Lésung wurde fir zehn Minuten bei Raumtemperatur
geriihrt, bevor der Uberstand der Lésung vorsichtig abgenommen wurde und {ber ei-
ne kleines Stlick Watte filtiert wurde. Das Filtrat wurde mit 4 mL DMSO verdiinnt und
das Chloroform anschlieBend im Olpumpenvakuum entfernt (Hinweis: Azoverbindungen
niemals bis zur Trockne einengen). Nach vollstandigem Entfernen des Chloroforms wur-
den 100 mg (0.374 mmol, 0.6 Aquiv.) cyclisches Adenosinmonophosphat in der freien
Saureform zugegeben und der Reaktionsansatz fir drei Tage unter Lichtausschluss bei
Raumtemperatur geriihrt. Das erhaltene farblose Ol wurde mittels automatischer RP-
Saulenchromatographie gereinigt und anschlieBend durch Gefriertrocknung vom L6-
sungsmittel befreit. Ausbeute: Es wurden 131 mg (0.243 mmol, 65%) eines gelben
Feststoffs als Gemisch von vier Diastereomeren im Verhéltnis von 0.5/0.1/1.0/1.0 er-

- 236-



Experimenteller Teil

halten (ermittelt im 3'P-NMR).

Variante B:

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 35mg (0.04 mmol, 1.0 Aquiv.) des doppelt Fmoc-
geschitzten Phosphattriester 146 in 10 mL abs. Acetonitril gelést und mit 55 uL (40 mg,
0.40 mmol, 10 Aquiv.) abs. Triethylamin versetzt. Nach 18 Stunden konnte diinnschicht-
chromatographisch ein vollstandiger Umsatz beobachtet werden. Das Lésungsmittel wur-
de im Olpumpenvakuum entfernt und der erhaltene Riickstand wurde mittels automati-
scher RP-Saulenchromatographie gereinigt und anschlieBend durch Gefriertrocknung
vom L&sungsmittel befreit.

CooH23NgO10P
538.41 g/mol

Ausbeute: Es wurden 17 mg (32 umol, 80%) eines gelben Feststoffs als Gemisch von
vier Diastereomeren im Verhaltnis von 0.5/0.3/1.0/0.6 erhalten (ermittelt im 3'P-NMR).

Aufgrund des komplizierten Diastereomerengemisches und wegen Uberlagernden Si-
gnalen war es im "H-NMR nicht méglich jedes Signal exakt mit einem passendem Inte-
gral einem Atom zuzuordnen. Es war dartberhinaus auch nicht méglich sinnvolle Inte-
grale zu bestimmen, wodurch nur eine Auflistung der Signale ohne Integrale erfolgt. Eine
Aufspaltung der Signale in vier Diastereomere konnte jedoch sehr gut im 3'P-NMR und
im "H-NMR bei den Signalen der Methylgruppe mit der Nummer 10 beobachtet werden.
Eine Zuordnung der '*C-Signale konnte aufgrund der zu geringen Signalintensitat nur
durch das HSQC-Spektrum erfolgen.

H-NMR (600 MHz) [DMSO-d,]: § [ppm] = 8.37, 8.34, 8.30, 8.29 (s, H-8), 8.16, 8.11,
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(s, H-2),7.61,7.51,7.33, 7.32 (s, H-13/16), 6.34 (d, 3Jyy = 4.8 Hz, H-1’), 6.30—6.26 (m,
H-1), 6.12-6.06 (m, H-9), 5.41-5.37 (m, H-2’), 5.29-5.23, 5.14-5.10, 4.94-4.90, 4.83—
4.80, 4.75-4.54, 4.26-4.07 (m, Ribose), 3.91-3.86 (m, OMe), 1.81 (d, 3Jyy = 6.3 Hz, H-
10),1.78 (d, 3Jup = 6.3 Hz, H-10), 1.70 (d, 3Jyy = 4.8 Hz, H-10), 1.37 (d, 3Jyy = 4.6 Hz,
H-10). *C-NMR (150 MHz, DMSO-d,): d[ppm] = 151.9 (C-2), 140.8 (C-8), 110.2, 108.8
(C-13/16), 92.7 (C-1"), 79.2, 79.2, 77.6, 77.5, 71.9, 71.1, 69.9, 68.2 (Ribose), 56.7 (m,
OMe), 25.8, 24.0 (C-10). 3'P-NMR (242 MHz, DMSO-dj): §[ppm] = -3.95, —4.11, —5.90,
-6.21. HRMS (ESI*, m/z): ber: 539.1292 [M+H]*, gef: 539.1298 [M+H]*. R;-Wert: 0.15
(CH,Clo/MeOH 9:1 v/v).

6.3.4 Synthese von Bis-NV-caged-d4T-Triphosphat 96
Synthese von 3’,5’-Di-O-mesylthymidin 88

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 11.4g (47.1 mmol, 1.0 Aquiv.) Thymidin in 40 mL
abs. Pyridin suspendiert, auf 0 °C geklhlt und tropfenweise mit 9.8 mL (15g, 0.13mol,
2.7 Aquiv.) Methansulfonylchlorid versetzt. Die Suspension wurde fiir dreiBig Minuten bei
0 °C und anschlieBBend fur zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Die erhaltene kla-
re Losung wurde auf 200 mL Eiswasser gegossen und fir drei3ig Minuten hydrolysiert.
Der ausgefallene Niederschlag wurde durch Filtration abgetrennt und anschlieBBend aus
Aceton umkristallisiert.

_88_

C12H18N200S;
398.40 g/mol

Ausbeute: Es wurden 15.9 g (40.0 mmol, 85%) eines farblosen Feststoffs erhalten.
"H-NMR (400 MHz) [DMSO-dgl: & [ppm] = 11.41 (s, 1H, NH), 7.51 (d, “Jyny = 1.1Hz,

1H, H-6), 6.22 (t, 3Jyy = 7.2Hz, 1H, H-1"), 5.30 (q, 3Juy = 4.7Hz, 1H, H-3), 4.51—
4.41 (m, 2H, H-5"), 4.40-4.34 (m, 1H, H-4’), 3.32 (s, 3H, Mesyl), 3.25 (s, 3H, Mesyl),
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2.55-2.50 (m, 2H, H-2'), 1.79 (d, “Juy = 1.2Hz, 3H, H-7). '*C-NMR (100 MHz, DMSO-
ds): 8[ppm] = 163.6 (C-4), 150.4 (C-2), 135.8 (C-6), 110.1 (C-5), 84.0 (C-1’), 80.5 (C-4"),
79.4 (C-3)), 68.5 (C-5'), 37.7 (Mesyl), 36.8 (Mesyl), 36.0 (C-2"), 12.0 (C-7). IR: & [cm™]
= 3166, 2936, 1718, 1688, 1354, 1167, 1092, 984, 958, 935, 912, 837, 822, 774, 690,
522. HRMS (ESI*, m/z): ber: 399.0531 [M+H]*, gef: 399.0521 [M+H]*.

Synthese von 3’,5’-Anhydrothymidin 89

Es wurden 4.75g (119 mmol, 3.0 Aquiv.) Natriumhydroxid in 100 mL demi. Wasser ge-
I6st und portionsweise mit 15.8g (39.6 mmol, 1.0 Aquiv.) 3‘,5-Di-O-mesylthymidin 88
versetzt und fur zwei Stunden zum Riuckfluss erhitzt. Nach Abkihlen auf Raumtempe-
ratur wurde der pH-Wert durch Zugabe von konz. Salzsaure auf circa pH 5 eingestellt.
Circa die Halfte des Wassers wurde unter vermindertem Druck entfernt und die erhalte-
ne Suspension wurde dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden anschlieBend mit ges. Natriumchloridlésung gewaschen Gber Natrium-
sulfat getrocknet und unter vermindertem Druck vom L&sungsmittel befreit. Eine weitere
Reinigung war nicht nétig.

(@)
,
5| 4~NH
6 N%O ~89-
o C10H12N204
! 224.22 g/mol
1o g/mo
4 1

Ausbeute: Es wurden 7.74 g (34.5 mmol, 87%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [DMSO-dg]: & [ppm] = 11.35 (s, 1H, NH), 8.02 (d, *Jyy = 1.2Hz,
1H, H-6), 6.54-6.48 (m, 1H, H-1’), 5.53-5.44 (m, 1H, H-3'), 4.90 (dt, 3Jyy = 4.1Hz,
3Jup = 2.0Hz, 1H, H-4’), 4.69 (dd, 3Jyyy = 8.1Hz, 3Jyy = 4.1Hz, 1H, H-5'a), 4.03
(dd, 3Jyy = 8.1Hz, 3Jyy = 1.5Hz, 1H, H-5'b), 2.49-2.45 (m, 2H, H-2)), 1.79 (d,
*Jun = 1.2Hz, 3H, H-7). *C-NMR (100 MHz, DMSO-dj): [ppm] = 163.7 (C-4), 151.2
(C-2), 136.7 (C-6), 109.7 (C-5), 88.4 (C-1’), 87.0 (C-3)), 79.9 (C-4), 75.2 (C-5'), 37.2
(C-2)),12.4 (C-7). IR: U [cm™'] = 3164, 3040, 2876, 2819, 1678, 1464, 1419, 1269, 1088,
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985, 968, 856, 757, 684, 555, 486, 423. HRMS (ESI*, m/z): ber: 247.0695 [M+Na]*, gef:
247.0691 [M+Na]*.

Synthese von 3’-Desoxy-2’,3’-dihydrothymidin (d4T) 90

Es wurden 7.54 g (33.6 mmol, 1.0 Aquiv.) 3',5’-Anhydrothymidin 89 in 200 mL tert-Butanol
gelést und auf 65 °C erwarmt. Zu der warmen Ldsung wurden portionsweise 7.55¢
(135 mmol, 4.0 Aquiv.) Kaliumhydroxid zugegeben und fiir drei Stunden bei 65 °C ge-
rihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden 60 mL Methanol zugegeben und der
pH-Wert durch Zugabe von konz. Salzsaure auf pH 5 eingestellt. Der gebildete Feststoff
wurde durch Filtration entfernt und das Filtrat im Vakuum vom L&sungsmittel befreit. Der
erhaltene gelbe Rickstand wurde auf dry-load-Kieselgel aufgetragen und saulenchro-
matographisch an Kieselgel gereinigt (Gradient: CH,Cl,/MeOH 19:1 nach CH,Cl,/MeOH
9:1 viv).

O
7
5| “>NH
6 N%O ~90-
C10H12N204
HO—" o 224.22 g/mol
aN—/7
3 2

Ausbeute: Es wurden 4.35 g (19.4 mmol, 58%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (400 MHz) [DMSO-dj]: & [ppm] = 11.29 (s, 1H, NH), 7.64 (d, *Jupy = 1.2Hz,
1H, H-6), 6.82 (dd, 3Jy = 3.4Hz, *Jyyy = 1.7Hz, 1H, H-1"), 6.39 (dd, 3Jypy = 2.4 Hz,
3Jup = 1.7Hz, 1H, H-3), 5.91 (ddd, 3Jypy = 6.0Hz, 3Jyy = 2.4Hz, Uy = 1.4Hz,
1H, H-2), 5.01 (t, *Juy = 5.1Hz, 1H, H-OH), 4.80-4.73 (m, 1H, H-4"), 3.64-3.56 (m,
2H, H-5), 1.72 (d, *Jup = 1.2Hz, 3H, H-7). ®*C-NMR (100 MHz, DMSO-dy): é[ppm] =
163.9 (C-4), 150.8 (C-2), 136.8 (C-6), 134.8 (C-3’), 126.0 (C-2’), 109.0 (C-5), 88.9 (C-1"),
87.3 (C-4), 62.3 (C-5’), 12.2 (C-7). IR: & [cm™] = 3447, 3152, 3095, 2931, 2822, 1681,
1455, 1342, 1285, 1251, 1225, 1141, 1113, 1071, 974, 902, 877, 779, 742, 660, 644,
580, 427. HRMS (ESI*, m/z): ber: 247.0689 [M+Na]*, gef: 247.0692 [M+Na]*. Ry-Wert:
0.48 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).
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Synthese von 5-Chlor-cycloSal-d4TMP-Triester 93

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.30g (1.3 mmol, 1.0 Aquiv.) d4T 90 in 15mL abs.
Acetonitril suspendiert und mit 0.33 mL (1.8 mmol, 1.3 Aquiv.) Diisopropylethylamin ver-
setzt und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Suspension wurden 2.6 mL (3.4 mmol, 2.5 Aquiv.) ei-
ner 1.3 M 5-Chlorsaligenylchlorphosphit-Lésung zugetropft und die Reaktionslésung an-
schlieBend fiir drei Stunden bei 0 °C geriihrt. Es wurden 0.54 mL (2.9 mmol, 2.2 Aquiv.)
einer tert-Butylhydroperoxid-Lésung (5.5 M in n-Decan) zugegeben und fir weitere zwan-
zig Minuten bei 0 °C gerUhrt. Anschlie3end wurden alle flichtigen Bestandteile im Vaku-
um entfernt, der Rickstand in 50 mL Dichlormethan suspendiert, mit einer 1 M Ammo-
niumacetat Lésung gewaschen und abschlieBend Uber Natriumsulfat getrocknet. Eine
weitere Reinigung konnte nicht durchgefiihrt werden, da beobachtet wurde das sich das
Produkt bereits auf der DC-Platte zersetzte. Das Produkt wurde fir die weitere Reaktion
verunreinigt eingesetzt.

@]
7
~- 4 NH
6 7"
Che g 6| N -93-
4 Fl’//O N0 C17H16N,07P
> 20 L’”o 5 o 426.75 g/mol

Ausbeute: Es wurden 0.94 g (Rohausbeute: 165 %) eines verunreinigten gelben Fest-
stoffes in Form von zwei Diastereomeren (Verhaltnis: 1:1) erhalten. Aufgrund der Verun-
reinigungen konnten die Signale im "*C-NMR nicht zugeordnet werden.

H-NMR (400 MHz) [CDCl5]: & [ppm] = 8.33 (s, 1H, H-NH), 7.31-7.27 (m, 1H, H-4"),
7.21-7.19 (m, 1H, H-6), 7.12-7.09 (m, 1 H, H-6"), 7.03-6.95 (m, 2H, H-3", 1’), 6.40—
6.33 (m, 1H, H-3), 5.97-5.92 (m, 1H, H-2"), 5.42-5.18 (m, 2H, H-7"), 5.04—4.99 (m,
1H, H-4'), 4.41-4.36 (m, 2H, H-5), 1.83, 1.74 (d, 3Jyy = 1.2Hz, 3H, H-7, ds). 3'P-NMR
(100 MHz, CDCly): 8[ppm] = —8.97, -9.00. IR: & [cm’'] = 3180, 3067, 2978, 1685, 1479,
1244, 1186, 1171, 1111, 1085, 1027, 992, 944, 869, 781, 572, 421. HRMS (ESI*, m/z):
ber: 449.0281 [M+NaJ*, gef: 449.0258 [M+Na]".
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Synthese von 3’-Desoxy-2’,3’-dihydrothymidindiphosphat (d4TDP) 94

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.295g (0.691 mmol, 1.0 Aquiv.) des Phosphat-
triesters 93 in 20 mL abs. N,N-Dimethylformamid gelést und unter Rihren mit 4.3 mL
(1.7 mmol, 2.5 Aquiv.) einer Tetrabutylammoniumphosphat (0.4 M in Acetonitril) versetzt.
Die erhaltene Reaktionslésung wurde flr zwanzig Stunden bei Raumtemperatur gerihrt
und anschlieBend im Olpumpenvakuum vom Ldsungsmittel befreit. Der erhaltene Riick-
stand wurde in einem Gemisch aus Wasser und Ethylacetat aufgenommen und die Pha-
sen mit Hilfe einer Zentrifuge getrennt. Die wassrige Phase wurde abgenommen und
durch Gefriertrocknung getrocknet. Der erhaltene Riickstand wurde mittels automati-
scher RP-Saulenchromatographie gereinigt und die entsprechende Fraktion anschlie-
Bend durch Gefriertrocknung vom Lésungsmittel befreit.

O
7
Y4 ONH
6| 3& ~94-
® A c Cl) O N° "0 C26H4gN3012P2
/\/\N/\/\D HO-P-O-P-O—" o 624.63 g/mol
B | |
' 1'
O@ O@ 4

Ausbeute: Es wurden 55 mg (57 umol, 8%) eines farblosen Feststoffs erhalten. Die
Anzahl der Gegenionen wurde im "H-NMR bestimmt und betragt 2.4.

"H-NMR (400 MHz) [D,O]: 6 [ppm] = 7.62-7.59 (m, 1 H, H-6), 6.93 (dd, 3Jy4 = 3.2Hz,
*Jun = 1.7Hz, 1H, H-1’), 6.53-6.48 (m, 1H, H-3'), 5.93 (dt, 3Jyy = 6.1Hz, *Jyy =
2.0Hz, 1H, H-2), 5.10-5.04 (m, 1H, H-4), 4.11 (dt, 3Jyy = 6.2Hz, *Jyy = 3.3Hz, 2H,
H-5'), 3.25-3.05 (m, 16 H, H-A), 1.86 (d, 3Juyy = 1.3Hz, 3H, H-7), 1.73-1.49 (m, 16 H,
H-B), 1.22 (sext, 3Juy = 7.4Hz, 16 H, H-C), 0.91 (t, 3Jy 4y = 7.3 Hz, 24 H, H-D). *C-NMR
(100 MHz, D,0): §[ppm] = 166.8 (C-4), 152.2 (C-2), 138.1 (C-6), 134.2 (C-3’), 125.1 (C-
2’), 111.2 (C-5), 89.8 (C-1°), 85.8 (d, 3Jop = 8.5Hz, C-4’), 66.2 (d, >}y = 5.6 Hz, C-5),
58.0 (C-A), 23.0 (C-B), 19.0 (C-C), 12.8 (C-D), 11.4 (C-7). *'P-NMR (162 MHz, D,0):
S[ppm] = -8.32 (d, 2Jpp = 21.7 Hz, P-a), -11.23 (d, 2Jpp = 21.7Hz, P-B). IR: & [cm™'] =
3333, 3220, 2971, 2929, 1705, 1688, 1645, 1622, 1498, 1486, 1439, 1314, 1297, 1169,
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1099, 1039, 938, 851, 784, 691, 638, 535. HRMS (ESI', m/z): ber: 383.0051 [M], gef:
383.0039 [M].

Synthese von y-Bis(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl)-d4TTP 96

unter Stickstoff als Inertgas wurden 55mg (57 pmol, 1.0 Aquiv.) d4TDP 94 in 1.5 mL abs.
Acetonitril geldst und mit 48 mg (86 umol, 1.5 Aquiv.) Bis(4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzyl)-
diisopropylphosphoramidit 69 versetzt. Zu der Lésung wurden 0.11 mL (28 pmol, 0.5 Aquiv.)
einer DCI-Aktivatorldsung (0.25M, in Acetonitril) zugetropft. Nach vollstandiger Zuga-
be wurde die Lésung fur finf Minuten bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieBend
wurden dreimal zusétzliche 0.25 Aquiv. DCI-Aktivatorlésung zugegeben und zwischen
den Zugaben immer finf Minuten gewartet. Nach vollstdndiger Zugabe von insgesamt
1.25 Aquiv. DCI-Aktivator-Lésung wurde die Reaktionslésung fiir weitere dreiBig Minu-
ten bei Raumtemperatur gertihrt und anschlieBend auf —10 °C gekuihlt. Es wurden 16 L
(86 pmol, 1.5 Aquiv.) einer tert-Butylhydroperoxid-Lésung (5.5M, in n-Decan) zugege-
ben. Das Reaktionsgemisch wurde fir dreiBig Minuten bei —10 °C gerUhrt und anschlie-
Bend im Vakuum von allen fliichtigen Bestandteilen befreit. Der erhaltene Rickstand
wurde mittels automatischer RP-Saulenchromatographie gereinigt, gefriergetrocknet, mit
einem DOWEX-lonenaustauscher auf Ammoniumgegenionen umgesalzen und erneut

durch automatischer RP-S&ulenchromatographie gereinigt.

O/ | O
7
(@] 5| 4 NH
6 3& ~96-
O |C|) |C|) N- "0 C28H39NgO21P3
O_p_o_p_o_p_o_f' o 888.56 g/mol
| | |
f 1'
O Og “N—v
8 ® o ¥ 2
NH, NH,

Ausbeute: Es wurden 31 mg (35 umol, 61%) eines braunen Feststoffs erhalten. Auf-
grund der geringen Signalintensitit konnten die '*C-Signale nur mit Hilfe des HSQC
Spektrums zugeordnet werden.

"H-NMR (600 MHz) [MeOH-d,]: & [ppm] = 7.65 (d, “Juy = 0.9Hz, 1H, H-6), 7.65 (s,
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2H, H-11), 7.40-7.37 (m, 2H, H-14), 6.53 (dt, 3Jyy = 6.1Hz, *Juy = 1.7Hz, 1H, H-
1), 5.9 (dd, 3y = 6.1Hz, “Jyy = 1.4Hz, 1H, H-2), 5.87-5.83 (m, 1H, H-3"), 5.48
(d, 3y = 7.9Hz, 4H, H-8), 4.23-4.06 (m, 2H, H-5'), 3.96-3.73 (m, 13H, OMe, 4),
1.23-1.18 (m, 3H, H-7). *C-NMR (150 MHz, MeOH-d,): d[ppm] = 136.6 (C-6), 134.7
(C-3'), 125.6 (C-2), 110.6 (C-14/11), 107.1 (C-14/11), 86.5 (C-1°), 85.3 (C-4'), 67.0 (C-
5'), 66.5 (C-8), 56.1 (OMe), 48.5 (C-7). 3'P-NMR (242 MHz, MeOH-d,): §[ppm] = -11.8
(d, 2Jpp = 20.5Hz, P-a), -13.3 (d, 2Jpp = 17.5Hz, P-y), -23.5 - -23.9 (m, P-B). IR:
U [em™] = 3184, 3018, 2840, 2230, 1683, 1579, 1519, 1455, 1434, 1326, 1273, 1102,
1018, 983, 906, 871, 754. HRMS (ESI', m/z): ber: 853.0777 [M]', gef: 853.0704 [M]".

6.3.5 Synthesen im Rahmen der pHP-Photoschutzgruppe
Synthese von 2-Brom-1-(4-Hydroxyphenyl)ethan1-on 108

Unter Normalatmosphare wurden 3.01 g (22.0 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Hydroxyacetophenon
in 30 mL Chloroform geldst, auf 0 °C gekihlt und tropfenweise bei dieser Temperatur
iber einen Zeitraum von 1.5h mit 1.24mL (3.87 g, 24.2mmol, 1.1 Aquiv.) Brom, geldst
in 15mL Chloroform, versetzt. Nach vollstandiger Zugabe wurde die Reaktionslésung
flr zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt, der entstandene Feststoff durch Filtration
entfernt, der Filterkuchen mit Chloroform gewaschen und die vereinigten organischen
Phasen wurden je zweimal mit ges. Natriumthiosulfat-, Natriumhydrogencarbonat- und
Natriumchloridlésung gewaschen und anschlieBend Uber Natriumsulfat getrocknet. Das
Lésungsmittel wurde im Membranpumpenvakuum entfernt und der erhaltene Feststoff
wurde ohne weitere Reinigung verwendet.

) 5 - 108 -
3 O r CgH7Bro,
4 215.05 g/mol

Ausbeute: Es wurden 3.47 g (16.2 mmol, 73%) eines farblosen Feststoffs erhalten.
"H-NMR (400 MHz) [MeCN-d3]: § [ppm] = 7.91-7.87 (m, 2H, H-2), 7.77 (s, 1H, OH),

6.93-6.89 (m, 2H, H-3), 4.56 (s, 2H, H-6). '3C-NMR (100 MHz, MeCN-d,): 8[ppm] =
190.96 (C-5), 163.0 (C-4), 132.4 (C-2), 127.5 (C-1), 116.4 (C-3), 33.4 (C-6). IR: & [cm""]
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= 3328, 3259, 3059, 2989, 2934, 1675, 1658, 1571, 1512, 1317, 1280, 1221, 1194,
1171, 989, 835, 809, 680, 633, 588, 490. HRMS (ESI*, m/z): ber: 214.9708 [M+H]*, gef:
214.9710 [M+H]*. Ri-Wert: 0.67 (EE).

Synthese von 2-Brom-1-(4-(O-THP)phenyl)ethani-on 97

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 2.97 g (13.8 mmol, 1.0 Aquiv.) der bromierten Ace-
tophenon-Verbindung 108 in 20 mL abs. Dichlormethan suspendiert und mit 1.90 mL
(1.8, 20.9 mmol, 1.5 Aquiv.) Dihydropyran und einer katalytischen Menge Pyridinium-p-
toluolsulfonat (PPTS) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir drei Stunden bei Raum-
temperatur gertihrt und anschlieBend je zweimal mit 1 M Natronlauge und ges. Natrium-
chlorid-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet
und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene gelbe Riickstand wurde séu-
lenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE 3:1).

- 97 -
C13H15Br03

299.16 g/mol

Ausbeute: Es wurden 3.63 g (12.1 mmol, 88%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [MeCN-d3]: & [ppm] = 7.97-7.93 (m, 2H, H-2), 7.14-7.11 (m, 2H,
H-3), 5.57 (t, 34y = 3.83Hz, 1H, H-7), 4.58 (s, 2H, H-6), 3.82-3.76 (m, 1H, H-11),
3.62-3.56 (m, 1H, H-11’), 1.91-1.53 (m, 6 H, H-8-10). "*C-NMR (100 MHz, MeCN-d5):
d[ppm] = 190.2 (C-5), 162.5 (C-4), 132.0 (C-2), 128.7 (C-1), 117.3 (C-3), 97.2 (C-7),
63.0 (C-11), 33.4 (C-6), 30.8, 25.8, 19.5 (C-8-10). IR: & [cm™'] = 2999, 2974, 2943, 2905,
2887, 1926, 1684, 1595, 1507, 1391, 1248, 1202, 1167, 1111, 1021, 949, 917, 867.
HRMS: Die Verbindung konnte aufgrund der Saurelabilitdt der THP-Schutzgruppe nicht
im Massenspektrum gefunden werden. Ri-Wert: 0.64 (PE/EE 3:1 v/v).

Synthese von 2-Hydroxy-1-(4-(O-THP)phenyl)ethan1-on 107

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 4.24 g (22.1 mmol, 3.0 Aquiv.) trockenes Casiumfor-
miat in 50 mL abs. Methanol suspendiert und mit 2.20 g (7.35 mmol, 1.0 Aquiv.) der THP
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geschitzten Verbindung 97 versetzt. Der Reaktionsansatz wurde flr zwei Stunden zum
Ruckfluss erhitzt. Ein vollstdndiger Umsatz konnte diinnschichtchromatographisch fest-
gestellt werden (CH,Cl,). Nach dem Abkihlen wurde der Reaktionsansatz mit Ethylace-
tat verdiinnt, mit Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Gber Natriumsul-
fat getrocknet und unter vermindertem Druck vom Lésungsmittel befreit. Der erhaltene
Ruckstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Clo/MeOH 99:1).

Anmerkung: Die zuvor durchgefihrte THP-Schiitzung des Acetophenon-Derivats 97
und die hier durchgefiihrte Hydroxylierung kébnnen auch im one-pot-Verfahren erfolgen.
Dazu wird wie zuvor beschrieben die THP-Schitzung durchgeflihrt und nach einem voll-
standigem Umsatz das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt und der erhaltene
Rickstand in abs. Methanol aufgenommen. Es erfolgt die Zugabe des Casiumformiats
und das Erhitzen zum Riickfluss. Die Reinigung erfolgt Aquivalent zur schrittweisen Dar-
stellung der Verbindung.

10 2 ’ - 107 -

11 9 3 1 5 e OH C13H1604
» 4 236.27 g/mol

Ausbeute: Es wurden 1.57 g (6.64 mmol, 90%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (600 MHz) [DMSO-dg]: 6 [ppm] = 7.91-7.88 (m, 2H, H-2), 7.13-7.10 (m, 2H,
H-3), 5.62 (t, 3Jyy = 3.3Hz, 1H, H-8), 4.96 (t, 3Jyy = 5.8Hz, 1H, H-7), 4.73 (d,
34y = 5.8Hz, 2H, H-6), 3.73-3.69 (m, 1 H, H-12), 3.59-3.55 (m, 1 H, H-12’), 1.91-1.50
(m, 6H, H-9-11). ®C-NMR (150 MHz, DMSO-dj): d[ppm] = 197.0 (C-5), 160.0 (C-4),
127.6 (C-1), 129.2 (C-2), 95.0 (C-8), 64.5 (C-6), 29.7, 24.1, 17.9 (C-9-11). IR: & [cm™"]
= 3426, 2941, 2874, 2849, 1675, 1599, 1508, 1423, 1356, 1228, 1200, 11 723, 1106,
1036, 951, 916, 819, 637, 561. HRMS: Die Verbindung konnte aufgrund der Saurelabi-
litdt der THP-Schutzgruppe nicht im Massenspektrum gefunden werden. R-Wert: 0.28
(CH,Cl>/MeOH 99:1 v/v).
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Synthese von 2-Hydroxy-1-(4-hydroxyphenyl)ethan1-on 106

Unter Umgebungsatmosphare wurden 5.24 g (22.2 mmol, 1.0 Aquiv.) der THP-Verbindung
107 in 100 mL Methanol gelést und mit einer katalytischen Menge PPTS fir zwei Ta-

ge im Dunkeln gerthrt. AnschlieBend wurde dry-load-Kieselgel zugegeben, alle flichti-

gen Bestandteile im Vakuum entfernt und der erhaltene Rickstand somit auf Kieselgel

aufrotiert. Die Reinigung erfolgte anschlieBend saulenchromatographisch an Kieselgel

(CH,Cl,/MeOH 30:1).

Q 7
2 - 106 -
3] 2 5 OH C8H803
6
g 4 152.15 g/mol

Ausbeute: Es wurden 2.99 g (19.7 mmol, 86%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (400 MHz) [DMSO-dj]: § [ppm] = 10.4 (s, 1H, H-8), 7.83-7.79 (m, 2H, H-2),
6.86—-6.83 (m, 2H, H-3), 4.88 (t, 3Juy = 5.7Hz, 1H, H-7), 4.69 (d, 3Juyy = 5.7Hz, 2H,
H-6). *C-NMR (100 MHz, DMSO-dj): d[ppm] = 197.1 (C-5), 162.2 (C-4), 130.1 (C-2),
126.0 (C-1), 115.7 (C-3), 64.8 (C-6). IR: i [cm™'] = 3411, 3236, 3038, 2866, 1906, 1670,
1603, 1590, 1517, 1444, 1258, 1223, 1166, 1114, 974, 929, 792, 686, 562, 520. HRMS
(ESI*, m/z): ber: 153.0552 [M+H]*, gef: 153.0521 [M+H]*. Ri-Wert: 0.25 (CH,Cl,/MeOH
30:1 v/v).

Synthese von 2-Hydroxy-1-(4-acyloxyphenyl)ethan1-on 117

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.95g (6.2 mmol, 1.0 Aquiv.) des Phenols 106 in
25mL abs. Tetrahydrofuran geldst, auf —30 °C gekuhlt, mit einer katalytischen Menge
DMAP versetzt und anschlieBend tropfenweise mit 0.60 mL (0.65 g, 6.2 mmol, 1.0 Aquiv.)
Essigsaureanhydrid versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fir zwei Stunden bei -30 °C
gerthrt und trotz eines nicht vollstandigen Umsatzes (DC-Kontrolle CH,Cl,/MeOH 30:1)
wurde die Reaktion durch die Zugabe von Wasser und Ethylacetat beendet. Die erhalte-
nen Phasen wurden anschlieBend getrennt und die wassrige Phase mit Ethylacetat ex-
trahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. Natriumhydrogencarbonat-
und Natriumchlorid-Lésung gewaschen und abschlieBend Uber Natriumsulfat getrocknet.
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Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand sdulen-
chromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Clo/MeOH 99:1).

- 117 -

O 3 5 C10H1004

)k . ° 194.19 g/mol
£0

Ausbeute: Es wurden 0.85 g (4.5 mmol, 79%) eines farblosen Feststoffs erhalten. Des
Weiteren konnte das zweifach veresterte Produkt in einer Ausbeute von 9% erhalten
werden.

"H-NMR (400 MHz) [DMSO-dg]: § [ppm] = 8.00-7.97 (m, 2H, H-2), 7.30-7.27 (m, 2H,
H-3), 5.11 (t, 34y = 5.9Hz, 1H, H-7), 4.79 (d, *J4y = 5.9Hz, 2H, H-6), 2.30 (s, 3H,
H-9). *C-NMR (100 MHz, DMSO-dj): 8[ppm] = 198.2 (C-5), 168.9 (C-8), 154.2 (C-4),
132.2 (C-1), 129.3 (C-2), 122.3 (C-3), 65.3 (C-6), 20.9 (C-9). IR: & [cm™"] = 3420, 3371,
3064, 2933, 1748, 1679, 1598, 1506, 1417, 1298, 1196, 1103, 1015, 977, 915, 851,
813, 722, 594, 407. HRMS (ESI*, m/z): ber: 195.0657 [M+H]*, gef: 195.0651 [M+H]".
R-Wert: 0.24 (CH,Cl,/MeOH 99:1 v/v).

Synthese von 2-Hydroxy-1-(4-butonyloxyphenyl)ethan1-on 118

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.60g (10.5mmol, 1.0 Aquiv.) des Phenols 106 in
30 mL abs. Tetrahydrofuran geldst, auf —30 °C gekihlt, mit einer katalytischen Menge
DMAP versetzt und anschlieBend tropfenweise mit 1.70mL (1.6 g, 10.5 mmol, 1.0 Aquiv.)
Buttersdureanhydrid versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fir zwei Stunden bei -30 °C
gerUhrt und trotz eines nicht vollstandigen Umsatzes (DC-Kontrolle CH,Cl,/MeOH 30:1)
wurde die Reaktion durch die Zugabe von Wasser und Ethylacetat beendet. Die Phasen
wurden anschlieBend getrennt, die wassrige Phase mit Ethylacetat extrahiert, die ver-
einigten organischen Phasen wurden mit ges. Natriumhydrogencarbonat- und Natrium-
chlorid-Lésung gewaschen und abschlieBend Uber Natriumsulfat getrocknet. Das L6-
sungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand saulenchro-

matographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 99:1).
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i 7 - 118 -
O s 5 C12H1404

/10\)]\ s ° 222.24 g/mol
11 8 O

Ausbeute: Es wurden 1.51 g (6.78 mmol, 65%) eines farblosen Feststoffs erhalten.
Des Weiteren konnte das zweifach veresterte Produkt in einer Ausbeute von 11% erhal-

ten werden.

'H-NMR (300 MHz) [MeCN-d;]: & [ppm] = 8.01=7.94 (m, 2H, H-2), 7.27-7.20 (m, 2H,
H-3), 4.83 (d, 3Jyy = 5.3Hz, 2H, H-6), 3.41 (t, 3Jyy = 5.3Hz, 1H, H-7), 2.57 (i,
3y = 7.5Hz, 3H, H-9), 1.73 (qui, 3Juy = 7.5Hz, 2H, H-10), 1.01 (t, 3Jyy = 7.5Hz,
3H, H-11). 3C-NMR (75 MHz, MeCN-d;): §[ppm] = 198.9 (C-5), 172.7 (C-8), 156.1 (C-
4),132.6 (C-1), 130.3 (C-2), 123.4 (C-3), 66.4 (C-6), 36.6 (C-8), 19.0 (C-10). 13.8 (C-11).
IR: 7 [cm™"] = 3428, 3365, 3185, 2955, 2869, 2851, 1753, 1680, 1599, 1465, 1419, 1376,
1303, 1233, 1155, 1108, 981, 844, 568. HRMS (ESI*, m/z): ber: 223.0970 [M+H]*, gef:
223.0619 [M+H]*. R-Wert: 0.40 (CH,Cl,/MeOH 99:1 v/v).

Synthese von Bis-(2-(4-acyloxyyphenyl)ethani-on)phosphonat 120

Die Synthese wurde nach AAV-3 durchgefiihrt. Es wurden 0.48 g (2.5 mmol, 2.1 Aquiv.)
des acetylierten Alkohols 117 in 10 mL abs. Pyridin gel6st und tropfenweise mit 0.23 mL
Diphenylphosphit (0.21 g, 1.2 mmol, 1.0 Aquiv.) versetzt. Die Reinigung erfolgte saulen-
chromatographisch an Kieselgel (PE/EE 3:1 + 0.5 % Essigsaure v/v). Es wurde ein farb-
loser Feststoff erhalten.

@] o O
o AN O\IF;/O\) S - 120 -
)J\ 2 ) H | pZ )K 42203909'3
780 o .34 g/mol

Ausbeute: Es wurden 0.11 g (0.25 mmol, 21%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [CDCl]: § [ppm] = 8.00-7.91 (m, 4 H, H-2), 7.54 (d, 3Jy sy = 759 Hz,
1H, P-H), 7.29-7.20 (m, 4 H, H-3), 5.62-5.30 (m, 4 H, H-6), 2.33 (s, 6 H, H-8). '*C-NMR
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(100 MHz, CDCly): §[ppm] = 197.8 (C-5), 168.0 (C-7), 154.6 (C-4), 129.1 (C-2), 128.9 (C-
1), 121.7 (C-3), 67.0 (C-6), 19.9 (C-8). *'P-NMR (162 MHz, CDCl,): §[ppm] = 8.7. IR: ¥
[cm™'] = 3425, 2926, 2853, 2484, 1753, 1685, 1597, 1369, 1233, 1189, 1163, 1013, 981,
954, 912, 850, 673, 586, 512. HRMS (ESI*, m/z): ber: 457.0664 [M+Na]*, gef: 457.0651
[M+Na]*. Re-Wert: 0.20 (PE/EE 3:1 v/v).

Synthese von Bis-(2-(4-butanoyloxyphenyl)ethan1-on)phosphonat 121

Die Synthese wurde nach AAV-3 durchgefiihrt. Es wurden 0.48 g (2.2mmol, 2.1 Aquiv.)
des Alkohols 117 in 10 mL abs. Pyridin geldst und tropfenweise mit 0.29 mL (0.35¢,
1.1 mmol, 1.0 Aquiv.) Diphenylphosphit versetzt. Die Reinigung erfolgte saulenchroma-
tographisch an Kieselgel (PE/EE 1:1 + 0.5 % Essigsaure nach PE/EE 1:2 + 0.5 % Essig-
saure).

O o 0]
2
o s L O\ll:;,o\) x o -121 -
6 | | C24H2709P
/Q\)J\O : H = OM 490.44 g/mol
10 8

Ausbeute: Es wurden 0.14 g (0.25 mmol, 23%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [CDCl;]: & [ppm] = 7.96-7.92 (m, 4H, H-2), 7.50 (d, 3J4 1 = 758 Hz,
1H, P-H), 7.25-7.21 (m, 4H, H-3), 5.57-5.40 (m, 4H, H-6), 2.57 (t, >Jyy = 7.3Hz, 4H,
H-8), 1.79 (qui, 3Jy = 7.5Hz, 4H, H-9), 1.05 (t, 3Jyy = 7.4 Hz, 6H, H-10). *C-NMR
(100 MHz, CDCl5): 6[ppm] = 191.7 (C-5), 171.5 (C-7), 155.4 (C-4), 131.1 (C-1), 129.5
(C-2), 122.4 (C-3), 68.2 (C-6), 36.3 (C-8), 18.5 (C-9), 13.4 (C-10). *'P-NMR (162 MHz,
CDCly): §[ppm] = 8.8. IR: & [cm'] = 2954, 2921, 2852, 1760, 1660, 1632, 1600, 1264,
1208, 1165, 1043, 976, 889, 846, 703. HRMS (ESI*, m/z): ber: 491.1465 [M+H]*, gef:
491.1425 [M+H]*. Ri-Wert: 0.35 (PE/EE 1:2 + 0.5 % Essigsaure v/v).

Synthese von 1-(4-(O-TBDMS)phenyl)ethan-1-on 113

Unter Stickstoffathmosphére wurden 5.01 g (36.8 mmol, 1.0 Aquiv.) 4-Hydroxyacetophenon
in 100mL abs. Dichlormethan geldst, mit 6.26g (92.0 mmol, 2.5 Aquiv.) Imidazol ver-
setzt und auf 0 °C gekihlt. Es wurden anschlieBend portionsweise 6.61g (44.2 mmol,
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1.2 Aquiv.) TBDMS-Chlorid zugegeben und nach vollstandiger Zugabe fiir 15 Minuten
bei 0 °C und anschlieBend fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Es wurden
100 mL Wasser zugegeben um die Reaktion zu beenden. AnschlieBend wurden die Pha-
sen getrennt, die wéssrige Phase mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organi-
schen Phasen mit Natriumchlorid-Lésung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet.
Das Lésungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der erhaltene Rickstand saulenchro-
matographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,).

2 - 113 -
e R C14H2,0,Si
250.41 g/mol

Ausbeute: Es wurden 8.99 g (35.9 mmol, 98%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [CDCls]: 6 [ppm] = 7.90-7.86 (m, 2H, H-2), 6.89-6.85 (m, 2H, H-
3), 2.55 (s, 3H, H-6), 0.99 (s, 9H, H-9), 0.23 (s, 6 H, H-7). 3C-NMR (100 MHz, CDCls):
d[ppm] = 197.0 (C-5), 160.4 (C-4), 131.0 (C-1), 130.6 (C-2), 120.0 (C-3), 26.5 (C-6), 25.7
(C-9), 18.4 (C-8), -4.2 (C-7). IR: i [cm™'] = 2956, 2928, 2856, 1673, 1592, 1504, 1469,
1410, 1354, 1293, 1251, 1173, 1106, 1075, 959, 909, 779, 646, 589, 501. HRMS (ESI",
m/z): ber: 251.1467 [M+H]*, gef: 521.1470 [M+H]*. Ri-Wert: 0.43 (CH,Cl,).

Synthese von tert-Butyl-dimethyl(4-(1-(O-TMS)vinyl)phenoxy)silan 114

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 2.4 mL (4.8 mmol, 1.2 Aquiv.) LDA-L&sung (2M in
THF) mit 10 mL abs. Tetrahydrofuran verdinnt, auf —78 °C gekihlt und tber 30 Minuten
tropfenweise mit einer Lésung aus 1.0 g (4.0 mmol, 1.0 Aquiv.) des TBDMS-geschiitzten
Acetophenon-Derivats 113, geldst in 2 mL abs. Tetrahydrofuran, versetzt. Nach vollstan-
diger Zugabe und zusétzlichen zwanzig Minuten Rihren bei —78 °C wurden 0.63 mL
(0.54g, 4.8mmol, 1.2 Aquiv.) TMS-Chlorid tropfenweise zugegeben. Die Reaktions|s-
sung wurde anschlieBend fir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der gebildete Feststoff
wurde durch eine Filtration unter Schutzgas entfernt, das Losungsmittel des Filtrats unter
vermindertem Druck entfernt und der erhaltene Rlckstand unter Stickstoff gelagert. Auf
eine weitere Reinigung wurde aufgrund der Instabilitat der Verbindung verzichtet.
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| - 114 -

10 2
>|\ / 3 s O/SI \7 C417H3005Si,
oG 4 322.60 g/mol

Ausbeute: Es wurden 1.28 g (3.96 mmol, 99%) eines gelben Ols erhalten, welches
noch circa 5% Edukt enthalt. Aufgrund der Instabilitdt wurde auf eine weitere Analytik
neben der NMR-Spektroskopie verzichtet. Es kann auch nicht ausgeschlossen werden,
dass die Verunreinigung durch das Edukt durch eine Zersetzung im NMR-Rohr erfolgte.

'H-NMR (400 MHz) [CDCl3]: 6 [ppm] = 7.47—-7.44 (m, 2H, H-2), 6.80-6.76 (m, 2H, H-3),
4.78 (d, 3Jyny = 1.6 Hz, 1H, H-6), 4.32 (d, 3Jyy = 1.6 Hz, 1H, H-6"), 0.98 (s, 9H, H-10),
0.26 (s, 9H, H-7), 0.19 (s, 6 H, H-8). 3 C-NMR (100 MHz, CDCls): 8[ppm] = 156.0 (C-4),
155.6 (C-5), 130.7 (C-1), 126.6 (C-2), 119.7 (C-3), 89.6 (C-6), 25.8 (C-10), 18.4 (C-9),
0.2 (C-7), -4.3 (C-8).

Syntheseversuch von 1-(4-(O-TBDMS)phenyl)-2-(O-TMS)ethan-1-on 115

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.26 g (3.92 mmol, 1.0 Aquiv.) des TMS-Enoletehrs
114 in 20 mL abs. Dichlormethan geldst und mit 0.80g (9.6 mmol, 2.5Aquiv.) Natri-
umhydrogencarbonat versetzt. AnschlieBend wurden 1.14g (4.31 mmol, 1.1 Aquiv.) m-
Chlorperbenzoesaure (65% Reinheit) portionsweise zugegeben und die Reaktionslé-
sung flr eine Stunde bei Raumtemperatur gertihrt. Zur Reinigung wurde die Reaktions-
I6sung mit ges. Natriumhydrogencarbonat, und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen.
Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das L&sungsmittel im
Vakuum entfernt. Es wurde ein gelbes Ol erhalten und ein Roh-NMR angefertigt.

O
10 2 - 115 -
/ 3 = 5 e C17H30038i2
ogi 4 338.60 g/mol
/0

Ausbeute: Das gewlinschte Produkt konnte nicht isoliert werden. Eine NMR-Charakter-
isierung des erhaltenen gelben Ols war nicht méglich.

- 252-



Experimenteller Teil

6.3.6 Synthesen im Rahmen des 5’-caged-Adenosins
Synthese von N®-Cyclopentyladenosin 159

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.45g (5.06 mmol, 1.0 Aquiv.) 6-Chloradenosin in
30 mL abs. Ethanol suspendiert, mit 1.50mL (1.29g, 15.2 mmol, 3.0 Aquiv.) Cyclopen-
tylamin sowie 2.10mL (1.54 g, 15.2mmol, 3.0 Aquiv.) abs. Triethylamin versetzt und fiir
drei Stunden zum Ruckfluss erhitzt. Die erhaltene klare Reaktionslésung wurde auf
Raumtemperatur abgekiihlt und das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum entfernt. Der
erhaltene Riickstand wurde in einem Minimum Wasser aufgenommen und durch auto-
matisierte RPg-Chromatographie gereinigt.

N
ol
N N -159 -
HO—° C15H21N504
0 - O—J. 335.36 g/mol
4 2
OH OH
10 11

Ausbeute: Es wurden 1.30 g (3.88 mmol, 77%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [DMSO-dj]: é [ppm] = 8.34 (s, 1H, H-8), 8.20 (s, 1H, H-2), 7.78
(d, 3Jyy = 7.6 Hz, 1H, NH), 5.88 (d, 3Jy4 = 6.1 Hz, 1H, H-1’), 5.46-5.40 (m, 2H, H-9,
11), 5.18 (d, 3Jyy = 4.6Hz, 1H, H-10), 4.63-5.59 (m, 1H, H-2’), 4.51 (s, 1H, H-12),
417-4.11 (m, 1H, H-3’), 3.99-3.93 (m, 1 H, H-4’), 3.71-3.63 (m, 1 H, H-5'a), 3.60-3.51
(m, 1H, H-5’b), 1.99—-1.86 (m, 2H, Cyclopentyl), 1.77-1.65 (m, 2H, Cyclopentyl), 1.65—
1.48 (m, 4 H, Cyclopentyl). *C-NMR (100 MHz, DMSO-dy): §[ppm] = 152.3 (C-2), 152.3
(C-6), 139.6 (C-8), 120.3 (C-4, 5), 87.9 (C-1’), 85.9 (C-4’), 73.6 (C-2), 70.7 (C-3), 61.7
(C-5°), 51.7 (C-12), 31.2 (C-13), 23.5 (C-14). IR: ¥ [cm™] = 3675, 3317, 3146, 3121,
2943, 1621, 1375, 1216, 1199, 1141, 1099, 1053, 959, 845, 824, 791, 666, 613, 525,
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435. HRMS (ESI*, m/z): ber: 336.1672 [M+H]*, gef: 336.1673 [M+H]*. R;-Wert: 0.30
(CH,Clo/MeQOH 9:1 v/v).

Synthese von 6-Chlor-2’,3’-isopropylidenadenosin 157

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 2.94 g (10.3 mmol, 1.0 Aquiv.) 6-Chlorpurinribosid in
50 mL abs. Aceton suspendiert, mit 10.7 mL (9.08 g, 87.2mmol, 8.5 Aquiv.) Dimethoxy-
propan sowie 2.15g (11.3mmol, 1.1 Aquiv.) p-Toluolsulfons&ure versetzt und anschlie-
Bend fir zwei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Lésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und das erhaltene rote Ol in 100 mL Ethylacetat aufge-
nommen. Die organische Phase wurde dreimal mit Natriumhydrogencarbonat,- und ges.
Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut unter ver-
mindertem Druck vom Lésungsmittel befreit. Der erhaltene Rickstand wurde saulen-
chromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 9:1).

Cl
N
< N
2
NN -157 -
HO 5' 013H15C|N4O4
9 O, 326.74 g/mol
N2

Ausbeute: Es wurden 2.75 g (8.40 mmol, 82%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

'"H-NMR (400 MHz) [DMSO-dj]: é [ppm] = 8.86 (s, 1H, H-8), 8.82 (s, 1H, H-2), 6.27
(d, 34y = 2.4Hz, 1H, H-1), 5.41 (dd, 3Jyy = 6.1 Hz, 3Jyy = 2.4Hz, 1H, H-2), 5.10
(t, 3Jyn = 5.2Hz, 1H, H-9), 4.98 (dd, 3Jyyy = 6.1Hz, 3Jyy = 2.4Hz, 1H, H-3"), 4.33—
4.28 (m, 1H, H-4), 3.60-3.50 (m, 2H, H-5), 1.55 (s, 3H, Me), 1.33 (s, 3H, Me’). **C-
NMR (100 MHz, DMSO-d,): §[ppm] = 151.8 (C-2), 151.3 (C-6), 149.3 (C-4), 145.8 (C-8),
131.4 (C-5), 113.0 (C-10), 90.5 (C-1’), 87.5 (C-4'), 82.8 (C-2'), 81.3 (C-3'), 61.4 (C-5),
26.9 (Me), 25.1 (Me’). IR: & [cm™'] = 3315, 3121, 2985, 2935, 1591, 1560, 1334, 1213,
1199, 1073, 958, 845, 785, 761, 649, 634, 545, 511. HRMS (ESI*, m/z): ber: 349.0680
[M+Na]*, gef: 349.0711 [M+Na]*. Ri-Wert: 0.48 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).
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Synthese von 2’,3’-Isopropyliden-N®-cyclopentyladenosin 158

Die Verbindung 158 wurde auf zwei unterschiedlichen Wegen dargestellt. Es erfolgte die
Synthese ausgehend von der bereits Isopropyliden geschitzte Verbindung 157 durch
Einfihrung der Cyclopentylgruppe (Route I) und einmal ausgehend von Verbindung 159
durch die Einfuhrung der Isopropylidengruppe (Route ).

* Route |

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 2.31 g (7.07 mmol, 1.0 Aquiv.) der Verbindung 157
in 40mL abs. Ethanol suspendiert, mit 2.10mL (1.81g, 21.2mmol, 3.0 Aquiv.) Cyclo-
pentylamin sowie 2.90 mL (2.15g, 21.2mmol, 3.0 Aquiv.) abs. Triethylamin versetzt und
fir drei Stunden zum Ruckfluss erhitzt. Die erhaltene klare Reaktionslésung wurde auf
Raumtemperatur abgekiihlt und im Olpumpenvakuum vom L&sungsmittel befreit. Der
erhaltene Riickstand wurde in einem 1:1 Gemisch aus Wasser und Ethylacetat aufge-
nommen. Die Phasen wurden getrennt, die organische Phase mit Wasser und anschlie-
Bend mit ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet und im
Vakuum vom Lésungsmittel befreit. Der erhaltene Rickstand wurde sdulenchromatogra-
phisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 19:1).

Ausbeute: Es wurden 1.83 g (4.87 mmol, 69%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

* Route Il

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.44 g (1.3 mmol, 1.0 Aquiv.) der Verbindung 159
in 40 mL abs. Aceton suspendiert, mit 1.36 mL (1.16 g, 11.1 mmol, 8.5 Aquiv.) Dimethoxy-
propan sowie 0.27 g (1.4mmol, 1.1 Aquiv.) p-Toluolsulfonséure versetzt und anschlie-
Bend fir zwei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Lésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und das erhaltene rote Ol in 100 mL Ethylacetat aufge-
nommen. Die organische Phase wurde dreimal mit Natriumhydrogencarbonat,- und ges.
Natriumchlorid-L6sung gewaschen, Gber Natriumsulfat getrocknet und erneut unter ver-
mindertem Druck vom L&sungsmittel befreit. Der erhaltene Ruckstand wurde sdulen-
chromatographisch an Kieselgel gereinigt (CH,Cl,/MeOH 19:1).
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N
14
N
HO—5 C18H25N504
9 0 " 375.43 g/mol
NS

Ausbeute: Es wurden 0.42 g (1.1 mmol, 85%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (400 MHz) [DMSO-dj]: é [ppm] = 8.33 (s, 1H, H-8), 8.22 (s, 1H, H-2), 7.79
(d, 3Juy = 6.3Hz, 1H, NH), 6.12 (d, 3J44 = 3.0Hz, 1H, H-1"), 5.33 (dd, 3 /4y = 6.2 Hz,
3Jun = 3.1Hz, 1H, H-2’), 5.25 (t, 3Jyy = 5.4Hz, 1H, H-9), 4.96 (dd, 3J4y = 6.1 Hz,
$Jun = 2.5Hz, 1H, H-3), 4.51 (s, 1H, H-11), 4.21 (dt, 3Jyy = 4.8Hz, 3Jyy = 2.5Hz,
1H, H-4), 3.61-3.45 (m, 2H, H-5"), 1.97-1.85 (m, 2H, cyclopentyl), 1.76—1.65 (m, 2H,
Cyclopentyl), 1.63—1.49 (m, 4 H, Cyclopentyl), 1.54 (s, 3H, Me), 1.32 (s, 3H, Me’). 3C-
NMR (100 MHz, DMSO-dg): §[ppm] = 153.4 (C-2), 151.4 (C-6), 149.3 (C-4), 139.4 (C-8),
131.7 (C-5), 113.1 (C-10), 89.7 (C-1’), 86.4 (C-4), 83.3 (C-2’), 81.4 (C-3’), 61.6 (C-5),
60.6 (C-11), 31.8 (C-12), 27.1 (C-Me), 25.2 (C-Me’), 23.5 (C-13). IR: ¥ [cm™'] = 3288,
2937, 2864, 1613, 1582, 1475, 1373, 1331, 1294, 1154, 1074, 848, 743, 645, 554,
437. HRMS (ESI*, m/z): ber: 376.1985 [M+H]*, gef: 376.1987 [M+H]*. Ri-Wert: 0.50
(CH,Clo/MeOH 19:1 v/v).

Synthese von 2’,3’-Isopropyliden-5’-(2-nitrobenzyl)-N®-cyclopentyladenosin 160

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 41 mg (1.7 mmol, 2.0 Aquiv.) Natriumhydrid in 4 mL
abs. Dimethylformamid suspendiert und auf 0 °C gekihlt. Zu der Suspension wurde
0.32g (0.85mmol, 1.0 Aquiv.) des Adenosinderivat 158, geldst in 4 mL abs. Dimethyl-
formamid, sehr langsam Uber einen Zeitraum von zehn Minuten zugetropft und nach
vollsténdiger Zugabe flr weitere 30 min bei 0 °C gerihrt. AnschlieBend wurden 0.37 g
(1.7 mmol, 2.0 Aquiv.) 2-Nitrobenzylbromid, gelést in 6 mL Dimethylformamid, iiber einen
Zeitraum von dreif3ig Minuten zugetropft. Nach vollstddniger Zugabe wurde die erhaltene
Reaktionsldsung fiir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der Uberschuss Natriumhydrid
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wurde durch die Zugabe von 2 mL Isopropanol vernichtet und anschlielBend wurden alle
fliichtigen Bestandteile im Olpumpenvakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde
in Ethylacetat aufgenommen, mit Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen,
Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut im Vakuum vom Lésungsmittel befreit. Der er-
haltene Rickstand wurde s&ulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (PE/EE 2:1
nach PE/EE 1:1)

HN" 17 g
6
NO, N="SN
12 11 8< |
2
N~ 4
13 9 N
Y o—s C2s5H30N6O6
11 O—J. 510.55 g/mol
N2

Ausbeute: Es wurden 52 mg (0.10 mmol, 12%) eines leicht gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (500 MHz) [CDCl;]: 6 [ppm] = 8.33 (s, 1H, H-8), 7.98 (dd, 3Jyy = 8.0Hz,
*Jun = 1.3Hz, 1H, H-12), 7.86 (s, 1H, H-2), 7.47-7.37 (m, 3H, H-13-15), 6.12 (d,
3y = 2.2Hz, 1H, H-1"), 5.46 (dd, 3Jyy = 6.2Hz, 3Jyy = 2.2Hz, 1H, H-2), 5.04 (dd,
3jun = 6.2Hz, 3Jyy = 2.6Hz, 1H, H-3'), 4.87-4.76 (m, 2H, H-9), 456 (dt, 3Jyy =
4.7Hz, )y = 3.1Hz, 1H, H-4), 3.83-3.73 (m, 2H, H-5’), 2.18-2.06 (m, 1 H, Cyclopen-
tyl), 1.81-1.72 (m, 2 H, Cyclopentyl), 1.72—1.65 (m, 2H, Cyclopentyl), 1.63 (s, 3H, Me),
1.59-1.49 (m, 2H, Cyclopentyl), 1.42 (s, 3H, Me’), *C-NMR (125 MHz, CDCl5): §[ppm]
= 153.4 (C-8), 147.6 (C-11), 138.8 (C-2), 134.3 (C-10), 133.8, 128.9, 128.6 (C-13-15),
125.0 (C-12), 114.6 (C-16), 92.2 (C-1’), 86.5 (C-4’), 85.0 (C-2)), 82.2 (C-3’), 70.4 (C-
9), 63.9 (C-5'), 33.8, 28.1, 24.1 (Cyclopentyl), 27.5 (Me), 25.8 (Me’). IR: & [cm'] = 3350,
2953, 2868, 1614, 1580, 1525, 1474, 1372, 1340, 1296, 1213, 1077, 858, 754, 730, 510.
HRMS (ESI*, m/z): ber: 511.2305 [M+H]*, gef: 511.2306 [M+H]*. Ri-Wert: 0.36 (PE/EE
1:1 viv).
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Synthese von 2’,3’-Isopropyliden-5’-mesyl-N¢-cyclopentyladenosin 166

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 2.05¢g (5.46 mmol, 1.0 Aquiv.) des Adenosinderi-
vats 158 in 20 mL abs. Pyridin geldst und tropfenweise mit 0.51 mL (0.75g, 6.6 mmol,
1.2 Aquiv.) Mesylchlorid versetzt. Die Reaktionslésung wurde fiir zwei Stunden bei Raum-
temperatur geriihrt und anschlieBend im Olpumpenvakuum vom L&sungsmittel befreit.
Der Ruckstand wurde je dreimal mit Toluol und Dichlormethan coevaporiert und anschlie-
Bend in Ethylacetat aufgenommen. Die vereinten organischen Phasen wurden anschlie-
Bend mit ges. Natriumchloridlésung gewaschen Uber Natriumsulfat getrocknet und un-
ter vermindertem Druck vom L&sungsmittel befreit. Auf eine sdulenchromatographische
Reinigung wurde aufgrund der Instabilitét der Verbindung verzichtet.

N
Y
0 NN -166 -
_g_o 5 o C19H27N506S
6 Ay, 453.51 g/mol
OXO

Ausbeute: Es wurden 2.21 g (4.86 mmol, 89%) eines leicht verunreinigten farblosen
Feststoffs erhalten.

'H-NMR (400 MHz) [CDCl5]: § [ppm] = 8.36 (s, 1H, H-8), 7.82 (s, 1H, H-2), 6.10 (d,
3y = 8.0Hz, 1H, H-1), 5.47 (dd, *Jyy = 6.3Hz, 3Jyy = 2.1Hz, 1H, H-2), 5.16
(dd, 34y = 5.2Hz, 34y = 2.1Hz, 1H, H-3)), 4.54-4.38 (m, 3H, H-4, 5), 2.90 (s,
3H, Mesyl), 2.20-2.09 (m, 1 H, H-10), 1.84—1.63 (m, 6 H, Cyclopentyl), 1.61 (s, 3H, Me),
1.59-1.54 (m, 2 H, Cyclopentyl), 1.39 (s, 3H, Me’). ®*C-NMR (100 MHz, CDCls): §[ppm] =
152.6 (C-8), 151.3 (C-6), 149.1 (C-4), 139.1 (C-2), 131.1 (C-5), 114.7 (C-9), 91.0 (C-1),
84.9 (C-4’), 84.1 (C-2)), 81.4 (C-3), 68.6 (C-5), 37.6 (Mesyl), 33.4 (Cyclopentyl), 27.1
(Me), 25.3 (Me’), 23.7 (Cyclopentyl). IR: 7 [cm™'] = 2950, 1636, 1614, 1474, 1377, 1350,
1206, 1172, 1152, 1038, 968, 834, 767, 650, 601, 523. HRMS (ESI*, m/z): ber: 454.1760
[M+H]*, gef: 454.1752 [M+H]".
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Synthese von 6-Chlor-2’,3’-4-methoxybenzylidenadenosin 176

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 2.18g (7.60 mmol, 1.0 Aquiv.) 6-Chloradenosin in
abs. Tetrahydrofuran suspendiert und mit 3.9 mL (4.2 g, 23 mmol, 3.0 Aquiv.) p-Anisalde-
hyddimethylacetal sowie einer katalytischen Menge p-Toluolsulfonsdure versetzt. Die
Reaktion wurde fir 20 h bei Raumtemperatur gerthrt, bis ein fast vollstandiger Umsatz
per DC-Kontrolle (CH,Cl,/MeOH 19:1 + 5% Et3N) beobachtet werden konnte. Die Re-
aktionslésung wurde mit Wasser und ges. Natriumchlorid-Lésung gewaschen, Uber Na-
triumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck von allen fllichtigen Bestandteilen
befreit. Der erhaltene Rlckstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt
(CH,>Clo/MeOH 19:1 + 5% Et3N). Es waren mehrere sdulenchromatographische Reini-
gungn notwendig um das Produkt rein zu erhalten.

Cl
6
N5
< N
22
N~ 4
5
#1971 o
N2 -176 -
0w 0 C18H17CIN4Og
404.81 g/mol
11
12
13
14
N

Ausbeute: Es wurden 1.80 g (4.45 mmol, 59%) eines farblosen Feststoffs erhalten.
Das Produkt liegt als Diastereomerengemisch im Verhaltnis 1:0.4 vor.

"H-NMR (500 MHz) [DMSO-dg]: § [ppm] = 8.91 (s, 1H, H-8), 8.90 (s, 0.4 H, H-8), 8.83
(s, 1H, H-2), 8.83 (s, 0.4 H, H-2), 7.53-7.48 (m, 0.8 H, H-12), 7.46—-7.42 (m, 2H, H-12),
7.03-6.99 (m, 0.8 H, H-13), 6.99-6.95 (m, 2H, H-13), 6.45-6.42 (m, 1.4 H, H-1°), 6.20 (s,
1H, H-10), 5.98 (s, 0.4 H, H-10), 5.54 (dd, 3Jyy = 6.4Hz, 3Jyy = 2.4Hz, 0.4H, H-2),
5.52 (dd, 3Jyn = 6.5Hz, 3Jyy = 2.3Hz, 1H, H-2"), 5.15-5.05 (m, 3H, H-3’, 9), 4.48 (dt,
Sjun = 4.8Hz, 3Jyy = 2.1Hz, 0.4H, H-4), 4.37 (dt, 3Jypy = 4.9Hz, 3Jyy = 2.1Hz,
1H, H-4), 3.79 (s, 3H, H-15), 3.77 (s, 3H, H-15), 3.66-3.60 (m, 2H, H-5’), 3.60-3.56

- 259-



Experimenteller Teil

(m, 0.8H, H-5'). "*C-NMR (125 MHz, DMSO-dj): §[ppm] = 160.8 (C-14), 160.7 (C-14’),
152.2 (C-2), 152.1 (C-2), 149.7 (C-4), 149.6 (C-4), 146.3 (C-8), 146.3 (C-8), 131.8 (C-
11), 131.7 (C-11), 128.4 (C-6), 121.4 (C-5), 128.8 (C-12), 114.2 (C-13), 114.1 (C-13),
106.7 (C-10), 103.4 (C-10), 97.4 (C-1), 90.8 (C-1’), 87.6 (C-4), 85.7 (C-4’), 84.5 (C-2),
83.4 (C-2'), 82.9 (C-3'), 80.9 (C-3), 61.8 (C-5'), 61.7 (C-5’), 55.6 (C-15). IR: & [cm™'] =
3316, 2931, 2836, 1613, 1590, 1561, 1517, 1490, 1437, 1201, 1171, 1029, 952, 865,
777, 588. HRMS (ESI*, m/z): ber: 405.0966 [M+H]*, gef: 405.0950 [M+H]*. Ri-Wert:
0.47 (CH,Cl>/MeOH 19:1 v/v).

Syntheseversuch von
6-Chlor-2’,3’-(4-methoxybenzyliden)-5’-(2-nitrobenzyl)-adenosin 180

Die Darstellung der Verbindung 180 ausgehend von dem Adenosinderivat 176 sollte auf
zwei verschiedenen Synthesewegen erprobt werden.

» Variante |

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 88 mg (0.27 mmol, 3.0 Aquiv.) frisch getrocknetes
Casiumcarbonat in 6 mL abs. Dimethylformamid suspendiert und mit 17mg (1.1 mmol,
1.2 Aquiv.) 2-Nitrobenzylalkohol 23 versetzt. Zu der erhaltenen gelben Suspension wur-
den 47 mg (0.09 mmol, 1.0 Aquiv.) des Adenosinderivats 176 portionsweise zugegeben
und die Lésung zunachst fir zwei Stunden bei Raumtemperatur gertihrt. Nachdem per
DC-Kontrolle kein Umsatz beobachtet werden konnte, wurde die Reaktion flir eine Stun-
de zum Ruckfluss erhitzt. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel entfernt und der erhal-
tene Rickstand in Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurden anschlie-
Bend mit ges. Natriumchloridlésung gewaschen Uber Natriumsulfat getrocknet und unter
vermindertem Druck vom Lésungsmittel befreit. Das gemessene "H-NMR zeigt ein kom-
plexes Gemisch an nicht zuordnungsbaren Signalen. Der Ansatz wurde verworfen.

» Variante Il

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 6 mg (0.2 mmol, 3.0 Aquiv.) Natriumhydrid in 6 mL
Dimethylformamid suspendiert, auf 0 °C gekiihlt und mit 25mg (0.16 mmol, 2.0 Aquiv.)

- 260-



Experimenteller Teil

2-Nitrobenzylalkohol 23 versetzt. Die erhaltene gelbe Suspension wurde fiir 30 min bei
0 °C geriihrt und anschlieBend mit 43 mg (0.08 mmol, 1.0 Aquiv.) des Adenosinderivats
?? versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 18 h bei Raumtemperatur gerGhrt und der
Uberschuss Natriumhydrid durch die Zugabe von iso-Propanol gequencht. Das Lésungs-
mittel wurde im Olpumpenvakuum entfernt und der Riickstand in Ethylacetat aufgenom-
men. Die organische Phase wurden anschlieBend mit ges. Natriumchloridlésung gewa-
schen Uber Natriumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck vom L&sungsmittel
befreit. Das gemessene 'H-NMR zeigt ein komplexes Gemisch an nicht zuordnungsba-
ren Signalen. Der Ansatz wurde verworfen.

Cl
N5
B
NN
16 -
ON 70— g
® N 2g! -180 -
19
2 010 Cos5H22CIN5O7
20 21 539.93 g/mol
11
12
13
14
O\

Ausbeute: Es konnte kein Produkt oder Edukt isoliert werden. Das 'H-NMR zeigt eine
Zersetzung in beiden Synthesevarianten.

Synthese von 2-Nitrobenzylmethansulfonat 165

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.22g (1.4 mmol, 1.0 Aquiv.) 2-Nitrobenzylalkohol
23 in 10 mL abs. Tetrahydrofuran geldst und mit 0.30 mL (0.22g, 2.2mmol, 1.5 Aquiv.)
abs. Triethylamin versetzt. Zu der erhaltenen klaren Lésung wurden 0.13mL (0.20g9,
1.7 mmol, 1.2 Aquiv.) Methansulfonylchlorid langsam zugetropft. Die Reaktionslésung
wurde fiir zwanzig Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend im Olpum-
penvakumm von alle fliichtigen Bestandteilen befreit. Der Rickstand wurde in Dichlor-
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methan aufgenommen, mit Wasser gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und unter
vermindertem Druck vom L&sungsmittel befreit. Eine weitere Reinigung war nicht nétig.

-165 -
CgHgNO5S
231.22 g/mol

Ausbeute: Es wurden 0.33 g (1.4 mmol, quant.) eines leicht gelben Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz) [DMSO-dg]: & [ppm] = 8.17 (dd, 3Juy = 8.2Hz, “Jyy = 1.3Hz,
1H, H-3), 7.85 (dt, 3Jyy = 7.9Hz, *Jyy = 1.3Hz, 1H, H-5), 7.78 (dd, 3Jyy = 7.8 Hz,
*Jan = 1.2Hz, 1H, H-6), 7.68 (dt, 3Jyy = 8.3Hz, *Jyy = 1.6 Hz, 1H, H-4), 5.63 (s, 2 H,
H-7), 3.30 (s, 3H, H-8). "*C-NMR (100 MHz, DMSO-d,): §[ppm] = 147.1 (C-2), 134.4 (C-
5), 129.9 (C-4), 129.5 (C-6), 125.4 (C-1), 125.0 (C-3), 67.9 (C-7), 37.0 (C-8). HRMS: Das
Produkt konnte weder im ESI noch im El gefunden werden. R-Wert: 0.56 (CH,Cly).

Synthese von 2-Nitrobenzyl-2,2,2-trichloracetimidat 168

Unter Stickstoff als Intergas wurden 0.44 g (2.9 mmol, 1.0 Aquiv.) 2-Nitrobenzylalkohol
23 in 20 mL Dichlormethan gelést, auf 0 °C gekihlt und mit drei Tropfen DBU versetzt.
Zu der klaren Reaktionslésung wurden 0.35mL (0.51 g, 3.5mmol, 1.2 Aquiv.) Trichlora-
cetonitril zugegeben und die Lésung wurde anschlieBend fiir zwei Stunden bei Raum-
temperatur geriihrt. Die Reaktionsl6sung wurde mit ges. Natriumhydrogencarbonat-, und
Natriumchlorid-L6sung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und unter verminder-
tem Druck von allen fliichtigen Bestandteilen befreit. Eine weitere Reinigung war nicht

notig.
NH
2 ! o ClI ~168 -
5 07 CoH-CI3N,03
. 2 o © 297.52 g/mol

Ausbeute: Es wurden 0.85 g (2.8 mmol, 98%) eines gelben Ols erhalten.

- 262-



Experimenteller Teil

"H-NMR (300 MHz) [DMSO-dg]: § [ppm] = 9.60 (s, 1H, NH), 8.14 (dd, %)y = 8.1 Hz,
*Jun = 1.3Hz, 1H, H-3), 7.89-7.72 (m, 2H, H-5, 6), 7.65 (dt, 3Jyy = 8.7Hz, “Jyy =
1.3Hz, 1H, H-4), 5.63 (s, 2H, H-7). *C-NMR (75 MHz, DMSO-d): 8[ppm] = 159.4 (C-8),
147.5 (C-2), 134.1 (C-5/6), 131.1 (C-1), 129.5 (C-4), 129.3 (C-5/6), 90.6 (C-9), 66.6 (C-
7). IR: o [em™] = 3339, 1666, 1522, 1446, 1376, 1341, 1299, 1066, 1002, 859, 787, 727,
667, 592, HRMS: Das Molekil konnte nicht im ESI wie auch im EI gefunden werden.
Ri-Wert: 0.20 (PE/EE 9:1 + 2% Triethylamin v/v).

Synthese von 6-Chlor-2’,3’isopropyliden-5°-(2,2,2-trichloracetimidat)adenosin 169

Unter Stickstoff als Intergas wurden 0.48 g (1.5mmol, 1.0 Aquiv.) des Adenosinderivats
157 in 10 mL Dichlormethan geldst, auf 0 °C gekihlt und mit drei Tropfen DBU versetzt.
Zu der klaren Reaktionslésung wurden 0.17mL (0.25g, 1.8 mmol, 1.2 Aquiv.) Trichlora-
cetonitril zugegeben und die Lésung wurde anschlieBend fir zwei Stunden bei Raum-
temperatur gerthrt. Die Reaktionslésung wurde mit ges. Natriumhydrogencarbonat-, und
Natriumchlorid-L6sung gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und unter verminder-
tem Druck von allen fliichtigen Bestandteilen befreit. Eine weitere Reinigung war nicht

noétig.
Cl
6
</N 5| \N
of NH s ),
cl— N7 4N -169 -
cl 90 * 5 C15H15CI3Ns04
s 471.12 g/mol
N2
071<O

Ausbeute: Es wurden 0.67 g (1.4 mmol, 95%) eines farblosen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (300 MHz) [DMSO-dg]: § [ppm] = 9.45 (s, 1H, NH), 8.83 (s, 1H, H-8), 8.81
(s, 1H, H-2), 6.36 (d, >Jypy = 2.0Hz, 1H, H-1"), 5.53 (dd, 3Jyp = 6.2 Hz, 3Jyy = 2.0 Hz,
1H, H-2)), 5.10 (dd, 3Jyy = 6.1Hz, 3Jypy = 2.9Hz, 1H, H-3"), 4.02 (dt, 3Jyy = 7.0 Hz,
3Jyn = 3.7Hz, 1H, H-4), 453-4.31 (m, 2H, H-5), 1.56 (s, 3H, Me), 1.34 (s, 3H, Me’).
3C-NMR (75 MHz, DMSO-dj): §[ppm] = 159.7 (C-9), 151.8 (C-8), 151.1 (C-6), 149.4 (C-
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4),145.7 (C-2), 131.6 (C-5), 113.5 (C-11), 90.6 (C-1), 90.4 (C-10), 84.1 (C-4’), 83.6 (C-
2’), 81.0 (C-3'), 68.1 (C-5’), 26.9 (Me), 25.1 (Me’). IR: & [cm™] = 1, 1, 3338, 2987, 2938,
1667, 1590, 1559, 1383, 1336, 1298, 1156, 1137, 1070, 951, 935, 855, 827, 635. HRMS:
Das Molekil konnte nicht im ESI und El gefunden werden. R-Wert: 0.50 (CH,Cl,/MeOH
30:1 v/v).

Syntheseversuch von 6-Chlor-2’,3’-isopropyliden)-5’-(2-nitrobenzyl)-adenosin 181
via Trichloracetimidate

Die Synthese der Verbindung 181 erfolgte ausgehend von den Trichloracetimidaten 168
und 169 mit den entsprechenden Alkoholen 157 und 23. Beide Synthesevarianten wur-
den mit verschiedenen Lewis-, und Brgnstedt-Sauren erprobt. Es konnte in keinem Fall
eine Produktbildung beobachtet werden.

+ Allgemeine Vorschrift:

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 1.0 Aquiv. des Trichloracetimidats (168 oder 169) in
10 mL abs. Dichlormethan geldst, mit 1.0 Aquiv. des entsprechenden Alkohols (157 oder
23) versetzt und auf 0 °C gekuhlt. Zu der erhaltenen klaren Lésung wurde jeweils eine
katalytische Menge einer Lewis-, oder Brgnstedt-S&ure zugegeben. Es wurden dabei
folgende S&uren erprobt: Trifluormethansulfonsaure, Bortrifluorid-Etherat, Trimethylsilyl-
Triflat. Die sich sofort schwarz verfarbte Lésung wurde flr drei Stunden gerlhrt. Die
Reaktion wurde durch die vorsichtige Zugabe von Wasser beendet. Die Phasen wurden
getrennt und die organische Phase mit ges. Natiumchlorid-L6sung gewaschen, tiber Na-
triumsulfat getrocknet und anschlieBend im Vakuum von allen fliichtigen Bestandteilen
befreit. Ein gemessenes 'H-NMR des erhaltenen Rohproduktes zeigte daraufhin immer
eine Zersetzung in nicht weiter identifizierbare Substanzen.

Cl
N 6
NO, AR NN
12/, s< | /)2
13 N7 4N -181 -
10 ) 5 020H20C|N506
o ~O~—, 461.86 g/mol
4 2
0L 0

- 264-



Experimenteller Teil

Ausbeute: Es konnte kein Produkt erhalten werden.

Synthese von 2’,3’-Benzyliden-6-chloradenosin 173

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 2.0g (7.0 mmol, 1.0 Aquiv) 6-Chloradenosin und
4.89 (35mmol, 5.0 Aquiv) frisch getrocknetes Zink(ll)chlorid vermengt und mit 10.0 mL
(10.5g, 98.9mmol, 14 Aquiv) frisch destillierte Benzaldehyd versetzt. Die Reaktions|é-
sung wurde flir zwei Tage bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend mit 50 mL
Wasser versetzt. Die wéssrige Phase wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen wurden mit Wasser und ges. Natriumchlorid-L6sung
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vaku-
um vom Lésungsmittel befreit. Der erhaltenen Rickstand wurde durch automatisierte
Saulenchromatographie am Puriflash gereinigt (CH,Cl, nach CH,Cl,/MeOH 4:1). Das
erhaltene Rohrpodukt wurde anschlie3end erneut sdulenchromatographisch an Kiesel-
gel gereinigt (CH,>Cl,/MeOH 9:1) gereinigt.

Cl
6
8</N 5| \N
NN
5
fO o
N2/
Owo O Cl7H15C|N4O4

374.78 g/mol

Ausbeute: Es wurden 2.30 g (6.15 mmol, 88%) eines farblosen Feststoffs erhalten.
Das Produkt liegt als ein Gemisch von zwei Diastereomeren im Verhéltnis von 1:0.5 vor.

"H-NMR (300 MHz) [DMSO-dj]: 6 [ppm] = 8.91 (s, 1 H, H-8), 8.90 (s, 0.5 H, H-8), 8.84 (s,
1H, H-2), 8.83 (s, 0.5H, H-2), 7.53-7.48 (m, 7.5 H, Benzyliden), 6.46 (d, 3}y = 2.9 Hz,
1H, H-1), 6.44 (d, 3Jyy = 2.9Hz, 0.5H, H-1"), 6.27 (s, 1H, H-10), 6.03 (s, 0.5H, H-
10), 5.58 (dd, 3Jyy = 6.6Hz, 34y = 2.0Hz, 0.5H, H-2), 5.55 (dd, 3Jyy = 6.1Hz,
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3Jun = 2.9Hz, 1H, H-2), 5.18-5.08 (m, 3H, H-3", 9), 4.51-4.45 (m, 0.5H, H-4’), 4.43—
4.36 (m, 1H, H-4), 3.66-3.56 (m, 3H, H-5"). "*C-NMR (75 MHz, DMSO-d,): é[ppm] =
152.6 (C-4), 152.3 (C-2), 152.2 (C-2), 151.3 (C-5), 130.6 (C-6), 129.7, 129.0, 129.0,
128.9, 127.7, 127.4, (C-Benzyliden), 106.9 (C-10), 103.9 (C-10), 89.5 (C-1’), 89.5 (C-
1), 87.8 (C-4), 85.9 (C-4'), 84.8 (C-2'), 83.7 (C-2), 83.1 (C-3’), 81.2 (C-3'), 61.7 (C-5).
IR: 7 [cm™] = 3283, 3115, 2926, 2900, 2363, 2337, 2161, 2029, 1701, 1592, 1562,
1399, 1335, 1201, 1137, 1068, 1026, 954, 763, 741, 646, 551. HRMS (ESI*, m/z): ber:
375.0860 [M+H]*, gef: 375.0865 [M+H]". Ri-Wert: 0.61 (CH,Cl,/MeOH 9:1 v/v).

Synthese von 2’,3’-Benzyliden-N°-cyclopentylamin-adenosin 174

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 0.92g (2.5 mmol, 1.0 Aquiv.) der Benzyliden ge-
schiitzten Adenosinverbindung 173, 0.73mL (0.63g, 7.4 mmol, 3.0 Aquiv.) Cyclopen-
tylamin und 1.0 mL (0.74 g, 7.4 mmol, 3.0 Aquiv.) Triethylamin in 40 mL trockenem Etha-
nol suspendiert und anschlieBend fir drei Stunden zum Riickfluss erhitzt. Anschlie3end
wurden alle fliichtigen Bestandteile im Olpumpenvakuum entfernt und der erhaltenen
Ruackstand in einem 1:1 Gemisch aus Wasser und Ethylacetat aufgenommen. Die orga-
nische Phase wurde mit Wasser und ges. Natriumchlorid Lésung gewasche, Uber Natri-
umsulfat getrocknet und anschlieBend im Vakuum vom L&sungsmittel befreit. Der erhal-
tene Rickstand wurde zunéchst sdulenchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH
19:1) gereinigt und anschlieBend nochals durch automatisierte RP-Chromatographie am
Puriflash gereinigt.

17

16

5
NH
N
£ f“
N~ 4 N/2

s
HO o

AN -174 -

000 C22H25N504
423.47 g/mol
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Ausbeute: Es wurden 0.69 g (1.6 mmol, 67%) eines farblosen Feststoffs erhalten. Das
Produkt liegt als ein Gemisch von zwei Diastereomeren im Verhaltnis von 1:0.7 vor.

"H-NMR (300 MHz) [DMSO-dg]: § [ppm] = 8.38 (s, 0.7 H, H-8), 8.37 (s, 1H, H-8), 8.23
(s, 1.7H, H-2), 7.80 (d, 3Jyy = 7.3Hz, 1.7H, H-NH), 7.62-7.38 (m, 8.5 H, Benzyliden),
6.32—6.29 (m, 1.7 H, H-1"), 6.25 (s, 1 H, H-10), 6.03 (s, 0.7 H, H-10), 5.54-5.46 (m, 1.7 H,
H-2)), 5.27 (t, 3Jun = 5.3Hz, 0.7H, H-OH), 5.16 (t, >Jupy = 5.7 Hz, 1H, H-9), 5.13-5.07
(m, 1.7H, H-3"), 4.53 (s, 1.7 H, Cyclopentyl), 4.38 (dt, 3Jyy = 5.0Hz, *Jyy = 2.2Hz,
1H, H-4), 4.33-4.26 (m, 0.7 H, H-4’), 3.68-3.50 (m, 3.4H, H-5"), 2.01-1.85 (m, 3.4 H,
Cyclopentyl), 1.78-1.66 (m, 3.4 H, Cyclopentyl), 1.66—1.48 (m, 6.8 H, Cyclopentyl). '*C-
NMR (75 MHz, DMSO-ds): §[ppm] = 153.2 (C-2), 140.9 (C-8), 130.3, 130.2, 128.9, 128.9,
128.8, 127.5, 127.3 (Benzyliden), 107.0 (C-10), 103.5 (C-10), 90.1 (C-1’), 88.6 (C-1"),
86.9 (C-4'), 84.9 (C-4’), 84.3 (C-2’), 83.5 (C-2), 83.2 (C-3), 81.2 (C-3’), 62.0 (C-5), 51.7
(Cyclopentyl), 32.5 (Cyclopentyl), 24.1 (Cyclopentyl). IR: & [cm™] = 3327, 2955, 2868,
1616, 1584, 1475, 1411, 1377, 1332, 1295, 1219, 1093, 1071, 1028, 759, 698. HRMS
(ESI*, m/z): ber: 424.1985 [M+H]*, gef: 424.1974 [M+H]*. R-Wert: 0.30 (CH,Cl,/MeOH
19:1 v/iv).

Synthese von 2’,3’-Benzyliden-N°-cyclopentylamin-5’-(2-nitrobenzyl)adenosin 175

Unter Stickstoff als Inertgas wurden 31 mg (1.3 mmol, 2.0 Aquiv) Natriumhydrid in 4 mL
DMF suspendiert und bei 0 °C mit 0.27 g (0.64 mmol, 1.0 Aquiv) der Adenosinverindung
174, geldst in 4 mL DMF, versetzt. Die Suspension wurde fiir 30 min bei 0 °C gerthrt und
anschlieBend wurde Uber einen Zeitraum von 30 min ebenfalls bei 0 °C 0.28 g (1.3 mmol,
2.0 Aquiv) 2-Nitrobenzylbromid gelést in 4 mL DMF zugetropft. Nach vollstandiger Zu-
gabe wurde die Reaktionsldsung langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und fiir 18 h
geriihrt. Der Uberschuss an Natriumhydrid wurde durch die Zugabe von /sopropanol ver-
nichtet und alle fliichtigen Bestandteile wurden im Vakuum entfernt. Der erhaltene Riick-
stand wurde in Ethylacetat aufgenommen, mit Wasser und ges. Natriumchlorid Lésung
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und erneut im Vakuum vom Lésungsmittel
befreit. Der erhaltene Rlckstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt
(PE/EE 2:1 nach PE/EE 1:1)
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0., 0 C29H30N6O6
558.60 g/mol

Ausbeute: Es wurden 53 mg (0.10 mmol, 15%) eines leicht gelben Feststoffs erhalten.
Das Produkt liegt als ein Gemisch von zwei Diastereomeren im Verhaltnis von 1:0.7 vor.

'H-NMR (300 MHz) [CDCl;]: § [ppm] = 8.32 (s, 1.7 H, H-8), 7.62-7.38 (m, 1.7 H, Aryl),
7.88 (s, 1H, H-2), 7.87 (s, 0.7H, H-2), 7.60-7.33 (m, 13.6 H, Aryl), 6.26 (d, 3Jupy =
2.9Hz, 0.7H, H-1"), 6.23 (d, 3Jyy = 2.9Hz, 1H, H-1"), 6.21 (s, 1H, H-9), 6.03 (s, 0.7 H,
H-9), 5.70 (dd, 3Jyy = 6.5Hz, *Jyy = 2.0Hz, 0.7H, H-2), 5.63 (dd, 3J;; = 6.3 Hz,
“Jun = 2.3Hz, 1H, H-2), 5.27 (dd, 3Juy = 6.2Hz, *Jyy = 3.4Hz, 0.7H, H-3), 5.17
(dd, 3Jyp = 6.4 Hz, “Jyy = 2.5Hz, 1H, H-3), 4.86 (s, 3.4 H, H-17), 4.66—4.52 (m, 1.7 H,
H-4’), 4.51-4.49 (m, 1.7 H, Cyclopentyl), 3.88-3.75 (m, 3.4 H, H-5), 2.20-2.04 (m, 3.4 H,
Cyclopentyl), 1.85-1.62 (m, 3.4 H, Cyclopentyl), 1.62—1.47 (m, 6.8 H, Cyclopentyl). *C-
NMR (75 MHz, CDCl3): §[ppm] = 154.5 (C-8), 138.4 (C-2), 128.7, 128.6, 128.6, 128.5,
128.3, 127.0, 126.8, 124.8, 124.7 (Aryl), 107.6 (C-9), 105.0 (C-9), 91.6 (C-1’), 90.6 (C-
1’), 86.0 (C-4’), 84.1 (C-4’), 84.9 (C-2), 84.6 (C-2), 82.8 (C-3), 81.6 (C-3), 71.4 (C-5),
69.9 (C-17), 53.7 (Cyclopentyl), 33.6 (Cyclopentyl), 20.9 (Cyclopentyl). IR: & [cm™] =
3310, 3284, 3234, 2956, 2868, 2363, 2161, 2028, 1679, 1617, 1527, 1475, 1460, 1404,
1376, 1295, 1219, 1093, 796, 698, 528. HRMS (ESI*, m/z): ber: 559.2305 [M+H]"*, gef:
559.2306 [M+H]*. R-Wert: 0.41 (EE).
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Anhang

Gefahrstoffverzeichnis

Substanz Gefahrstoffsymbol H-Satze P-Satze
@@ 225,319, 336, 210, 233,
Aceton
EUHO066 305+351+338
225, 302, 312, 319, 305+351+338,
Acetonitril

332 403+235

210, 280,
o 225, 302+312+332 301+312+330,

Acetonitril-ds

319 305+351+338,

403+235

Adenosin
Adenosin-
diphosphat
3,5-cylisches-
Adenosin-
monophosphat
Ammoniumacetat
Ammonium-
hydrogencarbonat
p-Anisaldehyd-
dimethylacetal

Bis(diisoproylamino)-
chloro-
phosphoramidit

Bortrifluorid-
Diethyletherat

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

O

302 301+312+330

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

SSP
O

260, 280,
301+330+331,
303+361+353,

305+351,338+310

210, 280,
301+331+331,
305+351+338,

308+310

314

226, 314, 332, 372




Anhang

Substanz Gefahrstoffsymbol H-Satze P-Satze
273, 280,
301+330+331,
Brom 314, 330, 400 303+361+353,
304+340+310,
305+351,338
n-Bromoctan 410 273, 501
) _ 280, 305+351+338,
Buttersaureanhydrid 314, EUHO14 351
. 210, 260, 273, 280,
tert-Butyldi-
. _ 228, 314, 411 303+361+353,
methylsilylchlorid
305+351+338+310
210, 301+310+331,
301+330+331,
tert-Butylhydro- @ 226, 242, 302, 304,
. . 303+361+353,
peroxid (5.5M in 311, 314, 317, 330,
304+340+310,
n-Decan) 341, 411
305+351+338+310,
370+378
N <¢j> @ 205, 250, 260, 304, 201, 231+232, 280,
n-Butyllithium

(2.5Min n-Hexan)

2,6-tert-Butyl-4-
methylpyridin

Casiumcarbonat

Casiumformiat

&
@&

@ O
@ ©

314, 336, 361f, 373,
411

302, 315, 319, 335

318, 335

302, 319, 371, 373

305+351+338,
370+378

261, 305+351+338

280,
305+351+338+310
301+312+330,
305+351+338,
308+311
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Substanz Gefahrstoffsymbol H-Satze P-Satze
201, 273,
302, 315, 319, 331, 301+312+330,
Chloroform 336, 351, 361d, 302+352,
372,412 304+340+311,
308+313
201, 273,
302, 315, 319, 331, 301+312+330,
Chloroform-d @ 336, 351, 361d, 302+352,
372,412 304+340+311,
308+313
m-Chlorper- 242, 315,317, 319, 220, 261, 280,
benzoesalire @ @ 335 305+351+338, 410,
4114235
6-

Chloropurinribosid

Cyclopentylamin

Decansaurechlorid

1,8-

Diazabicyclo[5.4.0Jundec-

7-en

Dichlormethan

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

225, 300, 315, 317,
318, 332

XORCAS

314, 290

290, 301, 314, 412

315, 319, 336, 351

S

210, 264, 208,
301+310,
305+351+338
301+330+331,
305+351+338, 310,
280, 260,
303+361+353
273, 280,
301+310+330,
301+330+331,
303+361+353,
305+351+338
201, 302+352,
305+351+338,
308+313
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Substanz Gefahrstoffsymbol H-Satze P-Satze
4,5-
. o 210, 233, 261,
Dicyanoimidazol 225, 302+312+332,
_ 280,303+361+353,
(0.25Min 315, 318,335
. 305+351+338+310
Acetonitril)
. 224, 302, 336,
Diethylether 210, 240, 403+235

3,4-Dihydro-2H-
pyran

Diisopropylamin

N,N-
Diisopropylethylamin
4,5-Dimethoxy-2-
nitroacetophenon
4,5-Dimethoxy-2-
nitrobenzaldehyd
2,2-
Dimethoxypropan

4-

Dimethylaminopyridin

Dimethylendioxy2-
nitrobenzaldehy

N,N-
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

&b
SOO
SO

EUHO019, EUH066

225, 315, 319, 335

225, 302, 314, 331,

335

225, 302, 318, 331,

335

210, 261,
305+351+338
210, 280,
301+330+331,
304+340,
305+351+338,
308+310, 403+233
210, 261, 280,
305+351+338, 311

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

&b

SO
&

225, 319

301, 310, 331, 315,
318, 370, 411

210,.305+351+338

310, 304+340,
302+352,
305+351+338,
308+313, 280

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

O A

226, 312, 319,
360D

201, 210, 208,

302+352+312,

305+351+338,
308+313

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG
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Substanz

Gefahrstoffsymbol

H-Satze

P-Satze

Dimethylsulfoxid-dg
Dinatrium-
hydrogenphosphat

Diphenylphosphit

Essigsaure

Essigsdureanhydrid

Essigsaurechlorid

Ethanol

Ethylacetat

(9-Fluorenylmethyl)-

chloroformiat

Hydrazin (51 % in
Wasser)

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

Ob
O®

SO®

O®

O
O

&

302, 315, 318, 335

226, 314

226, 302, 314, 330

225, 314

225, 319

225, 319, 336

314

301, 311, 314, 317,
331, 350, 410

280, 301+312+330,
302+352,
305+351+338+310
210, 280,
301+330+331,
303+361+353,
305+351+338+310
210, 280,
301+330+331,
303+361+353,
304+340+310,
305+351+338+310
210, 260, 280,
305+351+338,
370+378, 403+235

210, 305+351+338

210, 305+351+338

260, 280,
301+330+331,
305+351+338,

308+310

280, 301+330+331,
302+352,
305+351+338,
304+340, 310
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Substanz Gefahrstoffsymbol H-Satze P-Satze
3-Hydroxy-4-
methoxy- Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG
benzaldehyd
4-Hydroxy- @
319, 412 305+351+338
acetophenon
4-Hydroxy-
319 305+351+338
benzylalkohol
201, 260, 2180,
. Z) 303+361+353,
Imidazol S 302, 314, 360D
305+351+338+310,
308+313
Kaliumcarbonat @ 315, 319, 335 305+351+338

Kaliumdi-
hydrogenphosphat

Kaliumhydroxid

Kieselgel

Lithiumdiiso-

propylamin (2.0 M in
Tetrahydrofuran)

Mangandioxid

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

Ob

260, 280,
301+312+330,
301+330+331,
303+361+353,

305+351+338+310

290, 302, 314

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

210, 280,
301+310+331,
301+330+331,
303+361+353,

305+351+338+310
260, 264, 270,
304+340+312, 314,
501

225, 304, 314, 335,
336, 351, 373, 410

302+332, 373
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Substanz Gefahrstoffsymbol H-Satze P-Satze
280, 301+310+330,
3014311, 314,317, 0 +930+331,
ia + b b )
Mesylchlorid 303+361+353,
330, 335
304+340+310,
305+351+338
210, 280,
@) 225, 301+311+331, 301+310+330,
Methanol
370 302+352+312,
304+340+311
210, 280,
% 225, 301+311+331, 301+310+330,
Methanol-d,
370 302+352+312,
304+340+311
<&> @ 201, 231+232, 280,
Natriumborhydrid i 260, 301, 314, 360F 308+313, 370+378,

Natriumchlorid

Natriumhydrid

Natriumhydroxid

Natriumsulfat
Natriumthiosulfat
2-Nitro-4-hydroxy-
benzaldehyd

2-Nitrobenzaldehyd

&

402+404

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

SO

228, 260, 290, 314

290, 314

210, 231+232, 260,
280, 303+361+353
260, 280,
301+312+330,
301+330+331,
303+361+353,
305+351+338+310

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG
Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

O

302, 315, 319, 335,
412

273, 301+312+330,
302+352,
305+351+338
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Substanz

Gefahrstoffsymbol

H-Satze

P-Satze

1-Octadecanol

Ocansaurechlorid

Petrolether 50-70

Phosphoroxychlorid

Phosphorsaure
(85 %)

Phosphortrichlorid

2-Propanol

Pyridin

Pyridinium-
Trifluoroacetat
Salpetersaure

(65 %)

Salzsaure (37 %)

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

O A
OSSO

OO

317, 318, 315, 330,
290

225, 304, 315, 336,
411

302, 314, 330, 372

290, 314

300+330, 314, 373

225, 319, 336

225, 302+312+332,
315, 319

315, 319, 335

272,290, 314, 331

290, 314, 335

208, 302+352,
305+351+338, 310,
402+404

210, 273,
301+310+331,
302+352

280, 301+330+331,
303+361+353,
304+340+310,

305+351+338, 314

280, 305+351+338,

310

20, 301+310+330,
301+330+331,
303+361+353,
304+340+310,
305+351+338

210, 305+351+338

210, 280,
305+351+338
302+352,
305+351+338
210, 220, 261, 280,
370+378, 403+233
260, 280,
303+361+353,
303+340+310,
305+351+338
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Substanz

Gefahrstoffsymbol

H-Satze

P-Satze

Schwefelsaure
(98 %)

Tetrabutylammonium-

hydroxid (10 % in
Wasser)

Tetrahydrofuran

Thymidin

Toluol

p-Toluolsulfonsaure

Trichloracetronitril

Triethylamin

O A

290, 314
314

225, 302, 319, 335,
351

280, 301+330+331,
303+361+353,
305+351+338+310

303+361+353,
305+351+338

201, 210,
301+312+330,
305+351+338,

308+313

Kein Gefahrstoff nach der Richtlinie 1272/2008 EG

O A
OD

SO®

SO

225, 304, 315, 336,
361d, 373, 412

290, 314, 335

301+311+331, 411

225,302, 311+331,
314

201, 210, 273,
301+310+331,
302+352, 308+313
260, 280,
303+361+353,
304+340+310,
305+351+338+310
261, 280,
301+330+331+310,
302+352+312,
304+340+311,
403+233
210, 280,
301+330+331,
303+361+353,
304+340+311,
305+351+338+310
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Substanz Gefahrstoffsymbol H-Satze P-Satze
280, 301+310+330,
Tristhvlami 301+330+331,
riethylamin- A\
. y _ 300+310+330, 314 303+361+353,
Trihydrodfluorid
304+340+310,
305+351+338
273, 280,
301+330+331,
Trifluoressigsaure @ 314, 332, 412 303+361+353,
304+340+310,
305+351+338
_ 280, 301+330+331,
Trifluormethan-
; 290, 302, 314, 335 305+351+338,
sulfonsaure
308+310
Trifluormethansulfon- 280, 305+351+338,
‘@ < : > 302, 314
sdureanhydrid 310
210, 233, 261,
. . . D 225, 301+331, 312,
Trimethylsilylchlorid 301+310+330,

Trimethylsilyl-
trifluormethan-

sulfonoat

Vanilin

&&
®

314

226, 314

319

370+378, 403+233

280, 305+351+338,
310

305+351+338
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