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1. Einleitung

Nucleotide wie ATP (1), ADP (2), UTP (3) und UDP (4) und das Nucleosid Adenosin
(5) (Abbildung 1.1) sind wichtige physiologische Molekile, die im Koérper eine

Vielzahl von Funktionen wahrnehmen.
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Abbildung 1.1: Nucleotide und das Nucleosid Adenosin

Sie kbénnen ubiquitar in signifikanten Konzentrationen im extrazellularen Raum
nachgewiesen werden. Dort interagieren sie mit membranstandigen, sog. purinergen
Rezeptoren: P1-Rezeptoren, die von Adenosin aktiviert werden, und P2X- und P2Y-

7 Extrazellulare

Rezeptoren, welche sich von Nucleotiden aktivieren lassen.
Nucleotide und Adenosin nehmen durch diese Rezeptoren vermittelt Einflu3 auf viele
physiologische und auch pathophysiologische Prozesse. Uber das rein akademische
Interesse an diesen Molekuilen und ihren Wirkungen hinaus sind sie daher schon seit
langerem in den Focus der medizinischen Chemie gertickt. Ein therapeutisches
Prinzip auf der Grundlage eines purinergen Rezeptors konnte bereits auf dem Markt
etabliert werden, einige weitere befinden sich in unterschiedlichen Phasen der
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klinischen Entwicklung. Irreversible P2Yi.-Antagonisten wie Clopidogrel (6,



Abbildung 1.2) finden klinische Anwendung als Thrombozytenaggregationshemmer
mit Milliardenumsatzen. Clopidogrel wurde allerdings ohne Kenntnis des Targets
entwickelt, daB es den Thrombozyten-P2Y.-Rezeptor irreversibel allosterisch hemmt,
sind nachtragliche Erkenntnisse. Der P2Y,-Agonist Denufosol (7, Abbildung 1.2)

steht vor der Markteinfilhrung zur symptomatischen Behandlung der Mukoviszidose.
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Abbildung 1.2: P2-Rezeptorliganden als Arzneistoffe

Nucleotide und Nucleoside unterliegen im extrazellularen Raum dem Metabolismus
durch ein elaboriertes System, das aus verschiedenen Enzymen besteht.'>'® Diese
Enzyme modulieren die purinerge Signaltransduktion und besitzen daher ebenfalls
Potential als Arzneistoff-Targets.

Um zu dem heutigen Kenntnisstand zu gelangen, waren wissenschaftliche
Anstrengungen vonndten, deren Anfange sich auf die zwanziger Jahre des letzten
Jahrhunderts datieren lassen. Die Pionierarbeiten auf diesem Gebiet sind eng
verbunden mit Albert von Szent-Gydérgyi, der 1937 den Nobelpreis fir Medizin erhielt,
Alan Drury und Pamela Holton. Drury und Szent-Gydrgy beschrieben als erste
bereits 1929, daB die Injektion von ATP und Adenosin in das Meerschweinchenherz

t.29 Eine Reihe weiterer Publikationen

negativ inotrop wirkt und die Koronarien dilatier
aus der Zeit zeigt, daB in der Friahzeit der modernen pharmakologischen
Forschung - die bahnbrechenden Forschungen von Dale zum Acetylcholin liegen
gerade einmal zwei Jahrzehnte zurlck - groBes Interesse an den Wirkungen von
Nucleotiden and Nucleosiden auf Organe bestand.?'** Die in Tierversuchen
gewonnenen Erkenntnisse konnten erfolgreich am Menschen bestatigt werden:
Honey et al. stellten nach intravendéser Gabe von Adenosin einen massiven
Blutdruckabfall ~ fest?®  SchlieBlich  unternahm  Gillespie  vergleichende
Untersuchungen der Wirkung von ATP, ITP, AMP, IMP, Adenosin, Adenin und
Hypoxanthin auf Blutdruck, Herzschlagrate und Tonus der Intestinal- und

Uterusmuskulatur von Kaninchen.?®® Er stellte fest, daB ATP den starksten



kontrahierenden Effekt an der glatten Muskulatur besaB. Adenosin hingegen
bewirkte die starkste Blutdrucksenkung. Die Desaminierung der Nucleobase Adenin
fihrte zu grundsatzlich schwacher wirksamen Verbindungen. Diese Publikation kann
man mithin als erste Analyse von Struktur-Wirkungsbeziehungen auf diesem Gebiet
bezeichnen. Ein weiterer Meilenstein wurde 1954 gesetzt. Pamela Holton publizierte
eine Arbeit im Journal of Physiology, in der sie Experimente mit Extrakten aus
Wurzelzellen (,dorsal root) und Motorneuronen (,ventral root“) von Pferden
beschrieb.?” Die Extrakte enthielten nachweislich Adenosin-Nucleotide, sie bewirkten
im Kaninchenohr genauso wie zugesetztes ATP eine starke Vasodilatation. Im
Vergleich zu den von Drury und Szent-Gydrgy veroéffentlichten Arbeiten ging Holton
den einen entscheidenden Schritt weiter, daB sie Nucleotide im Nervengewebe und
deren physiologische Wirkung speziestbergreifend nachwies. Explizit ist am Schluf3
ihrer Verdffentlichung zu lesen: It is tentatively suggested that in certain sensory
nerves, ATP is similarly liberated by the arrival of the action potential at the nerve
ending, and that it acts either on a blood vessel (as in antidromic vasodilatation), or,
in the central nervous system, as a synaptic transmitter.”

Geoffrey Burnstock faBte 1972 in einem ,Purinergic Nerves“ betitelten Ubersichts-
artikel den Stand der Forschung zu den Wirkungen von extrazellularem ATP
zusammen.” Er postulierte in diesem Artikel die Existenz von Rezeptoren fiir ATP
und pragte fir Nerven, die sich durch ATP stimulieren lieBen, den Begriff ,purinerge
Nerven®. Aus heutiger Sicht stellt dieser Artikel den entscheidenden Durchbruch dar.
Die Existenz von extrazelluldaren Rezeptoren fir Nucleotide ist heute allgemein
anerkannt. In der Zeit der Veroffentlichung des Review-Artikels und noch lange
danach war sie jedoch ein heiBumstrittenes Thema auf Kongressen und in der
Literatur. In einem Interview Uber die damalige Zeit beschrieb Burnstock eine Szene
am Rande eines Kongresses, in der er beflirchtete, von ihm regelrecht feindlich
gesonnenen Wissenschaftlern kdrperlich angegriffen zu werden, ,and being an ex-
boxer, | got very worried because | had the sense that it was going to become
physical.“?®

Kritiker fahrten das ubiquitdre Vorkommen von ATP, dessen Beteiligung an vielen
intrazellularen metabolischen Vorgangen und nicht zuletzt die hohen intrazellularen
Konzentrationen als Hauptargumente gegen eine zusatzliche Rolle als Neuro-
transmitter ins Feld.?



Die Arbeitsgruppe von Burnstock selbst beschéaftigte sich Anfang der 60er Jahre mit
elektrophysiologischen Experimenten an der taenia coli — glatter Muskulatur am
Dickdarm. Sie konnte diese Muskulatur auch nach Zusatz des Anticholinergicums
Atropin und von Guanethidin, das Noradrenalin entspeichert, durch Stimulierung des
Vagus zur Relaxation bringen.®®®' Ein dritter Transmitter, ein sog. nicht-adrenerger,
nicht-cholinerger, kurz NANC-Transmitter, muBte fir die Muskelrelaxation
verantwortlich sein. ATP zeigte hier den starksten Effekt. Zuséatzlich konnte nach-
gewiesen werden, daB Nerven °H-Adenosin aufnahmen, in ®*H-ATP umwandelten
und als solches freisetzten.” Die SchluBfolgerung aus diesen Experimenten und
weiteren Arbeiten, in dem Ubersichtsartikel ,Purinergic Nerves* dargelegt, miindete
in ein Modell des purinergen Nervs: ATP wird vesikular gespeichert, auf einen Reiz
hin freigesetzt, es findet auf dem Erfolgsorgan Rezeptoren, die Inaktivierung findet
durch Dephosphorylierung statt und das entstandene Adenosin kann durch einen

Reuptake-Mechanismus wieder in die prasynaptische Zelle gelangen (Abbildung 1.3).

Abbildung 1.3: Modell der purinergen Transmission’

Dieses frihe Modell zeigt schon die beiden Stellen, an denen in die purinerge
Transmission eingegriffen werden kann: Rezeptoren und verschiedene dephosphor-
ylierende Enzyme. Die Enzyme werden hier von Burnstock nur sehr grob unter-
schieden in solche, die Phosphorsaureanhydridbindungen spalten (,ATPase®) und
solche, die Nucleosid-5’-Phosphorsaureesterbindungen  hydrolysieren  (,5'-



Nucleotidase®). Der heutige Kenntnisstand ist deutlich umfassender, er ist Thema
des zweiten Kapitels.

Wahrend um die Akzeptanz von Rezeptoren fiur Nucleotide zunachst massiv
gekampft werden mufBte, fand die Rolle des Adenosins als ein physiologischer
Neuromodulator mit eigenen Rezeptoren sehr viel schneller Anerkennung.*?
Nachdem evident wurde, daB ATP und Adenosin jeweils eigene Rezeptoren
aktivieren, schlug Burnstock fir diese eine neue Nomenklatur vor: P1-Rezeptoren fur
Adenosin und P2-Rezeptoren fiir ATP.333* Er stiitzte sich bei der Unterscheidung
dieser Rezeptoren im wesentlichen auf vier Kriterien: die relative Potenz von ATP
und Adenosin zu den verschiedenen Rezeptoren, den selektiven Antagonismus von
Methylxanthinen gegen Adenosin-induzierte Wirkungen, die Modulierung von cAMP
nur durch Adenosin und die Induktion der Prostaglandinsynthese ausschlieBlich
durch ATP.?

Der nachste Schritt wurde 1985 getan, als es auf der Basis pharmakologischer
Studien gelang, die Familie der P2-Rezeptoren in ionotrope P2X-Rezeptoren und
metabotrope P2Y-Rezeptoren zu unterscheiden.®® Diese Unterscheidung konnte
nach der erfolgreichen Klonierung der ersten P2-Rezeptoren bestétigt werden.” In
den folgenden zwei Jahrzehnten wurden insgesamt vier humane P1-Rezeptoren,
sieben humane P2X-Rezeptoren und acht humane P2Y-Rezeptoren kloniert:>>¢°
die G-Protein-gekoppelten  Ai.a2s3-Rezeptoren, die Na'/K*/Ca*-lonenkanal-
Rezeptoren P2X;7; und die G-Protein-gekoppelten P2Y1246.11,12,13,14-Rezeptoren
(Abbildung 1.4). Eine Erweiterung dieser Uberfamilie kénnten die PO genannten
Rezeptoren fir Adenin (8, Abbildung 1.4) darstellen.*”*® Die Abbildung 1.4
reprasentiert den derzeitigen Stand des Wissens um diese Rezeptorfamilien und ihre
physiologischen Agonisten. Wahrend P2X-Rezeptoren durch ATP aktiviert werden,
sind fir die P2Y-Rezeptoren mehrere endogene Agonisten beschrieben.®® ATP ist
ein Agonist an P2Y,- und P2Yii-Rezeptoren, ADP an P2Y;- P2Yi- und P2Yis-
Rezeptoren. Pyrimidinerge Rezeptoren stellen die durch UTP aktivierten P2Y, und
P2Y4-Rezeptoren, der UDP-aktivierte P2Ys-Rezeptor und der Rezeptor fur UDP-
Glucose (9) P2Y44 dar. Zu diesen P2Y-Agonisten gesellt sich eine wachsende Zahl
von sowohl physiologisch vorkommenden als auch synthetisch dargestellten
(Abbildung 1.2) metabolisch stabileren Dinucleotiden.***' Dinucleotide bestehen aus
zwei gleichen oder verschiedenen Nucleosiden, die an ihrer 5’-Position Uber eine

Phosphatkette unterschiedlicher Lange miteinander verbunden sind. UpsA wurde als



EDCF (Endothelium-derived constrictive factor) beschrieben.*? In Abbildung 1.4 ist
beispielhaft das Dinucleotid ApsA (10) dargestellt.
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Abbildung 1.4: Purinerge Rezeptoren und ihre physiologischen Agonisten

Neben dem anfanglichen Widerstand, der dem Konzept von der purinergen
Transmission entgegenschlug, wurden auch Irrwege beschritten. So erwiesen sich
einige zunachst als P2-Rezeptoren bezeichnete Rezeptoren nicht als Nucleotid-
Rezeptoren: Der p2y7-Rezeptor beispielsweise ist ein Leukotrien B4-Rezeptor, der
p2y9-Rezeptor gehdrt zu den Lysophosphatidsaure-Rezeptoren.**** Der den P2Y-
Rezeptoren verwandte orphan-receptor GPR80 wurde von Inbe et al. P2Y 15 genannt,
da die Autoren zunachst annahmen, daB er von AMP und Adenosin aktiviert wird.*®
Mittlererweile hat er sich als Rezeptor fir a-Ketoglutarat erwiesen.*® Auch wurde
zeitweise irrttimlich eine P3 genannte Familie von Rezeptoren fir ATP und Adenosin
postuliert.?



Die pharmakologische Charakterisierung der P2-Rezeptoren ist dadurch erschwert,
daB:
- kommerziell erhéltliche Nucleotide Verunreinigungen aufweisen kdnnen,
- Zellen durch mechanischen Stref3, wie er bei der Arbeit mit Kulturen entsteht,
Nucleotide freisetzen kénnen,
- Nucleotide der schnellen enzymatischen Interkonversion durch Ectokinasen
und dem Abbau durch Ectonucleotidasen unterliegen.*’

Trotz dieser Probleme hat man mittlererweile ein recht detailliertes Bild von der
physiologischen Bedeutung der P2-Rezeptorfamilie. Méglicherweise eréffnen einige

Rezeptorsubtypen neue Therapieoptionen (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Therapeutische Anwendungsmaoglichkeiten fur P2-Rezeptorliganden

Rezeptor Therapeutisches Potential
Agonist Antagonist
P2y ian-49 50
1 Neuroprotektion48 Thrombocyter(;aggregahon, Schmerz;
steoporose
PeY: N tektion;? Glaukom;®
U e on,  arauxom, Arteriosklerose;®"® Inhibition der
Tumore; Immunstimulierung; .64 .65
. . 58 59 Chemotaxis;”" Bluthochdruck;
Prinzmetal-Angina;™ Gallensekretion; Polvevstische Nierenerkrankuna®®
Mukoviszidose;* Dry Eye Disease® yey 9
P2Y, Tumore®
P2Y indli 3
6 Mukoviszidose® Entzundhcge Darmerkr:sa1nkungen,
steoporose
P2Y1s Inhibition der Chemotaxis®
P2Y1, Thrombocytenaggregation®’
P2X; Kontrazeptivum;®® Vasospasmus®
P2X, Epilepsie;®® Neuroprotection™
P2X; Chronischer Schmerz;”
Reizdarmsyndrom;’? Dranginkontinenz”®
P2X,4 Epilepsie;*® Neuropathischer Schmerz;®™
Bluthochdruck
P2Xs Epilepsie®
P2X; . 77
Bakterielle Infektionen”®® Neurodegenerative Erkrankun%en,

Entziindungen, Schmerz

Fiar einzelne P2-Rezeptoren sind suptypselektive Liganden in der Literatur

beschrieben.2%477983 Ajlerdings sind viele unter ihnen metabolisch instabil und



scheinen peroral nicht bioverfigbar zu sein. Weitere Anstrengungen sind daher
notwendig, um das therapeutische Potential der vollen Bandbreite der P2-
Rezeptoren untersuchen zu kénnen.

Neben der direkten P2- oder P1-Rezeptorblockade oder -stimulierung gewinnt immer
mehr der Eingriff in die indirekte Modulation der purinergen Rezeptoren z.B. durch
Hemmung von Ectonucleotidasen an Interesse. Auch hier befindet sich die
medizinische Chemie in einem sehr friihen Stadium der Wirkstoffsuche.



2. Ectonucleotidasen: Struktur, Funktion und Medizinische
Chemie

Nucleoside und Nucleotide befinden sich im extrazellularen Raum in einem
Konzentrationsgleichgewicht, das wesentlich durch Freisetzung, Metabolisierung
durch Ectokinasen, Ectonucleotidasen und Adenosin-Desaminase sowie Adenosin-
Reuptake aufrechterhalten wird (Abb. 2.1). Sie entfalten dort physiologische
Wirkungen Gber P1- und P2-Rezeptoren. Durch verschiedenartige Ereignisse, u. a.
durch Zelltod, kénnen die extrazellularen Konzentrationen der Nucleotide und
Nucleoside potentiell pathophysiologische Werte erreichen. Das in Abbildung 2.1
skizzierte komplexe Zusammenspiel der Nucleotide und Nucleoside, ihrer
Rezeptoren und ihrer extrazellularen metabolisierenden Enzyme ist Thema dieses
Kapitels.
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Abbildung 2.1: Extrazellularer Metabolismus von ATP

(ADK: Adenylatkinase; AP: Alkalische Phosphatase; Ecto-5-NT: Ecto-5-Nucleotid-
ase; E-NPP: Ecto-Nucleotidpyrophosphatasen; NDPK: Nucleosiddiphosphokinase;
NTPDase: Ecto-Nucleosidtriphosphatdiphosphohydrolase)

Der Schwerpunkt liegt auf den membranstandigen Ectonucleosidtriphosphat-
diphosphohydrolasen 1, 2, 3, 8 (NTPDase1,2,3,8) und der Ecto-5’-Nucleotidase
(Ecto-5’-NT). |hr Aufbau, ihre katalytischen Eigenschaften, ihr Zusammenspiel mit



P1- und P2-Rezeptoren, ihre (patho)physiologische Bedeutung und das sich daraus
ergebende therapeutische Potential werden beschrieben. Die Nomenklatur der
beteiligten Enzyme sei noch erldutert: Mit dem Terminus Ectonucleotidasen sollen
diejenigen Ectoenzyme, die bevorzugt Phosphoresterbindungen in Nucleotiden
spalten, bezeichnet werden. Man spricht von E-NTPDasen, E-NPPs einzelne

t."> Gemeint sind im

Isoenzyme werden z.B. NTPDase1 oder NPP1 usw. genann
folgenden, wenn nicht explizit anders angegeben, immer die humanen E-NTPDasen,

E-NPPs und Ecto-5’-Nucleotidase.

2.1 Freisetzung und extrazellulare Synthese von Nucleotiden

Nucleotide wie ATP sind kleine, ionische, sehr hydrophile Biomolekile. Sie werden
deswegen kaum in nennenswertem Umfang intakte Zellmembranen durch passive
Diffusion passieren. ATP, ADP, UTP und UDP kbénnen aber in signifikanten
Konzentrationen im extrazelluldren Raum nachgewiesen werden.?*%* In humanem
Plasma wurde eine ATP-Konzentration von 28 nM gemessen.®® Es stellt sich also die
Frage, durch welche Mechanismen Nucleotide aus dem Cytosol dorthin beférdert
werden. Durch Zellyse werden nach Verletzungen, bei entziindlichen Prozessen oder
bei der Apoptose der gesamte Zellinhalt, damit auch Nucleotide, freigesetzt.
Beispielsweise wurden in friiheren Publikationen Plasmakonzentrationen von ATP
bis zu 1,2 yM angegeben.® Solche hohen Werte lassen sich auf Hamolyse bei der
Blutentnahme zuriickfiihren.®®> In der Nahe von Zellwinden intakter Zellkulturen
wurde ATP in Konzentrationen von 1-25 yM mit einem empfindlichen Luciferase-
Assay gemessen, UTP wurde in nanomolaren Konzentrationen nachgewiesen.?%”#
Dies vergleicht sich mit einer vesikularen ATP-Konzentration von 150 mM in der
synaptischen Endplatte.®® Ectokinasen wie die Ecto-Adenylatkinase (ADK) und die
Nucleosiddiphosphokinase (NDPK) kénnen verschiedene Interphosphorylierungen
von Adeninnucleotiden, Nucleosidtri- (NTP) und -diphosphaten (NDP) durchfihren
(Abbildung 2.1): 2 ADP <~ AMP + ATP (ADK), NTP + ADP < NDP + ATP (NDPK).
Sie tragen je nach Expressionsmuster beispielsweise im Pankreas, in der Lunge, in
Keratinozyten, in Osteoblasten, in Hepatocyten, in GefaBen und in Krebszellinien zur
Synthese von Nucleotiden im extrazellularen Raum bei.?%%%* Viele Zelltypen kénnen

cytosolisches ATP und UTP basal und auf einen Reiz hin sekretieren.?®
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Lungenepithel, GefaBendothel und glatte Muskulatur beantworten Scherkrafte,
Druckschwankungen und osmotische Reize mit der Freisetzung von ATP und
UTP.%>*" Blutzellen wie Erythrozyten und Thrombozyten setzen ATP und UTP unter
hypoxischen Bedingungen bzw. nach Aktivierung frei.?®'® An der neuronalen
Endplatte dient ATP als Co-Transmitter von Noradrenalin oder Acetylcholin nach
Depolarisation.®* Die Mechanismen der Freisetzung sind noch nicht abschlieBend
aufgeklart. Neben der vesikularen Freisetzung an der neuronalen Endplatte werden
vor allem Connexine, ABC-Transporterproteine (ATP Binding Cassette Proteins) und

Anionenkanéle diskutiert.?*%%1°"

2.2 Extrazellulare Hydrolyse von Nucleotiden

Nucleotide unterliegen im extrazelluldaren Raum nur zu einem geringen Teil der
spontanen, chemischen Hydrolyse. Vor allem werden sie durch verschiedene
membranstandige oder I6sliche Ectohydrolasen abgebaut (Abbildung 2.1). Zu diesen
gehdren unspezifische Phosphatasen wie die Familie der alkalischen Phosphatasen
(AP), vor allem aber Enzymfamilien, deren Mitglieder evolutionar den Nucleotiden
gegenlber Substratspezifitdt entwickelt haben: Ecto-Nucleotidpyrophosphatasen (E-
NPPs), Ecto-Nucleosidtriphosphatdiphosphohydrolasen (E-NTPDasen) und die Ecto-
5'-Nucleotidase (Ecto-5'-NT).'21418

2.3 Ecto-Nucleotidpyrophosphatasen

Die Familie der Ecto-Nucleotidpyrophosphatasen besteht aus sieben Isoenzymen:
NPP1-7." Sie zeichnet sich durch eine breite Substratspezifitit aus. EinfluB auf die
extrazellulare Nucleotidkonzentration nehmen die membranstandigen NPP1 und 3
und die I6sliche NPP2. Sie hydrolysieren bevorzugt Phosphoranhydridbindungen der
Nucleosidtriphosphate, Dinucleosidoligophosphate und UDP-Glucose (Abbildung
2.2).%1%2 Nucleosidtriphosphate wie ATP und UTP werden unter Freisetzung von
Pyrophosphat (PP;) zu den entsprechenden Monophosphaten AMP (11) und UMP
(12) abgebaut. UDP-Glucose und die Dinucleosidtetraphosphate werden ebenfalls in
der Weise gespalten, daB ein Nucleosidmonophosphat entsteht. Gerade die
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Fahigkeit zur Hydrolyse von Dinucleotiden soll hier hervorgehoben werden, andere
Ectonucleotidasen scheinen diese Fahigkeit nicht zu besitzen.'” NPP6, 7 und auch
NPP2 hydrolysieren Phosphodiester in Lysophospholipiden.'® NPP2 besitzt also
Affinitdt sowohl zu Nucleotiden als auch zu Lysophospholipiden. Vor diesem
Hintergrund soll Erwéhnung finden, daB3 auch der CysLT1-Rezeptor duale Affinitat zu
Nucleotiden und sauren lipidartigen Strukturen aufweist. Er wird sowohl vom
Cysteinyl-Leukotrien LTC,4 als auch von UDP aktiviert."® Die NPP4 und 5 sind
bislang noch nicht funktionell charakterisiert."”

(0] [¢] (0]
BB b oSN
0”107 1% 6:0’\(_7‘ A
PPi HO  oH NN\N
ATP
HO = [e] (o] ~
HO o o o N0 q HN N\N ? \O’Iﬁl’lo’lé\o’lﬁ!‘o’%\o ° N/\N
W PEN g s H, e e
1 - N
Ho Y o’1%o (l),o/\g_?’z’/ o o, ~7" Ho (?H ' HO OH NN
HG  OH Ho o Diadenosintetraphosphat
UDP-Glucose 12 1 AP,A
- Glucose-1-Phosphat c - ATP

B = Adenin-9-yl 11 N NPP2 NPP1,3 extrazellular

Uracil-1-yl 12 —
Zelmembran "~ \_y intrazellular

Abbildung 2.2: Substrate fir NPP1-3

NPP1-3 kénnen ubiquitdr nachgewiesen werden. Sie tragen beispielsweise in
unterschiedlichen Expressionsmustern auf der apikalen Seite von Epithelien bzw.
Endothelien in Lunge, Leber, Darm zur Hydrolyse von Nucleotiden und Dinucleotiden
bei.1°5’106

Die NPP2 wird von Oligodendrocyten exprimiert. Ihr wird eine Rolle bei der
Myelinisierung zugeschrieben.'® E-NPPs scheinen auch bei einigen Krankheits-
zustanden beteiligt zu sein. In der cerebrospinalen Flissigkeit von Multiple-Sklerose-
Patienten konnte die NPP2 im Gegensatz zu Gesunden nachgewiesen werden.'%®
Die bekannte C6-Rattengliom-Zellinie exprimiert die NPP1. Diese wird unter physiol-
ogischen Bedingungen in Glia-Zellen nicht gefunden.'®'" Andere Krebszellinien
sekretieren die NPP2. Sie soll zum Tumorwachstum beitragen kénnen, indem sie die
proliferationsférdernde Lysophosphatidsaure (LPA) aus Lysophosphatidylcholin

t.17

freisetzt.”” E-NPPs stellen méglicherweise ein interessantes Arzneistofftarget dar.
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2.4 Ecto-Nucleosidtriphosphatdiphosphohydrolasen und Ecto-5’-
Nucleotidase

Zu den Ecto-Nucleosidtriphosphatdiphosphohydrolasen (E-NTPDasen) gehdren die
zellmembranstandigen NTPDasen 1-3 und 8 (Tabelle 2.1), die |6slichen, sekretierten
NTPDasen 5, 6 und die intrazelluldr vorkommenden NTPDasen 4 und 7.">'%""! Dije
Ecto-5’-Nucleotidase ist strukturell deutlich von den E-NTPDasen zu unterscheiden,
bildet aber insbesondere mit der NTPDasel eine funktionelle Einheit zur

Generierung von Adenosin aus ATP.'*18

Tabelle 2.1 Nomenklatur der membranstandigen E-NTPDasen und Ecto-5'-
Nucleotidase'*1°

Weitere . Genbank-
Enzym Bezei Genbezeichnung
ezeichnungen zugangsnummer

NTPDase1 CD39, ATPDase, Ecto- ENTPD1 U87967

Apyrase
NTPDase?2 CD39L1, Ecto-ATPase ENTPD2 AF144748
NTPDase3 CD39L3, HB6 ENTPD3 AF034840
NTPDase8 hATPDase ENTPDS8 AY430414

, CD73, Ecto-5'-

Ecto-5'-NT Nucleotidase NT5E X55740

2.4.1 Hydrolytische Eigenschaften der NTPDasen 1-3, 8 und der Ecto-5’-NT

E-NTPDase-Isoenzyme weisen unterschiedliche Substratspezifitaten auf.''? Uracil-
Nucleotide werden meist mit niedrigerer Rate umgesetzt als die entsprechenden
Adenin-Nucleotide. NTPDase1,3,8 kdnnen sowohl ATP als auch UTP sequentiell
Uber die Diphosphate zu den entsprechenden Monophosphaten hydrolysieren
(Tabelle 2.2, Abbildung 2.3). Die NTPDase1 hydrolysiert Nucleosidtriphosphate
(NTPs) etwa im gleichen Ausmaf wie Nucleosiddiphosphate (NDPs). Die NTPDase2
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hingegen ist eine Nucleosidtriphosphatase. Sie wurde deshalb friher auch Ecto-
ATPase genannt.

Tabelle 2.2: Katalytische Eigenschaften der E-NTPDasen''?

Isoenzym ATP ADP ATP/ADP uTpP UDP UTP/UDP
K (M) * Kin (HM) ®

NTPDase1 17 +1 22 +1 1.8 47 + 4 135+ 10 1.7

NTPDase2 70 +2 n.d.? 7.2 393 +30 n.d.? 9.3

NTPDase3 75+ 10 31 +1 4.3 58 + 6 67 +3 6.2

NTPDase8 46 +5 256 + 20 2.2 124+10 1780 + 140 4.8

% Werte mit rekombinanten humanen Enzymen aus transfizierten COS-7-Zellen bestimmt
® nicht bestimmt

Fir die NTPDase2 sind mindestens zwei verschiedene Spleivarianten mit
katalytischen Eigenschaften, die sich leicht unterscheiden, beschrieben.’'® Die
katalytischen Eigenschaften der NTPDase3 und 8 liegen zwischen denen der
NTPDase1 und 2. Das von den NTPDasen 1, 3 und 8 zur Verfigung gestellte AMP
und UMP wird durch die Ecto-5’-NT (K, [AMP] = 1-50 uM) weiter zu Adenosin bzw.

Uridin hydrolysiert.™

Nach neueren Untersuchungen liegt der K,-Wert der Ecto-5’-NT
eher zwischen 20 und 40 pM."'* Das Expressionsmuster an Ectonucleotidasen in
einem Organ nimmt also entscheidenden EinfluB auf das Gleichgewicht, in dem die

Nucleotide und Nucleoside extrazellular vorliegen.

2.4.2 Interaktionen von E-NTPDasen, Ecto-5’-Nucleotidase, P1- und P2-
Rezeptoren

Die NTPDasen 1, 3 und 8 hydrolysieren die physiologischen P2-Rezeptoragonisten
ATP, ADP, UTP und UDP zu AMP bzw. UMP (Abbildungen 2.1, 2.3).""? Sie beenden
damit das P2-Rezeptorsignal und stellen der Ecto-5’-Nucleotidase AMP und UMP als
Substrate zur Verfiilgung.'>'** Durch die Ecto-5-Nucleotidase wird AMP weiter zum
P1-Agonisten Adenosin, UMP zu Uridin (13) dephosphoryliert. Adenosin kann Uber

Nucleosid-Transporter wieder in die Zelle aufgenommen werden. Somit stellt die
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konzertierte Aktivitdt von E-NTPDasen und Ecto-5-NT einen Salvage-Pathway fir

Nucleoside dar.

Inhibition

extrazellular

P89 g Ot
L PL P P OB - PP .
o”i071% Z,OAS_Z’B \ V/ /\Hdg_??):
HO OH HO  OH HO OH Adenosin, Uridin
ATP/ UTP ADP/ UDP AMP/ UMP 13

B = Adenin-9-yl
Zellmembran Uracil-1-yI 13
C 0 = GPI-Anker
NTPDase . - NTPDase Ecto-5'-NT
1238 | intrazellular 1,38 . =TMD

Abbildung 2.3: Durch E-NTPDasen und Ecto-5-Nucleotidase bewirkte
Dephosphorylierungskaskade (TMD: Transmembrandomane; GPI: Glycosyl-
phosphatidylinositol)

Die NTPDase2 dagegen hydrolysiert nur ATP und UTP. In Geweben, die
hauptsachlich diese Ectonucleotidase exprimieren, kann somit eine erhéhte ADP-
und UDP-Konzentration zu beobachten sein. Diese Nucleotide wirken als Agonisten
an P2Y{1213-(ADP)-Rezeptoren und P2Ys-(UDP)-Rezeptoren.®® Darliber hinaus
inhibiert ADP ebenso wie ATP die Ecto-5-Nucleotidase.' Daneben tben E-
NTPDasen noch weitere, diskretere Funktionen auf P2-Rezeptoren aus. Manche P2-
Rezeptor-Subtypen neigen zur schnellen Desensitisierung.*® Cauwenberghs et al.
untersuchten die Thrombozyten-P2-Rezeptoren P2X;, P2Y; und P2Y:2.'" Durch
diese Rezeptoren aktivieren ATP (P2X:) und ADP (P2Y1,12) die Blutplattchen. Die
Autoren wiesen nach, daB die Rezeptoren funktionsfahig blieben, wenn die
Thrombozyten in der Gegenwart von Leukocyten gelagert wurden. In Plasma isoliert
aufbewahrte Thrombozyten hingegen konnten nicht durch Zusatz von ATP oder ADP
aktiviert werden. Die Autoren begrindeten ihre Beobachtungen damit, daB
Leukozyten Ectonucleotidasen besitzen, die die Desensitivierung insbesondere des
P2Y:- und P2X;-Rezeptors durch Hydrolyse der im Plasma befindlichen Nucleotide

verhindern.
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Alvarado-Castillo et al. untersuchten die Interaktionen der NTPDase1 und 2 mit dem
P2Y;-Rezeptor.''® Die NTPDase1 hydrolysiert den physiologischen P2Y;-Agonisten
ADP, die NTPDase2 bewirkt eine Anreicherung desselben (Abbildung 2.4).

ADP« ATP

g gy

NTF“D:‘!SEE

ATP/ADP

r':‘TPDiIZ'i i1

P2Y

Abbildung 2.4: Interaktion der NTPDase1 und 2 mit dem P2Y;-Rezeptor''®

Die Autoren co-exprimierten den Rezeptor und ein Isoenzym in der gleichen Zelle.
Desweiteren co-kultivierten sie zwei Zellinien, von denen die eine den Rezeptor und
die andere ein Isoenzym exprimierte. Als Vergleich dienten isoliert kultivierte P2Y-
Rezeptor-exprimierende Zellen. Ein basaler Rezeptortonus, gemessen als
[®H]Inositoltrisphosphat-Akkumulation, war in P2Y;j-exprimierenden Zellen zu
verzeichnen. Dieser konnte durch den P2Y-Antagonisten MRS2179 gesenkt werden.
In  Co-Kulturen von P2Y;-Rezeptor-exprimierenden Zellen und NTPDase2-
exprimierenden (ADP-generierenden) Zellen wiesen erstere eine deutlich erhdhte
[®H]Inositoltrisphosphatakkumulation auf. Diese war in den Co-Kulturen mit
NTPDase1-exprimierenden, also ADP-hydrolysierenden Zellen gesenkt. Zwischen
co-kultivierten Zellen und co-exprimierenden Zellen bestand kein Unterschied. In
Zellen, die sowohl P2Y4-Rezeptor als auch die NTPDase1 exprimierten, wurde der
Rezeptor finffach Gberexprimiert im Vergleich zu NTPDase2-co-exprimierenden
Zellen. Der ECsp-Wert des enzymatisch stabileren P2Y{-Agonisten ADPBS war in
Zellen, die den Rezeptor und die NTPDase1 co-exprimierten, ca. 20fach niedriger als
in NTPDase2-co-exprimierenden Zellen oder in den Co-Kulturen von NTPDase1 bzw.
NTPDase2 und P2Yi-Rezeptor. Offensichtlich verringert die NTPDase1 den basalen
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ADP-Tonus und verhindert so die Downregulation des Rezeptors. Fir diesen Effekt
scheint die raumliche N&he zwischen Enzym und Rezeptor von Bedeutung.

2.4.3 Struktur der NTPDasen 1-3 und 8

Eine sehr aussagekraftige Methode, Enzyme =zu charakterisieren, ist die
Roéntgenstrukturanalyse des kristallisierten Proteins, bzw. des mit einem Substrat
oder Inhibitor co-kristallisierten Enzyms. Die Erkenntnisse aus einer solchen Struktur
helfen, Inhibitoren zielgenau zu entwerfen. Bis dato existiert noch keine
Roéntgenstruktur einer humanen E-NTPDase. Daher missen andere Techniken zur
Struktur- und Funktionsaufklarung von aktivem Zentrum, Transmembrandomanen
und intrazellularen N- und C-Termini zum Einsatz kommen. Hierzu gehdren
zuvorderst Mutagenesestudien, wie sie an der E-NTPDase3 umfangreich durch-
gefiihrt wurden.'® Ein Abgleich der Gensequenzen zeigt, daB zahlreiche Sequenz-
abschnitte der NTPDasen 1-3 und 8 konserviert sind.'®> Bestimmte Gensequenzen
konnten in funktionell &hnlichen Enzymen wiedergefunden werden. Gerade der
Vergleich mit solchen Enzymen liefert Aufschliisse Uber die funktionelle Bedeutung
bestimmter Aminosauresequenzen.'' Studien mit Inhibitoren und Substraten geben
Hinweise auf die Beschaffenheit der Bindungstasche.''?

E-NTPDasen sind 70-80 kDa groBe, glycosylierte Proteine mit zwei am C- bzw. N-
Terminus befindlichen transmembranspannenden Domanen.' Der C- und N-
Terminus befindet sich im Cytosol. Die Enzyme sind in der Lage, Homodimere bis
Homotetramere zu bilden.'® Das Detergens Triton X-100 verhinderte die Oligomer-
bildung der Ratten-NTPDase1. Es verringerte die Hydrolyserate des Enzyms und
veranderte noch dazu die Substratspezifitdt: ATP wurde besser umgesetzt als
ADP.'?? Die NTPDasel erwies sich als sehr empfindlich gegeniiber oxidativem
StreB.'” Die Aktivitat der NTPDasen hangt stark von der Ca®- bzw. Mg?*-

112,124 Das

Konzentration ab. In Medien ohne diese lonen geht sie verloren.
auffalligste Strukturmerkmal aller Enzyme stellen die funf Apyrase-konservierten
Regionen (Apyrase Conserved Regions, ACR) 1-5 dar (Abbildung 2.5). Punktmuta-
tionen in diesen Bereichen fiuhrten meist zu weniger aktiven oder inaktiven

Enzymen.'® In ACR1 und 4 findet sich je eine konservierte ,DXG“-Phosphat-

17



bindungssequenz, wie sie auch in der Actin/HSP 70/Zuckerkinase-Familie

vorkommt.'?!

3
C289 C334
2
C261_C308
ACR4 437
ACR3
ACR2
CI16 €399
@ 2 9
ACR1 s
C501
C509
c10
N Sas” c

Abbildung 2.5: Struktur der NTPDase3'?°

Der Austausch verschiedener Aminosauren im DXG-Motiv der ACR4 (D219E) und 5
(W459A) lieB die mutierten Enzyme ihre NDPase-Funktion verlieren.'?'2
Mutationen im DXG-Motiv der ACR1 (D62A, G64A) und auch der ACR4 (D219A,
G221A) resultierten in totalem Aktivitatsverlust.'® Méglicherweise sorgen Unter-
schiede in der Tertiar- oder auch Quartarstruktur fir eine leichtere oder schwerere
Zugangsmaoglichkeit des Substrates zu den Nucleosiddiphosphat-erkennenden DXG-
Motiven in den ACR4 und 5. Diese wirden die in Tabelle 2.1 aufgeflhrten
unterschiedlichen NTP/NDP-Umsetzungskapazitdten der E-NTPDase-lIsoenzyme
erklaren.

In der extrazellularen Domane wird die Tertidrstruktur durch flnf Disulfidbriicken 1-5
(Abbildung 2.5) erhalten. Die Enzyme tolerierten nicht oder nur schlecht einen
Austausch der beteiligten Cysteine.'®” Zwischen der ACR1 und der Disulfidbriicke 1
(Abbildung 2.5) befindet sich die Glycosylierungsposition der Enzyme. Mutationen in
diesem Bereich verringerten die Aktivitat.'?® Die Autoren fiihrten den Aktivitatsverlust
auf eine geringere Fahigkeit der Enzyme, Oligomere zu bilden, zurtick. Murphy et al.
konnten zeigen, daB das Reagenz p-Chlormercuribenzolsulfonsdure (pCMBS) die
NTPDase3 durch Reaktion mit dem in der Transmembrandoméane befindlichen
Cystein 501 inhibiert (Abbildung 2.6)."%
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In Einklang mit diesem Befund und der Wirkung von Triton X-100 steht eine Reihe
weiterer Publikationen, die sich mit den Interaktionen von Ectonucleotidasen mit ihrer
Membranumgebung befassen. Papanikolaou et al. wiesen den EinfluB der Membran-
beschaffenheit auf die Aktivitat der NTPDase1 nach.' Nachdem den Membranen
Cholesterol mit 3-Methylcyclodextrin entzogen worden war, konnte nur noch 20 %
der Ausgangs-ATPase-Aktivitat erreicht werden. Umgekehrt war das Aktivitats-
optimum des Enzyms in cholesterolreichen Doménen sog. lipid rafts zu verzeichnen.
Auf der Grundlage dieser Informationen zum Aufbau der Ectonucleotidasen
konstruierten Kirley et al. das in Abbildung 2.6 dargestellte Wechselspiel zwischen
Substrat und NTPDase3.'?°

NTF NDF + Py

Extracellular

Cell Membrang|

[ 3 Cytoplasm
NI,

CORITH

M,
CUICHH

Abbildung 2.6: Vermuteter Hydrolysemechanismus der NTPDase3'?° (P: Prolin; C:
Cystein; pCMPS: p Chlormercuribenzolsulfonsaure)

Das Nucleosidtriphosphat (NTP) gelangt in einen Spalt zwischen N- und C-Terminus
und interagiert dort mit den beiden DXG-Motiven in ACR1 und ACR4. Der
extrazellulare  Bereich ist UOber konservierte Proline (P) mit den
Transmembrandomanen verbunden. Diese Aminosauren sorgen fur Rigiditat. Daher
zieht die Interaktion des Substrates mit dem katalytischen Zentrum wahrscheinlich
eine Rotationsbewegung der Transmembrandom&nen nach sich. Eine Kritik an
diesem Modell besteht darin, daB es die fir die katalytische Aktivitat wichtige

Oligomerisierung und Glycosylierung des Enzyms nicht beriicksichtigt.
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Wu et al. wiesen nach, daB das cytosolische Protein RanBPM (Ran Binding Protein
M) einen Komplex mit der NTPDasel bildet.”*' Der RanBPM-Ectonucleotidase-
Komplex hat eine geringere katalytische Aktivitat als das ungebundene Enzym.
Méglicherweise verhindert RanBPM die Bewegung der Transmembrandomanen.
Umgekehrt wirkt die Ectonucleotidase auch auf RanBPM ein. Die Interaktion dieser
beiden Proteine stimuliert den proliferationsstimulierenden ERK/Ras-Signalweg.
Wenn diese Interaktion durch die Bindung eines Nucleotids an die NTPDase1
ausgelést werden sollte, kdénnte man dem Enzym rezeptorartige Funktionen

zusprechen.

2.4.4 Struktur der Ecto-5’-Nucleotidase

Die Ecto-5’-Nucleotidase ist deutlich besser untersucht als die E-NTPDasen. Eine
Réntgenstruktur der bakteriellen cytosolischen 5-Nucleotidase wurde publiziert.'®
Die Ecto-5'-NT und die bakterielle cytosolische 5’-Nucleotidase besitzen konservierte
Strukturen, die die Erstellung eines Homologiemodells fir das humane Ectoenzym
erlauben.”® Das membrangebundene Enzym weist eine GréBe von 61 kDa auf und
ist am C-Terminus und an vier Asparaginresten glycosyliert.'®® Die Tertiarstruktur

13 Das aktive Zentrum weist

wird durch vier Disulfidbricken stabilisiert.
Bindungsstellen fiir zwei Metallionen auf.’ In Analogie zu den E-NTPDasen bildet
die Ecto-5-NT Homodimere.'®® Méglicherweise spielen die Glucanketten dabei eine
Rolle." Die Ecto-5"-NT wird iber einen GPI-Anker (Glycosylphosphatidylinositol) am
C-Terminus in der Zellmembran gehalten."’* Dieser kann hydrolytisch durch
Phospholipase C entfernt werden, wodurch das Enzym 18slich wird."®” Anders als die
E-NTPDasen besitzt die Ecto-5'-Nucleotidase keine transmembranspannenden
Domanen.""* Durch die Réntgenstruktur der bakteriellen 5-Nucleotidase konnte ein
Modell des aktiven Zentrums und des katalytischen Mechanismus erstellt werden.''*
Das Enzym existiert in einer inaktiven offenen und einer aktiven geschlossenen
Konformation. Es enthalt zwei Doméanen, die gegeneinander um 96 ° verdrehbar sind.
Der Pfeil in Abbildung 2.7 repréasentiert die Drehachse, um die sich der C-Terminus
bewegt.”®® Die Bewegung des C-Terminus ist wahrscheinlich notwendig zur

Aufnahme und Freisetzung des Substrats.
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Abbildung 2.7: Offene (a) und geschlossene (b) Form der bakteriellen 5’
Nucleotidase mit Inhibitor ATP""

Das aktive Zentrum in der geschlossenen Konformation wurde so postuliert, wie in
Abbildung 2.8 mit dem Inhibitor a,3-Methylen-ADP dargestellt. Das Substrat wird
durch die C-terminale Domane fixiert.
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Abbildung 2.8: Aktives Zentrum der Ecto-5’-Nucleotidase mit dem Inhibitor a,[3-
Methylen-ADP;'™ die obere Zahl gibt die Position der Aminos&ure im humanen
Enzym, die untere diejenige der homologen im bakteriellen Enzym an.

Von zentraler Bedeutung ist dabei das hydrophobe Stacking zwischen Adenin und

zwei Phenylalaninresten. Der N1-Stickstoff interagiert mit dem Carboxamid eines
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Asparagins (bakterielles Enzym) bzw. mit Glycin (humane Ecto-5'-NT), die Ribose
mit Aspartat, Glycin und Arginin. Das 5-Phosphat tritt mit zwei Argininresten in
Wechselwirkung. Die N-terminale Doméane bindet die Metallionen M1 und M2 Gber
Histidin, Aspartat und Asparagin (Abbildung 2.9). Die lonen, méglicherweise Mn?*

nehmen Teil am katalytischen ProzeB.'"
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Abbildung 2.9: Katalytischer Mechanismus der Ecto-5"-Nucleotidase'"*

Das lon M2 bindet das Phosphat. Histidin und Arginin polarisieren es. M1 dirigiert
den nucleophilen (Ruckseiten-)Angriff eines Moleklls Wasser auf das Phosphat (,In-
line-attack). Der Winkel zwischen angreifendem Wasser, Phosphat und
Abgangsgruppe Nucleosid betragt 155°. Die Hydrolyse der Nucleosid-5'-
Phosphorsaureesterbindung vollzieht sich dann im Sinne eines Additions-
Eliminierungs-Mechanismus. Die Ubertragung eines Protons auf die Nucleosid-5'-
Oxyfunktion kénnte aus der waBrigen Umgebung erfolgen, eine diesbezlglich

geeignete Aminosaure fehlt im aktiven Zentrum.

2.4.5 Physiologische Funktionen der E-NTPDasen und der Ecto-5’-Nucleotidase
und therapeutisches Potential von Inhibitoren

Die Aktivitdt von E-NTPDasen und Ecto-5-Nucleotidase laBt sich ubiquitar
nachweisen. Organe, Organellen und einzelne Zellen, wie Blutzellen exprimieren
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meist ein NTPDase-lsoenzym oder ein bestimmtes Isoenzymmuster, um
extrazellulare Nucleosidtri- und -diphosphate zu hydrolysieren. Das Isoenzymmuster
kann durch pathophysiologische Prozesse verandert werden. In den folgenden
Abschnitten soll die Rolle der E-NTPDasen und der Ecto-5-Nucleotidase in
verschiedenen Organen und ihr therapeutisches Potential beleuchtet werden.

Lunge

Eine wichtige Funktion des Lungenepithels ist die Aufrechterhaltung der mucocilidren
Clearance (MC). Sie tragt zum effizienten Gasaustausch bei und gewahrt Schutz vor
pathogenen Keimen und anderen Noxen. Patienten, die an Cystischer Fibrose
(Mukoviszidose, CF) oder COPD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease) leiden,
weisen Stérungen in der transepithelialen Elektrolytbalance auf: verminderte CI'-
Sekretion und erhéhte Na'-Reabsorption. Diese &auBert sich u.a. in einer
Austrocknung des Schleims, verringerter Mucinsekretion und gehemmter
Zilienaktivitat. In der Summe ist die MC gest6rt. Die Lunge wird zu einem idealen
Nahrboden fiir pathogene Keime. Die CF-Patienten besitzen Mutationen im Cystic
Fibrosis Transmembrane Regulator Gen (CFTR), die diese Elektrolytimbalancen und
die verminderte Aktivitdt der Zilien verursachen.”™® Der kausale Zusammenhang
zwischen Rauchen und gestdrter MC bei COPD-Patienten liegt noch im Dunkeln. Es
existiert mittlererweile eine sehr umfangreiche Literatur, die die Rolle der
extrazellularen Nucleotide und ihrer Rezeptoren am Lungenepithel belegt. Sie
aktivieren Uber apikale P2Y»-, P2Y4- und P2Ys-Rezeptoren die Phospholipase C
(PLC) (Abbildung 2.10). Die PLC erhdht die cytosolische Ca**-Konzentration. Die
erhdhte Ca?*-Konzentration bewirkt direkt und indirekt ber die Stimulierung der
Proteinkinase C (PKC) die Offnung alternativer Chloridkanale (CRCC, Ca**-regulated
Cl-channel). Der Chloridausstrom sorgt durch osmotische Effekte flir eine
Befeuchtung des epithelialen Milieus. Zusétzlich stimuliert der erhdhte Ca**-Tonus
sowohl Zilientatigkeit als auch Mucinsekretion.®®'® Der P2Y,-Rezeptoragonist
Denufosol (Abbildung 1.2) zur Behandlung der Cystischen Fibrose befindet sich
bereits in einer fortgeschrittenen Phase der klinischen Entwicklung.'*" Ein Problem
bei diesem Ansatz konnte darin liegen, daB P2Y-Rezeptoren zur schnellen

Desensitisierung neigen.'* Neben der direkten P2Y»-Rezeptorstimulation ist auch
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eine indirekte Strategie, diesen Rezeptor anzusprechen, denkbar. Burch und Picher
konnten per real-time PCR die mRNA der NTPDasen 1 und 3 im Epithel von
Bronchiolen nachweisen.'® Button et al. entwickelten ein In-vitro-Modell fir
Bronchialepithelzellen, das rhythmische Atembewegungen und den damit
verbundenen mechanischen StreB simulierte."** Es konnte der Nachweis erbracht
werden, daB durch einen solchen mechanischen StreB der Abbau von
extrazellularem ATP gebremst wurde. Diese Hemmung des Abbaus von ATP ging in
kultivierten CF-Bronchialepithelzellen mit einer Normalisierung der Elektrolytbalance

ginher.'**
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Abbildung 2.10: Stimulierung der mucocilidren Clearance durch NTPDase1,3-
Hemmer® (Ado: Adenosin; CFTR: cystic fibrosis transmembrane regulator channel;
CRCC: Ca**-regulated CI'-channel; DG: Diacylglycerol; IK: Kaliumkanal; PKC:
Proteinkinase C; PLC: Phospholipase C; Uri: Uridin)

In  Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen stehen Bronchialgewebeunter-
suchungen an CF-Patienten. Im Vergleich zu gesunden Probanden zeigten die
Erkrankten ein  um das Dreifache erhdhtes Expressionsniveau an
Ectonucleotidasen.'* Sie wiesen eine dementsprechend deutlich hhere Abbaurate
von ATP auf als gesunde Probanden. Das in dessen Folge vermehrt entstehende
Adenosin steht zusatzlich im Verdacht, pro-inflammatorisch zu wirken.'*® Die
Hemmung der NTPDase1 und/oder 3 scheint ein vielversprechender Ansatz zu sein,
die mucocilidre Clearance bei Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen zu

normalisieren.
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GefaBe

Extrazellulare Nucleotide beeinflussen die Hamostase und den Vasotonus. ATP ist
ein kompetitiver Antagonist, ADP der physiologische Agonist an Thrombozyten-
standigen P2Y;- und P2Y;i,-Rezeptoren.t”'*” Die Aufrechterhaltung der Balance
zwischen antiaggregatorisch wirksamem ATP auf der einen Seite und
Thrombozyten-stimulierendem ADP auf der anderen Seite leistet zur Kontrolle der
Hamostase einen wichtigen Beitrag. Diese Balance wird wesentlich durch das Muster
an E-NTPDasen, dem das Blutplasma ausgesetzt ist, bestimmt (Abbildung 2.11).

Gesundes Endothel exprimiert die NTPDase1.'* Da diese in gleichem AusmaB ATP
und ADP hydrolysiert, stellt sie ein wichtiges antiaggregatorisch wirkendes Enzym

dar.**1% Nach Ischamie kann sie hochreguliert werden. '’
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Abbildung 2.11: EinfluB der NTPDasen 1 und 2 auf die Thrombozytenaggregation

In Untersuchungen von Krétz et al. wurde die NTPDase1 durch oxidativen StreB
infolge chronischer Depolarisation von Endothelzellen inaktiviert.'*® Die Autoren
konnten daraufhin eine erhdhte Thrombozytenreagibilitit feststellen. CD397-Mause
(NTPDase1-Knock-out-Mause) wiesen nach experimentell herbeigefiihrtem Schlag-
anfall eine gréBere Penumbra, eine gréBeres durch die Ischamie in Mitleidenschaft
gezogenes Gebiet, auf. Sie zeigten eine schlecht regulierte Hamostase mit starkerer
Thromboseneigung und eine gestorte Interaktion von Thrombozyten mit verletztem
Gewebe.®?™>® etzteres ist mdglicherweise auf desensitivierte Thrombozyten-P2Y-
und -P2X;-Rezeptoren zuriickzufiihren.'”™ Umgekehrt konnte die arterielle
Thrombusbildung durch Uberexpression der NTPDasel in der glatten GeféaB-
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muskulatur mit Hilfe eines viralen Vektors in vivo reduziert werden.'* solCD 39 ist
eine I6sliche Mutante der NTPDase1. Sie wurde als neue Strategie zur Behandlung

149,150,153

des Herzinfarkts und des Schlaganfalls entwickelt und patentiert. In

Tiermodellen fir Schlaganfall und Herzinfarkt konnte der proof of principle erbracht
werden. >

Patienten mit koronarer Herzkrankheit und Dialysepatienten besitzen eine hdhere
Thrombozytenreagibilitdt als Gesunde.'®®"® El-Omar et al. und Silva et al. wiesen in
solchen Patienten ein verschobenes ATPase/ADPase-Gleichgewicht nach, das eine
héhere Plasmakonzentration von ADP bedingt. Diese kénnte die hdbhere
Thrombozytenreagibilitdt erklaren. E/l-Omar et al. diskutierten als Ursache eine
héhere Expression der NTPDase3 und/oder gleichzeitig eine geringere Expression
der NTPDase1 durch Lymphocyten.

In der Adventitia und in microvaskularen Pericyten findet sich die NTPDase2.'*® Bei
vaskularer Inflammation, also endothelialer Dysfunktion, z. B. als Folge des
metabolischen Syndroms, kann Plasma in Kontakt mit diesem Enzym treten.'® Als
Folge wird das pro-aggregatorische Nucleotid ADP vermehrt gebildet und die
Thromboseneigung kann sich erhdhen, die Einblutungsgefahr ins Gewebe sich
verringern (Tabelle 2.2).'%8

Auch der EinfluB der Ecto-5’-NT auf die Blutgerinnung wurde untersucht. Adenosin

181 Erste Unter-

hemmt die Thrombozytenaggregation Aqa-Rezeptor-vermittelt.
suchungen der Hamostase von CD73"-Mausen zeigten, daB die Thrombozyten
durch ADP weiterhin normal stimulierbar waren, allerdings konnten Symptome der
Thrombozytendysfunktion beobachtet werden. Der basale cAMP-Spiegel der Blut-
plattchen war verringert. Damit ging eine erhéhte Aggregationsneigung einher, die
sich in einer signifikant klrzeren Blutungszeit nach &uBerlicher Verletzung
manifestierte.®?

Nucleotide und Nucleoside greifen auch in die lokale Regulation des Vasotonus ein.
Nucleotide vermitteln Uber endotheliale P2Y;-, P2Y,- und P2Ys-Rezeptoren
Vasodilatation. 3% Aktivierung von P2X;-, P2Y, und P2Ys-Nucleotidrezeptoren an
der glatten Muskulatur wirkt hingegen vasokonstriktorisch.>®17>1¢6.187 Adenosin kann
durch den Aza-Rezeptor eine Vasodilatation induzieren.®®

Endothel exprimiert neben der NTPDase1 auch die Ecto-5-NT."*®'"% Mit Hilfe dieser
beiden Enzyme kann ATP schrittweise zu Adenosin hydrolysiert werden. Die

Expression der Ecto-5-Nucleotidase wird im hypoxischen Medium durch HIF-1

26



(Hypoxia-Inducible Factor) stimuliert.””" HIF-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der die
Adaptation an Sauerstoffarmut reguliert. Die Ecto-5-NT tragt zum Adenosin-
vermittelten ischamischen Pre-conditioning des Myocards und anderer Gewebe bei.
Gesichert ist, daB sie die Barrierefunktion des Endothels stiitzt."”? CD73"-Mause
litten an einem um 70 % erhdhtem Interstitialwassergehalt in der Lunge als die
Kontrolle.

Die NTPDase2 generiert UDP in der Media, das dort eine P2Yg-vermittelte
Vasokonstriktion auslésen kann.®

Die Hemmung der endothelialen NTPDasel hatte potentiell eine erhdhte
Sterblichkeit etwa von Versuchstieren zur Folge, da das Thrombozyten-stimulierende
ADP weniger effizient abgebaut wird. Allerdings zeigten Guindiz et al., daB3 die
Hemmung des Abbaus von ATP durch ARL67156, einem NTPDase1-Inhibitor,
Reperfusionsschdden nach Ischamie verhindert.”® Die Verschiebung des
ATPase/ADPase-Gleichgewichts kénnte einen neuen Ansatzpunkt zur Behandlung
von GefaBkrankheiten darstellen. Die Targets waren hier vor allem die NTPDase3,
aber auch die NTPDase2. Eine Gefahr bei der Hemmung des letzteren Enzyms lage

moglicherweise in einer Erh6hung der Blutungsneigung.

Zellproliferation und Krebs

Ectonucleotidasen werden von Tumorzellinien exprimiert. Leider wurden bislang aber
nur wenige Untersuchungen in dieser Hinsicht publiziert. Dzhandzhugazyan et al.
wiesen nach, daB die NTPDasel1 in differenzierten FM3 Melanomzellen, einem

1% Diese

aggressivem, nicht behandelbarem Hautkrebs, hochreguliert ist
Uberexpression war am ausgepragtesten im friihen Stadium des Tumorwachstums,
mit zunehmender Progression verlor sie sich. Méglicherweise verhindert das Enzym
die Erkennung der Krebszellen durch T-Zellen, s. hierzu auch den folgenden
Abschnitt ,Immunsystem®. Andererseits konnten Morrone et al. das Wachstum von in
Ratten implantierten Gliomzellen durch Zugabe von Apyrase in vivo hemmen.'”

Nucleotide sind an der Kontrolle der Proliferation von Gallenkanalepithelzellen, sog.
Cholangiocyten beteiligt. Ihre Signale werden durch basolaterale P2Y-Rezeptoren
vermittelt. Die Fehlsteuerung der Proliferation dieser Zellen ist in einige Cholangio-

pathien wie der bilidren Zirrhose involviert.'”® Sie kann zur posthepatischen Gelb-
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sucht fuhren. Jhandier et al. zeigten, daB mesenchymale Fibroblasten Uber die
NTPDase2 das proliferative Geschehen beeinflussen.'”'”® Durch Co-Kultivierung
von Fibroblasten mit als Modell verwendeten Cholangiocarcinomzellen konnten sie
die Proliferation letzterer um 50 % senken. Nach Transfektion der Fibroblasten mit
NTPDase2-siRNA stieg die Proliferationsrate der Carcinomzellen wieder fast auf den
Ausgangswert an.

Solide Tumore bendtigen zum Wachstum Sauerstoff und Nahrstoffe. Ab einer
bestimmten TumorgréBe reicht bloBe Diffusion zur Versorgung der schnell
wachsenden Zellen nicht mehr aus. Daher bilden sie eigene BlutgefaBe (sog.
Angiogenese). Adenosin-Az-Rezeptoren sind in diesen ProzeB involviert.'”® Die Ecto-
5-NT wird unter hypoxischen Bedingungen induziert.'”' Sie kénnte von soliden
Tumoren Uberexprimiert werden, um Angiogenese-férderndes Adenosin zu bilden.'®
Die Hemmung von Ectonucleotidasen auf Krebszellen kénnte einen neuen
chemotherapeutischen Ansatz zur Behandlung von bestimmten Tumoren darstellen.
NTPDasen und Ecto-5’-Nucleotidase scheinen vielversprechende Zielstrukturen, da
sie im Zusammenspiel Adenosin generieren, das immunsuppressiv wirkt und
wahrscheinlich die Angiogenese zu férdern vermag. P2-Rezeptor-Agonisten wurden

als antineoplastische Agentien patentiert.'®

Immunsystem

Immunzellen besitzen Adenosin-P1- und Nucleotid-P2-Rezeptoren. Nucleotide
dienen beispielsweise als Signale fur Immunzellaktivierung, zur Einleitung und
Lenkung der Chemotaxis, und zur Erkennung von Noxen.®*'8"18 ATP stimuliert die
Sekretion von Cytokinen wie IL-2 und IFN-y durch CD8* T-Zellen.'® Adenosin
hingegen schwacht die Immunantwort Asa-Rezeptor-vermittelt ab.'®'888 Patienten
mit vererbter Adenosindesaminase-Defizienz leiden an Immunschwéche.'® Der
extrazellulare Metabolismus der Nucleotide wird somit modulatorisch in das
Immunsystem eingreifen.'>'%’

Die NTPDase1 wurde urspriinglich als Marker far aktivierte B-Lymphozyten erkannt
und ,CD39“ genannt (Tabelle 2.1). Man findet sie auBerdem auf Monocyten,
aktivierten CD8* T-Zellen, Natirlichen Killerzellen und Langerhans’schen

Zellen.'®'® Sie dient neben der rein enzymatischen Funktion auch als zusatzliche
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Erkennungsstruktur fir cytotoxische T-Zellen.'® lhre Rolle wurde anhand von CD39™
-Mé&usen studiert.”®' Die Reaktion der T-Zellen auf Haptene war gestért. In der Folge
reagierten die Mause deutlich weniger sensibel auf Allergene. Andererseits fiel die
inflammatorische  Antwort der Haut auf Reizstoffe wie Crotondl oder
Benzalkoniumchlorid starker aus.

Das GefaBendothel ist eine wichtige Schnittstelle zwischen zirkulierenden
Leukocyten und entziindetem Gewebe. Es kann das Einwandern der Immunzellen in
das Gewebe regulieren. Gesundes Endothel generiert lber die NTPDase1 und die
Ecto-5’-Nucleotidase einen basalen Adenosin-Tonus. Dieser verhinderte in einer
Studie von Eltzschig et al. die Adhasion von Leukocyten.'”® ATP und UTP dagegen
induzierten die Chemotaxis von Neutrophilen.'®® Verringerte Adenosin-Produktion
erhéhte die Lymphocyten-Transmigration.'®

Kobie et al. untersuchten die immunsupprimierende Wirkung der zur Gruppe der
CD4-T-Zellen gehdrenden Treg-Zellen und Th-Precursor-Zellen (Abbildung 2.12)."%*
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Abbildung 2.12: Immunmodulierung durch NTPDase1 und Ecto-5-NT (Treg: T-
regulatorische Zelle; Thpp: T-Helfer-Vorlauferzelle)

Sie wandern in entziindetes Gewebe ein und kénnen dort von Neutrophilen
generiertes AMP mittels der Ecto-5’-NT zu Adenosin hydrolysieren. Effektor-T-Zellen,
die die Entziindung vorantreiben, exprimieren Adenosin-Asa-Rezeptoren.'®®
Stimulierung dieser Rezeptoren hemmte das T-Zellwachstum und inhibierte die
Freisetzung von Cytokinen wie IFN-y."®* Es gibt Hinweise, daB B-Zellen den Ag-
Rezeptor und die Ecto-5-Nucleotidase aufeinander abgestimmt induzieren.'®
Cytomegalovirus-infizierte Zellen Uberexprimierten die Ecto-5-Nucleotidase und
schwichten so die Immunantwort durch Neutrophile ab.'®'®” Die Hemmung der

NTPDase1 wirkt immunstimulierend, da Nucleotide wie ATP Immunzellen aktivieren.
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Zusétzlich hemmt ATP die Ecto-5-NT und bedingt so wahrscheinlich die Senkung
der Konzentration des immunsupprimierenden Adenosins. Die direkte Hemmung der
Ecto-5-NT hatte somit ebenfalls eine Immunstimulierung zur Folge. Mdglicherweise
kann man diesen Effekt bei der Behandlung von Infekten aber auch von

Tumorerkrankungen ausnutzen.

Nervengewebe

E-NTPDasen finden sich im ZNS und im peripheren Nervengewebe sowohl an der
neuronalen Endplatte als auch im unterstitzenden Gewebe wie z.B. Gliazellen und
Astrocyten.

Belcher et al. untersuchten die Verteilung der NTPDase3 im Gehirn der Ratte mit
markierten Antikdrpern.'®® Sie fanden diese Ectonucleotidase in Axonen und in der
Prasynapse exprimiert. Die hoéchsten Expressionsdichten konnten in Hirnregionen
mit endokrinen und autonomen (noradrenergen) Funktionen wie dem Hypothalamus,
dem Locus Coeruleus (LC) und dem lateralen Periaquaeductalen Grau (PAG)
festgestellt werden. Die Autoren vermuten, daB die NTPDase3 aufgrund dieses
Verteilungsmusters an der Regulierung des Schlaf-Wach-Rhythmus beteiligt ist. Im
Cortex und im Hippocampus lieBen sich dagegen im Widerspruch zu friheren
Veroffentlichungen nur vereinzelte NTPDase3-exprimierende Neuronen mit Anti-
kdrpern markieren.”'®® Aus Cortex-Synaptosomen des Schweins konnten die
NTPDasen 1 und 2 isoliert werden.?® An der neuronalen Endplatte von sympath-
ischen Nerven wird die NTPDase1 exprimiert (Abbildung 2.13). Dort wirkt ATP als
Co-Transmitter der Catecholamine.'® Es 16st (iber prasynaptische P2X-Rezeptoren
ein positives Feedback fir die Noradrenalin-Exocytose aus. UberschieBende
Sympathikusaktivitat (positiv inotrop und chronotrop) verstarkt die Folgen eines
Myokardinfarktes. Die NTPDasel1 schwacht das positive P2X-Rezeptor-vermittelte
Feedback ab. Sesti et al. konnten nachweisen, daB die verstarkte Hydrolyse von
ATP durch Gabe von solCD39 die Exocytose von Noradrenalin im ischemischen
Herz senkt (Abbildung 2.13)."" Das entstehende AMP wird von der Ecto-5'-
Nucleotidase  weiter zu  Adenosin  abgebaut. Adenosin  hemmt die
Noradrenalinfreisetzung liber prasynaptische As-Rezeptoren.?’"
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P2XR

Abbildung 2.13: Feedbackmechanismus durch Nucleotide''®

Astrocyten zahlen zum unterstitzenden Nervengewebe. Sie hydrolysieren niedrige
Konzentrationen von ATP mittels E-NPPs.'® Bei hohen Konzentrationen, wie sie
durch Traumata entstehen, kommen E-NTPDasen zum Tragen. Wink et al. konnten
an diesen Zellen mit RT-PCR und immuncytochemischen Methoden hauptséachlich
die NTPDase2 nachweisen.?? Einerseits kann ATP cytotoxisch wirken, so daB die
Ectonucleotidasen eine das Nervengewebe schiitzende Funktion ausiiben. Sie

3 Andererseits stimuliert ATP die

generieren das cytoprotektive Adenosin.?
Gewebsregeneration.?®*

In Gliazellen des peripheren Nervengewebes wird die NTPDase2 exprimiert, in der
Microglia des ZNS hingegen die NTPDasel1.'®*® Braun et al. fanden in
Rattenembryos, daB die NTPDase2 nur mit nicht-myelinisierenden Schwannschen
Zellen assoziiert blieb. Auf myelinisierenden Zellen konnte das Enzym nicht detektiert

werden. Vermutlich besitzt es auch eine entwicklungsphysiologische Funktion.?%

Parasitare und bakterielle E-NTPDasen
Leishmanien sind Protozoen, die in slUdlichen Landern &uBerlich Exantheme und

innerlich Kala-Azar hervorrufen. Pinheiro et al. untersuchten die Leishmania

amazonensis.?®’ Diese Parasiten besitzen Ectonucleotidasen, die mit S&ugetier-
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CD39-Antikdrpern reagieren. Vermutlich bendtigen Leishmanien die Enzyme, um
Nucleotide zu aufnehmbaren Nucleosiden hydrolysieren zu kdnnen. Die auf diesem
Wege erhdhte Adenosin-Konzentration wirkt noch zusétzlich immunsupprimierend.
Sansom et al. konnten auf der Oberflache des pathogenen Keims Legionella
pneumophila ein Enzym nachweisen, das Eigenschaften der NTPDase1 besitzt.
Mutationen dieses Enzyms stérten die Fahigkeit der Bakterien, in Makrophagen zu
gelangen und sich dort zu vermehren.?%

Therapeutisches Potential

Ectonucleotidasen stellen zu dem Zeitpunkt, da diese Arbeit geschrieben wird, noch
kein validiertes medizinisches Target dar. Die Literatur gibt Hinweise auf einige
mogliche therapeutische Anwendungen fiir die zielgerichtete Uberexpression von
Ectonucleotidasen wie auch flr Ectonucleotidase-Inhibitoren. Ein Problem der
systemischen Applikation kdénnte darin begrindet sein, daB die Enzyme ubiquitar
exprimiert werden und somit Nebenwirkungen nicht auszuschlieBen sind.

Eine I6sliche Mutante der E-NTPDase1, solCD39, ist patentiert als neues Prinzip zur
Hemmung der Thrombozytenaggregation. Sie kdnnte zur akuten Behandlung des
Herzinfarkts und Schlaganfalls zum Einsatz kommen.

Zur symptomatischen Behandlung der Cystischen Fibrose und der COPD ware die
topische Applikation von NTPDase1 und/oder 3-Inhibitoren denkbar.

Patienten mit endothelialer Dysfunktion, etwa bei Koronarer Herzkrankheit,
profitieren maoglicherweise von einer Beeinflussung der ATP/ADP-Balance in
Richtung des antiaggregatorischen ATPs. Ein NTPDase2- oder 3-Inhibitor wirde
vielleicht die Thrombozytenreagibilitat senken.

Manche Tumorerkrankungen kénnten auf eine Hemmung der NTPDase1 und auch
der Ecto-5’-NT ansprechen, da diese Enzyme immunsupprimierendes Adenosin zur
Verflgung stellen. Ecto-5’-Nucleotidase-Inhibitoren stellen mdglicherweise zusatzlich
einen interessanten neuen Ansatz zur Verhinderung der Angiogenese dar.

Das Immunsystem wird durch Ectonucleotidasen  moduliert.  Ecto-5’-
Nucleotidasehemmer kénnten als Immunstimulanzien bei verschiedenen Infekten

und Immunschwachesyndromen zum Einsatz kommen.
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Hemmstoffe parasitdrer und bakterieller Ectonucleotidasen stellen méglicherweise
neue Chemotherapeutika zur Behandlung bestimmter Infektionskrankheiten, z.B.
Kala-Azar, dar.

2.5 Medizinische Chemie der E-NTPDasen und der Ecto-5’-
Nucleotidase

Das Interesse am gezielten Eingriff in den extrazellularen Metabolismus von

Nucleotiden hat mehrere Substanzklassen hervorgebracht, welche E-NTPDasen bzw.

die Ecto-5'-Nucleotidase hemmen.?927
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Abbildung 2.14: Wirkungsweise von Ectonucleotidase-Inhibitoren

Sie entfalten damit im biologischen System die in Abbildung 2.14 dargestellten
Wirkungen: Sie verhindern die sequentielle Hydrolyse der Nucleosidtriphosphate zu
den entsprechenden Di- und Monophosphaten und weiter zu den Nucleosiden. Sie
lassen ATP und UTP akkumulieren. Man kann solche Verbindungen als indirekte P2-
Rezeptor-Agonisten und P1-Rezeptor-Antagonisten bezeichnen. Da ATP die Ecto-5’-
Nucleotidase hemmt, stellen E-NTPDase-Hemmer gleichzeitig indirekte Ecto-5-NT-
Inhibitoren dar. Ebenso ist ein Ecto-5’-NT-Hemmer ein indirekter Adenosin-Rezeptor-
Antagonist.
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2.5.1 E-NTPDase-Inhibitoren

Um das Ergebnis der Diskussion der publizierten E-NTPDase-Inhibitoren vorweg zu
nehmen: Es gelang bisher nicht, E-NTPDase-Hemmer zu synthetisieren, die als
Leitstrukturen fir die Arzneistoffentwicklung dienen koénnten. Eine wesentliche
Ursache liegt in den Testsystemen, die bisher zur Verfligung standen. Diese fuBen
auf recht zeit- und arbeitsaufwendigen HPLC-Methoden.?®® Erst neuerdings sind
effizientere CE-Methoden entwickelt worden.?'? Solche Assays bieten allerdings
keinesfalls die Mdglichkeit, umfangreiche Substanzbibliotheken in kirzester Zeit zu
screenen. Hinzu kommt, daB rekombinante humane Enzyme, die eine gute
Vergleichbarkeit der Testergebnisse erlauben, erst seit kiirzerem zuganglich sind.?'?
Die publizierten Substanzen sind in recht heterogenen Testsystemen untersucht
worden. Die Literaturdaten kann man aus mehreren Grinden nur mit starkem
Vorbehalt vergleichen. Potentielle Inhibitoren wurden an isoliertem Enzymmaterial
unterschiedlicher Spezies, respektive verschiedener Organe getestet.?’’ Gleiche E-
NTPDase-Isoenzyme unterschiedlicher Spezies kdénnen aber ein deutlich
voneinander abweichendes katalytisches Verhalten (K,-Werte, Verhaltnis zwischen
ATP- und ADP-Hydrolyse) besitzen.'"™ Verschiedene Organe exprimieren
unterschiedliche E-NTPDase-Isoenzyme.’® Weiter wird die Testung noch dadurch
kompliziert, daB das katalytische Verhalten von E-NTPDasen empfindlich auf
Anderungen in der Konzentration von Mg?" und Ca?* reagiert: Kn-Werte und das
Verhaltnis von ATP- zu ADP-Hydrolyse dndern sich.'™® Teilweise sind Verbindungen
auch an Zellmaterial bzw. Organpraparationen getestet worden.?’*?'” Solches
Material weist mit hoher Wahrscheinlichkeit mehrere Abbauwege fir Nucleotide auf.
Eine einheitliche Nomenklatur der E-NTPDasen existiert erst seit dem Jahr 2000."®
Insofern ist es oft schwierig, in der friheren Literatur verwendete Bezeichnungen von
Ecto-Enzymen wie z.B. ,ATPase”, ,ADPase“ oder ,NTPDase“ usw. mit einer der
heute gultigen Isoenzymbezeichnungen, wie z.B. ,E-NTPDase1“ zur Deckung zu
bringen. Soweit die katalytischen Eigenschaften der publizierten Enzyme dargestellt
sind, ist dies versucht worden. Die Inhibitoren gingen meist aus Untersuchungen von
P2-Rezeptorliganden hervor, wie z.B. dem Suramin und dem Reactive Blue2
(RB2).2"%2'7 Man kann sie grob einteilen in Nucleotidderivate und Nicht-Nucleotid-
Verbindungen.
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Gendron et al. publizierten eine Reihe von Adenosintriphosphaten, die in der 8-
Stellung einen Alkylthio-Substituenten aufweisen (Tabelle 2.3).2% Diese besitzen
weder Affinitat zu endothelstandigen P2X-Rezeptoren noch zum P2Y;-Rezeptor. Die
Verbindungen wurden an einer aus Rindermilz isolierten Ectonucleotidase,

.,NTPDase“ genannt, getestet. Dieses Enzym weist Eigenschaften der NTPDase1
an.218’219

Tabelle 2.3: 8-Alkylthio-ATP-Derivate®*®

oH o R- A o Bu \s _-Hexyl \s A auy ,,/\S/Cycloheptyl
Verbindung 14 15 16 17
Ki [uM]
,NTPDase*® 10 16 45 31

# Getestet wurde an einer isolierten Ectonucleotidase aus Rindermilz; K., (ATP): 18 uM; K, (ADP): 33
MM; Konzentration an ATP: 100 uM.

Obgleich die Verbindungen mit der Triphosphatseitenkette das hydrolysierbare
Strukturmerkmal besitzen, konnten sie doch die ,NTPDase“ hemmen. Die Autoren
begrinden dies mit dem 8-Alkylthiorest, der die Basenkonformation von anti nach
syn verschiebt und dadurch das 5’-Triphosphat vom katalytischen Zentrum weg
dirigieren soll. Die Alkylkette findet vermutlich eine kleine hydrophobe
Bindungstasche.

Bultmann et al. untersuchten, in wieweit verschiedene Isothiocyanate den Abbau von
exogen zugeflhrtem ATP am isolierten vas deferens der Ratte hemmen kdnnen
(Tabelle 2.4).2" Diese Ergebnisse sind mit Vorsicht zu bewerten, da das vas
deferens kein spezifisches Testsystem fir E-NTPDasen darstellt, sondern hier auch
andere Ecto-Hydrolasen zum Tragen kommen kénnen. Die Ectonucleotidaseaktivitat
ist in diesem Fall der NTPDase1 zuzuschreiben, da nur sie endothelstandig
exprimiert wird.'*® Bei der Isolierung des vas deferens wird allerdings das Gewebe
verletzt, wodurch mdéglicherweise auch die in der Intima exprimierte NTPDase2 zur
Hydrolyse des exogen zugefiihrten ATPs beitragen kann.'*® Diese Arbeit zeigte, daB
man mit geeignet substituierten aromatischen Strukturen die NTPDase1 hemmen
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kann. Die Grundstrukturen sind zum einen das Stilben (18) und zum anderen das
Naphthalin (19-21). Geeignet heiBt hier, daB das Naphthalin einen Sulfonsdurerest
und ein Isothiocyanat mit dem passenden Substitutionsmuster (hier: para-standig)

aufweisen sollte.

Tabelle 2.4: Isothiocyanate®'

NCS

! SO,Na SO,Na
NCS SCN SO,Na
SO;Na O SO,Na
0 O O
NCS
NCS

Verbindung 18 19 20 21 22
ICase, [UM]
Abbau ATP? 10 174 25 208 3320
Sy
N1\© R= 2—S0O,Na 3—SO;Na 4—S0O,Na 2,4-di—SO,;Na 2,5-di —SO,Na
Verbindung 23 24 25 26 27
ICas9, [UM]
Abbau ATP? 464 174 242 412 100

%Im vas deferens der Ratte gemessen; Konzentration an zugesetztem ATP: 10 uM. Kontrolle: 89 %
des zugesetzten ATPs wurden innerhalb einer halben Stunde hydrolysiert.

Im Fall der Stilbenverbindung ist keine Untersuchung des Substitutionsmusters
durchgefihrt worden. Als Grundgerist war der einfache Phenylring (23-27)
ungeeignet, ebenso konnte mit einer Alkylkette als Linker zwischen Isothiocyanat
und Sulfonsdure (22) kein Erfolg erzielt werden. Nach den Hemmexperimenten
konnte das Gewebe nicht wieder die vorherige Kapazitat zur Hydrolyse des ATPs
erreichen, die Hemmung war also irreversibel. Die Autoren diskutieren die
Méglichkeit, daB das Isothiocyanat eine kovalente Bindung im Sinne eines
Thioharnstoffs mit einer Aminofunktion der E-NTPDase gebildet haben kdnnte.
Samtliche Verbindungen waren nicht E-NTPDase-selektiv, sie zeigten auch
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signifikante Affinitdt zu P2-Rezeptoren. Die vom P2X-Rezeptor-Agonisten a,(3-
MethylenATP hervorgerufene Kontraktion des vas deferens wurde von ihnen mit
ICs0-Werten zwischen 3 und 50 pM irreversibel gehemmt. Die ADPBRS- (P2Y;-
Rezeptor-) vermittelte Relaxation der taenia coli des Meerschweinchens wurde von
samtlichen Verbindungen reversibel mit Kg-Werten zwischen 10 und 70 uM
antagonisiert.

In einer weiteren Arbeit untersuchten Bdltmann et al. im selben Testsystem den P2-
Rezeptorantagonisten Suramin und davon abgeleitete Substanzen (Tabelle
2_5)_216,220

Tabelle 2.5: Suramin und davon abgeleitete Verbindungen?'®

Strukturformel Verbindung ICys0, [UM]?
SONa O,Na
so Na  NaO s
Oy _NH SO,Na NeOS HN__O Suramin

(28) 170

5&@ ne:

SO,Na

NaO S SO, N;(©/ Y \C/H\ /s\so . NF023 590
NaO,8 (29)
NaO,s
Na0§\$sj N;‘/©/ T \Ci /‘ Bst101 450
(30)

NaO,s

NaO. SO Na
) YQ ¥ @A NF019 > 1000
(31)

Na033
ANTS > 10000
NaOs (32)
% Im vas deferens der Ratte gemessen; Konzentration an zugesetztem ATP: 10 uM; Kontrolle: 89 %
des zugesetzten ATPs wurden innerhalb einer halben Stunde hydrolysiert.

Suramin (28) ist ein komplexes, symmetrisches Molekil, das zwei sehr hydrophile
endstandige Naphthalinringsysteme mit Sulfonsaureresten aufweist. Diese werden
durch eine Kette von lipophilen Arylamiden, bzw. einem N,N-Biarylharnstoff
miteinander verbunden. Das Molekil erhédlt so amphiphile Eigenschaften, die zu

seiner Wirkung beitragen sollen: Es wird vermutet, daB es die Oligomerisierung der
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E-NTPDasen verhindert.?’' Die Verkleinerung dieses Molekiils verringerte die
Wirkung auf den Abbau von ATP. ANTS (32) schlieBlich wies keine Hemmung der
beteiligten Enzyme mehr auf. Molekile des Suramintyps wurden zuerst als P2-
Rezeptor-Antagonisten beschrieben, sie sind also ebenfalls nicht Ectonucleotidase-
selektiv. Suramin, NF023 (29), Bst101 (30) und NF0719 (31) hemmten in
Untersuchungen der Autoren die vom P2X-Rezeptoragonisten a,3-MethylenATP
hervorgerufene Kontraktion des vas deferens mit Kg-Werten zwischen 1 und 5 yM
(NF019: 94 uM). ADPBS wurde mit Ki-Werten zwischen 7 und 77 yM von seinen
Bindungsstellen an Truthahn-Erythrozyten verdréngt. Die von ADPBS Uber den
P2Y-Rezeptor bewirkte Relaxation der Meerschweinchen-taenia coli wurde mit Kp-
Werten zwischen 10 und 30 uM antagonisiert.

Tabelle 2.6 Reactive Blue 2 und davon abgeleitete Verbindungen?'’

SONa X SO,Na < SO,Na
I NH H 0SO,Na HOH

SO,Na
& o/
I I .

— { SO
0 HN. e N o N Y ; S0, . 2
R SO,Na NH
ig‘so Na

Z

\ /%

Gemisch aus m und p-Sulfonat SO,Na
Reactive Blue  Cibacron Reactive Reactive I?B‘?igt;‘ga
Verbindung 2(RB2) Blue 3GA Blue 5 Blue 19 Alcohol
(33) (34) (35) (36) (37)
ICas0, [UM]
Abbau ATP? 50.5 40.2 > 100 62.2 > 100

%Im vas deferens der Ratte gemessen; Konzentration an zugesetztem ATP: 10 uM; Kontrolle: 88 %
des zugesetzten ATPs wurden innerhalb einer halben Stunde hydrolysiert.

Reactive Blue 2 (33) und die davon abgeleiteten Verbindungen, besitzen als
zentralen Pharmakophor das sulfonséduresubstituierte  Anthrachinonringgertst
(Tabelle 2.6).2" Dieses wurde an der 4-Position mit verschiedenen Seitenketten
verknupft. Die Glieder dieser Seitenkette sind Uber Aminfunktionen miteinander
verbunden. Reactive Blue 2 selbst gehérte zu den potentesten Inhibitoren. Es weist
eine Seitenkette mit drei Gliedern auf, die para, meta zueinander stehen: proximal
und distal je ein Phenylsulfonat, in der Mitte zwischen diesen ein chlorsubstituiertes
Triazin. Die distale Sulfonsaure liegt in einem para-, meta-Gemisch vor. Diese ist im

38



etwas wirksameren Cibacron Blue 3GA (34) ortho-stéandig. Eine andere Orientierung
der einzelnen Glieder zueinander, wie im Reactive Blue 5 (35) verwirklicht,
verschlechterte die Hemmaktivitat deutlich. Die Verkirzung der Seitenkette erwies
sich als mdglich. Allerdings scheint die Lage der Sulfonate zum Anthrachinon eine
entscheidende Rolle zu spielen. Reactive Blue 19 (36) war dem Reactive Blue 2
vergleichbar. Es tragt an einem C-2-Spacer einen Schwefelsdureester, ohne diesen
fiel die Hemmaktivitat drastisch ab (Reactive Blue 19 alcohol, 37). Auch Acid Blue 25,
das an der 4-Position als Rest R nur einen Phenylring aufweist, besal3 keinerlei
Hemmaktivitat. Alle Verbindungen waren auch Antagonisten an den P2X-Rezeptoren
des vas deferens mit Ki-Werten im Bereich zwischen 1 und 17 yM (Antagonisierung
des Effekts von a,B-MethylenATP). Sie antagonisierten die Relaxation der
Meerschweinchen-taenia coli durch ADPRBS, einem P2Y;-Agonisten, ebenfalls im
Bereich zwischen 1 und 10 uM. Weitere Reactive Blue 2-Derivate sind weiter unten
beschrieben, da sie in einem anderen Testsystem charakterisiert wurden.

Tabelle 2.7: Naphthalinsulfonate?®"’

SO,Na

HO
HO O HOSOaNa OH
H,N SONa
SO,Na
Verbindun BG0124 BG0136 BGo041 BGo10
g (38) (39) (40) (41)
Hemmung®®

LATPase*“ 49 50 77 64
,ADPase*® 50 42 69 69

# Getestet wurde an einer aus Rindermilz isolierten Ectonucleotidase; K, (ATP): 18 uM; K, (ADP): 33
MM; Konzentration an ATP: 100 uM.

b Senkung der Hydrolyserate von zugesetztem ATP, bzw. ADP (auf % der Kontrolle)

¢ Konzentration des Inhibitors: 100 yM

Basierend auf den Erfahrungen, die man mit den lIsothiocyanaten und Suramin
gesammelt hatte, synthetisierten Gendron et al. eine Reihe von Naphtholen mit

Sulfonsauresubstituenten.?!

Aus diesen Untersuchungen ging die Verbindung
BG0136 (39) vor, ein a-Naphthol mit zwei Sulfonsdureresten. Sie hemmte eine aus

Rindermilz isolierte ,NTPDase“ (vermutlich E-NTPDase1) und ,NDPDase®“ mit von
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den Autoren geschatzten Ki-Werten von 380 yM bzw. 300 uM. Die Autoren
bestatigten im Wesentlichen die Ergebnisse von Biltmann et al. Zur Hemmung der
E-NTPDase stellt das Naphthalinringgerlist ein geeignetes Grundgerlst dar. Das
Substitutionsmuster von Sulfonsauren und anderen Gruppen bestimmt entscheidend
Uber das Hemmpotential. Dies ist vor allem vor dem Hintergrund der Verbindung
ANTS (Tabelle 2.5) zu sehen, die prinzipiell sehr ahnlich aufgebaut ist, allerdings den
Abbau von ATP im vas deferens von Ratten nicht hemmen konnte. BG0136 ist ein
Antagonist am P2Y,-Rezeptor mit einem Ki-Wert, der von den Autoren mit groBer als
380 uM angegeben wurde.

Tabelle 2.8: Pyrimidin-Derivate®'®
CF,
s ccl,
XN HO, CFq O, CCl,
| )\ 9 CF, ~CH;, Br, N/CH3
H,C NN | )N\ " | pz CH
N=/  nc” W e RO N/go HC™ N7 sT Y
CH, "
Verbindung 42 43 44 45
Ki [uM]
Abbau ADP? 1800 1500 700 550
Abbau ATP? 600 800 1200 180

# Gemessen an Ratten-Cortex-Synaptosomen, vermutlich NTPDasef

Cechin et al. schlieBlich testeten vier Pyrimidinderivate mit lipophilen Substituenten
an Ratten-Cortex-Synaptosomen.?'® Die Verbindungen sind sehr inhomogen, so daB
man keine Struktur-Wirkungsbeziehungen ableiten kann. Sie hemmten die
synaptosomale(n) Ectonucleotidase(n) lediglich im hdheren mikromolaren
Konzentrationsbereich. Das lipophilste Pyrimidin-Derivat 45 war am aktivsten. Es
besitzt lediglich in der 1-Position eine H-Akzeptorfunktion. Die 2-, 3- und 4-
Substituenten kénnen hydrophobe Wechselwirkungen durch ihre Methylthio-, N-
Methyl- und Trichlormethylsubstituenten eingehen. Die Substanzen wurden bislang
nicht weiter an P2-Rezeptoren untersucht.

Mit einem im Arbeitskreis Prof. Miller entwickelten Kapillarelektrophorese- (CE-)
gestltzten Enzymassay fur rekombinante E-NTPDasen wurden die Ki-Werte der
Standardinhibitoren ARL67156 (46), PPADS (47), Suramin und Reactive Blue 2 an
den Ratten-NTPDasen 1-3 ermittelt (Tabelle 4.1).2'2
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Tabelle 2.9: An E-NTPDasen untersuchte Standardinhibitoren®'?

. NTP- NTP- NTP-
Strukturformel Verbindung  -co1a  pase2®  Dase3?
Ki [uM]
o SN
o] o] 0 N N
NS S
Na O bcsrz\oo \Oo o N 67156 27.0 >> 600 1121
Na Na Na —w (46)
OH OH
o]
CHO 1
”OIICHZ ona PPADS
o . (47) 46.0 44.2 3.0
NaO,S : SO;Na
O,Na $SO;Na
OO SO;Na NaOSS
[} NH  SO;Na NaO;S  HN /O Suramin 300 65.4 12.7
(28) . .
o)
N K
N N
CH, . o : CH,
O NH,
O™
0 HN\@soaNa Reactive
Blue 2
™y (33)
o N7 ONH

 Getestet wurde am rekombinanten Enzym der Ratte; K, (NTPDase1): 76 uM; K, (NTPDase2): 203

uM; K, (NTPDase3): 311 uM; ATP-Konzentration: 320 uM.

Alle vier Substanzen inhibieren diese Ectonucleotidasen im mittleren (300 uM) bis
unteren (1,1 uM) mikromolaren Konzentrationsbereich. PPADS, Suramin und RB2
weisen dabei eine Praferenz fur die NTPDase3 auf, wahrend ARL67156 die
NTPDase1 starker hemmt. ARL67156 hemmte die NTPDase2 nicht. Der Ki-Wert an
diesem Enzym mufB Uber 600 uM liegen, da in der zur Errechnung des Ki-Werts
herangezogenen Cheng-Prusoff-Gleichung (s. 6.8.1) der K-Wert des Enzyms von
203 pM und die Substratkonzentration von 320 pM bertcksichtigt werden mussen.
Eine Subtyp-selektive Enzymhemmung kann mit keiner der Verbindungen erzielt
werden, da die maximalen Unterschiede der Ki-Werte lediglich im Bereich einer
Zehnerpotenz liegen. Das ATP-Analogon ARL67156 besitzt im f,y-Dibrommethylen-
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bisphosphonat eine Gruppe, die von E-NTPDasen nicht angreifbar ist. Sie ist
zusatzlich sehr raumfillend und kann hydrophobe Interaktionen mit Aminosauren in
der Nahe des katalytischen Zentrums bzw. im katalytischen Zentrum selbst eingehen.
Die Diethylaminogruppe in 6-Position wird vermutlich mit hydrophoben Aminosauren
im Bereich der Bindungsstelle fir Nucleobasen in Interaktion treten. Sie soll die
Selektivitdt gegentber P2-Rezeptoren bewirken. Demgegeniber stellen PPADS,
Suramin und RBZ2 nichtnucleosidische Inhibitoren dar. Insbesondere Suramin und
RBZ2 sind sehr raumfullende Molekile.

Tabelle 2.10: RB2-Derivate als E-NTPDase-Inhibitoren®?’

O NH,
wsosNa
O
(0] HN4
“R NTP-  NTP-  NTP-
Verbindung Dase1® Dase2® Dase3d® Maus-P2Y>
R K; [uM] ICao [UM]
H,C
X 48 >> 290" 486 343 12
N (15 %)
@C' 49 16 18 16 21
HC ~ CH, o
>
‘@ 0 erwr B % 14
H,C
—@cw 51 18 16 41 10
" 250
>>
@ 52 (25 o/o)b 26 23 11
CH,
S e e o o
@ %4 49 36 14 11
>>250 >>600
> %y (% 1

4 Getestet wurde am rekombinanten Enzym der Ratte; K, (NTPDase1): 76 uM; K, (NTPDase2): 203
LJM; Km (NTPDase3): 311 uM; ATP-Konzentration: 320 pM.

Inhibition bei 1 mM
¢ Inhibition war nicht konzentrationsabhangig.
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Ihre Eigenschaften in Bezug auf die Interaktion mit den Enzymen werden durch
Arylsulfonate und (hetero-)aromatische Strukturen bestimmt. Es fallt auf, daB PPADS
und Suramin amphiphile Eigenschaften aufweisen. Méglicherweise verhindern sie
die Oligomerisation der E-NTPDasen, indem sie als Detergentien wirken.?'' Da sich
Reactive Blue 2 als vergleichsweise potenter Inhibitor von E-NTPDasen
herauskristallisierte (K; [NTPDase3]: 1.1 uM), wurde es als Leitstruktur zur
Darstellung weiterer potentieller Ectonucleotidasehemmer herangezogen (Tabelle
2.10). Der Grundkérper des RB2 wurde an der 4-Position stark verkleinert. An Stelle
des sehr raumflllenden, sulfonierten Ringsystems der Leitstruktur trat ein
unsubstituierter, bzw. mit kleinen, unpolaren Substituenten versehener Phenylring
und auch ein Naphthalinring. Mit dieser Art der Derivatisierung konnte keine
Selektivitdt in der Enzymhemmung gegeniber der Affinitdt zum P2Y.-Rezeptor
erreicht werden. Aus der Reihe der dargestellten Verbindungen sticht aber das
Anthrachinonderivat 55 heraus, welches an der 4-Position einen Naphthalinring tragt.
Es hemmte die NTPDase3 mit einem Ki-Wert von 1.5 uyM potent und selektiv den
anderen Isoenzymen gegenlber. Diese Verbindung zeigte auch moderate

(siebenfache) Selektivitat dem Maus-P2Y»-Rezeptor gegentber (ICsp: 11 pM).

Tabelle 2.11: Polyoxometalate als Inhibitoren von E-NTPDasen??

Verbin- NTP- NTP- NTP-

Summentormel dung Dasel® Dase2® Dase3®
Ki [uM]
Nag[HoW 15040] 56 2.58 28.8 3.26
Ha[PW2040] Hz0 57 3.49 6.17 8.72
Ko[TiaW 10POs0] 58 2.00 37.4 4.00
KsH2[TiW11C004]- 13 H,O 59 0.14 0.91 0.563
K1o[CO4(Hz0)2(PW¢Osa)o]- 22 H,O 60 0.48 1.53 2.61
(NH,)15[NaSbgWa; Ogg] 61 >>250  3.94 3.77

? Getestet wurde anrekombinanten Enzymen der Ratte; K, (NTPDase1): 76 uM; K,, (NTPDase2): 203
uM; K, (NTPDase3): 311 uM; ATP-Konzentration: 320 uM.

Eine chemisch von den oben beschriebenen Verbindungen sehr verschiedene
Gruppe stellen die Polyoxometalate dar.??? Einige Vertreter aus dieser Familie von
hoch geladenen Metallionenkomplexen erwiesen sich Inhibitoren an Ratten-E-
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NTPDasen teilweise im submikromolaren Bereich (Tabelle 2.11). Mit dem
Polyoxowolframat 61, der die NTPDase1 kaum hemmt, kénnte es méglich sein, die
physiologische Bedeutung der NTPDasen 2 und 3 selektiv auch in Gegenwart der
NTPDase1 zu untersuchen. Die Polyoxometalate wurden bislang am P2Y1>-Rezeptor
untersucht und waren an ihm mit Ausnahme von 60 (K; = 1.30 uM) nur schwach affin.

2.5.2 Ecto-5’-Nucleotidase-Inhibitoren

Die Ecto-5’-Nucleotidase der Ratte wird durch ATP (Ki: 8.9 yM) und ADP (Ki: 0.91
UM) gehemmt (noch nicht veréffentlichte Daten, Jamshed Igbal).’* Diese stellen aller-
dings keine idealen Inhibitoren dar, da sie selbst dem enzymatischen Abbau durch E-
NTPDasen, E-NPPs und unspezifischen Phosphatasen unterliegen. Als stabileres
Analogon des ADPs wurde a.B-Methylen-ADP (62) entwickelt (Tabelle 2.12).22

Tabelle 2.12: Kompetitive Ecto-5"-Nucleotidase-Inhibitoren®**

g~y O] PP o29%2% 29% %1879
\ 745/’% R= 70" g oo oo i To- T
L N O OHO 0- 0 O O 0 0
HO OH XN
Verbindung 62 63 64 65
Hemmung®® Hemmung®® Hemmung®® Hemmung®®
,Ecto-5"-Nucleotidase*® 92 54 56 73

 Getestet wurde an einer rekombinanten Ecto-5-Nucleotidase der Ratte; K., (AMP): 25 uM
b Senkung der Hydrolyserate von 0.5 mM zugesetztem AMP (% der Kontrolle)
° Konzentration des Inhibitors: 100 yM

An der isolierten Ecto-5'-NT von Torpedo marmorata wurde ein Ki-Wert flr das a,3-
Methylen-ADP von 0,85 uM bestimmt.?® Die Ecto-5-NT der Ratte hemmte diese
Substanz mit einem Ki-Wert von 0.87 pM. Auch einige ATP-Derivate hemmten die
Ecto-5-Nucleotidase (Tabelle 2.12).22* Neben den kompetitiven Inhibitoren wurden
aus den Samen von Areca Catechu (Betelpalme) Polyphenole mit hohem
Molekulargewicht isoliert, die die Ecto-5’-NT aus Rattenleber und dem Gift aus
Crotalus atrox (Klapperschlange) nicht-kompetitiv inhibierten (Tabelle 2.13).%%° Die
Struktur dieser Polyphenole wurde von den Autoren nicht weiter aufgeklart. Die Ecto-
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5-NT aus Crotalus atrox wurde wahrscheinlich ausgewaéhlt, da das Gift dieser
Schlange kommerziell erhaltlich und das Enzym somit leicht zugénglich ist.

Tabelle 2.13: Nicht-kompetitive Ecto-5-Nucleotidase-Inhibitoren®?®

Bezeichnung Verbindung M (g/mol) Ratten-Ecto-5-  Schlangen-Ecto-

NT 5-NT
ICs0 (MM)?
NPF-86IA 66 5620 3600 17
NPF-861B 67 5000 4700 38
NPF-86IIA 68 29400 6300 2
NPF-86l1IB 69 8610 2000 9

2 Testsystem siehe™’

2.5.3 Zusammenfassung und Bewertung

Der ideale Inhibitor sollte eine Ectonucleotidase isoenzymselektiv im nanomolaren
Bereich hemmen und keine Affinitdt zu Nucleotid- oder Nucleosidrezeptoren
aufweisen. Es ist nicht winschenswert, daB er gleichzeitig Substrat einer
Ectonucleotidase ist. Desweiteren sollten auch seine Abbauprodukte nicht etwa mit
P1-Rezeptoren interagieren. Diese die Pharmakodynamik betreffenden Forderungen
werden kaum von den bislang entwickelten Substanzklassen erflllt. Alle
Verbindungen hemmen Ectonucleotidasen im mikromolaren Bereich, zwei der
Polyoxometalate auch im héheren submikromolaren Bereich. Alle vom Suramin und
von Farbstoffen wie Reactive Blue 2 abgeleiteten Arylsulfonate sind auch
Antagonisten an verschiedenen P2-Rezeptoren. Die 8-Alkylthio-ATP-Derivate
kénnten einem enzymatischen Abbau unterliegen, sie sind noch nicht vollstandig
charakterisiert. ARL67156 scheint gegeniber P2-Rezeptoren selektiv zu sein und
hemmt auch die NTPDase2 nicht. Allerdings hemmt es sowohl E-NTPDase1 als
auch 3. Es stellt damit keinen Isoenzym-selektiven Inhibitor dar. Mdglicherweise
inhibiert es auch E-NPPs.??® Die Polyoxometalate sind vermutlich ebenfalls selektiv
gegenlber P2-Rezeptoren. Sie eignen sich allerdings ebenfalls nicht zur selektiven
Hemmung eines E-NTPDase-Isoenzyms. (NH4)1s[NaSbgW21Oge] stellt mdglicher-
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weise ein interessantes pharmakologisches Werkzeug dar, da es selektiv die
NTPDase2 und 3 hemmt.

In Bezug auf die Bioverflgbarkeit sollten oral verabreichte Ectonucleotidase-
Inhibitoren nicht geladen sein, ein niedriges Molekulargewicht aufweisen und
chemisch und metabolisch stabil sein. Auch diese Forderungen werden von keiner
der bislang publizierten Substanzen erfillt, alle enthalten geladene Gruppen wie
Phosphate oder Sulfonate. Ihr Molekulargewicht, insbesondere das der
Polyoxometalate, liegt meist deutlich Gber 500 g/mol. Die Nucleotidanaloga zeichnen
sich nicht durch metabolische Stabilitdat aus, da sie zumindest durch unspezifische
Phosphatasen gespalten werden kénnen. ARL67156 kdnnte wie auch das verwandte
B,y-Methylen-ATP durch E-NPPs abgebaut werden.?®2?° Polyoxometalate sind
chemisch nicht sehr stabil und zerfallen teilweise mit Halbwertszeiten im Bereich
weniger Stunden bis weniger Tage.

Sicherlich stellen die publizierten Verbindungen noch nicht den Stand dar, den man
als medizinischer Chemiker erreichen méchte. Ein Arzneistoffkandidat ist bisher nicht
unter ihnen. Man muB sie allerdings auch vor dem Hintergrund beurteilen, daf3 die
einsetzbaren Testsysteme lange Zeit auf aufwendigen HPLC-Methoden beruhten.
Erst neuerdings sind effizientere CE-Methoden entwickelt worden, die sich auch zum
Aufbau eines High-Throughput-Systems eignen. Da Ectonucleotidasen noch keine
validierten Arzneistofftargets darstellen, das kommerzielle Interesse an einem
Inhibitor also noch gering ist, bestand von Seiten der pharmazeutischen Industrie
offensichtlich noch nicht der Anreiz, ein solches recht kostspieliges System

aufzubauen.

2.6 Ziele dieser Arbeit

Sowohl P2Y-Rezeptoren als auch Ectonucleotidasen stellen fir den medizinischen
Chemiker sehr interessante Zielstrukturen dar. Mit Ausnahme des P2Y.-Rezeptors
sind sie allerdings noch keine validierten Arzneistofftargets. Aus Tabelle 1.1
»1 herapeutische Anwendungsmaoglichkeiten fir P2-Rezeptorliganden® und Abschnitt
2.4.5 ,Physiologische Funktionen der E-NTPDasen und der Ecto-5"-Nucleotidase
und therapeutisches Potential von Inhibitoren” geht hervor, daB es sowohl fiir potente,

selektive P2-Rezeptoragonisten und -antagonisten als auch fir potente und selektive
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Inhibitoren der verschiedenen Ectonucleotidasen potentielle medizinische
Anwendungsmadglichkeiten gibt. Im Rahmen dieser Arbeit sollen daher durch
zielgerichtete Synthese - ausgehend von UTP und ATP als Leitstrukturen - neue
Liganden fir die pyrimidinergen P2-Rezeptoren P2Y,, P2Y4; und P2Yg sowie
insbesondere  Hemmstoffe fir E-NTPDasen und die Ecto-5-Nucleotidase zur
Verfagung gestellt werden. Angestrebt werden dabei Molekilstrukturen, die sich im
Vergleich zu Nucleotiden durch héhere metabolische Stabilitit und bessere

pharmakokinetische Eigenschaften auszeichnen.
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3. Synthesen

Etablierte Leitstrukturen fir die Entwicklung von P2Y-Rezeptorliganden und E-
NTPDase-Inhibitoren sind zum einen Nucleotide, zum anderen verschiedene
aromatische Sulfonate, wie Suramin und Reactive Blue 2. Wie bereits diskutiert,
besitzen Vertreteter dieser Substanzklassen als Wirkstoffe inhdrente Schwachen, die
sowohl in der Pharmakodynamik (Affinitdt, Selektivitat) als auch in der
Pharmakokinetik (Stabilitat, perorale Bioverfligbarkeit) liegen. Es erscheint deswegen
notwendig, neue Leitstrukturen fir die genannten Targets zu finden. Ein schon in der
Literatur beschriebener Ansatz ist das Design von Nucleotid-Mimetika. Nucleotid-
Mimetika sind Verbindungen, in denen ein Nucleosid an der 5’-Position ein Mimikry
der Nucleosid-5’-Phosphatkette tragt. Dieses Mimikry wird Phosphat-Mimetikum
genannt. Uri et al. publizierten eine Reihe von Adenosinderivaten als P2Y;-

O Eine dieser

Antagonisten, die an der 5-Position Oligopeptide trugen.?
Verbindungen, AdoCAsps (70) genannt, hemmte den P2Y-Rezeptor-induzierten
cytosolischen Ca?*-Anstieg mit einem Ki-Wert von 80 uM (Abbildung 3.1). Ein
weiteres Nucleotid-Mimetikum, Verbindung 71, hemmte den P2Yi,-Rezeptor mit

einem K-Wert von 9 nM.?%'

@] OH
/=N
Q H O/\@/N H o
N.__O =
HO O N N | Y
o o o F 5 o XN HNj
N O
H 0 /=N CH
OH 0 N X 3
07 SOH N N NH,
OH = on |
07 OH we on XN
70 71

Abbildung 3.1: Beispiele fir Nucleotidmimetika
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3.1 Zielstruktur

Zielstrukturen zur Darstellung neuer Liganden fir pyrimidinerge P2-Rezeptoren bzw.
Ectonucleotidase-Inhibitoren sind Uracilnucleotid-Mimetika der in Abbildung 3.2
dargestellten allgemeinen Strukturformel 72. In Molekilen dieser Art ist das
Nucleosid Uridin an der 5’-Position oxidiert und mit einem Triphosphatmimetikum,
bestehend aus aliphatischem Linker L und Kopfgruppe K, verbunden. K seien
verschiedene polare Gruppen wie Dicarbonsduren oder Phosphonsduren sowie auch
deren Ester. Diese sind Uber ein Carboxamid mit den aliphatischen Linkern
unterschiedlicher Lange verknupft.

0 /4\/40
0
T N _NH
N \ /] T
: o

HO OH
72

Abbildung 3.2: Uracilnucleotid-Mimetika (K: Aminodicarbons&uren, Amino-
phosphonséauren; L: w-Aminocarbonsauren)

Uridin wurde als Nucleosid gewahlt, da zunachst die Suche nach Liganden flr die
P2Y,4-(UTP)-Rezeptoren und den UDP-Rezeptor P2Ys im Mittelpunkt unserer
Untersuchungen stand. Diese Uracilnucleotide besitzen nur Affinitat zu den
genannten P2Y-Rezeptor-Subtypen, ein weiteres Uracil-Nucleotid, die UDP-Glucose
aktiviert den P2Yi4-Rezeptor. Adeninnucleotide koénnen alle P2X- und die
P2Y12.11,12,13-Rezeptor-Subtypen aktivieren. Uberdies besteht bei Adeninnucleotid-
Mimetika die Gefahr, daB sie Affinitdt zu intrazellularen ATP-Bindungsstellen
besitzen, z.B. Tyrosinkinasen. Die Chance, selektivere Verbindungen zu erhalten,
scheint also bei Analoga der Uracilnucleotide gréBer.

0
o /N

KN // NH,
Nt N
HO oH XN

73

Abbildung 3.3: Analoge Adeninnucleotid-Mimetika (K= Aminophosphonsauren; L=
w-Aminocarbonsauren)
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Trotzdem ergab sich im Verlaufe der vorliegenden Arbeit der Anreiz, analog zu den
Uracilnucleotid-Mimetika auch solche mit Adenin als Base darzustellen (73,
Abbildung 3.3). Die Entwicklung von Uracilnucleotid-Mimetika ist vom Standpunkt der
medizinischen Chemie reizvoller, da solche Verbindungen bislang in deutlich
geringerem Umfang beschrieben wurden als Mimetika anderer Nucleotide. Die
chemischen Verfahren sind jedoch nicht einfach von der teilweise sehr gut
etablierten Chemie anderer Nucleoside wie Adenosin auf die des Uridins Ubertragbar.
Teilweise qilt es, neue Verfahren zur Darstellung von Uridinderivaten zu entwickeln.

3.2 Entwicklung und Umsetzung der Synthesestrategie

Folgende Anforderungen werden an die Syntheseprotokolle gestellt, die in dem zu
den Nucleotid-Mimetika flihrenden Synthesepfad eingesetzt werden sollen: Jeder
einzelne Reaktionsschritt soll eine hohe Ausbeute erbringen. Die Reaktionssequenz
soll méglichst wenige Schritte umfassen und eine fir die Auswertung von Struktur-
Wirkungsbeziehungen ausreichende Anzahl von Verbindungen zur Verflgung stellen.
Gerade in diesem friilhen Stadium der Leitstrukturfindung ist es wichtig, eine
moglichst groBe Breite an Verbindungen schnell darzustellen. SchlieBlich miissen
alle Reaktionen mit den eingesetzten Nucleosiden kompatibel sein. Insbesondere
Pyrimidin-Nucleoside wie Uridin sind diesbezlglich sehr empfindliche Strukturen. Sie
neigen unter Umstanden rasch zu Zersetzung bzw. unterliegen unerwinschten
Konkurrenzreaktionen zu stérenden Nebenprodukten.?322%

Am Anfang der Entwicklung einer Synthesestrategie steht daher, wie in Abbildung

3.4 anhand des Uridins (13) gezeigt, eine Analyse der Reaktivitdten von Nucleosiden.

Hydrierung

Hydrolytische
Spaltung

Cyclonucleosid-
bildung

Abbildung 3.4: Reaktivitadten des Uridins
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Insbesondere bei der Auswahl von Schutzgruppen ist die Labilitdt der
nucleosidischen Bindung zu bertcksichtigen, grundsatzlich kénnen alle Nucleoside in
mehr oder weniger groBem AusmafB im sauren (waBrigen) Medium in Nucleobase

292233 Die Base Cytosin kann unter diesen

und Ribose gespalten werden.
Bedingungen zusatzlich noch der Desaminierung zu Uracil unterliegen. Die
Pyrimidinbasen, besonders Uracil, werden bereits unter sehr milden Bedingungen
hydriert, wahrend Purine auch unter erhéhtem Wasserstoffdruck verschiedenen
Hydrierungskatalysatoren gegeniiber stabil bleiben.?*32%%237 Alkylierungen finden
immer eher an der Nucleobase als an der 5-Position des Zuckers statt.?**#%® Vielen
Synthesemethoden, die zu sehr interessanten Produkten flihren kénnten, bleibt der
Einsatz verwehrt, da Nucleoside zur Cyclisierung befahigt sind. Hier sei vor allem die
Mitsunobu-Reaktion erwahnt.?*® In einer solchen Nebenreaktion bildet die aktivierte
5’-Position der Ribose eine kovalente Bindung mit der 2-Position der Pyrimidinbasen,
bzw. mit der 3-Position oder 8-Position der Purinbasen.?*>?4*24” Besonders 2’,3-
Ketal- oder Acetal-geschitzte Nucleoside sind der Gefahr dieser Nebenreaktion
ausgesetzt, da die Schutzgruppe die Basenorientierung von anti nach syn
verschiebt.?*® Desweiteren wurde die Addition von Nucleophilen in der 5'-Position,
z.B. eines Thiols, an die 5,6-Doppelbindung des Uracils beschrieben.?*® Ein Ausweg
aus diesem Dilemma besteht in der Einfilhrung von Schutzgruppen in der
Nucleobase, durch die ihre nucleophilen Eigenschaften verandert werden. Die
Synthese verschiedener Purinnucleosid-5’-Ether und -Amine gelang beispielsweise

nach Einflihrung eines Harnstoffs in der 6-Position des Purins (Abbildung 3.1).2*'

3.2.1. Schutzgruppen fir die 2°,3’-Positionen der Ribose

Als Ausgangsprodukt fir die oben skizzierte Synthesestrategie diente Uridin, spéater
kam Adenosin hinzu. Die Nucleoside wurden an der 2’- und 3’-Position - dieses
Strukturfragment stellt ein cis-Diol dar - geschitzt, um die 5-Position selektiv
derivatisieren zu kénnen und die Léslichkeit in organischen Solventien zu erhdhen.
Viel genutzte Schutzgruppen fir ein solches cis-Diol sind verschiedene Ketone und
Aldehyde (Tabelle 3.1), die mit diesem zu einem Ketal bzw. Acetal reagieren.
Nucleoside werden am haufigsten mit Aceton geschutzt, da es kostenginstig und

sehr einfach mit hohen Ausbeuten einzufiihren ist.22%2°022 Dag entstandene Ketal,
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das sogenannte Acetonid, besitzt auBerdem den Vorteil, nur geringe sterische
Anspriche zu stellen. Ein groBer Nachteil hingegen ist seine relativ groBe
Hydrolysebestandigkeit. Die sauren Bedingungen, unter denen das Ketal gespalten
wird, kénnen auch zu massivem Ausbeuteverlust durch Spaltung der
nucleosidischen Bindung oder anderer hydrolyseempfindlicher Partialstrukturen
f[jhren.233’253’254

Der Wunsch, dieses Problem zu umgehen, fihrt zur Erwagung von Schutzgruppen,
die durch andere, nichthydrolytische Entschitzungsprozeduren entfernt werden.
Ahnlich, wie man Benzylester und -ether durch Hydrogenolyse spalten kann, wird
auch die Benzylidenstruktur mit Ho und Pd/C entfernt. Allerdings schlieBt sich der
Einsatz dieser Schutzgruppe im Fall der Pyrimidin-Nucleoside aus, da ihre
hydrogenolytische Entfernung recht drastische Bedingungen erfordert, die 5,6-
Doppelbindung der Pyrimidinbasen aber allzu leicht hydriert werden kann.?**%*” Ein
Ausweg aus diesem Dilemma besteht in der Verwendung der
Benzyloxycarbonylgruppe (O-Cbz), die unter den sehr milden Bedingungen der
Transferhydrogenolyse mit Pd/C und Cyclohexadien abgespalten wird.?*” Ihre
Einflhrung erfordert allerdings eine Dreistufensynthese und den Einsatz
vergleichsweise teurer Reagentien.

Aus diesen Uberlegungen heraus wurde nach einer alternativen Schutzgruppe
gesucht, die sich hydrolytisch mit niedrigen Saurekonzentrationen abspalten 1aBt.
Smith et al. ver6ffentlichten bereits 1962 eine Arbeit mit umfangreichen
Untersuchungen zur Stabilitdt von Schutzgruppen fir die 2’- und 3’-Position der
Nucleoside. Unter den von ihnen eingesetzten verschieden substituierten
Arylaldehyden konnten sie das mit p-Methoxybenzaldehyd (Anisaldehyd) gebildete
Acetal besonders leicht hydrolysieren.?*® Eigenen Experimenten zufolge eignet sich
eine 3-5 %ige Lésung von Trifluoressigséaure in Dichlormethan in Anwesenheit von
katalytischen Mengen an Wasser am besten zur Entschiitzung.?®® In den meisten
Fallen konnte das gewlnschte Nucleosid-Derivat ohne dinnschichtchromato-
graphisch nachweisbare Bildung von Neben- oder Zersetzungsprodukten glatt
erhalten werden. Sowohl die nucleosidische Bindung als auch hydrolysierbare
Gruppen wie Ester und Amide in der neu eingefiihrten 5’-Seitenkette tolerieren die
Bedingungen problemlos. Der Anisaldehyd erwies sich damit als eine Schutzgruppe,
die mit hohen Ausbeuten in einer einfachen Synthese eingeflhrt werden kann

(Abbildung 3.5), die die Bedingungen aller folgenden Schritte toleriert und die sich
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schlieBlich sehr leicht abspalten 1aBt. Allerdings gab die von den Autoren publizierte
Originalvorschrift nur schlechte Ausbeuten von unter 20 %. Deshalb wurde die

~"y
H (@) \_

OB Zncl, °L°
+ e

Synthese optimiert.

oz trockenes
HO OH S THF
B = Uracil-1-yl “CH,
Adenin-9-yl O.

CH,

B = Uracil-1-yl 74
Adenin-9-yl 75

Abbildung 3.5: Einflhrung der Anisylidenschutzgruppe

Die in der Literatur angegebene Mischung aus Nucleosid, Anisaldehyd und
Zinkchlorid war sehr zahflissig und lieB sich schlecht rihren. Sie wurde deshalb um
trockenes THF als Co-Solvens erganzt. Durch diese einfache MaBnahme konnten
die Verbindungen 74 (2’,3’-p-Methoxybenzylidenuridin) und 75 (2’,3’-p-Methoxybenz-
ylidenadenosin) geman Abbildung 3.5 in Ausbeuten von Uber 90 % als Gemisch von
endo- und exo-Diastereomeren dargestellt werden. Im Fall des Uracilnucleosids lag
das Verhaltnis von endo zu exo bei 2:3 wahrend sich bei Adenosin ein 1:1-Gemisch
ergab, wie die Auswertung der Integrale im 'H-NMR-Spektrum zeigte (Abschnitt 3.3)

/%\/¢
oo SOk
OH /éyo p-Toluol- 5 ': 0
(0] sulfonsaure
N _NH + S —_—
7]/ trockenes
3 O

THF

HO OH

Abbildung 3.6: Darstellung von 2’,3’-Cinnamylidenuridin 76

Die so eingeflihrten Schutzgruppen kdnnen wie in Verbindung 71 (Abbildung 3.1)
auch als pharmakophore Partialstrukturen dienen.?®® Daher sollte Uridin auBerdem
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mit Zimtaldehyd zur Verbindung 76 umgesetzt werden (Abbildung 3.6). Erste
Versuche, die analog zur Einflhrung der Anisylidenschutzgruppe mit ZnCl, als
Lewissdure durchgefihrt wurden, schlugen fehl. Erst die Verwendung von p-
Toluolsulfonsaure als Katalysator bei leicht erhdhter Temperatur brachte den
gewtnschten Erfolg. Verbindung 76 lieB8 sich in guter Ausbeute von 80 % als 1:1-
Gemisch der endo- und exo-Diastereomeren erhalten.

Tabelle 3.1 flhrt einige Schutzgruppen, die man in die 2’,3’-Positionen von
Nucleosiden einfihren kann, mit einem kurzen Kommentar zu deren Eigenschaften

auf.

Tabelle 3.1: Bewertung einiger Schutzgruppen fir die 2°,3’-Positionen der Ribose

Schutzgruppe Bewertung

Hydrolytische Abspaltung mit hohen
2',3’-Acetonid Saurekonzentrationen birgt die Gefahr der
Produktzersetzung

Hydrogenolytische Abspaltung birgt die Gefahr
2’,3’-Benzylidenacetal der Hydrierung der 5,6-Doppelbindung von
Pyrimidinbasen

Schonende Transferhydrogenolyse mdglich, aber

2',3-Dibenzyloxycarbonylester eher umstéandliche Einflhrung der Schutzgruppe

Hydrolytische Abspaltung unter sehr milden

2’,3’-Anisylidenacetal Bedingungen méglich

3.2.2 Derivatisierungsmoglichkeiten der Nucleosid-5’-Position

In diesem Abschnitt soll die Funktionalisierung der Nucleosid-5’-Position diskutiert
werden, da die Art der Bindung zwischen Nucleosid und einzufihrender 5’-
Seitenkette einen entscheidenden EinfluB auf die pharmakodynamischen
Eigenschaften haben kann.?' Die chemische und evtl. auch metabolische Stabilitat
des Endproduktes bleiben ebenfalls nicht unbeeinfluBt. Gerade dieser Schritt ist ein
sehr empfindliches Glied in der Synthesekette, weil hier die Fahigkeit der Nucleoside
zur Cyclisierung berlcksichtigt werden muB. In der Literatur findet sich eine groBe
Bandbreite an verschiedensten Reaktionen, die erfolgreich durchgefihrt wurden und

Méglichkeiten und Grenzen umreiBen. So sind Nucleosid-5-Ether,23!238:257.258
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und -Thioether,?*” acylierte und alkylierte Nucleosid-5"-Amine,?%'246:247:2% Nycleosid-

251 231,261-263 und Nucleosid-5'-

5’-Carbamate, Nucleosid-5’-Vinylderivate
Amide?302312%1.252 hagchrieben, s. auch Tabelle 3.2. Es stellt sich die Frage, welche
dieser Derivate als Leitstrukturen fir die eigene Strategie herangezogen werden
kénnen.

Nucleosid-5-Ether sollten sich auf den ersten Blick sehr einfach direkt aus dem
Nucleosid mit einer starken Hilfsbase wie NaH und einem Elektrophil, z. B. einem
Alkylboromid, im Sinne einer Williamson-Ethersynthese darstellen lassen. In der
Praxis wird allerdings eher die Nucleobase alkyliert. Daher wurden solche Ether
entweder Uber einen vielstufigen Weg von Ribose ausgehend mit anschlieBender
Nucleosidkopplung oder nach Derivatisierung der 6-Position des Adenosins
aufgebaut.?®® Die Derivatisierungsstrategien umfaBten Darstellung des 6-Chlorpurins
mit abschlieBender Aminierung, Einfihrung einer Dimethoxytritylschutz-gruppe und
Darstellung von Purin-6-Harnstoffen.?®"?4":2%* Bisher wurden so die Synthese sehr
einfacher Purinnucleosid-5-ether, wie dem 5’-Methyl- oder dem -Benzylether
beschrieben, in der Patentliteratur finden sich auch Adeninnucleotid-Mimetika
(Abbildung 3.1). Entsprechende Uracilnucleosid-Derivate fehlen.

Denkbar scheint auch der umgekehrte Weg, bei dem die 5-Hydroxyfunktion in ein

Elektrophil Gberflihrt wird, z. B. ein 5’-Chlorid, -Tosylat oder -Mesylat (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Bildung von 2,5’-Cyclouridin nach 5’-Tosylierung

Die so aktivierte Nucleosid-5’-Position kdnnte dann mit S- oder N-Nukleophilen zur
Reaktion gebracht werden. Obgleich in der Literatur viel beschrieben, ist auch dieser
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Ansatz mit Problemen behaftet. Nucleosid-5-Tosylate und Mesylate neigen massiv
zur Cyclonucleosidbildung (77, Abbildung 3.7), wobei sich die Basenkonformation
andert und die syn-Konformation fixiert wird.?*”?*® Die 5-Chloride besitzen eine
geringere Reaktivitat, und so wurden bislang zumindest Purin-Nucleosid-5’-Chloride
mit einfachen Thiolen wie z. B. Methan-, Ethan- und Propanthiol erfolgreich zur
Reaktion gebracht, nie aber mit als Linker geeigneten bifunktionellen Thiolen, die
dann weiteren Derivatisierungen gegeniiber zuganglich wéaren.2¥#7:28  per
Nachweis eines breiter anwendbaren Zugangs zu den entsprechenden Pyrimidin-
derivaten blieb ebenfalls aus.

Eine recht erfolgversprechende Option dagegen scheint die Einfihrung einer 5’-
Aminogruppe zu sein. Der Engpal liegt hier darin, eine genligende Menge des
Nucleosid-5’-Amins bereitzustellen, da dessen Synthese sich vergleichsweise
aufwendig gestaltet.?**2*® Lju et al. haben die Darstellung gemaB Abbildung 3.8 mit
Acetonid-geschitzten Nucleosiden veréffentlicht. Die Ausbeute fir das Uridin-Derivat
78 lag vor Abspaltung der Acetonidschutzgruppe bei 76 %.2** Ob die Reaktions-
bedingungen auch auf hydrolyseempfindlichere und sterisch anspruchsvollere
Anisyliden-geschltzte Nucleoside Ubertragbar sind, bleibt Gegenstand zukunftiger
Forschung.
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Abbildung 3.8: Einfiihrung der Nucleosid-5’-Aminogruppe®*
Da die Einfihrung der Nucleosid-5’-Aminogruppe praparativ aufwendig ist, bietet
dieser Ansatz eher die Basis zur Herstellung von vielversprechenden

Einzelsubstanzen als zur Generierung von Substanzbibliotheken. Das kann z.B.

durch Acylierung der 5’-Aminogruppe (79, Abbildung 3.9) geschehen.
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Abbildung 3.9: Acylierung des Uridin-5’-Amins (Lit)

Das Nucleosid-5’-Carbamat ist eine praparativ leicht zugangliche Struktur, die die
Einflhrung einer groBen Bandbreite von 5-Seitenketten erlaubt (80, Abbildung
3.10).%' Sak et al. stellten eine Reihe solcher Verbindungen her und verglichen sie
mit den analogen Carboxamiden.
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Abbildung 3.10: Darstellung von Adenosin-5-carbamaten®’

Die so dargestellten Produkte besaBen aufgrund der flexibleren 5’-VerknUpfung eine
gréBere raumliche Ahnlichkeit mit Nucleotiden als die entsprechenden 5'*-
Carboxamide und banden mit héherer Affinitait am P2Y{-Rezeptor. Von Vorteil ist
sicherlich, daB sich auf diesem Wege sehr schnell viele Produkte synthetisieren
lassen. lhre vermutlich geringe metabolische und chemische Stabilitat ist allerdings
als entscheidender Nachteil anzusehen.
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Schumacher beschrieb in seiner Dissertation die Synthese und Stabilitdt von
Nucleosid-5-Acylderivaten (81, Abb. 3.11).2** Er bewertete ihre Darstellbarkeit,
Aufreinigung und auch Stabilitdt als mangelhaft, daher wurde von der Synthese
solcher Ester Abstand genommen.

Abbildung 3.11: Acylierung von Uridin

Eine recht gut untersuchte Reaktion ist die Darstellung des Uridin-5’-aldehyds 82, der
direkt weiter umgesetzt wird (Abbildung 3.12).236:254260.285 gohymacher und Wnuk et
al. fuhrten beispielsweise als Folgereaktion die Wittig-Olefinierung erfolgreich
durch.2>*269283 gje vermag unter Einsatz von als Linker geeigneten bifunktionellen
Phosphonium-Yliden den Zugang zu einer groBen Bandbreite an Nucleotid-Mimetika
der allgemeinen Struktur 83 zu eréffnen. Allerdings wird durch diese

Synthesestrategie in die raumliche Struktur des Nucleosids eingegriffen.

o DCC/ o
e A
°%° 6><—b ’

H,C  CH, H,C CH,
82
0 /4\%0 ﬁ’h _ o
(6] —P—Ph
! P o F
R \

HJJ\Q/ 77/NH bh R\/\Q/NW/NH
He 0 —_— i 0
% Oy 0
H,C CH, H30><CH3

83

Abbildung 3.12: Pfitzner-Moffatt-Oxidation und anschlieBende Wittig-Reaktion®*°

Die Wahl fiel schlieBlich auf die Oxidierung der Nucleosid-5’-Position zur

Carbonséaure, da sie praparativ einfach und mit vielen Nucleosiden durchfiihrbar ist
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und im Hinblick auf effiziente Fihrung der Synthesestrategie und Kompatibilitat aller
weiteren Reaktionsbedingungen mit den Substraten der erfolgversprechendste Weg
zu sein schien. Aus der Peptidsynthese steht eine groBe Bandbreite an
Kopplungsreagentien zur Verfligung, die mit hoher Wahrscheinlichkeit die
erfolgreiche weitere Umsetzung zum entsprechenden Nucleosid-5’-Amid erlauben, s.
Abschnitt 3.4.230231.266268 g V/jg|zahl an einsetzbaren Nucleosiden, bzw. deren
Derivate, und der Uber eine Amidverknlpfung einzufiihrenden Seitenketten bietet
damit ein hohes MaB an Produktvariabilitat. Im Hinblick auf die rdumliche Struktur
der so dargestellten Nucleotidanaloga wird aber durch die 5’-Carbonylfunktion
sicherlich eine deutlichere Abkehr vom physiologischen Vorbild UTP erzwungen als
durch die vorgenannten Funktionalisierungen, da das 5’-Kohlenstoffatom nun nicht
mehr sp® sondern sp®konfiguriert vorliegt.?>"?%° Zusatzlich induziert die folgende

Darstellung des Amides eine gewisse Rigiditat, die auf der Amidtautomerie beruht.

OH 0]
(@) 0 B
B HO
o. 0  TEMPO o 0
f BAIB
—_—
O. ON
CH, CH;,
B = Uracil-1-yl 74 B = Uracil-1-yl 84
Adenin-9-yl 75 Adenin-9-yl 85

Abbildung 3.13: Darstellung der Anisyliden-geschutzten Nucleosid-Carbonsauren
84 und 85

Die Oxidation der Nucleosid-4’-Hydroxymethylengruppe zur Carbonsaure gelang
nach einer sehr eleganten Vorschrift mit katalytischen Mengen des stabilen Radikals
Tetramethylpiperidinyloxid (TEMPQO) als Oxidationsmittel und Bis-(Acetoxy)iod-
benzen (BAIB), um jenes wieder zu regenerieren.?”°

In der Originalvorschrift wurden verschiedene 2°,3’-Acetonid-geschitzte Nucleoside,
u.a. auch Uridin und Adenosin, in 1 mmol-Ansatzen umgesetzt. Das Synthese-
protokoll war problemlos auf die hier eingesetzten, mit Anisaldehyd geschitzten
Nucleoside Uridin und Adenosin entsprechend Abbildung 3.13 Ubertragbar. Es fuhrte
zu den Nucleosid-Carbonsauren 84 und 85. Die Ausbeuten betrugen 78 % (84), bzw.
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71 % (85). Die Auswertung der 'H-NMR-Spektren dieser beiden Verbindungen
ergab, daB die endo- und exo-Diastereomeren annahernd im gleichen Ausmaf
oxidiert wurden. Auch die Cinnamyliden-geschitzte Uridin-carbonséure 86 konnte so
dargestellt werden und lieferte genau wie ihre Ausgangsverbindung ein 1:1-
Diastereomerengemisch, s. Abbildung 3.14.

W /4\/4
Sor G e
S Z]/ TEMPO § E: ©
o o BAIB
_—
N
76

Abbildung 3.14: Darstellung von 2’,3’-Cinnamylidenuridincarbonséure 86

Die Produkte fielen entweder direkt aus der Lésung aus oder wurden nach Entfernen
des Ldsungsmittelgemisches durch Zugabe von Diethylether in guter Reinheit und
Ausbeute zur Kristallisation gebracht. Auch das flir diese frihe Synthesestufe
notwendige Upscaling auf 6 mmol-Ansatze gelang ohne Verluste an Ausbeute. So
stand eine ausreichende Menge der gewlinschten Nucleosid-Carbonsauren in guter
Reinheit fur die folgende Amidkopplung zur Verfigung.

Zusammenfassend sind die verschiedenen Funktionalisierungen in Tabelle 3.2 mit
einer kurzen Bewertung aufgelistet.
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Tabelle 3.2: Bewertung einiger Funktionalisierungsmaoglichkeiten der Nucleosid-5'-
Position

Funktionalisierung Vor- und Nachteile

Vielstufige Synthese als notwendig beschrieben; bislang

Ether keine Einflhrung bifunktioneller Gruppen berichtet

Kein effizienter Zugang zu Pyrimidin-Nukleosid-5"-
Thioether Thioethern publiziert; kein Einsatz von bifunktionellen
Gruppen berichtet

Amin kann breit mit Carbonsauren und Aldehyden

Amin umgesetzt werden; Darstellung ist aber aufwendig
Carbamat Leicht, schnell und mit groBer Produktvielfalt darstellbar;
chemische und metabolische Stabilitat eher gering
Acylderivate Ahnlich zu bewerten wie das Carbamat

Sehr effizient aus allen Nukleosiden darstellbar; vielfaltige
Carbonsaure Umsetzung zu stabilen 5°-Carboxamiden mdglich; Eingriff
in die rdumliche Struktur des Nucleosids

Effiziente Darstellung durch Moffatt-Oxidation und
Aldehyd vielfaltige weitere Umsetzung, z. B. Wittig-Reaktion,
publiziert; Eingriff in die Stereochemie des Nucleosids

3.2.3 Design von Triphosphatmimetika

Wie schon oben diskutiert, sind Phosphatmimetika Strukturfragmente, mit denen ein
Mimikry der Nucleosid-5"-Phosphatseitenkette erreicht werden soll. Die hier gewéhlte
Synthesestrategie setzt nur eine notwendige Eigenschaft des Phosphatmimetikums
voraus: Es mufB eine terminale Aminogruppe enthalten, die mit der Nucleosid-
Carboxyfunktion kondensiert werden kann.

Zur Erhéhung der Strukturvielfalt wurde das Phosphatmimetikum aus zwei frei
kombinierbaren Blécken durch Amidsynthese chemisch stabil aufgebaut: der polaren
Kopfgruppe K und dem Linker L, der K in verschiedene Abstdnde zum Nucleosid
bringt, s. auch 72 (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Kopfgruppe K und Linker L

Die ausgewahlten Kopfgruppen K kann man in zwei Gruppen einteilen:
Aminodicarbonsaureester 87-91 (Abbildung 3.16) und Aminophosphonsaureester 92-
95 (Abbildung 3.17). Phosphonate und Dicarbonsauren wurden bereits erfolgreich
als Phosphat-Mimetika zur Darstellung von Tyrosinphosphatase-Inhibitoren und von

P2Y;-Rezeptor-Antagonisten (Abbildung 3.1) eingesetzt.?%2"

0 @)

NH
NH 2
HSC/\O 2 HSCG/\O
PN H5CG\/O

O
87 90
Aminomalonsaurediethylester L-Asparaginsauredibenzylester
0 0]
NH NH
HCe o g HCs” 0 §
H,C_O
o HCe o7 Yo
88 91
L-Asparaginsurediethylester L-Glutamins&uredibenzylester
0]
NH
H,C” YO 2
H,c” 07 Yo
89

L-Glutaminsaurediethylester

Abbildung 3.16: Aminodicarbonsaureester als hydrophile Kopfgruppen K

Die Aminosaureester wurden im Hinblick auf spatere Esterspaltungsstrategien
sowohl als Benzyl- als auch als Ethylester eingesetzt. Sie sind samtlich als Salze der
p-Toluolsulfonsaure bzw. als Hydrochloride kommerziell erhaltlich.
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Abbildung 3.17: Aminophosphonsédureester als hydrophile Kopfgruppen K

Die Aminophosphonsaurester sind ebenfalls kommerziell erhaltlich, nur der Amino-
methylbisphosphonsdureester wurde nach einer Literaturvorschrift de novo aus
Dibenzylamin, Orthoameisensauretriethylester und Diethyphosphit synthetisiert.?’
Beide Gruppen zeichnen sich durch die angestrebte Polaritat in der Estergruppe aus
und bieten dartber hinaus die Mdglichkeit einer abschlieBenden Esterspaltung und
damit Uberfiihrung in ionische Spezies. Im Fall der Benzyl- und Phosphons&ureester
stehen zusatzlich zur klassischen Hydrolyse weitere praparative Optionen zur
Spaltung des Esters offen.

Der Linker L muB eine bifunktionelle Struktur aufweisen: eine Carboxyfunktion zur
Amidverknapfung mit der polaren Kopfgruppe und eine Aminogruppe zur Kopplung
an die Nucleosid-Carbonsdure. Die Wahl fiel deswegen auf die w-
Aminoalkylcarbonsauren Glycin, B-Alanin und y-Aminobuttersaure. ZweckmaBig fur
die Synthesestrategie werden diese in einer an der Aminofunktion mit der tert

Butyloxycarbonylschutzgruppe versehenen Form erworben (96-98, Abbildung 3.18).

4
H,C
He” o™ Ty "
(0]
96-98

Abbildung 3.18: Boc-geschitzte w-Aminosauren als Linker

In Zukunft bietet sich die Erweiterung der Strategie um w-Aminoalkylalkohole und
a,w-Diaminoalkane an, mit denen sich weitere Phosphatmimetika auch mit anderen
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hydrophilen Kopfgruppen darstellen lassen. Mehrere Griinde sprachen fir die Wahl
der drei homologen w-Aminosduren: Sie sind mit der leicht abspaltbaren N-tboc-
Schutzgruppe kostenglnstig erhaltlich, eréffnen den Zugang zu im Sinne der
Analyse von Struktur-Wirkungsbeziehungen gut vergleichbaren Strukturen und
lassen sich problemlos mit den oben aufgezdhlten Aminosaure- und
Aminophosphonsdureestern umsetzen. Hierbei bewahrte sich die Methode des
sogenannten gemischten Anhydrids, also die Aktivierung der Carbonsdure mit
Chlorameisensaureisobutylester.?”®> Die Carbodiimide EDC und DCC wurden
alternativ erwogen, besitzen aber wichtige Nachteile: Hohe Kosten, die Bildung eines
unreaktiven Acylharnstoffes als Nebenprodukt, und zumindest im Fall des DCC ist
die Abtrennung des Produktes vom gebildeten Harnstoff mitunter problematisch.%®
Die Aminosduren mit Oxalylchlorid oder Thionylchlorid in die entsprechenden
Saurechloride zu Uberflhren, verbat sich wegen der sdurelabilen Schutzgruppe.

Der Reaktionsmechanismus, der bei der gemischten Anhydridmethode zum Tragen
kommt, ist in Abbildung 3.19 abgebildet, seine Durchfihrung erlaubt Synthese und
Aufreinigung des gewlinschten Amides innerhalb eines Arbeitstages.

trockenes THF

o /‘\ N-Methyl-
H o\ ¢l morpholin
HSCYO\H/N\H%LO N /\( \n/ morphotin
H,C 0
<C CH, O

96-98 99

L, Q0 oH
H,C.__O NHJLOJ\OJ\/CHs + _R - >
3 100 ° - Isobutanol

H
H,C (0] N R
Y oy
3 CH, O
n=1-3 101

Abbildung 3.19: Darstellung von Amiden aus boc-geschitzten Aminosduren mittels
gemischtem Anhydrid

N-tboc-geschiitzte Aminosauren 96-98 wurden in trockenem THF durch Zugabe
einer aquimolaren Menge an N-Methylmorpholin in ein Iésliches Salz Uberfiihrt und
auf eine Temperatur zwischen -20 °C und -30 °C abgekihlt. Die Saure wurde

daraufhin durch schnelles Zupipettieren von Chlorameisensaureisobutylester 99 in
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das gemischte Anhydrid 100 Uberflhrt. Ein volumindser weiBer Niederschlag von N-
Methylmorpholinhydrochlorid zeigte die erfolgreiche Umsetzung an. Entscheidend fir
den Syntheseerfolg waren hierbei Wasserfreiheit des Lésungsmittels und korrektes
Einhalten der Temperatur. Nach einer Minute wurde die Aminkomponente
zugegeben. Als Ldésungsmittel diente entweder wéaBrige 1N-NaOH-Lésung fur als
Hydrochloride, Tosylate oder Oxalate vorliegende Aminkomponenten oder trockenes
THF far ungeladene Amine. Da das gemischte Anhydrid chemoselektiv durch N-
Nucleophile angegriffen wird, kbnnen Wasser oder Alkohole als Lésungsmittel fur
das Amin verwendet werden. Das Reaktionsgemisch lieB man langsam auf
Raumtemperatur erwdrmen und noch drei Stunden ruhren. Zur Abtrennung der
Produkte 101 von den sehr hydrophilen Verunreinigungen, wie nicht umgesetzte
Edukte, die Hilfsbase und Isobutylalkohol, reichte einfaches Ausschitteln mit
Ethylacetat sowie Waschen mit NaHCOs-Lésung und Wasser. Praparative Saulen-
chromatographie war nicht vonnéten.

FOr die Abspaltung der t-boc-Schutzgruppe existieren verschiedene Synthese-
methoden: Sie wird entweder im waBrigen oder wasserfreien sauren Medium oder
durch Thermolyse der trockenen oder in hochsiedendem Diphenylether geldsten

t 274,275

Substanz  durchgeflhr Die Anwendung der Mikrowelle ist ebenfalls

beschrieben.?’® In wasserfreiem Medium wird die Eliminierung zu Isobuten und CO-

beobachtet.
4N-HCl in
0) trockenem 0 G oH
H 1,4-Dioxan 2 3
H,C.__O NHJk R ’ H NH)L R Y co
N —_— 2 N + >
H C>( D " H CH, +
n=1-3 37 CH; O x HCI
101 102

Abbildung 3.20: Abspaltung der tboc-Schutzgruppe

Die gemafB Abbildung 3.19 dargestellten Amide der allgemeinen Strukturformel 101
wurden zur Abspaltung der N-tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe in kommerziell
erhaltlicher 4N-HCI-Dioxanlésung geldst und fielen nach Zugabe von Diethylether als
Hydrochloride 102 sauber aus (Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Dargestellte Reihen von Phosphatmimetika

Dadurch erhielt man die in Abbildung 3.21 aufgefihrten Verbindungen 103-127, die

im nachsten Schritt als Phosphatmimetika in der Nucleosid-5’-Position per

Amidkopplung eingefthrt werden sollen.

3.2.4 Synthese von Nucleosid-5’-Amiden

Die Uberfithrung von Carbons&uren in ihre Amide ist eine sehr gut ausgearbeitete
Standardoperation in der praparativen organischen Chemie. Obwohl Nucleosid-5"-
Amide schon in der Literatur beschrieben sind, stellte die Umsetzung der
Carbonséauren 84, 85 und 86 zu den entsprechenden Amiden aus mehreren Griinden
einen problembehafteten Schritt dar:?*°23!2%0 Die Aminkomponente, die ja selbst aus
teilweise sehr teuren Ausgangsprodukten synthetisiert wurde, stand nicht unbegrenzt,
sondern hdéchstens in doppeltem UberschuB zur Verfliigung. Die Carboxyfunktion
wird durch die Nucleobase und die Zuckerschutzgruppe sterisch gehindert, ist also
deutlich

Alkancarbonsauren. Zusatzlich verhindert die saurelabile Nucleosidstruktur die

weniger reaktiv als etwa N-geschitzte  Aminosduren  oder
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naheliegendste Aktivierung der Nucleosid-Carbonsaure: ihre Uberflihrung in ein
Saurechlorid mittels Oxalylchlorid oder Thionylchlorid. Es muBte also nach sehr
effizienten Kopplungsreagentien gesucht werden, um die Uridincarbonsaure 84 und
die Aminkomponente 120, die zur Methodenfindung verwendet wurde, miteinander
zur Reaktion zu bringen (Abbildung 3.22).
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O O
|
CN
CH,
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Abbildung 3.22: Ermittlung des geeigneten Kopplungsreagenzes zur Darstellung
von Anisyliden-geschitztem Uridincarboxamid 128

Die Anwendung der Carbodiimide 1-Ethyl-3-(3’-dimethylaminopropyl)carbodiimid-
hydrochlorid (EDC) bzw. Dicyclohexyldicarbodiimid (DCC) und auch der Einsatz von
Chlorameisensaureisobutylester als Kopplungsreagenzien fiahrte nicht zum
gewlinschten Produkt (Abbildung 3.22).2° Ein erster Teilerfolg stellte sich mit
Diphenylphosphorylazid (DPPA) ein, Uber das bereits Montgomery et al.
berichteten.?® Die Autoren hatten 2’,3™-Isopropylidenuridin-4’-carbonsdure mit dem
zehnfachen UberschuB der Aminkomponente umgesetzt. Ein solcher UberschuB
kann im vorliegenden Projekt nicht eingesetzt werden, da sich sonst die Synthese
UbermaBig verteuern wirde, auch sind Léslichkeitsprobleme zu erwarten. DPPA gab
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in den eigenen Untersuchungen nur sehr unbefriedigende Ausbeuten von unter 10 %.
Die Synthese lie3 sich schlecht reproduzieren.

Uri et al. konnten erfolgreich 2’,3’-Isopropylidenadenosin-4’-carbonsdure mit dem
N-Terminus von an Wang-Harz gebundenen kleinen Peptiden unter Verwendung des
Kopplungsreagenzes 1-Benzotriazolyloxytripyrrolidinophosphoniumhexafluoro-
phosphat (PyBOP, 129), des Acylierungskatalysators Hydroxybenzotriazol (HOBt,
132) und der Hilfsbase Diisopropylethylamin umsetzen.?® Die Strukturformeln von
PyBOP und HOBt sind in den Abbildungen 3.23 und 3.27 aufgefihrt.

An diese Arbeit angelehnt wurde die in Abbildung 3.22 dargestellte Reaktion mit
PyBOP (129) unternommen, der Reaktionsmechanismus ist in Abbildung 3.23
dargestellt.?’”?”° Das Carboxylat-Anion 84 bildet mit Hydroxybenzotriazol einen
aktiven Ester 130 unter Substitution des Phosphorsauretriamides 131. Der aktive
Ester wird durch die Aminkomponente zum Produkt substituiert, dabei entsteht
Hydroxybenzotriazol (132). Dieser Versuch verlief erfolgreich und stellte den
Durchbruch dar. Die Versuchsbedingungen wurden allerdings vor der breiten
Anwendung im Hinblick auf folgende Parameter zur Optimierung der Ausbeute
variiert:  LOosungsmittel, Hilfsbase und Reaktionszeit. Um die universelle
Anwendbarkeit der ermittelten Methode zu Uberprifen, kamen die homologen 2-w-
Aminoalkylcarboxamidoalkandicarbonsaurediethylesterhydrochloride 113-121
(Abbildung 3.21) auf gleiche Weise zum Einsatz. Da die Nucleosid-Carbonséaure als
Diastereomerengemisch eingesetzt wird, stellt sich natlrlich die Frage, ob die
Amidkopplung mit dem endo- oder exo-Ausgangspodukt bevorzugt ablauft, sich
eines der beiden Diastereomere also anreichert. Diese Frage konnte nach
Auswertung der 'H-NMR-Integrale verneint werden, endo- und exo-Produkt liegen
wie bei Verbindung 84 im Verhaltnis von 1:1 vor. Die Trennung der bei der Synthese
von 74 bzw. 75 (Abbildung 3.5) entstehenden Diastereomere oder auch ihrer
Oxidationsprodukte 84 und 85 ist daher nicht notwendig. Als Lésungsmittel wurde
wasserfreies DMF verwendet, da es gute Lésungseigenschaften flr alle eingesetzten
Komponenten besitzt. Das von Uri et al. in ihrer Publikation eingesetzte
Diisopropylethylamin (DIPEA, auch Hlnig-Base genannt) erwies sich den Aminen N-
Methylmorpholin und Triethylamin gegentber als drastisch Uberlegen, denn in den
Syntheseanséatzen, in denen die letztgenannten Hilfsbasen verwendet wurden,
konnte die Bildung des gewunschten Produkis nicht festgestellt werden. Die in der

Literatur angegebenen Reaktionszeiten, die typischerweise im Bereich von einer
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Viertelstunde liegen, flhrten zu unbefriedigenden Ausbeuten und wurden daher
schrittweise auf ca. 16 Stunden verlangert.
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R nNH2 O —— H N
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130 132

Abbildung 3.23: Reaktionsmechanismus der Amidsynthese mit PyBOP

Das Syntheseprotokoll wurde zunachst analog zu der Arbeit von Uri et al.
ausschlieBlich unter Verwendung von PyBOP als Kopplungsreagenz entwickelt. Als
alle oben genannten Parameter optimiert waren, lie3 sich Verbindung 120 (Abbildung
3.21) damit hervorragend umsetzen. Die Ausbeute betrug nach Abspaltung der 2°,3’-
Schutzgruppe, also Uber zwei Schritte, 53 % (zur Ausbeutenberechnung s.u.). Die
Kopplungsreaktionen mit den homologen Triphosphatmimetika liefen unter gleichen
Bedingungen ab, lieferten aber sehr unterschiedliche Ausbeuten: je kiirzer der Linker,
desto geringer die Ausbeute. Triphosphatmimetika mit Glycin als Linker und
Dicarbonsauredibenzylester oder Phosphonsaureester als Kopfgruppen (110, 122,
123, Abbildung 3.21) konnten in vielen Fallen nicht mit Uridincarbonsdure 84
gekoppelt werden. Solche mit Dicarbonsaurediethylester als Kopfgruppe (113-115,
Abbildung 3.21) gaben nur eine Ausbeute von 6 — 10 %. Zudem war die Synthese
nicht gut reproduzierbar. Auch Adenosincarbonsaure 75 konnte mittels PyBOP nicht
mit 107 (Abbildung 3.21) zur Reaktion gebracht werden. Die Strategie, die hier zum
Erfolg flhrte, bestand im Einsatz von Kopplungsreagentien, die dem PyBOP
verwandt sind: 2-(6-Chlor-1H-benzotriazolyl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluoro-
phosphat (HCTU, 136, Abbildungen 3.26, 3.27) wird in der Literatur fur Amid-
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synthesen mit sterisch gehinderten Reaktionspartnern und wenig reaktiven N-Methyl-
aminosduren verwendet.?®® Mit diesem Reagenz konnte auf Anhieb die Reaktion
zwischen den Carbonsauren 84-86 und allen mit Glycin als Linker versehenen
Triphosphatmimetika durchgefthrt werden. In Abbildung 3.24 ist beispielhaft die

Umsetzung der Nucleosidcarbonsduren 84 und 85 mit 107 dargestellt.
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107 B = Uracil-1-yl 84 B = Uracil-1-yl 133
Adenin-9-yl 85 Adenin-9-yl 134

Abbildung 3.24: Umsetzung von Triphosphatmimetikum 107 (Linker: Gly) mittels
HCTU

Auch die analoge Reaktion mit Uridincarbonsaure 86 (Abb. 3.14) zu 135 gelang (Abb.
3.25).

135

Abbildung 3.25: Cinnamyliden-geschutztes Uracilnucleotid-Analogon 135

Der Reaktionsmechanismus ist in Abbildung 3.26 beschrieben.?®’ Die deprotonierte
Carbonsaure 84 greift das Uroniumsalz HCTU (136) unter Verdrangung des 6-
Chlorbenzotriazoloxids (138) an. Der intermediar entstehende O-Acylisoharnstoff
137 reagiert mit 6-Chlorhydroxybenzotriazol (138) unter Bildung des aktiven Esters
139 und des Harnstoffs 140. Der aktive Ester 139 wiederum reagiert mit N-
Nukleophilen zum gewtinschten Amid und zu 6-Chlorhydroxybenzotriazol (138).
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HCTU lieferte gute Ausbeuten (meist > 50 %) in der scheinbar schwierigsten
Kopplungsreaktion und wurde deshalb auch versuchsweise zur Umsetzung mit
einigen homologen Phosphatmimetika eingesetzt (s.u.). Uberraschenderweise war
hier allerdings kein Erfolg zu verzeichnen.

¢ ' —_—
N
H,C— N<J | - H,Co 0
N" "N—cH
CH3 / / 3
H,C H,C
136 84

137 138 139 140
N=N 0 N
| O H N” "N—OH
8 N, )k DIPEA R/NWANJ\'
—_— >
0
cl

Abbildung 3.26: Reaktionsmechanismus der Amidsynthese mit HCTU

Einige der mit B-Alanin als Linker versehenen Triphosphatmimetika lieBen sich nur
unter Verwendung von HBTU umsetzen (s. experimenteller Teil).

Die Untersuchung der drei Kopplungsreagenzien auf Eignung wurde nicht mit allen
Amin- und Carbonsaurekomponenten durchgefuhrt. Zum Einsatz kamen hier Uridin-
carbonsaure 84 und die Amine 107, 114 und 122 (Linker: Glycin); 108, 117, 124
(Linker: B-Alanin); 109, 120 und 126 (Linker: y-Aminobuttersaure) (Abbildung 3.21).
Dabei konnte die in Tabelle 3.3 zusammengefaBte GesetzmaBigkeit festgestellt
werden, die bei der Darstellung von Adeninnucleotid-Mimetika bestatigt wurde. Es
gab nur eine Ausnahme von dieser GesetzmaBigkeit: Die Aminkomponente 109

(Abbildung 3.21) lieB sich mit Uridincarbonsaure 84 und Adenosincarbonsaure 85
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nicht mittels dem erwarteten PyBOP sondern mit 2-(1H-Benzotriazolyl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HBTU, 141, Abbildung 3.27) umsetzen.

Tabelle 3.3: Eignung von Kopplungsreagentien

Anzahl der Methylengruppen im Linker Optimales Kopplungsreagenz
1 HCTU
2 PyBOP oder HBTU
3 PyBOP

Die Synthese von Nucleosid-Carboxamiden gelang also durch die Verwendung von
drei verschiedenen Kopplungsreagentien (Abbildung 3.27), die in erster Linie je nach
Beschaffenheit der Aminkomponente zum Einsatz kamen.

O PF, o HCG  PF PF,
6 3 6 _ 6
N O. \ o HG

N —N
N =N N 4 N Y N< ~ N
N N \ /P N+ CH N A\ N\ H
N N~CH +
\ HC/ 3 /N\CHs
oA Cl ® H,C
133 129 136 141
HOBt PyBOP HCTU HBTU

Abbildung 3.27: Auf Hydroxybenzotriazol (HOBt) basierende Kopplungs-
reagentien?’”:281-284

Mit den in der Methodenentwicklung gewonnenen Erfahrungen lie3 sich die im
experimentellen Teil beschriebene Vorschrift ausarbeiten. Die Produktisolierung
geschah durch Abziehen des Ldsungsmittels und anschlieBende Flash-
Chromatographie auf Kieselgel. Das Produkt kristallisierte in Diethylether aus,
enthielt meist aber noch Rickstdnde des Kopplungsreagenzes. Insbesondere
Phosphorsauretripyrrolidinoamid aus PyBOP lieB sich per Kieselgelchromatographie
nur unvollstandig abtrennen. Deshalb wurde frihzeitig dazu Ubergegangen, die
Verbindungen erst nach Abspaltung der Zuckerschutzgruppe und damit verbundener
weiterer Produktaufreinigung spektroskopisch zu charakterisieren (s.u.).

Die Verbindung 135 (Abbildung 3.23), die als Endprodukt die 2,3-
Cinnamylidengruppe enthalt, muBte zur Aufreinigung einer Flash-Chromatographie
mit Dichlormethan und Methanol und anschlieBend einer RP-HPLC mit Methanol und

Wasser (Gradient) unterzogen werden. Sie lag wie ihr Ausgangsprodukt 86 als 1:1-
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Gemisch der endo- und exo-Diastereomeren vor. Eine solche zweistufige
Vorgehensweise bei der Produktisolierung empfiehlt sich grundsatzlich, wenn per
Amidkopplung ein Endprodukt dieser Art dargestellt werden soll.

Einige der so dargestellten und anschlieBend an der Ribose entschitzten Produkte
erwiesen sich als gute E-NTPDase-Inhibitoren. Da diese Enzyme eher
Adeninnucleotide als Substrate akzeptieren, lag es nahe, das in Abbildung 3.30
aufgelistete Produktispekirum von Uridincarboxamiden um die Analogsubstanzen mit
Adenin als Nucleobase zu erweitern. Die Darstellung der dazu notwendigen
Ausgangssubstanz 2’,3’-Anisylidenadenosincarbonsaure 85 (Abbildung 3.13) gliickte
problemlos. lhre weitere Umsetzung mit den Triphosphatmimetika 105 und 107
(Abbildung 3.21) nach der oben entwickelten Vorschrift endete allerdings zunachst in
einem Fehlschlag. Weder mit PyBOP, noch HBTU, noch mit HCTU konnte
nennenswerte Produktbildung festgestellt werden. Den gewtlinschten Erfolg brachte
erst eine Umstellung in der Reihenfolge, in der die Reagentien zur Carbonsaure
zugegeben werden: Wahrend die Uridincarbonsaure und die Kopplungsreagentien
zusammen geldst werden konnten, mufBte die Adenosincarbonsaure separat in einer
Mischung aus trockenem DMF und Diisopropylethylamin in L&sung gebracht werden.
Méglicherweise reagiert die freie Aminogruppe des Adenins mit dem
Kopplungsreagenz. Die Carbonsaure wurde dann durch Zugabe der in DMF gelésten
Kopplungsreagentien aktiviert. Interessanterweise versagte umgekehrt die fur
Adenosincarbonsaure modifizierte Vorschrift véllig, als mit ihr Uridincarbonséaure 84
(Abbildung 3.13) mit den Aminkomponenten 109 und 120 (Abbildung 3.21) zur
Umsetzung gebracht werden sollte. Die Ursache dafir ist unbekannt.

Die durch Amidkopplung erhaltenen Produktreihen wurden mit der Ausnahme des
Endproduktes 135 direkt weiter zur Abspaltung der 2’,3’-Schutzgruppe umgesetzt
und sind deshalb in Abschnitt 3.2.5 in den Abbildungen 3.30 und 3.31 dargestellt.
Man kann also zu diesem experimentell sehr anspruchsvollen Schritt abschlieBend
feststellen: Die Probleme, die bei der Darstellung der Zielstrukturen auftraten,
konnten durch flexible Handhabung der Versuchsbedingungen und der eingesetzten
Reagentien erfolgreich bewéltigt werden. Es gibt kein universell anwendbares
Syntheseprotokoll und kein universell verwendbares Reagenz zur Darstellung von
Nucleosid-Carboxamiden. Fir die Umsetzung der Adenosin- und Uridincarbonsaure
muBte je eine eigene Vorschrift entwickelt werden. Die Ursache daflr ist unbekannt.

Die Auswahl des Kopplungsreagentes richtet sich in erster Linie nach dem Charakter
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des Amins. Die verwendeten Reagentien besitzen alle den Nachteil, daB sie oft eine
RP-HPLC-gestiutzte Trennung zur Produktaufreinigung notwendig machten. Bislang
konnten auf diese Weise verschiedenste Uridin- und Adenosincarboxamide
dargestellt werden. Eine Ubertragung der Methode auch auf andere Nucleoside
bietet sich an.

3.2.5 Abspaltung der Schutzgruppen

Die vorherigen aufbauenden Synthesen lieferten Substanzreihen mit zwei
unterschiedlichen Arten von Schutzgruppen, die entsprechend eine zweistufige
Entschitzungsstrategie erfordern: Das Nucleosid-2’,3’-Acetal und verschiedene
Carbonsaure- bzw. Phosphonséaureester. Gerade hier ist man in der Anwendung der
verschiedenen Methoden nicht frei, sondern muB die Labilitdt der Nucleoside
bericksichtigen.

Zunachst wurde die Hydrolyse des Nucleosid-2',3’-Anisylidenacetals in
Verbindungen der allgemeinen Formel 142 vorgenommen (Abbildung 3.28). Eine
publizierte Vorschrift zur Abspaltung von an Harzen acetalisch gebundenen Zuckern
mit einer Losung von 10 % Trifluoressigsaure in Dichlormethan/Wasser 100:1 konnte

erfolgreich auf die Entschiitzung der Nucleoside (ibertragen werden.?®

o)
A O\ -8
R nH -
o N 3 5% TFA
o_ 0O % Wasser W\ J\g
B = Uracil-1-yl

Adenin-9-yl CH.CI,
n=1-3
R = Alkyldicarbonsaureester

Alkyl-, Benzyl-Phosphonséureester

“CH,
142 143

Abbildung 3.28: Spaltung des 2’,3’-Anisylidenacetals

Allerdings waren unter diesen Bedingungen dinnschichtchromatographisch erste
Anzeichen von Zersetzung sichtbar. Eine Verminderung der Saurekonzentration auf
3-5 % fuhrte unter Vermeidung der Produktzersetzung ebenfalls zum gewlnschten

Ergebnis, den Verbindungen Formel 143. Lediglich die Adenosinderivate mit
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terminalem Bisphosphonat 172 und 173 neigten auch unter diesen Bedingungen
schnell zur Zersetzung durch Hydrolyse der Amidbindung des Bisphosphonats. Die
entsprechende Verbindung mit n = 1 lieB sich so gar nicht darstellen, Verbindungen
172 und 173 (Abbildung 3.30) konnten nur nach kurzen Reaktionszeiten von ca. 30

Minuten erhalten werden.

s 0
/\o/ N~ /,
Hy C/\ o //P (0] " HC / W(HF/

o n=1 ,° n=1 147
2 145 H,C 2 148
HC 3 146 3 149
Phosphatmimetikum: Phosphatmimetikum:
p-(Alkylcarboxamido)phenylmethyl- Alkylcarboxamidomethylphosphon-
phosphonsaurediethylester * R/:, saurediethylester
HC Ty HG
3 \/O\/P N ,/ O /é\fo 3 \_O H
~0 \( v R-= 0 R= HC_ 0NN ;
H,C P o) R NH 3\~ P y
P10 N 7f 8 0
H CJ Q n=1150 -0
X -,
> 2 151 HO OH n=1 153
H,C 3 152
Phosphatmimetikum: N
: ; Phosphatmimetikum:
Alkylcarboxamidomethylen-bis- .
- . R= R= 2-(Methylcarboxamido)ethylphosphon-
(phosphonséurediethylester) e \ shurediethylester
O o]
R N_H.
HSC/\O r]// Hsoe/\ 0 %,
HC._O ]m o HCn O _P],, ©
o m= 0 1 2 m= 1 2
n= 1 154 155 156 o n=1 163 164
2 157 158 159 2 165 166
3 160 161 162 3 167 168
Phosphatmimetikum: Phosphatmimetikum:
2-(Alkylcarboxamido)alkyldicarbon- 2-(Alkylcarboxamido)alkyldicarbon-
saurediethylester sauredibenzylester

Abbildung 3.29: Nichtionische Uracilnucleotid-Mimetika

Im vorherigen Abschnitt wurde erwahnt, daB die aus der Amidkopplungsreaktion
hervorgehenden  Produkte oft trotz Kieselgelsdulenchromatographie noch
Verunreinigungen aufwiesen. Es wurde daher angestrebt, sich die Abspaltung der
Zuckerschutzgruppe auch zur Produktaufreinigung zunutze zu machen.

Bei diesem Schritt fiel eine Reihe von Nucleosidderivaten entweder schon sehr rein
aus dem Ansatz aus oder wurde durch Zugabe von Diethylether sauber ausgefallt. In
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allen anderen Fallen bewahrte sich die praparative RP-HPLC mit Wasser/Methanol-
Gradient, da sich samtliche Produkte in Wasser/Methanol-Gemischen gut l&sten.

So wurden mehrere Produktreinen basierend auf Uridin (Abbildung 3.29) und auf
(Abbildung 3.30) Sie
Nucleotidmimetika pharmakologisch interessante Substanzen dar, sind aber auch

Adenosin rein erhalten. stellen als nichtionische

Ausgangsprodukte fur einen weiteren, folgenden Entschitzungsschritt.

H
N '

fo n=1 169
2 170

H,C 3 171

Phosphatmimetikum:

p-(Alkylcarboxamido)phenylmethyl-
phosphonsaurediethylester

(0]
HSC\/O\J:I) H , O /:N 9 H
_—0 n _ O N NH, _ HC N ,
H,C o0-Ps~ O <R_ R\NJ\Q’ \)\\( _R=7 0P\ AN Y
/ \O H \ / N (@) il
o Sz Nao 0
H,C > n=2 172 HO  OH H,C n=1 174
H.C 3 173 2175
3 3 176
Phosphatmimetikum: Phosphatmimetikum:
Alkylcarboxamidomethylen-bis- Alkylcarboxamidomethylphosphon-
(phosphonséaurediethylester) surediethylester

Abbildung 3.30: Nichtionische Adeninnucleotid-Mimetika

Um zu ionischen Verbindungen zu gelangen, muBten die terminal in der Seitenkette
befindlichen Carbonsaure- bzw. Phosphonsaureesterstrukturen gespalten werden.
Eine zunéachst versuchte Esterspaltung der an der Ribose geschitzten Derivate
scheiterte immer an der Entstehung eines komplexen Produkigemisches, aus dem
die Zielverbindung nicht isoliert werden konnte. Daher wurde mit deutlich besserem
Erfolg dazu Ubergegangen, die Carbonsauren und Phosphonsduren erst nach
vorheriger Acetalspaltung aus ihren Estern freizusetzen.

Die neu eingeflihrten Dicarbonsaurediethylester der Verbindungen 154-162 sollten
geman Abbildung 3.31 mit Kaliumhydroxid oder Lithiumhydroxid in Wasser-Ethanol-

Gemischen bei Raumtemperatur zu den entsprechenden Verbindungen der
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allgemeinen Formel 177 hydrolysiert werden. Unglicklicherweise wurde jedoch in
allen Versuchen dinnschichtchromatographisch massive Zersetzung beobachtet.

O KOH

o NH EtOH/H,O
7r e
HG OH
154-162
(0] H 0O — e}
O /N
HO ] ') N
m HO OH
o)
n=1-3 177
m = 0-2

Abbildung 3.31: Fehlgeschlagene Hydrolyse von Carbonsaureethylestern mit KOH

Als Alternative zu dieser sehr aggressiven Methode ist der Einsatz vor
Schweineleberesterase (PLE, Pig Liver Esterase, E.C. 3.1.1.1) in waBriger, auf pH 8
gepufferter Lésung beschrieben.?®>2%¢ Unter diesen Bedingungen blieben sowohl die
nucleosidische Bindung als auch die Amidpartialstrukturen des eingesetzten
Ausgangsproduktes 161 erwartungsgeman stabil (Abbildung 3.32).

Aij/w/“\g\ﬁ/m e

HO OH pH 8
CH
/\ W\ JJ\Q/ 7]/NH
HO OH

Abbildung 3.32: Enzymatische Esterhydrolyse (PLE: Pig Liver Esterase)

Das nach Abfiltrieren des Enzyms lyophilisierte und durch praparative RP-HPLC
sauber isolierte Produkt 178 zeigte im 'H-NMR allerdings nur die erfolgreiche
Spaltung einer Estergruppe an. Aufgrund dieser Fehlschlage wurde eine alternative

Schutzgruppenstrategie umgesetzt. Carbonsauredibenzylester lassen sich durch
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katalytische Hydrierung und Transferhydrogenolyse spalten.?*%37%%7 Bej diesem
Ansatz muB allerdings die Hydrieranfalligkeit der 5,6-Doppelbindung des Uracils
bertcksichtigt werden. Watkins et al. und Johnson et al. publizierten eine Lésung des
Problems: Unter Verwendung von Pd/C und Cyclohexadien, der sogenannten
Transferhydrogenolyse, konnten sie chemoselektiv in der 2’,3’-Position von Uridin als
Schutzgruppe eingeflhrte Benzyloxycarbonylgruppen und andere Benzylgruppen
aus Pyrimidinnucleosiden entfernen.?®>2*” Sowohl die Transferhydrogenolyse als
auch die klassische katalytische Hydrierung mit verschiedenen Katalysatoren (Pd/C,
Pd(OH)»/C, Pd/BaSO,4, Pd/CaCOs) und H, bei Atmospharendruck (Ballon) Uber
Nacht und erhéhtem Druck (Wasserstoffgenerator, 2 bar) Uber zwei Stunden in
Methanol/Wasser-Gemischen flihrte zur glatten Abspaltung der Benzylgruppen, aber
immer auch zur vollen Hydrierung der Pyrimidinbase (Abbildung 3.33). Produkte der
allgemeinen Formel 185 konnten so nicht erhalten werden. Es entstanden die
Dihydrouracilderivate 179-184. Das 5,6-Dihydrouracil gibt im 'H-NMR-Spektrum
Signale héherer Ordnung und kann daher leicht zugeordnet werden.?*” Auch diese
Strategie flhrte also nicht zum Ziel, ist aber wahrscheinlich mit Erfolg bei

Purinnucleosiden anwendbar.

0O H O KYO
m= 1 2 N O N
n=1 163 164 H,CZ O j(HFH/U\Q/ 77/NH
2 165 166 H_C 0 ') N
3 167 168 ~ ° I HO OH

ol
Pd(OH),/C
/ Pd(OH),/C \X\H( )
H, 2
0 ) //\/40 o 0 f\fo
H SN N O, i
HO N ‘7]/NH HO nH 77/
H ~ Cd ~ -
HO ] 0 - 0 Ho M|, © s 2 O
m HO OH HO OH
0
1 2

0]
m= 185
n=1 179 180

2 181 182
3 183 184

5,6-Dihydrouracilnucleotid-Mimetika

Abbildung 3.33: Hydrogenolyse von Benzylestern der Verbindungen 163-168
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Phosphonsaureester kdnnen klassisch im Sauren oder Basischen hydrolysiert
werden, also unter Bedingungen, die erwiesenermaBen mit der Nucleosid-
partialstruktur nicht gut vereinbar sind. Alternativ bietet sich aber auch eine sehr
milde Methode an, um die gewlnschten Phosphonsauren aus ihren Estern frei-
zusetzen: Als chemoselektives Verfahren, das die Nucleosid- und Amidpartial-
strukturen unangetastet lieB, erwies sich die Transalkylierung mit Trimethylsilyl-
bromid (TMS-Br, 186, Abbildung 3.34).2%628291 Der Reaktionsmechanismus ist in
Abbildung 3.34 dargestellt.6:2%2

7 o/_\ CH,
P CH,  chcl, H C\s| CH

RO P~ H,C~g;
YR+ ~oH, ———= H,CBr
/wo\/Br RO\p/R +
H,C I
,CH; 186 187
HSC\/Si—CH3 H,0
Rog\/R/_\ H o™ i RO<p P H,C~ o
SR A Sy 21
0 o) HO
187 188 189

Abbildung 3.34: Mechanismus der Desalkylierung von Phosphonsaureestern

In trockenem Dichlormethan findet zun&chst die Transalkylierung statt, bei der
Ethyloromid und ein labiler Phosphorsauretrimethylsilylester 187 entstehen. Das
Lésungsmittel wird dann am Rotationsverdampfer entfernt und zum Ruickstand wird
Wasser gegeben. Dieses hydrolysiert den Trimethylsilylester zur Phosphonsdure 188.

Als Seitenprodukt entsteht Trimethylsilanol (189).

oS gt *@‘ .

H3C —X— HO//P\/N <

190

Abbildung 3.35: Gescheiterte Versuche, Phosphonsaureester zu desalkylieren
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Zunéachst wurde diese Reaktion wie in der Literatur beschrieben mit den an der 2°,3’-
Position geschitzten Nucleotidmimetika 190 durchgefihrt und lieferte lediglich
komplexe Produktgemische, nicht die Phosphonate 191 (Abbildung 3.35).2%¢2% Die
nach Spaltung des 2’,3’-Acetals per RP-HPLC aufgereinigten Ausgangsprodukte 192
lieBen sich jedoch hervorragend in fast quantitativer Ausbeute mit TMS-Br zu den

entsprechenden Phosphonsdurederivaten 193 umsetzen (Abbildung 3.36).

TMS Br 0

0
I
HG /\O/P er\ /LQA “oncy, HO”/P\X/“\[(HFNJ\@‘B
TMS-Br HO A
—X— HO OH
n=1-3 192 MeCN 193
B = Uracil-1-yl
Adenin-9-yl

X = CH,, p-CH,Phenyl

Abbildung 3.36: Spaltung des Phosphonsaurediethylesters nach vorangegangener
Entschitzung der Nucleosid-2’,3’-Positionen

Als geeignete Losungsmittel fir diese Reaktion kann man der Literatur neben dem
hier verwendeten Dichlormethan auch Acetonitril entnehmen. Es férderte aber hier

die Zersetzung des Produktes.
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x-[(2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydro- 4-[x-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Diox0-3,4-dihydropyrimidin-
pyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydro- 1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-2-
furan-2-carboxamido]alkanamidomethyl- carboxamido)alkanamido]benzylphosphonsauren
phosphonséure
0 —N
P H, ¥ o] N/_ NH,
: —P o} S NN
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o HO  OH
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3 200 2 202
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Xx-[(2S,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)- 4-[x-((25,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9 H-purin-9-yl)-3,4-
3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carbox- dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)alkan-
amido]alkanamidomethylphosphons&uren amido]benzylphosphonsauren

Abbildung 3.37: Nach Desalkylierung der Phosphonsaureester erhaltene Produkte
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Die Menge an TMS-Br wurde ebenfalls variiert, ein pro Esterbindung zwanzigfacher
UberschuB erwies sich schlieBlich als optimal. Das Verfahren eignete sich
gleichermaBen flr Adenosin- wie auch far Uridin-Derivate. Die Produkte sind in
Abbildung 3.37 aufgefihrt. Auch der Bisphosphonsauretetraethylester 152 konnte
desalkyliert werden (Abbildung 3.38). Die Umsetzung der homologen Uridinderivate
mit kdrzeren Linkern 150 und 151 (Abbildung 3.29) gelang allerdings nicht,
ebensowenig diejenige der Adenosinanaloga 172 und 173 (Abbildung 3.30). Hier
wurde in der anschlieBenden Aufreinigung durch RP-HPLC im Chromatogramm ein

komplexes Produktgemisch beobachtet.

\//_Oo\P W k@/ 77/’\“* TMS-Br

JO ép o o CH ,Cl,
H,C ) 152
H,C
O/P\ o 77/

204

Abbildung 3.38: Entschiitzung eines Bisphosphonsauretetraethylesters

In Tabelle 3.4 sind die Entschitzungsmethoden aufgelistet, die mit guter Aussicht auf

Erfolg bei Nucleosidderivaten eingesetzt werden kénnen.

Tabelle 3.4: Methoden zur Abspaltung von Schutzgruppen aus Nucleosidderivaten

Schutzgruppe Methoden
Anisylidenacetal, vermutlich auch . o
Butylester TFA in CH.Cly, bis 5 %
Carbonsaureester Hydrolasen
Benzylestgr und Bepzylldenacetal, nur Pd/C, H, oder Cyclohexadien
bei Purinnucleosiden anwendbar
Phosphonsaureester TMS-Br
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3.2.6 Darstellung von Nucleosid-5’-phosphoramidaten

Einige der Kopfgruppen K zeigten besonders interessante pharmakologische
Eigenschaften in der Testung an E-NTPDasen. Deshalb wurde nach Md&glichkeiten
gesucht, sie stabil, aber auf den physiologischen Vorbildern &hnlichere Weise mit
Uridin und Adenosin zu verknupfen. Hier bot sich ein im Arbeitskreis etabliertes
Verfahren zur direkten Darstellung von Phosphoramidaten aus Nucleosid-5'-
phosphaten mit 1-Ethyl-3-(3"-dimethylaminopropyl)carbodiimidhydrochlorid (EDC) als
Kopplungsreagenz an. UMP und AMP wurden mit dem Oxalsauresalz des

Aminomethylphosphonsdurediethylesters 92 (Abbildung 3.39) umgesetzt.

[
0] [l
- /P\
TR o 22
. \_/ o) .
2 Na R // Q Methylimidazol,
HO  OH HC Hoj(U\OH pH85
B = Uracil-1-yl o
Adenin-9-yi 92
O
-0 Il
HC \ P OB
HC—O~p" N TOAQ’
I HO \__/
o e
NH+ HO OH
B = Uracil-1-yl 205
Adenin-9-yl 206

Abbildung 3.39: Darstellung von Nucleosidmonophosphoramidaten

Darlberhinaus wurde AMP erfolgreich mit p-Aminobenzylphosphonsaurediethylester
zu Verbindung 207 umgesetzt, das entsprechende UMP-Amidat darzustellen gelang
nicht (Abbildung 3.40).

He™ o
H,C——-~"P (0]
8 Il I o /=N
@) N/FI)\O/\Q’N
H O \__/ — / NH2
NHet WG OH NN
207

Abbildung 3.40: Adenosin-5’-Arylphosphoramidat
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Die Ausbeuten bei dieser Reaktion lagen nur bei 19-32 %. Ein Grund fir die
niedrigen Ausbeuten liegt sicherlich in der eher langwierigen Aufreinigungsprozedur.
Die Endprodukte werden zunachst einer lonenaustauschchromatographie
unterzogen. Auf diese folgt ein weiterer Aufreinigungsschritt mit der RP-HPLC, der
hauptsachlich dem Entsalzen dient.

3.3 Analytik der neu dargestellten Verbindungen

Samtliche neu synthetisierten Verbindungen wurden umfassend durch 'H-, '*C-, die
Phosphonate zuséatzlich durch 3'P-NMR-Spektren charakterisiert. Desweiteren
wurden Identitdt und Reinheit mit LC-MS und durch Elementaranalysen Uberprift.

Die mit HPLC aufgereinigten Produkte wiesen eine Reinheit von Uber 95 % meist
uber 99 % auf.
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Abbildung 3.41: Ausschnitt aus dem "H-NMR-Spektrum der Verbindung 85
(L6sungsmittel: DMSO-de)

Die 'H-, C- und °'P-NMR-Spektren der Nucleosidderivate zeigen einige
Besonderheiten, die hier Erwahnung finden sollen. Bei der Darstellung der am
Zucker als Acetal geschltzten Verbindungen 74-76 entsteht ein Gemisch aus exo-
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und endo-Diastereomeren. In Abbildung 3.41 ist ein Ausschnitt aus dem 'H-NMR-
Spektrum der Verbindung 85 dargestellt. Das Verhaltnis, in dem die exo- und endo-
Diastereomeren vorliegen, kann im 'H-Spektrum bestimmt werden. Das neu
eingeflihrte asymmetrisch substituierte C-Atom der Anisylidenschutzgruppe gibt zwei
Signale, eines bei 5.95 ppm (endo) und eines bei 6.08 ppm (exo). Die Integrale
beider Signale geben das Verhéltnis der beiden Diastereomere an.?®* Hier liegen

endo- und exo-Diastereomere in einem Verhaltnis von etwa 3:2 vor.
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Abbildung 3.42: "H-NMR-Spektrum der Verbindung 144 (Lsungsmittel: MeOD)

Beispielhaft flr die neu synthetisierten Verbindungen 144-176, 179-184 und 194-203
sind 'H-, ®C- und 3'P-NMR-Spekiren der Verbindung 144 abgebildet (Abbildungen
3.42, 3.44, 3.45). Die Nucleobase Uracil zeigt im 'H-Spektrum sehr leicht
zuzuordnende Signale im aromatischen Bereich (Abbildung 3.42, H-6: 8.2 ppm, A; H-
5:5.9 ppm, B).

84



Durch die Hydrierung des Uracils entsteht ein Dihydrouracil wie z.B. in Verbindung
183. Es zeigt im 'H-NMR-Spektrum Signale héherer Ordnung bei 3.6 ppm (A) und
2.8 ppm (B) (Abbildung 3.43). Dies ist auf 'J-Kopplungen der beteiligten
Methylengruppen zurlckzufihren.

Verbindung 144 stellt ein Nucleosid-4’-Carboxamid dar. Fir solche Nucleosidderivate
ist in der Literatur beschrieben, daB sie im Gegensatz zur anti-Konformation der
physiologischen Nucleoside in der syn-Konformation vorliegen kénnen.?®® Hier kann
das "H-NMR-Spektrum herangezogen werden, um die Konformation zu bestimmen.
Liegt das Nucleosid in der syn-Konformation vor, so findet sich das Signal fiir das H-
2-Proton bei 5.2 ppm, in der anti-Konformation um 4.2 ppm.?*®?% Samtliche
Produkte liegen demzufolge, wie auch am Spektrum von Verbindung 144 zu sehen
(Abbildung 3.42, H-2’: 4.4 ppm, D), in der anti-Konformation vor. Als Linker wurde u.a.
die Aminosaure Glycin verwendet. Die Methylengruppe dieser Aminosaure zeigt bei
4 ppm (Abbildung 3.41, G, teilweise Uberlagert vom Ethylester) nicht das erwartete
Singulett sondern ein durch Diastereotopie bedingtes AB-System mit einer 'J-
Kopplungskonstante von 16.40 Hz.
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Abbildung 3.43: Ausschnitt aus dem '"H-NMR-Spektrum der Verbindung 183
(Lésungsmittel: D0)

Die Phosphonate der Verbindungen 144-176 und 194-203 lassen sich sehr leicht
anhand der CH,-P-Gruppe zuordnen. Im 'H-Spektrum findet sich eine 2Jyp -
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Kopplung von ca. 21 Hz fir das Benzylphosphonat, wie in Verbindung 144
(Abbildung 3.42, 3.3 ppm, K), und von ca. 12 Hz fir das Methylphosphonat, z.B. in
Verbindung 149. Im '3C-Spektrum gibt das entsprechende Strukturfragment des
Benzylphosphonats und des Methylphosphonats eine 1Jc,p—KoppIung von 157 Hz
(Abbildung 3.44, 32 ppm, Q).
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Abbildung 3.44: 3 C-NMR-Spektrum der Verbindung 144 (Lésungsmittel: MeOD)
Das ®'P-Spektrum zeigt ein Singulett bei 27 ppm beim Benzylphosphonat (Abbildung

3.45), von 18-22 ppm beim Methylphosphonat, z.B. in Verbindung 149 und ein
Singulett bei 16 ppm fiir das Bisphosphonat, z.B. in Verbindung 152.
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Abbildung 3.45: 3'P-NMR-Spektrum der Verbindung 144 (Lésungsmittel: MeOD)

3.4 Zusammenfassung und Bewertung der Synthesestrategie

Die in Abschnitt 3.2 en detail beschriebene Synthesestrategie fiihrte zu den in den
Abbildungen 3.29, 3.30, 3.33 sowie 3.37 dargestellten Substanzreihen und den in
Abbildungen 3.25, 3.32, 3.38, 3.39 und 3.40 vorgestellten Einzelsubstanzen. Um das
Prinzip dieser konvergenten Synthese hervorzuheben, ist sie in Schema 3.41
zusammengefaft.

Zuerst wurde das Nucleosid an der 2’,3’-Position der Ribose als Acetal geschitzt
(1a), dann an der 5’-Position zur entsprechenden Riburonsaure oxidiert (1b). Parallel
dazu wurde das Triphosphatmimetikum aus dem Linker w-Aminocarbonséure und
den hydrophilen Kopfgruppen Aminodicarbonsaurester bzw. Aminophosphon-
saurester, hier einfach als R-NH; abgeklrzt, durch Amidsynthese (2a) und
anschlieBende boc-Entschiitzung (2b) aufgebaut. Die beiden Synthesestréange, aus
denen die Nucleosid-Carbonsauren und die Triphosphatmimetika hervorgingen,
wurden im konvergenten Schritt (3), einer Amidkopplung, zusammengefihrt. Darauf
folgten die Abspaltung der Zuckerschutzgruppe (4) und evtl. noch die Abspaltung der
Estergruppen (5). Diese Reaktionssequenz bietet die Vorteile vergleichsweise
weniger Synthesestufen und der Anwendung etablierter Synthesemethoden. Durch
die Amidkopplung konnte die Problematik der Bildung von Cyclonucleosiden

umgangen werden. Das Triphosphatmimetikum wurde separat aufgebaut, somit
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muBte bei seiner Synthese keine Ricksicht auf die Reaktivitdt der Nucleoside
genommen werden. Da Nucleosid, Linker und Kopfgruppe, gleichsam nach dem
Baukastenprinzip in sehr weiten Grenzen wahlbar sind, liegt eine groBe Starke
gerade in der realisierbaren Produktvariabilitat. Man geht natlrlich durch den Eingriff
in die raumliche Struktur des Nucleosids ein gewisses Risiko ein, hat aber dadurch
auch die groBe Chance, wie im nachsten Kapitel diskutiert, selektive Affinitaten zu

bestimmten Targets zu erzielen.

H B = Uracil-1-yl
(@) B 5,6-Dihydrouracil-1-yl
boc OH R Adenin-9-yl
/ H n + H2N/ PG = p-Methoxyphenyl

3z 2-Phenylvinyl
HO OH o n =13 yminy
R = Alkandicarbonsaureester
Alkyl-, p-Benzylphosphonsaurester
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Abbildung 3.46: Synthesestrategie
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4. Aktivitaten der neu dargestellten Substanzen in
verschiedenen biologischen Systemen

Die Dbiologischen Eigenschaften der im vorangehenden Kapitel vorgestellten
Nucleotidanaloga wurden von Kollegen im Arbeitskreis charakterisiert. Im Sinne der
Aufgabenstellung standen die folgenden purinergen bzw. pyrimidinergen Targets im
Mittelpunkt: Untersuchung des inhibitorischen Potentials an rekombinanten,
humanen Ecto-Nucleosidtriphosphat-Diphosphohydrolasen (hE-NTPDasen, im Text
E-NTPDasen genannt, gemeint ist immer das humane Enzym) sowie an der
rekombinanten Ecto-5’-Nucleotidase der Ratte sowie der Affinitdt zu den
Nucleotidrezeptor-Subtypen P2Y,4612. Darauf erfolgte die Analyse der Struktur-
Wirkungsbeziehungen, die in diesem Kapitel diskutiert werden.

Durch die Zusammenflhrung der aus den Testungen an Enzymen und Rezeptoren
gewonnenen Daten gelangt man zu Aktivitatsprofilen, die Gber ein weiteres Kriterium,
die Selektivitat, AufschluB geben. In der Literatur wird oft die Forderung betont, daB
Substanzen nicht nur E-NTPDase-lsoenzym- bzw. P2-Rezeptorsubtyp-selektiv sein
sollten. Gerade die Aktivitat der Enzymhemmung verglichen mit der Affinitat zu P2-
Rezeptoren ist ein sehr wichtiger Parameter, der den pharmakologischen Wert einer

Substanz entscheidend mitbestimmt.®1%2

Beispielsweise bewirkt ein P2-
Rezeptorantagonist, der auch E-NTPDasen hemmt, in der Zellkultur oder im Organ
Effekte, die sich gegenseitig auftheben kénnen. Da E-NTPDasen und P2-Rezeptoren
auf komplexe Art miteinander interagieren, ist es eher schwierig, die Herkunft der

Effekte, die eine solche Substanz verursacht, zu beurteilen.

4.1. Testung an Ecto-Nucleosidtriphosphat-Diphosphohydrolasen
(E-NTPDasen)

Isolierte, rekombinante E-NTPDasen stehen zur Testung von potentiellen Inhibitoren
erst seit kirzerem zur Verflgung. An diesen wurden die neu synthetisierten
Verbindungen untersucht. Die Enzyme stammten aus den Arbeitsgruppen von Dr.
Jean Sévigny und Dr. Aileen F. Knowles. Die Testungen an diesen Enzymen wurden
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von Dr. Jamshed Igbal im Arbeitskreis Prof. Muller, Pharmazeutisches Institut,
Universitdt Bonn, an einem von ihm entwickelten Kapillarelekirophorese- (CE-)
gestiitzten Enzymassay durchgefiihrt.2'? Die hohe Trennleistung und Auflésung der
CE erlaubte unter minimalem Substanzverbrauch eine schnelle Uberpriifung von
Substanzen auf inhibitorisches Potential, das sogenannte Screening, und die
nachfolgende Ermittlung der Ki-Werte.

Die Tabellen 4.1, 4.5, 4.7 und 4.8 listen die Ki-Werte von jeweils chemisch
verwandten Substanzklassen an E-NTPDasen auf. Eine Analyse dieser Daten in den
Tabellen 4.2-4.4 und 4.6 zeigt, daB man das Zusammenspiel bestimmter
Strukturfragmente sehr gut mit der Starke der Hemmung von Ectonucleotidase-
Isoenzymen korrelieren kann.

Tabelle 4.1: Uridinderivate mit 5’-Phosphonsaureesterpartialstruktur®

Verbin- NTPD- NTPD- NTPD- NTPD-
Strukturformel

dung asel ase2 ase3d ase8
Ki [UM] £ SEM
1 147 786 + 717+  >> 290 >> 1570
it j o f\fo 33:50 11637-5-1- (0;00 (0;00
HC ~O-PN N J\Q‘N NH >> + >> >>
o lth” ST 218 Top o3 f (0
"G HO  OH >>50 292+ >>200 >>100

3 149 450 27 (0 ()

3\_0 Y [e) o /4\%0
Hsovo\\P/\/NmAHJ\Q/NWNH 150 sasp 116+ >>200 >>100
o 0

24.3 (22f (0)°

>> 50 8.2+ >>200 >>100

j\@‘f\fo VoM b 2 0f o

56.2 + 173+ >>200 >>100

H
N
Eﬁ T 2 145 ! ;
H,C” 0] % - -0 2.6 17.3 (40) (0)

- 0 HG OH
HSC 3 146 12842.3i 22150.3i >?4f3?b0 23492.’3i
ool i R o [F° 1 150 saxis SRS ndc nds
me” 0 L WHJ\Q‘ Zf”“ o 451 3B/t cal’s oo
no— 0’> ° G BH 3222 i 2(2 )+
H,C 3 152 1'_1 - 003 n.d.c n.d.°

% Alle Werte wurden in zwei unabhangigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt; K,
(NTPDase1): 17 uM; K, (NTPDase2): 70 uM; K, (NTPDase3): 75 uM; K, (NTPDase8): 46 uM; ATP-
Konzentration: 320 uM.

® % Inhibition bei 1 mM

¢ nicht bestimmt
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Zunéachst wurden verschiedene Uridinderivate mit 5’-terminaler Dicarbonsaureester-
partialstruktur (Verbindungen 113-120, Abbildung 3.29) an den NTPDasen 1 und 2 in
einer Konzentration von 1 mM getestet. Sie hemmten beide Enzyme in dieser
Konzentration nicht. Der Ki-Wert der Inhibitoren wird mit der in Abschnitt 6.8.1
dargestellten Cheng-Prusoff-Gleichung ermittelt. In diese Gleichung gehen der K-
Wert des Enzyms (Tab. 6.1) und die Substratkonzentration (ATP) von 320 pM ein.
Fir die NTPDasel (Km: 17 uM) folgt daraus, daB die Ki-Werte der Verbindungen
113-120 an diesem Enzym deutlich Gber 50 uM liegen mulssen, diejenigen an der
NTPDase2 (Ky: 70 uM) deutlich Gber 200 pM.

Demgegenlber konnte mit den in Tabelle 4.1 aufgeflhrten Uridinderivaten, die 5’-
terminal verschiedene Phosphonsaureester tragen, zwei Arten von E-NTPDase-
Inhibitoren gefunden werden. Es lassen sich hier Substanzen, die jeweils das
Isoenzym NTPDase1 und 2 potent und selektiv hemmen und Substanzen, die die E-
NTPDasen 1,2 und 8 unselektiv aber mit geringerer Potenz inhibieren,
unterscheiden. Mit diesen Substanzreihen konnte die NTPDase3 nicht und die
NTPDase8 eher schwach und nicht selektiv gehemmt werden.

Tabelle 4.2 zeigt die Gegenuberstellung von zwei Isoenzym-selektiven (149, 152)
und einem unspezifischen Inhibitor (146). In den in dieser Tabelle beschriebenen
Verbindungen ist das Nucleosid Uridin jeweils am C-5" zur Carbonsaure oxidiert und
uber Amid-Verknipfung mit einem drei Methylengruppen und eine endsténdige
Carboxamidogruppe umfassenden Linker verbunden.

Tabelle 4.2: Gegeniberstellung von selektiven und unselektiven E-NTPDase-
Inhibitoren®

Hao\/oj ‘ ‘
(0] = ,
h WN NH ’ H C/\O’:PI\/H he © \Pr \([31/\/\ “\/©/ \ﬂ/\/\
N N R="4 Yy 0P H,c” 0
B o) ho—! © o
HO OH H,C s > H,C
H,C
Verbindung 149 152 146
Ki [uM] + SEM Ki [uM] + SEM Ki [uM] + SEM
NTPDase1 ca. 56 (45)° 32.4 +1.1 182+ 24.3
NTPDase2 292+2.7 242 +22.3 210 +25.3
NTPDase3 >> 200 (0)° n.d° >> 200 (48
NTPDase8 >> 100 (0)° n.d° 242 +39.3

2 Alle Werte wurden in zwei unabhangigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt.
® % Inhibition bei 1 mM
¢ nicht bestimmt
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Als polare Kopfgruppen dienen hier Phosphonsdureester. Das Uracil und der
Tetrahydrofuranheterocyclus mit dem 2,3-Diol der Riburonsaure besitzen
wahrscheinlich Affinitdt zur Bindungstasche fir die Nucleosid-Partialstruktur,
wahrend der Linker in der Lage ist, hydrophobe Wechselwirkungen mit Aminosauren
in der N&he des aktiven Zentrums oder im aktiven Zentrum selbst auszulben. Die
beiden Carboxamidogruppen kénnen je nach Umgebung sowohl als H-Donoren (N-
H) als auch als H-Akzeptoren (Oxo-Funktion) fungieren. Unterschiede in der Wirkung
lassen sich bei den verglichenen drei Uracilnucleotid-Mimetika also ausschlieBlich
auf die verschiedenen Phosphonsdureester, die sich im gleichen Abstand zum
Nucleosid befinden, zurGckfihren. Man kann erwarten, daB sie mit der
Phosphatbindungsstelle der Nucleotide interagieren. Unter diesen hemmt der
Methylphosphonsaurediethylester in Verbindung 149 bevorzugt die NTPDase2. Er
stellt rdumlich die geringsten Anforderungen. Seine Ethylgruppen kdnnen
moglicherweise an der Phosphatbindungsstelle hydrophobe Wechselwirkungen
eingehen, wahrend die Oxo-Funktion einen H-Akzeptor darstellt. Der deutlich
raumfillendere Bisphosphosphonsauretetraethylester in Verbindung 152 bevorzugt
hingegen die NTPDase1. Vier Ethylgruppen kénnen hydrophobe Wechselwirkungen
ausbilden, wahrend die beiden Oxo-Sauerstoffatome des Bisphophonats als H-
Akzeptoren fungieren kénnen. Im Unterschied zu den vorgenannten Phosphonaten
kénnte das Benzylphosphonat in Verbindung 146 noch zusatzlich -
Wechselwirkungen mit Aminosduren im aktiven Zentrum eingehen. Die Affinitat
dieser Substanz zur NTPDase1 ist um den Faktor 6 geringer als diejenige der
Verbindung 152 und zur NTPDase2 um den Faktor 7 schwacher als diejenige der
Verbindung 149. NTPDase1, 2 und 8 werden mit ahnlicher Potenz von 146 gehemmt.
Die mit diesem Molekil erzielte eher schwachere Hemmung der E-NTPDasen laBt
sich vermutlich mit einem Parameter erklaren: Der Lange des Linkers. Offenbar
schiebt das Cz-Fragment des Linkers die Phosphonsaureester-Partialstruktur des p-
Benzylphosphonats aus der optimalen Position im aktiven Zentrum heraus.
Umgekehrt kdnnte man auch postulieren, daB das Phosphatmimetikum weiterhin
optimal in der Phosphatbindungstasche liegt, dafiir aber das Nucleosid nicht mehr
die besten Bedingungen zur Bindung findet (s.u.). Aus dieser Annahme ergeben sich
Ansatzpunkte flir eine kinftige Optimierungsstrategie. Man kbénnte das
Triphosphatmimetikum 109 (Abbildung 3.21) an der w-Aminofunktion mit anderen,

nicht-nucleosidischen Partialstrukturen versehen.
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In Tabelle 4.3 werden Analoge der Verbindungen aus Tabelle 4.2, jedoch mit Glycin
statt y-Aminobuttersdure als Linker versehen, miteinander verglichen. Der Abstand
zwischen polarer Kopfgruppe und Nucleosid ist dadurch geringer.

Tabelle 4.3: Selektive Hemmer der NTPDase1 und 22

0 o H HGC\/O‘ﬁ H
- /O J/ , J
Lo F o P S Y e YT
N Yy R Y HC™ o © ’ 0-F3g ©
H N 0o // (0] //O o
HO OH HBC H,C Hsc
HGC
Verbindung 147 144 150
Ki [uM] £ SEM Ki [uM] = SEM Ki [uM] = SEM
NTPDase1 786 + 33 >> 50 (50)° 93+ 14
NTPDase2 71.7+13.5 8.2+2.1 >> 200 (54)°

2 Alle Werte wurden in zwei unabhangigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt.
® % Inhibition bei 1 mM

Auch wird dieser deutlich kurzere Linker schwachere hydrophobe Wechselwirkungen
ausbilden kdnnen. Hier zeigt sich ebenfalls die Tendenz, daB3 die Verbindung 147,
die den Methylphosphonsaurediethylester aufweist, die NTPDase2 bevorzugt hemmt,
hingegen 150, die den Bisphosphonsduretetraethylester enthalt, bevorzugt die
NTPDase1 inhibiert. Allerdings sind beide Verbindungen schwéachere Inhibitoren als
ihre Homologen. Die Lange des Linkers besitzt offenbar groBe Bedeutung fir die
Hemmaktivitat.

Verbindung 144 (Tabelle 4.3) besitzt wie 149 (Tabelle 4.2) einen Monophosphon-
saurediethylester. Diese Verbindung bestétigt die Vermutung, daB der Abstand
zwischen terminaler Phosphonsdureester-Partialstruktur und Nucleosid eine wichtige
Rolle spielt. Mit dem gréBeren p-Benzylphosphonsaurediethylester, in einen
geeigneteren Abstand zum Nucleosid gebracht, konnte ebenso wie mit dem Methyl-
phosphonsaurediethylester selektiv und in guter Potenz die NTPDase2 gehemmt
werden. Die m-Wechselwirkungen des Aromaten scheinen dabei von Vorteil zu sein.
Neben einem Vergleich der polaren Endgruppen wurde weiterhin der schon oben
angedeutete EinfluB der Lange des Linkers auf die Hemmaktivitat untersucht
(Tabelle 4.4). Die Hemmaktivitat an den Isoenzymen NTPDase1 und NTPDase2 lie3
sich modulieren, indem Linker mit verschiedener Anzahl an Methylengruppen den
terminalen Methylphosphonsaureester bzw. den Methylenbisphosphonséauretetra-
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ethylester in unterschiedliche Abstande zum Nucleosid brachten. Die Aktivitat
anderte sich dabei jeweils nicht linear sondern nach dem Mustern=2 <1 < 3.

Tabelle 4.4: EinfluB des Linkers auf die inhibitorische Potenz von Uracilnucleotid-
Mimetika an NTPDase1 und 22

o} /4\/40 Q4 9 4 o
O ANA-P N / ANA—P N ANA-P N
R< N H.C O~~~ g H.C O~~~ N HSC 07~
HJLQ/ 7]/NH R \"/\, K 3 \"/\/ g
O

- ° 0 r 0 [ 0
HS  BH H,C H,C H,C
Verbindung 147 148 149
Ki [uM] + SEM K; [uM] + SEM K; [uM] + SEM
NTPDase2 71.7+13.5 167 +21.3 292+27
H.C 1] H H,C ?I) H
o =N\_-0 —0-p N \/O‘P \/O‘P N P
e e s T
o\ =" 0730 0o © 070
W6 on HacJ O> HacJ O> HacJ O>
H,C H,C H,C
Verbindung 150 151 152
Ki [uM] + SEM K; [uM] + SEM K; [uM] + SEM
NTPDase1 93+14 325+ 25 324 +1.1

2 Alle Werte wurden in zwei unabhangigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt.

Einen Erklarungsversuch fir dieses Phanomen liefert der Vergleich der
Verbindungen 147 und 149 mit dem Substrat ATP (Abbildung 4.1) und die
Betrachtung des aktiven Zentrums. Dieses enthdlt die aus der
Actin/HSP70/Zuckerkinase-Familie bekannte B,y-Phosphatbindungsstelle.’ Die
Aminosauren der Bindungsstelle sind dabei so angeordnet, daB sie das - und y-
Phosphat des Triphosphats gleichzeitig binden (s. hierzu Kapitel 2). Eine
Verlangerung des Linkers um zwei Methylengruppen vergréBert den Abstand
zwischen terminalem Phosphonat und Nucleosid um ca. 300 pm (Lange der C-C-
Einfachbindung: 153 pm). Man kann vermuten, daB das terminale Phosphonat der
Verbindung 149 mit der Bindungsstelle flr das y-Phosphat, das der Verbindung 147
hingegen mit der Bindungstelle des B-Phosphats interagiert. Abbildung 4.3 liefert
auch eine mogliche Erklarung fur den niedrigeren Ki-Wert von 149: Das Carboxamid
des Linkers kann wahrscheinlich eine weitere Interaktion mit der Bindungsstelle fir
das B-Phosphat eingehen.
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Abbildung 4.1: Vergleich der NTPDase2-Inhibitoren 147 und 149 mit ATP

Im Fall des p-Benzylphosphonsaurediethylesters war eine solche GesetzmaBigkeit
nicht erkennbar (vgl. Tabellen 4.2 und 4.3). Die Verbindung 144 mit Glycin als Linker
konnte die NTPDase 2 selektiv mit guter Potenz hemmen. Eine Verlangerung des
Linkers fuhrt zu den schwacher wirksamen Verbindungen 145 und 146. In diesen
Verbindungen bindet entweder die Phosphonsaureester- oder die Nucleosid-
Partialstruktur schlechter an der Targetstruktur.

Alle diese Beispiele belegen, daB die Phosphonat-Partialstruktur und der Abstand
zwischen ihr und der Uracilnucleosid-Partialstruktur ein wichtiger Parameter fir die
inhibitorische Aktivitat der Verbindungen ist. Die Interaktionsmdglichkeiten dieser
Uracilnucleotid-Mimetika mit ihren biologischen Targetstrukturen (hier: E-NTPDasen)
sind in Abbildung 4.2 dargestellt.
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Abbildung 4.2: Interaktionsmdglichkeiten der Uracilnucleotid-Mimetika aus Tabelle
4.1 (WeWi = Wechselwirkungen)

Da E-NTPDasen die Adenin-Nucleotide ATP bzw. ADP mit einer héheren Rate als
UTP bzw. UDP umsetzen (Tabelle 2.2), lag die Entscheidung nahe, Adenin-Analoga
der oben aufgefihrten Uridinderivate zu synthetisieren und ebenfalls zu testen.
Durch den Austausch der Nucleobase Uracil gegen das von den Enzymen vermutlich
bevorzugte Adenin sollten héhere Inhibitionspotenzen erreicht werden. Wie Tabelle
4.5 zeigt, ist diese Erwartung enttduscht worden. Mit Ausnahme der eher schwach
wirksamen Strukturen 170 und 171 brachte der Basentausch keinen E-NTPDase-
Hemmer hervor. Vermutlich sind die E-NTPDasen evolutionar starker an
Adeninnucleotide angepaBt. Diese werden mit deutlich niedrigeren Kpn-Werten
hydrolysiert als die entsprechenden Uracilnucleotide (Tabelle 2.2). Die
Nucleosidbindungstasche akzeptiert offensichtlich im Fall des Adenosins nicht die
Anderung der raumlichen Struktur des Nucleosids, die die Oxidation der 5’-Postion
mit sich bringt. Maoglicherweise beansprucht in den Adeninnucleotid-Mimetika
(Tabelle 4.5) die Nucleobase zu viel Raum, um von der Nucleosidbindungsstelle

akzeptiert zu werden.
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Tabelle 4.5: Adeninnucleotid-Mimetika mit terminaler 5’-Phosphonsaureesterpartial-

struktur?
Verbin- NTPD- NTPD- NTPD- NTPD-
Strukturformel dung asei ase2 ase3d ase8
Ki [uM] + SEM
1 174 >> 5bO Ca.60bO >> 20b0 >> 130
o HT[/\} N (0) (15) (25) (0)
O So-p N “J\Q’N z >>50 >>200 >>200 >>100
' » 2 175
S R o © © ©
HeC O OH 3 176 >>50  >>200 >>200 >>100
(0) (0) (0) (0)
o] N
/= 1 169 >>50 >>200 >>200 >>100
. TH)L@,NW ©° ©  (©° (0
HC~o_h o H LR > 170 154+ 1440 >> 2(30 >> 190
6 Ho  on 37 64 (0) (0)
Hacr 3 171 161+ 213+ >>200 255+
24 34 (0)° 25.3
>>50 >>200
Hac\,o\(':! f i o N/=N NH, 2 172 (O)b (O)b n.d.c n.d.’
oy 7 50 >>200
MO o, © L e 3 173 »0 > o7 op  nd°  nd°
Hch o> HO  OH (0) (0)

% Alle Werte wurden in zwei unabhangigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt; K,
(NTPDase1): 17 uM; K., (NTPDase2): 70 uM; K, (NTPDase3): 75 uM; K,, (NTPDase8): 46 uM; ATP-
Konzentration: 320 uM.

® % Inhibition bei 1 mM

¢ nicht bestimmt

Vor dem Hintergrund, daB die Verbindungen 144, 149 und 152 (Tabelle 4.1) sehr
gute E-NTPDase-Inhibitoren darstellten, ihre Adenosin-Analoga aber bei der
getesteten hohen Konzentration von 1 mM keine oder nur eine geringe E-NTPDase-
Hemmung zeigten, ist ein Vergleich der beiden Verbindungen 88 und 113 interessant
(Tab. 4.6). Sie besitzen beide das Phosphatmimetikum mit Benzylphosphonsaure-
diethylester als polarer Endgruppe und y-Aminobuttersaure als Linker. Insofern sind
in diesem Teil der Verbindungen gleiche Interaktionen mit den E-NTPDasen zu
erwarten: Hydrophobe Wechselwirkungen durch die Alkylkette des Linkers und
Wasserstoffbriickenbindungen der beiden Carboxamide. Die Kopfgruppe weist
hydrophobe Wechselwirkungen durch die Ethylgruppen des Phosphonsaureesters
auf, dazu noch m-Wechselwirkungen durch den Aromaten. Das Phosphonat kann mit
seiner Oxofunktion als H-Akzeptor fungieren. Bei diesen beiden Verbindungen spielt
die Nucleobase keine Rolle. Adenin ist der Wirkung nicht abtraglich: Beide
Verbindungen weisen ein fast identisches Inhibitionsprofil an den E-NTPDasen 1, 2

und 8 auf. Sie wirkten allerdings deutlich schlechter als die bislang potentesten
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Uridinderivate 144, 149 wund 152. Man kann spekulieren, daB das
Phosphatmimetikum dieser Verbindungen mit seiner polaren Kopfgruppe und dem
Linker sehr gut mit der Phosphatbindungsstelle interagiert. Die beiden Nucleoside
kénnen auf ahnliche Weise, aber eher schlecht mit der Nucleosidbindungsstelle in
Wechselwirkungen treten. Mdglicherweise bietet dieses Phosphatmimetikum einen

Ansatzpunkt, um die Nucleosidstruktur zu ersetzen.

Tabelle 4.6: Vergleich der Verbindungen 146 und 1712

(0]

H
N R 0
NG o) — 0 —
H.C—~ ﬁ\/©/ \g/\/\H . o N//\f \ ° N z N
7o R= < Vi ‘ \
N o) N

H,C

146 171
K; [uM] + SEM K; [uM] + SEM
NTPDase1 182 + 24 161 + 24
NTPDase2 210 +25 213+ 34
NTPDase3 >> 200 (48)° >> 200 (0)°
NTPDase8 242 + 39 255 + 25

2 Alle Werte wurden in zwei unabhangigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt.
® % Inhibition bei 1 mM

Eine zweite Strategie bestand darin, die Phosphonsaureester der aktiven
Verbindungen in die entsprechenden freien Phosphons&uren zu spalten (Tabelle 4.7).
Die so gewonnenen Produkte tragen wie ihre physiologischen Vorbilder UTP und
ATP negative Ladungen. Sie sollten daher in ihren elektrostatischen Eigenschaften
den Enzymsubstraten noch starker ahneln und entsprechend mit héherer Affinitat E-
NTPDasen hemmen. Hier kénnen bislang nur vorlaufige Aussagen getroffen werden,
da die entsprechenden Testergebnisse noch ausstehen. Es féllt immerhin auf, dafB
das Phosphonat 196 eine héhere Affinitat als der entsprechende Ester 144 zur
NTPDasel1 besitzt. Die homologen Phosphonsduren 197 und 198 erwiesen sich

allerdings als inaktiv an diesem Enzym.
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Tabelle 4.7: Hemmung von E-NTPDasen durch Uracil- und Adeninnucleotidmimetika
mit 5’-Phosphonsaurepartialstruktur?

Verbin- NTPD- NTPD- NTPD- NTPD

Strukturformel dung asef ase2  ase3  -ase8
K [uM] + SEM
1194 00 ndf nd® nde

\V]

o) (6] /4\%0
Il H (0]
HOHEPVNWHLQ‘NWNH 195 (32>i5%b nd® nd® nd°
N (¢}
HO OH

1 196 151 +4 n.d.® n.d.® n.d.®

H 0o o Nf\fo
%?V@( N ™ 2 197 n.d.c nd® nd® nd°
HO/F © HCS: :E)H © 50
HO >> c c c
3 198 (34 + 1)b n.d. n.d. n.d.
1 199 >80 p4e nd®  ndS

[0}
n

o —N
K o [~ NH
-P._N N 2
Mg MHJ\Q’\)\\( 200 3>3>+5?b nd® nd® nd°
° SE NN (331£1)
H OH

w

o N 1 201 n.d.c n.d.c n.d. n.d.
H o /= NH
N N 2
9@ I,HHJKQ’\)\\( 2 202 nd®  nd® nd°® nd°
g o on
3 203 n.d.c n.d.c n.d. n.d.

@ Alle Werte wurden in zwei unabhangigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt; K,
(NTPDase1): 17 uM; K, (NTPDase2): 70 uM; K, (NTPDase3): 75 uM; K, (NTPDase8): 46 uM; ATP-
Konzentration: 320 uM.

® % Inhibition bei 1 mM

¢ nicht bestimmt

Die gegensatzliche Entwicklung zeichnete sich bei der Evaluierung der Uridinderivate
mit peptidartigem Strukturfragment an der 5’-Position ab (Abb. 4.1). Wie oben
erwahnt, konnte mit der Dicarbonsaureesterstruktur im Gegensatz zu den
verschiedenen (Bis-)Phosphonsaurestern keine Hemmung der E-NTPDasen im
getesteten Konzentrationsbereich beobachtet werden. Durch Spaltung der
Esterstruktur wurde die Aktivitat der Nucleotidmimetika mit Phosphonatpartialstruktur
teilweise gesenkt. Der umgekehrte Effekt, eine Aktivitatssteigerung, trat hingegen auf,
nachdem aus den in Abbildung 4.1 dargestellten Benzylestern hydrogenolytisch die
entsprechenden Dicarbonsduren 179-184 freigesetzt worden waren. Die dabei
gleichzeitig erfolgte Hydrierung der Nucleobase, die zu 5,6-Dihydrouracilderivaten
fuhrte, tat der Aktivitat an der NTPDasel keinen Abbruch (5,6-
Dihydrouracilnucleotide  sind physiologische Verbindungen, die in der tRNA
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vorkommen). Ob sich diese Hydrierung negativ auswirkt, bleibt Gegenstand
zukUnftiger Untersuchungen, nachdem die entsprechenden Uracilderivate verflgbar
sind. Auf enzymatischem Weg konnte die Monocarbonsaure 178 erhalten werden.
Auch diese Verbindung erwies sich als sehr potenter NTPDase 1-Inhibitor.

Tabelle 4.8: Hemmung von NTPDasen durch Uridinderivate mit terminaler 5’-
Carbonséaurestruktur®

Verbin  NTPD- NTPD- NTPD- NTPD-
-dung asef ase2 ase3d ase8

K; [uM] + SEM

Strukturformel nm

- 0o o 11 179 97 nge ondc na
N
HO %HWY““ 21 181 55+5 nd°® nd°® nd°
HO o) = 0
]m HO OH
(o]

>> 50
(36)°

- o o 12 180 >(>0)'“§0 nd® nd®  nd’

HO N%NJ\@‘N NH 10.8 ¢

" G I Zf 22 182 ©%  nd®  nd®  ndf
]m HO OH

(0]

>> 50
(18)°

o] o] = o] c c c
N ' o NK\NT 178 29 +4 nd® nd® nd
H,C™ o \n/\/\u 77/
© o iz O
HO OH

OH

31 183 n.d. n.d.c n.d.c

32 184 n.d.® n.d.® n.d.®

% Alle Werte wurden in zwei unabhangigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt; K,
(NTPDase1): 17 uM; K, (NTPDase2): 70 uM; K, (NTPDase3): 75 uM; K, (NTPDase8): 46 uM; ATP-
Konzentration: 320 uM.

® % Inhibition bei 1 mM

¢ nicht bestimmt

Die 5,6-Dihydrouridinderivate (Tabelle 4.8) weisen bestimmte Strukturfragmente auf,
wie sie auch in den in Tabellen 4.1 - 4.7 beschriebenen Verbindungen zu finden sind:
das D-Riburonsdureamid und die Linker. Sie besitzen in diesen Strukturfragmenten
eine ahnliche Interaktionsfahigkeit mit der NTPDasel wie die Uracilnucleotid-
Mimetika mit Phosphonatpartialstruktur. Sie unterscheiden sich aber in der polaren
Kopfgruppe und in der Nucleobase sehr stark von jenen.

Offenbar toleriert die Bindungsstelle fiir Nucleoside nicht nur das coplanare Uracil,
sondern auch das 5,6-Dihydrouracil, das langere C5-C6-Bindungslangen aufweist
und dessen C5- und C6-Atome Torsionswinkel von 45° bzw. 41° zur Ringebene
bilden.?®* Rohrer und Sundaralingam untersuchten die Réntgenstruktur des 5,6-
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Dihydrouracils und fanden, daB es eine von ihnen so genannte ,half-chair
conformation® bildet (Abbildung 4.3).

Abbildung 4.3: Modell des 5,6-Dihydrouracils nach Réntgenstrukturanalyse (Rohrer,
Sundaralingam, 1969)

Die native Nucleobase kann an der 5,6-Doppelbindung 1r-Interaktionen eingehen.
Das hydrierte aliphatische 5,6-Dihydrouracil dagegen interagiert an gleicher Stelle
potentiell Gber hydrophobe Wechselwirkungen (Abbildung 4.4).
Die Aminosauren Glutamat und Aspartat kdénnen ionische Wechselwirkungen
auslben. Sie sind vielleicht auch in der Lage, die fir die hydrolytische Aktivitat der E-
NTPDasen wichtigen lonen Ca®* und Mg?* komplex zu binden.

H-Donor H-Akzeptor hydrophobe WeWi

o £ \ Q \o /}40<—H-Akzeptor
— N
. ——> 0 N\WHFNJLQ‘ 77/NH<—— H-Donor
ionische WeWi - H \__/
? ] o - - O=———H-Akzeptor
m HO OH

SN
-3 H-Akzeptor | H-Donor-und -Akzeptor
2 hydrophobe WeWi

Abbildung 4.4: Interaktionsfahigkeiten der 5,6-Dihydrouracilderivate (WeWi:
Wechselwirkungen)

Unter den bislang in die Testung eingegangenen Nucleosid-Carboxamiden fanden
sich viele, die die E-NTPDasen hemmten. Aus den Testergebnissen lassen sich die
in Abbildung 4.5 dargestellten Struktur-Wirkungsbeziehungen zusammenfassen.
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5,6-Dihydrouracil toleriert von NTPDase1
Adenin schlecht toleriert

Kopfgruppe K bestimmt Affinitat %

zu E-NTPDase-Isoenzym:

toleriert werden H o //YO
Phosphonsaureester und _N N
Carbonséauren —>K WHFHJ\Q’ 7]/NH
nicht oder schlechter toleriert o) E

werden HO OH

Carbonsaureester ) , ,
Lange des Linkers moduliert

n=13 i Hemmpotenz

Abbildung 4.5: Struktur-Wirkungsbeziehungen von Nucleosid-4’-Carboxamiden als
E-NTPDase-Inhibitoren

4.2 Testung an der Ecto-5’-Nucleotidase

Eine Auswahl von Verbindungen wurde an der Ecto-5-Nucleotidase der Ratte
getestet. Der Arbeitskreis Zimmermann (Institut fir  Zellbiologie und
Neurowissenschaft, Biozentrum der J. W. Goethe-Universitat, Frankfurt a. M.) stellte
das rekombinant gewonnene Enzym zur Verfigung.

Tabelle 4.9: Hemmung der Ecto-5’-Nucleotidase durch 5,6-Dihydrouracilderivate mit
5’-terminaler Dicarbonsaurestruktur

Ratten-Ecto-

Strukturformel n m Verbindung 5-NT
Ki [uM] = SEM
0 ' o o //\]70 1 1 179 1.61 £0.62
;‘gii]fm WHLQ/NZWN” 2 1 181 0.60 + 0.01
g Ho-on 3 1 183 0.180 +0.014

—_
N

o 8O 180 343+ 0.2
N
HO WHWYN” 2 2 182 0.78 +0.18
o ]m © HG  OH ©
(e}

>> 50
3 2 184 (11.1 4 8.5F
 Alle Werte wurden in zwei unabhangigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt;
K (Ecto-5’-NT): 20 yM; AMP-Konzentration: 400 uM.
® % Inhibition + SEM bei 1 mM

Die Testungen fihrte Sang-Yong Lee im Rahmen seiner Diplomarbeit mit einem von
Dr. Jamshed Igbal neu entwickelten Kapillarelekirophorese-gestitzten Enzymassay
durch. Eingang fanden hier verschiedene Adenin- und Uracilnucleotidmimetika, die
terminal an der 5-Position Phosphonsdureester, Phosphonsduren und
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Dicarbonsauren tragen. Unter den verschiedenen Substanzklassen konnten die in
Tabelle 4.9 dargestellten 5,6-Dihydrouridinderivate die Ecto-5’-Nucleotidase am
starksten hemmen. Die Interaktionsmdglichkeiten dieser Molekile mit einer
Targetstruktur sind in Abbildung 4.5 dargestellt. Die Hydrierung der Uracil-5,6-
Vinylgruppe scheint der Hemmwirkung zumindest nicht abtréglich zu sein. Auch die
Oxidation der Nucleosid-5’-Postion wird vom Enzym toleriert, ebenso die H-Donor-
bzw. Akzeptorfunktion der Carboxamide. Mit steigender Anzahl an Methylengruppen
im Linker nimmt die Enzymhemmung zu. L-Aspartat eignete sich besser als L-
Glutamat als Kopfgruppe. Das Optimum wurde mit Verbindung 183 (Linker: y-
Aminobuttersaure, Kopfgruppe: L-Aspartat) erreicht. Dessen Analogon 184 mit L-
Glutamat als Kopfgruppe hemmt die Ecto-5’-NT praktisch nicht.

Tabelle 4.10: Hemmung der Ecto-5’-NT durch Adenosin- und Uridinderivate mit 5’
terminaler Phosphonséaureesterpartialstruktur?

Strukturformel Verbindung  rat Ecto-5’-NT
Ki [uM] £ SEM
(0] =
N 0 N//\FO
~ Ev@ 1Y 144 >>50 .
H,C /So' WS on © (3.0£4.1)
H,C
o] 0] =
"o A e T°
0 Y W/\H \7]/NH 50
H,C O/P\\ o) = K 150 >>
/=0 b
wo—" )o HO  OH (0)
H,C
o o /=N
HSC/\O//'U’\/H NJ‘L&NW NH, 174 >> 50
/O o) H Rt NVN (32-8i-5.2)b
H,C HO OH
o /=N
H O__N NH
N 2
Q WAHJ\Q/ W >> 50
HC S0P o) sz N N 169 )&
o HO OH
HSC/
H i o) N%NHz
. ?v©/ Ty e \ 171 >> 50 .
HC ;gp ° Y (18.5+ 7.7)

# Alle Werte wurden in zwei unabhéngigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt;
K (Ecto-5’-NT): 20 yM; AMP-Konzentration: 400 uM.
® % Inhibition bei 1 mM
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Dies war ein zun&chst unerwarteter Befund, da die Bindungstasche des Enzyms die
relativ kleinen Nucleosid-5’-Monophosphate als Substrate aufnimmt. Allerdings ist
bekannt, daB die groBeren Nucleotide ADP und ATP die Ecto-5’-Nucleotidase zu
hemmen vermdgen, was im Einklang mit unseren Ergebnissen steht.

Einige Nucleotidmimetika mit 5’-terminaler Phosphonséaurediethylester- (Tabelle
4.10) bzw. Phosphonsaure-Struktur (Tabelle 4.11) wurden an der Ecto-5-
Nucleotidase getestet. Anhand der Testergebnisse kann man bestimmte Tendenzen
erkennen. Die Ester erwiesen sich an diesem Enzym als inaktiv oder hdchstens

schwach aktiv im getesteten Konzentrationsbereich.

Tabelle 4.11: Hemmung der Ecto-5’-NT durch Adenosin- und Uridinderivate mit 5’-
terminaler Phosphonsaurepartialstruktur®

Strukturformel Verbindung rat Ecto-5’-NT
Ki [uM] £ SEM
(0] (0] = (o]
I H o K\f
Ho—P N JKQ/N >> 50
Ch f” — ZfNH 194 (39.1 5.5
HO  OH
(0] (0] = 0
AMJ\Q,;Y o5 50
o M Hoo (61.1 +4.4)
HO OH
o =\ =0
N o NW
%?v@( Ty Y 196 6.47 +1.31
HO—P o) 0
HO HO OH
o = O
§ )J\@/Nﬁ\f >> 50
j\/@ DO IS o 198 (46.2 + 4.2
"0 O OH
0 0 /=N
[l H fo) N NH
HO-P~_N J\g W)\( 2 >> 50
S G eeg! 199 (425£0.7]

HO OH
o /N
H (o} N NH,
N
o NJ\U W >> 50
RYCRERTAE! 201 (555%2.1f
Ho HO OH
# Alle Werte wurden in zwei unabhéngigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt;
Kn (Ecto-5’-NT): 20 uM; AMP-Konzentration: 400 uM.
® % Inhibition bei 1 mM

Durch die Spaltung der Ester hingegen konnte eine Wirkungssteigerung erzielt
werden, die sich besonders ausgepragt im Fall der Verbindungen 144 und 196 zeigte
(Tabelle 4.12).
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Tabelle 4.12: Vergleich der Ecto-5-NT-Hemmung durch Uracilnucleotid-Mimetika
mit Phosphonsaureester- und Phosphonséaurestruktur®

H H
(o] /4\/40 o N\n/\,' o N\"/\',f
Re O N PR u\/©/ ’ “\/©/ ’
N W/NH R= H,c” ~o-F o Ho-P 0
o)
0

HO

HO ©OH H.C

Verbindung 144 196
Ki [uM] = SEM Ki [UM] + SEM
Ecto-5-NT >>50 (3.0 +4.1)° 6.47 +1.31

2 Alle Werte wurden in zwei unabhangigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt.
® Inhibition bei 1 mM

Verbindungen mit der Nucleobase Uracil scheinen den Adeninnucleotid-Mimetika in
der Hemmwirkung Uberlegen. Dieses Phanomen ist allerdings nicht so ausgepragt
wie im Fall der E-NTPDasen (vgl. Verbindungen 169 und 201 sowie 194 und 199,
Tabelle 4.11). Als polare Kopfgruppe eignet sich die p-Benzyl- besser als die
Methylphosphonsaurestruktur.

In der Abbildung 4.6 sind die Struktur-Wirkungsbeziehungen an der Ecto-5'-
Nucleotidase zusammengefaBt.

5,6-Dihydrouracil gut toleriert

qut toleriert werden Adenin schlechter toleriert

Phosphonsauren und Carbonsauren
nicht oder schlechter toleriert 0

werden Phosphonsaurester \ H o N//Y
N
e
o) B

K

_13 Lange des Linkers moduliert
nN=1-3" die Hemmpotenz

Abbildung 4.6: Struktur-Wirkungsbeziehungen von Nucleosid-4’-Carboxamiden als
Ecto-5’-Nucleotidase-Inhibitoren

4.3 Testung an P2Y-Rezeptoren

Eine Auswahl an Verbindungen wurde an den P2Y-Rezeptorsubtypen P2Y24612
getestet. Die Testergebnisse sind im Experimentellen Teil tabellarisch dargestellt.
Keine der die Ectonucleotidasen hemmenden Verbindungen besitzt im getesteten
Konzentrationsbereich (10 yuM bzw. 100 pM) Affinitat zu den Rezeptoren.
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4.4 Zusammenfassung und Vergleich mit Standardverbindungen

Die Oxidation der Nucleosid-5’-Position zur entsprechenden Carbons&ure und deren
Umsetzung mit verschiedenen Phosphatmimetika Uber eine Amidverkntpfung flhrte
zu mehreren Verbindungsklassen, die neue Ectonucleotidase-Inhibitoren darstellen.
Diese Substanzklassen zeigten Selektivitdt gegenlber P2Y; 46 12-Rezeptoren. Das
Nucleosid-4’-Carboxamid stellt sich also nach den bisher gewonnenen Erkenntnissen
als ein Strukturelement dar, mit dem man eine gewisse Selektivitdt in der

Ectonucleotidasehemmung versus Affinitat zu P2-Rezeptoren erreichen kann.

Tabelle 4.13: Selektiver NTPDase1-Inhibitor

o] /4\%0 K; [uM] + SEM
HC—~o—P_N L@/N M NTPDasef 32.4+1.1°
/
P INH W NTPDase2 242 + 223
H,G JO/d So o oH ° hP2Y, (- 44 £ 20)°
Cc
e ) hP2Y, (277
H,C 152 rP2Y, (18 +4)
hP2Y;s (1£5)°

4 Der Wert wurde in zwei unabhéngigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt.

® Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UTP [3 pM] in hP2Y,-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM

¢ P(rno:ei)t Inhibition £ SEM des Effekts von UTP [3 uM] in hP2Y,-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 yM

d P(po;eer?t Inhibition £ SEM des Effekts von UDP [3 uM] in hP2Ys-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM

e P(po;ei)t Inhibition der Bindung von [2H]PSB-0413 an humane Thrombocyten-Membranen bei 10 uM
+ SEM (n = 3)

Durch Einfihrung des Bisphosphonsauretetraethylesters, der mit y-Aminobuttersaure
als Linker Ober ein Amid an die Uridin-5’-Position gebunden wird, gelang die
Darstellung des NTPDase1-Inhibitors 152. Er hemmt dieses Enzym mit einem K;-
Wert von 32,4 uM, die NTPDase2 (Ki-Wert =242 uM) dagegen deutlich schwacher
(Tabelle 4.13). Aussagen Uber die Selektivitdt kbnnen noch nicht getroffen werden,
da diese Verbindung noch nicht an allen E-NTPDasen untersucht worden ist.
Erwéhnenswert ist das Ergebnis der Testung am P2Y>-Rezeptor. Hier konnte eine
Inhibition des UTP-Effekts durch 152 beobachtet werden, die sogar unter der
Kontrolle lag. Mdglicherweise 1aBt sich dieser Effekt auf eine Hemmung von
Ectonucleotidasen der Astrocytomzellen zurlckfihren, die durch endogen
vorhandenes ATP eine Stimulation zeigen, wenn dieses akkumuliert.

106



Tabelle 4.14: Selektive NTPDase2-Inhibitoren

y o N0 144 149
o)
N N
0 NJ\Q‘ NH K; [uM] £ SEM
N ”\/©/ Y\H E 7]/ >> 50° >> 50°
HSC O/P O = - O NTPDaSG1 b b
4 HO OH (50) (45)
! Cf 144 NTPDase2 8.2+2.1° 29.2+27°
3
(I? ’ 0 — e} NTPDase3 >> 200° >> 200°
0
H3C/\O//P\/NWNJ\<_7/N7Z/NH NTPDase8  >> 100° >> 100°
o} H
/- 0 0 rP2Y; (-10+£10)° (-3 +11)°
H,C HO OH
149 hP2Y,, (2+6)° (2+8)°

® Der Wert wurde in zwei unabhéngigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt.

® % Inhibition bei 1 mM

% Inhibition + SEM des Effekts von UDP [3 uM] in hP2Yg-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM (n =
3)

¢ Prozent Inhibition der Bindung von [*HJPSB-0413 an humane Thrombocyten-Membranen bei 100
MM £ SEM (n = 3)

® % Inhibition der Bindung von [3H]PSB-0413 an humane Thrombocyten-Membranen bei 10 uM +
SEM (n = 3)

Eine selektive Hemmung der NTPDase2 konnte mit den Verbindungen 144 (K; = 8.2
M), die einen p-Benzylphosphonsaureester aufweist und 149 (Ki = 29.2 yM), die
einen Methylphosphonsaurester enthélt, erreicht werden (Tabelle 4.14).

Tabelle 4.15: Der submikromolare Ecto-5’-Nucleotidase-Inhibitor 183

K; [uM] + SEM

Ratten-Ecto-5'- 0.180 + 0.014°

o D PO NT
N N
HO WHJ\Q‘ o NTPDasef 3 f‘;)b
HO o) 0 =
HO  OH
@)

hP2Y, (10 £5)°
183 rP2Y; (15 + 8)°
hP2Y;, (4+6)°

Der Wert wurde in zwei unabhangigen Versuchen als Dreifachbestimmungen ermittelt.

® % Inhibition bei 1 mM

% Inhibition + SEM des Effekts von UTP [3 uM] in hP2Y,-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM (n =
3)

424 Inhibition + SEM des Effekts von UDP [3 pM] in hP2Ye-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM (n =
3)

® % Inhibition der Bindung von [?H]PSB-0413 an humane Thrombocyten-Membranen bei 100 uM *
SEM (n =3)
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Das 5,6-Dihydrouracilderivat mit L-Aspartat als Phosphatmimetikum, Verbindung 183,
schlieBlich wurde als selektiver Ecto-5’-Nucleotidase-Inhibitor charakterisiert, der
diese Ectonucleotidase mit einem Ki-Wert von 180 nM, also im submikromolaren
Bereich hemmt (Tabelle 4.15).

Die Verbindungen 144, 149 und 152 weisen unter allen neu dargestellten
Substanzen die potenteste Hemmung verschiedener E-NTPDasen auf. Es stellt sich
die Frage, ob sie im Vergleich mit den Standardinhibitoren ARL67156, PPADS,
Suramin und Reactive Blue 2 (Tabelle 2.9) einen echten Fortschritt darstellen. Die
neuen Verbindungen 144, 149 und 152 hemmen E-NTPDasen ahnlich potent wie die
Standardinhibitoren im unteren mikromolaren Konzentrationsbereich. In Bezug auf
die Selektivitdt in der Hemmung einzelner Isoenzyme weisen sie aber teilweise
deutliche Vorteile auf. Mit den Uracilnucleotid-Mimetika 144 und 149 konnte eine
selektive Hemmung der NTPDase?2 erreicht werden. PPADS, Suramin und Reactive
Blue 2 sind dagegen unselektive Inhibitoren, die die NTPDase3 leicht praferieren.
Verbindung 152 und ARL67156 inhibieren die NTPDasel vergleichbar potent.
ARL67156 hemmt zusatzlich die NTPDase3 (Verhaltnis NTPDase1/NTPDase3: 4.2),
wahrend Verbindung 152 zusatzlich die NTPDase2 hemmt (Verhéltnis
NTPDase1/NTPDase2: 7.6).

Tabelle 4.16: Affinitat der Standardinhibitoren zu ausgewahlten P2Y- und P2X-
Rezeptoren*”?%

Verbindung  P2Y,""  P2v,*  Pavet P2y, | Pax,2® pax,2®  pax2®  pax P
Ki [uM] = SEM
PPADS >100 (73  (69)° n.d. 0.13 1.6 0.2 0.2
Suramin 50 >100 >100 4 2 10 4 1.6
Reactiye 1 >100 31 13 2 0.4 50 20
ue

9% Inhibition der Ca**-Freisetzung durch UTP bei 100 uM

P o/, Inhibition der Ca®*-Freisetzung durch UDP bei 100 yM
° nicht angegeben

Wie eingangs erwahnt, reicht die bloBe Charakterisierung der Hemmung von
Ectonucleotidasen nicht aus, um die Einsetzbarkeit einer Substanz als
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pharmakologisches Werkzeug zu bestimmen. Man mufB3 zusatzlich die Potenz der
Ectonucleotidasehemmung mit der Affinitat zu P2-Rezeptoren vergleichen.
Die neuen Verbindungen 144, 149 und 152 scheinen E-NTPDasen selektiv zu
hemmen. Sie zeigen keine Affinitdt zu den P2Y-Rezeptor-Subtypen, an denen sie
bislang getestet worden sind. Sie sind allerdings noch nicht an P2X-Rezeptoren
getestet. Affinitdt zu diesen Adeninnucleotid-Rezeptoren ist aber eher nicht zu
erwarten, da die Ectonucleotidase-Inhibitoren Uracil als Nucleobase aufweisen.
Demgegenlber stellen PPADS, Suramin und Reactive Blue 2 unselektive P2-
Rezeptor-Antagonisten dar (Tabelle 4.16). Sie binden an einige P2Y- und P2X-
Rezeptor-Subtypen im mikromolaren bis submikromolaren Bereich. ARL67156 wird
als selektiver Ectonucleotidasehemmer in der Literatur beschrieben, ist aber noch
nicht an allen P2-Rezeptor-Subtypen evaluiert.®
Verbindung 183 hemmt die Ecto-5-NT mit einem Ki-Wert von 180 nM, der
Standardinhibitor a,B-Methylen-ADP hingegen weist an diesem Enzym einen Ki-Wert
von 850 nM auf (Tabelle 2.12). Das Hemmpotential des a,B-Methylen-ADPs an E-
NTPDasen ist noch nicht bestimmt worden. Verbindung 183 besitzt keine Affinitat zu
P2Y4612-Rezeptoren bis zu einer Konzentration von 100 uM, ihr Ki-Wert an der
NTPDase1 liegt Gber 50 uM. Zur Affinitat von a,B-Methylen-ADP an P2-Rezeptoren
gibt es keine Literaturangaben.
Soll eine Verbindung Eingang in die Entwicklung als Arzneistoff finden, ist zuséatzlich
zum  pharmakodynamischen Verhalten noch die Charakterisierung der
pharmakokinetischen Eigenschaften notwendig: orale Resorbierbarkeit, Verteilung,
Metabolisierung und Exkretion (ADME).
Indikatoren fUr orale Bioverfugbarkeit sind die sog. Lipinsky’s rule-of-five:
Wenn mindestens drei der folgenden vier Forderungen erfillt sind,

§ Molekulargewicht unter 500

§ Anzahl an Wasserstoffbrickendonatoren unter flnf

§ Anzahl der Wasserstoffbriickenakzeptoren unter zehn

§ clog P (Wasser-Octanol-Verteilungskoeffizient) unter finf
so ist die Verbindung wahrscheinlich gut oral bioverfigbar.
Ein zusétzlicher Parameter ist die PSA (Polar Surface Area).?®® Sie sollte mdglichst
unter 140 A? liegen. Tabelle 4.17 listet die Werte dieser finf Parameter fiir
Verbindungen 144, 149, 152 und 183 auf. Die PSA aller Verbindungenliegt Giber dem

postulierten Wert. Verbindungen 144 und 149 kommen den geforderten maximal 140

109



A? noch am nachsten. Der clog P-Wert aller vier Verbindungen liegt im gewiinschten
Bereich von unter finf, insbesondere die Verbindungen 144, 149 und 152 weisen
hier sehr gute Werte auf. Das Molekulargewicht aller Verbindungen mit Ausnahme
von 152 liegt unter bzw. nahe bei 500 g/mol. Nur Verbindung 183 besitzt deutlich zu
viele H-Donatoren und nur Verbindung 152 besitzt deutlich zu viele H-Akzeptoren.
Die pharmakokinetischen Werte der Verbindungen 144 und 149 befinden sich damit
im Bereich der oben aufgezahlten Grenzwerte bzw. nur leicht dariiber, so daB3 man
orale Bioverfligbarkeit vermuten kann. Verbindungen 152 und insbesondere 183

scheinen demgegeniber flr eine enterale Absorption weniger geeignet zu sein.

Tabelle 4.17: Pharmakokinetische Parameter der Ectonucleotidase-Inhibitoren

0

0 /%Y H

H 0] /

N N o)

2 YT o oo S on ©

0 = 0 s HO OH
HO OH

144

H,C™~o—P e Jo
g HSC/ ) 152
Hscf H,C
O o) - o) (6] (0] O
n H o) //\/4 H
e I I N O
/- o} S - 0 HO o} o o}
H,C HO OH HO OH
149 o 183
_ Anzahl H- Anzahl H-
Verbindung PSA clog P M(@/mol)  Honatoren Akzeptoren
144 198.3 -1.165 540 5 11
149 198.3 - 2.671 492 5 11
152 233.8 - 2.651 628 5 14
183 237.4 - 4.345 460 7 10

Die Beurteilung der Substanzen auf der Grundlage dieses Systems macht allerdings
nur eine grobe Voraussage, ob sie die Darmbarriere per Diffusion Uberwinden
kdnnen. Es ist aber bekannt, daB Substanzen, die bestimmte Strukturelemente wie
Nucleoside, Zucker oder Aminosauren enthalten, trotz groBer Hydrophilie, hoher
PSA etc. oral gut verfigbar sein kdénnen?* Diese werden (ber
Transportmechanismen wie z.B. Dipeptid-Carrier oder Nucleosid-Transporter aktiv
aufgenommen. Beispiele fir solche Arzneistoffe sind das Nucleosid-Analogon
Zidovudin, das B-Lactam-Antibioticum Amocillin und der ACE-Hemmer Lisinopril. Alle
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neuen Verbindungen enthalten eine oder mehrere solcher Teilstrukturen und kénnten
mithin méglicherweise durch Transporter aktiv aufgenommen werden.

ARL 67156, PPADS, Suramin und Reactive Blue 2 entsprechen hingegen Uberhaupt
nicht den funf Forderungen, sie besitzen ein hohes Molekulargewicht, sie sind
geladen und tragen viele Wasserstoffakzeptoren und -donatoren.

Die Metabolisierung der neu synthetisierten Verbindungen ist Gegenstand laufender
Untersuchungen (Dissertation Frank Umbach). Vorlaufigen Ergebnissen zufolge
werden sie von Rattenleber-Mikrosomen glucuronidiert.

@) 0 O - 0O
H 0 N/Y ? HO  OH
HO o) -0 + O
HO  OH isi NH
4 125 rgnezt;alrk])%hmerende HOWNHZ HO
') + HO
O

Abbildung 4.7: Mégliche Abbauprodukte von Verbindung 182 durch Einwirkung von
Peptidasen

Sollten ihre Amidbindungen durch Peptidasen angegriffen werden, wirden Produkte
entstehen, die selbst wahrscheinlich keine Affinitdt zu purinergen Targets besitzen
(Abbildung 4.7) und teilweise physiologisch sind. Die Hydrolyse der
Phosphonsaureester in Verbindungen 144, 149 und 152 kann nicht durch Esterasen
bewerkstelligt werden. Lediglich Cytochrom P450-Monoxidasen kénnten solche
Bindungen unter Oxidation des Ethylalkohols zu Acetaldehyd spalten.?®’

ARL 67156 wird wahrscheinlich durch E-NPPs abgebaut.??®%?° Diese kommerziell
erhaltliche Verbindung ist auch chemisch nicht sehr stabil, der Hersteller rat dazu, sie
bei —-20°C in einem dicht verschlossenen GefaB aufzubewahren
(Produktinformation A.G. Scientific, Inc.). Der Phosphorsaureester des PPADS kann
wahrscheinlich durch unspezifische Phosphatasen hydrolysiert werden. Suramin und
Reactive Blue 2 scheinen demgegenlber metabolisch stabil zu sein.
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Die Vorteile der neuen Verbindungen 144, 149 und 152 gegentber dem E-NTPDase-
Inhibitor ARL 67156 sind unter anderem, daf3 sie:
§ chemisch stabil sind,
§ nicht die in der Nucleotid-Synthese notwendigen langwierigen Aufreinigungs-
schritte bendtigen,
§ E-NTPDasen Isoenzym-selektiv (NTPDase1 oder 2) hemmen und
§ durch metabolischen oder chemischen Abbau keine P1-Rezeptorliganden

freisetzen.

Die Vorteile der neuen Verbindungen 144, 149 und 152 gegenlber den nicht-
nucleosidischen E-NTPDase-Inhibitoren Suramin, PPADS und Reactive Blue 2
bestehen darin, daB sie:

§ deutlich geringere Affinitat zu P2-Rezeptoren aufweisen und

§ E-NTPDasen Isoenzym-selektiv (NTPDase1 und 2) hemmen.

Die Vorteile des neuen 5’-Nucleotidase-Inhibitors 183 gegenulber a,B-Methylen-ADP
sind die, daB er:
§ chemisch stabil ist
§ nicht die in der Nucleotid-Synthese notwendigen langwierigen Aufreinigungs-
schritte bendtigt
§ die Ecto-5-NT potenter hemmt
§ durch metabolischen oder chemischen Abbau keine P1-Rezeptorliganden

freisetzt.
Zusétzlich werden die neuen Verbindungen durch bekannte Synthesemethoden aus

kommerziell vergleichsweise glnstig verfligbaren Ausgangsprodukten dargestellt.
Sie bieten viele Ansatzpunkte flr Optimierungen der Struktur.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Uracil- und Adeninnucleotid-Mimetika der in
Abbildung 5.1 dargestellten Struktur synthetisiert. Nucleotid-Mimetika sind Nucleosid-
derivate, die in der Nucleosid-5’-Position statt eines Mono-, Di-, oder Triphosphats
ein sogenanntes Phosphatmimetikum tragen. Die neuen Verbindungen wurden an

P2Y-Rezeptoren und an Ectonucleotidasen getestet.

B = Uracil-1-yl
9] 5,6-Dihydrouracil-1-yl

H -
_N @) B ) Adenin-9-yl
R nN™ _, n =13
4 HS \J R = Alkandicarbonsaureester

3 z Alkyl-, p-Benzylphosphonsaurester
HO  OH Alkandicarbonsaure
2' Alkyl-, p-Benzylphosphonsaure

Abbildung 5.1: Dargestellte Nucleotidmimetika

Der Synthesepfad zu den Zielmolekilen beinhaltet zwei Schritte, die fir die
erfolgreiche Umsetzung der Synthesestrategie von entscheidender Bedeutung sind.
Zur selektiven Derivatisierung der 5’-Position muB3 das 2’,3’-Diol des Nucleosids mit
einer Schutzgruppe versehen werden. Diese Schutzgruppe soll mit hoher Ausbeute
einflhrbar sein, sie muB die nachfolgenden Reaktionsbedingungen tolerieren und
chemoselektiv abspaltbar sein. Eine solche Schutzgruppe wurde im Anisaldehyd
gefunden (Abbildung 5.2).

OH
SN
H 0} /
T 5o
O _.B ZnCl,
+ —_— >
Iz trockenes
HO OH THF
0N
CH,
O<cn
B = Uracil-1-yl CH,
Adenin-9-yl Anisaldehyd Anisylidenacetal

Abbildung 5.2: Einflhrung der Anisylidenschutzgruppe
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Daraufhin gelang die Oxidation der Nucleosid-5-Position zur Carbonsdure nach

einer Literaturvorschrift.?”°

CH CHs
o I NG N
0 p=O~—cH Osp? °
f 3 o "P-0 _/CHS H, ]

H,N N © HN S % xHcl- "' H m

. N h N7 P CH, AN
x HCI Hol 07 0”7 TCyH,

x HCI n =13
n=1-3 n=1-3 m=1,2

Abbildung 5.3: Beispiele fur Triphosphatmimetika

Im entscheidenden Syntheseschritt, der Amidkopplung, wurden die Nucleosid-
Carbonsauren mit verschiedenen Reihen von Phosphatmimetika zu Nucleosid-
Carboxamiden umgesetzt. In Abbildung 5.3 sind einige Beispiele fur
Phosphatmimetika aufgefiihrt. Die Synthese der Nucleosid-4’-Carboxamide
(Abbildung 5.4) konnte effizient mit verschiedenen Kopplungsreagenzien auf Basis

des Hydroxybenzotriazols durchgeflhrt werden.

(0] (0]
@) (0]
B R B
H j— Kopplungsreagenz o H jS—
_N O < HOBt 5 o
R nNH, DIPEA
O xHCl + E——

n=1-3
B = Uracil-1-yl

Adenin-9-yl O\CH3 O\CHS

R = Alkandicarbonsaureester
Alkyl-, p-Benzylphosphonsaurester

Abbildung 5.4: Amidkopplung

Verwendet wurden in dieser Reaktion die Phosphonium- bzw. Uroniumsalze
§ 1-Benzotriazolyloxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (PyBOP)
§ 2-(6-Chlor-1H-benzotriazolyl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
(HCTU)
§ 2-(1H-Benzotriazolyl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HBTU).
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Sie wurden zusammen mit dem Acylierungskatalysator Hydroxybenzotriazol (HOB)
eingesetzt (Abbildung 5.4). Die Wahl des Kopplungsreagenzes richtete sich
grundsatzlich nach der Aminokomponente, nicht nach der Carbonsaure, wie
experimentell gezeigt werden konnte.

O PF, - PF,

C N—N CH 0 °
. \[{r ’11 3 N_’\\l\ H3C’\;\l
\ / N N+ ~
CH CH

@ :j cl \Nl( ? \N« ’
" SCH /" ™CH

HsC C 3 HSC 3
HOBt PyBOP HCTU HBTU

Abbildung 5.5: Kopplungsreagentien und Acylierungskatalysator HOBt

AbschlieBend wurde die Anisaldehydschutzgruppe unter milden hydrolytischen
Bedingungen abgespalten. Es erfolgte zur Erhéhung der Substanzdiversitat
zusatzlich die Spaltung der terminalen Phosphonsaurediethylester- und Carbon-
saurebenzylester-Strukturen.

Aus den so dargestellten Produkten sollen drei Verbindungen herausgestellt werden.
Mit  Verbindung 183 (Abbildung 5.6) gelang es, die Ecto-5-Nucleotidase im
submikromolaren Bereich zu hemmen. Die Verbindung besitzt im getesteten
Konzentrationsbereich keine Affinitdt zur NTPDase1 und auch nicht zu P2Y4- P2Ye-

und P2Y>-Rezeptoren.

\[(\/\N
@) : N ZZ/
HO OH

183
K. [Ecto-5'-NT]: 180 nM

Abbildung 5.6: Selektiver Ecto-5’-Nucleotidaseinhibitor
Mit der in Abbildung 5.7 dargestellten Verbindung 152 gelang es, die NTPDase1

Isoenzym-selektiv zu hemmen. Auch diese Verbindung weist keine Affinitdt zu den
getesteten P2Y-Rezeptorsubtypen P2Y, P2Y4 P2Ys und P2Y 1, auf.
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152
Ki [NTPDase1]: 32 uM

Abbildung 5.7: Selektiver NTPDase1-Inhibitor

SchlieBlich konnte durch die gewahlte Synthesestrategie ein NTPDase2-Inhibitor
dargestellt werden, der diese Ectonucleotidase ebenfalls Isoenzym-selektiv und auch
gegenuber P2Ys- und P2Y12-Rezeptoren selektiv hemmt: Verbindung 144 (Abbildung
5.8).

y 0 KYO
0
N N
0 N NH
s (YT
0 = - 0
HO OH

Hsc/\o//P
0]
r

H,C

3
144
Ki [NTPDase2]: 8 uM

Abbildung 5.8: Selektiver NTPDase2-Inhibitor

Im Rahmen dieser Arbeit konnten somit Hemmstoffe flir E-NTPDase-lsoenzyme und
flr die Ecto-5-Nucleotidase dargestellt werden. Sie zeichnen sich durch Isoenzym-
Selektivitat und Selektivitat gegeniiber P2Y-Rezeptoren aus. Weiterhin sind sie nicht
(144, 152) oder nur schwach azide (183) und somit im Gegensatz zu allen bisher
bekannten Standard-Inhibitoren an diesen Enzymen mdglicherweise peroral
applizierbar. Die neuen Verbindungen sollten als pharmakologische Werkzeuge die
Erforschung des Potentials der Ectonucleotidasen als Arzneistofftargets, z.B. fur die
Krebs- und Immuntherapie, erlauben. Sie sollten sich dariber hinaus als Leit-
strukturen fur die weitere Optimierung dieser Wirkstoffklasse eignen. Die gewahlte
Synthesestrategie 1aBt Raum fur eine solche Optimierung.
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6. Experimenteller Teil

6.1 Allgemeine Angaben

Far die Darstellung und Charakterisierung der Verbindungen wurden die folgend
aufgefiihrten Materialien und Gerate verwendet.

Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Acros Organics (Uber VWR,
Siegburg), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Novabiochem (Laufelfingen,
Schweiz) und Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen. Asparaginsauredibenzylester-
Tosylat und Glutaminsdurediethylester-Hydrochlorid wurden von der Firma Senn
Chemicals (Dielsdorf, Schweiz) bezogen.

Lésungsmittel

Dichlormethan zur Saulenchromatographie und zur Synthese wurde Uber
Calciumhydrid destilliert. Alle anderen Lésungsmittel wurden in der vom Hersteller
gelieferten Qualitat verwendet. Trockene Lésungsmittel, z.B. DMF, Pyridin, THF und
Acetonitril von der Firma Fluka (Buchs, Schweiz), wurden in Gebinden mit Septum

wie bezogen eingesetzt.

Dunnschichtchromatographie
Zur Reaktionskontrolle wurden Kieselgel-beschichtete Aluminiumplatten 60 Fosq
(Merck, Darmstadt) verwendet.

Saulenchromatographie
Saulenchromatographie wurde als Flash-Chromatographie mit einem System der
Firma Bulchi (Essen), bestehend aus Pumpe C-601, Pumpensteuergerat C-610 und
Fraktionssammelgerat C-660 auf Kieselgel 60, KorngréBe 0,040 — 0,063 mm (Merck,
Darmstadt), durchgefihrt.
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Praparative Hochdruck-Flussigkeitschromatographie (HPLC)

Die Aufreinigung der Endprodukte wurde mit einer HPLC, die folgende
Systemkomponenten enthielt, durchgeflihrt: Pumpe Wellchrome K-1800 (Knauer
GmbH, Berlin), Probenauftragsschleife mit 7 Milliliter Fassungsvermégen (Knauer
GmbH, Berlin), Spectrophotometer WellChrome K-2600 (Knauer GmbH, Berlin),
Fraktionssammelventil (Knauer GmbH, Berlin) und Eurospher 100-Saule,
Abmessungen 250 x 20 mm (innerer Durchmesser), geflllt mit RP-Kieselgel C-18,
KorngréBe 10 um (Knauer GmbH, Berlin). Als mobile Phase wurde ein Gradient aus
Methanol (HPLC-Grade, Merck, Darmstadt) und deionisiertem Wasser, in einigen
Fallen unter Zusatz von je 0,1 % Trifluoressigséaure (> 99 % pur., Merck, Darmstadt)
verwendet, die FluBrate betrug 20 ml/min.

Abweichend davon wurden AMP- und UMP-Phosphoramidate mit einem Gradienten
aus 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer und Acetonitril gereinigt, die
FluBrate betrug 10 ml/min.

lonenaustauschchromatographie (FPLC)

Zur lonenaustauschchromatographie kam das Gerat AKTA FPLC (Amersham
Biosciences) mit einer XK-Saule der Abmessungen 200 x 26 mm (Pharmacia), beflllt
mit Sephadex DEAE A-25-Gel, zum Einsatz. Die FluBrate betrug 1,8 — 2,0 ml/min.
Als mobile Phase wurde ein Gradient aus deionisiertem Wasser und 1M-
Triethlyammoniumcarbonat-Puffer verwendet (pH 7,4). Herstellung des Puffers: 80
ml Triethylamin wurden in 11 deionisiertem Wasser gelést. Dazu wurde unter

stdndigem Ruhren Trockeneis gegeben, bis der pH-Wert 7,4 betrug.

Gefriertrocknung
Die schonende Isolierung von Produkten aus waBrigen Lésungsmitteln wurde mit der
Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-4 LSC (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen,

GmbH, Osterode) vorgenommen.

Hydrierapparat

Katalytische Hydrierungen wurden mit dem Wasserstoffgenerator Hogen® GC
Hydrogen Generator der Firma Proton Energy Systems (Wallingford, CT, USA)
durchgefuhrt. Dieser war Uber ein Reduzierventil mit einem ReaktionsgefaB3, dem
.Micro Vial, 5 ml“ der Firma Kimble & Kontes (Owens, IL, USA) verbunden.
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NMR-Spektroskopie

NMR-Spektren wurden mit einem Bruker 500 Spektrometer ("H: 500 MHz, '*C: 125
MHz, 3'P: 202 MHz) aufgenommen. Die Kopplungskonstanten werden in Hertz [Hz]
und die chemischen Verschiebungen in parts per million [ppm] angegeben. Die
verwendeten Lésungsmittel DMSO-ds, MeOD, D,O und CDCl; dienten jeweils als
interner Standard: 'H: & [ppm] DMSO-dg: 2,49; MeOD: 3,35; D,O: 4,65; CDCls: 7,24.
3C: & [ppm] DMSO-dg: 37,7; MeOD: 49,3; D,O: TMS wurde als interner Standard
verwendet; CDCls: 77,0. Bei der Aufnahme der 3'P-Spektren diente 85 %ige
Phosphorsaure als externer Standard. Signalaufspaltungen werden mit folgenden
Abkirzungen wiedergegeben: s = Singulett, d = Duplett, t = Triplett, q = Quartett, m =
Multiplett, br = breit, p = pseudo.

HPLC-MS

Reinheit und Identitat der Endprodukte wurden mit einer
Hochdruckflissigkeitschromatographie gekoppelt mit einer Massenspekirometrie
bestimmt. Ein Milligramm der zu prifenden Substanz wurde in einem Milliliter eines
Gemischs aus 75 % 2 mM-Natriumacetat-Puffer und 25 % Acetonitril gelést. Davon
wurden 10 pl in eine HPLC-Anlage (Agilent 1100) mit Phenomenex Luna C-18-Saule,
KorngréBe 3 pm injiziert und nach Gradientenelution (kontinuierlicher Gradient von
Acetonitril 25 % nach 100 % Uber 15 min) mit einem API 2000 Massenspektrometer
(Applied Biosystems, Darmstadt) gemessen. Der Analyt wurde per ESI (Electron
Spray lonisation) ionisiert.

Reinheitsbestimmung per HPLC

In Féllen, in denen eine Elementaranalyse nicht moglich war (zu groBe
Hygroskopizitat der betreffenden Substanz), wurde eine Reinheitsbestimmung per
HPLC mit folgendem System vorgenommen: 1 mg Substanz wurde in einer
Mischung aus 1 ml waBriger 2 mM Ammoniumacetat-Lésung und MeOH (9:1) geldst.
Von dieser Lésung wurden 10 wl in ein HPLC-System (Agilent 1100) mit
Phenomenex Luna 3p C18 Saule injiziert. Der Analyt wurde mit einem Gradienten
aus waBriger 2 mM Ammoniumacetat-L6sung und Methanol von 9:1 nach 0:10 Gber
15 min bei einer FluBrate von 250 pl/min eluiert. Die Detektion erfolgte durch
Messung der UV-Absorption, wenn nicht anders angegeben ist, bei einer
Wellenldnge von 254 nm.
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Elementaranalyse
Elementaranalysen wurden mit einem VarioEL Gerat (ElementarAnalysensysteme
GmbH, Hanau) durchgefihrt.

Schmelzpunktsbestimmung
Schmelzpunkte wurden mit einem Blchi B 545 SchmelzpunktmeBgerat bestimmt

und sind unkorrigiert wiedergegeben.

Optische Drehung

Die optische Drehung der Glutaminsdure- und Asparaginsaurederivate wurde mit
dem PerkinElmer 241 Polarimeter der Firma PerkinElmer (Waltham, MA, USA)
bestimmt. Die Substanzen wurden als 1 %ige Lésungen (Wasser oder Methanol, s.

u.) in einer Mikroklvette mit 1 ml Fassungsvermdgen und 1 dm Lange gemessen.

IUPAC-Zahlweise der Nucleoside

OH D) == AN ) S
9
/O N1 .3 TN N 2
5 FUNST 2_NH 5' 43,21 4/56\
¢3 2'—,, N N3§2/1N
o oH ° HO  OH
Uridin Adenosin

6.2 Einfuhrung der Ribose-Schutzgruppen durch 2’,3’-Acetalisier-
ung und Oxidation der Nucleosid-5-Position zur Carbonsaure

Vorschrift A: EinflUhrung der 2°,3’-p-Methoxybenzyliden- (Anisyliden-)
Schutzgruppe®®
Ein Nucleosid (Uridin, Adenosin) (5 g) und ZnCl, (10 g) wurden unter Argon in einer

Mischung aus 10 ml trockenem THF und 20 ml p-Methoxybenzaldehyd (Anisaldehyd)
suspendiert. Eine tribe Lésung entstand, die zwei Tage bei Raumtemperatur gerthrt
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wurde. Das Produkt wurde durch Zugabe von 100 ml Diethylether geféllt, abfiltriert
und je dreimal mit je 100 ml Wasser und 100 ml Diethylether gewaschen.

Vorschrift B: Einfihrung der 2°,3’-(3-Phenylprop-2-enyliden)- (Cinnamyliden-)
Schutzgruppe®®

Uridin (5 g), p-Toluolsulfonsaure (1 g) und (trans)-3-Phenylpropenal (Zimtaldehyd,
20 ml) wurden in 20 ml trockenem THF unter Argon suspendiert und funf Stunden bei
50 °C gerUhrt. Das Produkt fiel als Diastereomerengemisch nach Zugabe von 100 ml
Diethylether aus. Es wurde abfiltriert und je dreimal mit je 100 ml Wasser und
Diethylether gewaschen.

Vorschrift C: Oxidation der Nucleosid-5’-Position

2',3'-geschitzte Nucleoside wurden nach einer Literaturvorschrift in einer

AnsatzgréBe von 6 mmol an der 5-Position zur entsprechenden Carbonsaure

oxidiert.?”°

6.2.1 2',3-p-Methoxybenzylidenuridin (74)%*

OH f\fo
© W/NH
o)

o O

3

N
ON
CH,

Die Verbindung wurde nach Vorschrift A dargestellt.

Ausbeute: 6.9 g (93 %) eines 2:1-Gemischs aus endo- und exo-Diastereomeren.
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Schmelzpunkt: 213 °C (Lit.: 213 °C)**®

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: Acetonitril, DMF, Methanol,

Schwer Idslich in: Aceton, Diethylether, Dichlormethan, Wasser
UV-Maximum: 254 nm

'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz) & 11.38 (1H, br, s, NH); 7.85und 7.76 (1 H, 2 x d, 3J =
7.90 Hz, H-6); 7.44 und 7.39 (2H, 2 x dd, ®J = 6.95 Hz und *J = 2.25 Hz, 2 X Hmeta,
Phenyl); 6.97 and 6.95 (2H, 2 x dd, 3J = 6.65 Hz und *J = 2.20 Hz, 2 x Hortro, Phenyl),
6.08 and 5.94 (1H, 2 x s, O-CH-0), 5.94 (1H, 2 x d, 3J = 2.90 Hz und 4.10 Hz, H-1);
5.64 (1H, pseudo-t, ®J = 7.55 Hz, H-5); 5.09 und 5.05 (1H, 2 x t, 3J = 5.35 Hz, 5-
OH); 5.01 und 4.98 (1H, 2 x dd, 3J = 6.60 Hz und °J = 2.85 Hz, H-2’); 4.86 und 4.82
(1H, 2 x dd, 3J = 6.60 Hz und 3J = 4.40 Hz, H-3); 4.23 und 4.15 (1H, 2 x dt, 3J = 4.80
Hz und 3J = 3.15 Hz, H-4); 3.67 und 3.77 (3H, 2 x s, O-CH3); 3.67 — 3.61 (2H, m, *J
=5.35 Hz und °J = 3.20 Hz, 2 x H-5).

3C.NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & 163.3 (C-4); 160.5 (C-O-CHs, Phenyl); 150.5 (C-2);
142.2 (C-6); 128.5 (2 X Cmeta, Phenyl); 128.4 (Cpara, Phenyl); 113.9 und 113.8 (2 x
Cortho, Phenyl); 106.6 (Phenyl-CH); 103.6 (C-5); 91.4 and 90.5 (C-1°); 86.5 (C-4);
84.3 und 84.1 (C-2’); 83.0 und 81.8 (C-3'); 61.5 (C-5); 55.4 und 55.3 (O-CHs).
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Ausschnitt aus dem "H-NMR-Spektrum der Verbindung 74.2%*
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6.2.2 2’,3"-p-Methoxybenzylidenadenosin (75)%*

OH —N
o} N/_ NH,
7
o 0
O.
Me

N N
Die Verbindung wurde nach Vorschrift A dargestellt.

Ausbeute: 6.8 g, 94 % eines 1:1-Gemischs aus endo- und exo-Diastereomeren.
Schmelzpunkt: 215 °C (Lit.: 215 °C)%**

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Iéslich in: Acetonitril, DMF, Methanol

Schwer Idslich in: Aceton, Diethylether, Dichlormethan, Wasser
UV-Maximum: 254 nm

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.36 (2 x s, 1H, H-2); 8.15 (2 x s, 1H, H-8); 7.50 und
7.48 (2 x dd, 2H, 3J = 8.85 Hz und *J = 2.85 Hz, 2 X Hmeta, Phenyl); 7.31 (br s, 2H, 6-
NH>), 6.98 und 6.95 (2 x dd, 2H, ®J = 8.85 Hz und *J = 2.80 Hz, 2 X Horho, Phenyl);
6.26 (2 x d, 1H, ®J = 3.15 Hz, H-1’); 6.18 und 5.97 (1H, 2 x s, Ph-CH); 5.47 und 5.45
(2 x dd, 1H, 3J = 3.15 Hz und 3J = 6.30 Hz, H-2); 5.22 und 5.11 (2 x t, 1H, 3J = 5.70
Hz, 5-OH); 5.06 und 5.05 (2 x dd, 1H, °J = 6.60 Hz und °J = 2.85 Hz, H-3"); 4.36 und
4.26 (dt und pseudo-q, J = 5.05 Hz und ®J = 2.55 Hz, H-4); 3.78 und 3.76 (2 x s, 3H,
O-CHa); 3.64 — 3.51 (m, 2H, 3J = 5.00 Hz und 3J = 3.15 Hz, 2 x H-5").

3C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) 5 160.5 und 160.4 (C-O-CHs, Phenyl); 156.3 (C-6);
152.8 (C-2); 149.1 und 149.0 (C-4); 140.0 und 139.8 (C-8); 128.6 und 128.5 (2 x
Cmeta, Phenyl); 128.4 und 128.3 (Cpara, Phenyl); 119.3 und 119.2 (C-5); 113.9 und
113.8 (2 X Cortho, Phenyl); 106.7 und 103.0 (Phenyl-CH); 89.6 und 88.1 (C-1’); 86.4
und 84.6 (C-4’); 83.8 und 83.0 (C-2’); 82.7 und 80.6 (C-3’); 61.7 (C-5’); 55.3 (O-CHy).
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6.2.2 2',3’-(3-Phenylprop-2-enyliden)uridin (76)

é>

W/NH
0
Die Verbindung wurde nach Vorschrift B dargestellt.

Ausbeute: 5.9 g, 80 % eines 1:1-Gemisches aus endo- und exo-Diastereomeren
Schmelzpunkt: 188 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: Acetonitril, DMF, Methanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Wasser

UV-Maximum: 254 nm

'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz) 5 11.33 (1H, s, NH); 7.82-7.78 (1 H, 2 x d, ®J = 7.90
Hz, H-6); 7.52 (2H, d, ®J = 7.60 Hz, 2 X Horno, Phenyl); 7.38 — 7.31 (3H, dd, °J = 7.25
Hz und °J = 6.90 Hz, 2x Hieta, Phenyl, und t, 3J = 6.95 Hz, Hyara, Phenyl); 6.87 (d, 1H,
3J = 15.75 Hz, Phenyl-CH=CH); 6.27 (dd, 1H, 3J = 16.10 Hz und °J = 6.30 Hz,
Phenyl-CH=CH); 5.84 (1H, s, H-1’); 5.61 (1H, d, °J = 7.55 Hz, H-5); 5.66 und 5.52
(1H, 2 x d, 3J = 6.30 Hz, O-CH-0); 5.01 und 4.98 (1H, 2 x dd, 3J = 6.60 Hz und %J =
2.85 Hz, H-2'); 4.86 und 4.82 (1H, 2 x dd, 3J = 6.60 Hz und 3J = 4.40 Hz, H-3); 4.23
und 4.15 (1H, 2 x dt, °J = 4.80 Hz und 3J = 3.15 Hz, H-4’); 3.67 —3.61 (2H, m, 3J =
5.35 Hz und 3J = 3.20 Hz, 2 x H-5").

BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) & 163.6 (C-4); 151.0 (C-2); 145.2 (C-6), 135.8
(Cpheny-C=C); 135.3 (Phenyl-CH=CH); 128.9 (2 X Cmeta, Phenyl); 127.1 (2 x Cortho,
Phenyl); 124.4 (Cpara, Phenyl); 123.9 (Phenyl-CH=CH); 105.9 und 103.8 (O-CH-O);
101.6 (C-5); 91.4 und 90.5 (C-1°); 86.5 (C-4’); 84.3 und 84.1 (C-2); 83.0 und 81.8 (C-
3’); 61.5 (C-5)).
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6.2.4. 1B-Uracilyl-2,3-(p-methoxybenzyliden)-D-riburonsaure (84)

O = O

o. I F

o O

OMe

Die Verbindung 74 wurde in einer Menge von 2,17 g (6 mmol) nach Vorschrift C zur

entsprechenden Carbonsaure oxidiert.

Ausbeute: 1.7 g (78 %) eines 1:1.1-Gemisches aus endo- und exo-Diastereomeren
Schmelzpunkt: 196 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: Acetonitril, DMF

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Wasser

UV-Maximum: 254 nm

'"H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz) § 12.70 (br s, 1H, COOH); 11.32 (1H, br, s, NH), 7.82
und 7.74 (1 H, 2 x d, 3J = 7.85 Hz, H-6); 7.44 und 7.39 (2H, 2 x dd, 3J = 6.85 Hz und
*J = 1.85 Hz, 2 X Hmeta, Phenyl); 6.97 und 6.95 (2H, 2 x dd, 3J = 6.60 Hz und *J =
3.15 Hz, 2 X Horho, Phenyl); 5.98 und 5.83 (1H, 2 x s, Phenyl-CH); 5.96 (1H, s, H-1');
5.64 (1H, d, °J = 7.85 Hz, H-5); 5.38 und 5.27 (1H, dd (5.38) und br s (5.19), 3J =
6.00 Hz, 3J = 2.55 Hz, H-3’); 5.27 und 5.19 (1H, br s (5.27) und d (5.19), 3J = 5.70 Hz,
H-2°); 4.74 und 4.73 (1H, 2 x d, 3J = 2.50 Hz und 3J = 0.95 Hz, H-4’); 3.67 und 3.77
(3H, 2 x s, O-CHj3).

3C-NMR (DMSO-dg, 125 MHz) & 171.0 und 170.9 (COOH); 163.6 (C-4); 160.5 und
160.4 (C-O-CHs, Phenyl); 151.1 und 151.0 (C-2); 145.2 und 144.9 (C-6); 128.5 (2 x
Cmeta, Phenyl); 128.1 (Cpara, Phenyl); 114.2 und 113.8 (2 x Corino, Phenyl); 105.3 und
103.0 (Ph-CH); 101.6 (C-5); 95.8 und 95.6 (C-1’); 87.0 und 85.1 (C-4’); 84.8 und 84.5
(C-2’); 84.2 und 82.9 (C-3’); 55.5 (O-CHy).
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6.2.5 1B-Adenin-9-yl-2,3-(p-methoxybenzyliden)-D-riburonsaure (85)

—N
N/_ NH,
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HO
o 0
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Die Verbindung 75 wurde in einer Menge von 2,31 g (6 mmol) nach Vorschrift C zur
entsprechenden Carbonsaure oxidiert.

Ausbeute: 1.7 g (71 %) eines 1:1.3-Gemischs aus endo- und exo-Diastereomeren
Schmelzpunkt: 241 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: Acetonitril, DMF

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Wasser

UV-Maximum: 254 nm

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & 'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg), & 12.70 (br s, 1H,
COOH); 8.27 (2 x s, 1H, H-2); 8.08 (2 x s, 1H, H-8); 7.48 und 7.45 (2 x dd, 2H, °J =
8.85 Hz und *J = 2.85 Hz, 2 X Hmeta, Phenyl); 7.27 (br s, 2H, 6-NHy); 6.98 und 6.96 (2
x dd, 2H, 3J = 8.85 Hz und *J = 2.80 Hz, 2 x Horho, Phenyl); 6.47 und 6.44 (2 x s, 1H,
H-1°); 6.12 und 5.93 (1H, 2 x s, Ph-CH); 5.74 und 5.62 ( 2 x dd, 1H, 3J = 6.30 Hz, ®J =
2.55 Hz, H-3); 5.59 und 5.48 (2 x d, 1H, 3J = 6.30 Hz, H-2); 4.87 und 4.85 (2 x d, 3J
= 2.50 Hz und ®J = 1.55 Hz, H-4’); 3.78 und 3.77 (2 x s, 3H, O-CHs).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) & 170.9 und 170.7 (C=0); 160.6 und 160.5 (C-O-CHs,
Phenyl); 156.2 (C-6); 125.6 und 152.5 (C-2); 149.3 (C-4); 140.8 und 140.6 (C-8);
128.7 (2 X Ceta, Phenyl); 128.1 und 128.0 (Cpara, Phenyl); 118.9 (C-5); 113.9 (2 x
Cortho, Phenyl); 105.8 und 103.6 (Ph-CH); 89.5 und 89.4 (C-1’); 85.7 und 84.5 (C-4);
84.2 und 83.9 (C-2); 83.8 und 82.7 (C-3'); 55.4 (O-CHs).
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Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 85.%%*

6.2.6 1B-Uracilyl-2,3 -(3-phenylprop-2-enyliden)-D-riburonsaure (306)

o) f\fo
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Die Verbindung 76 wurde in einer Menge von 2,15 g (6 mmol) nach Vorschrift C zur
entsprechenden Carbonsaure oxidiert.

Ausbeute: 2.0 g (90 %) eines 1:1-Gemischs aus endo- und exo-Diastereomeren
Schmelzpunkt: 203 °C
Aussehen: Farblose Kristalle
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Leicht I6slich in: Acetonitril, DMF
Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Wasser
UV-Maximum: 254 nm

'H-NMR (DMSO-dg, 500 MHz) & 12.80 (1H, br s, COOH); 11.33 (1H, s, NH); 7.82 —
7.78 (1 H, 2 x d, 3J = 7.90 Hz, H-6); 7.52 (2H, d, 3J = 7.60 Hz, 2 x CHortho, Phenyl);
7.38 —7.31 (3H, dd, 3J = 7.25 Hz und 3J = 6.90 Hz, 2 x CHmeta, Phenyl und pseudo-t,
3J = 6.95 Hz, CHyara, Phenyl); 6.87 (d, 1H, 3J = 15.75 Hz, Phenyl-CH=CH); 6.34 und
6.27 (2 x dd, 1H, 3J = 16.10 Hz und 3J = 6.30 Hz, Phenyl-CH=CH); 5.84 (1H, s, H-1);
5.61 (1H, d, 3J = 7.55 Hz, H-5); 5.66 und 5.52 (2 x d, 1H, %J = 6.30 Hz, O-CH-O);
5.22 (pseudo-g, 1H, J = 5.70 Hz und °J = 6.30 Hz, H-3); 5.16 (d, 1H, 3J = 5.65 Hz,
H-2'); 4.68 (d, 1H, °J = 6.95 Hz, H-4)).

3C-NMR (DMSO-ds, 125 MHz) § 170.9 (COOH); 163.6 (C-4); 151.0 (C-2); 145.2 (C-
6); 135.8 (Cpheny-CH=CH); 135.3 (Phenyl-CH=CH); 128.9 (2 x CHmeta, Phenyl); 127.1
(2 X CHonno, Phenyl); 124.4 (CHyara, Phenyl); 123.9 (Phenyl-CH=CH); 105.9 und
103.8 (O-CH-0); 101.6 (C-5); 95.8 (C-1’); 86.9 (C-4); 84.6 (C-3’); 84.1 (C-2)).
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Ausschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum der Verbindung 86.%%*
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6.3 Darstellung und Charakterisierung von w-Aminocarbonsaure-
amiden als Di- und Triphosphatmimetika

Vorschrift D: Darstellung von tert-Butyloxycarbonyl- (iBoc-) geschiitzten w-

Aminocarbonsaureamiden

10 mmol einer  N-tBoc-geschitzten  Aminosédure  (Glycin, B-Alanin, y-
Aminobuttersdure) und 10 mmol (1,1 ml) N-Methylmorpholin wurden in 10 ml
trockenem THF geldst und mit Hilfe einer Mischung aus Isopropanol und Trockeneis
auf ca. - 25 °C abgekuhlt. Parallel wurden 11 mmol der Aminkomponente (s.u.) in 11
ml einer waBrigen 1N NaOH-L&ésung unter Eiskihlung gelést. Die N-tBoc-geschitzte
Aminosaure wurde durch schnelle Zugabe von Isobutylchloroformiat 10 mmol (1,3
ml) in das gemischte Anhydrid CUGberfihrt. W&hrend der Aktivierung der
Carbonséaurefunktion muBte die Temperatur unbedingt zwischen - 20 °C und - 30 °C
gehalten werden. Die Bildung eines volumindsen, weiBen Niederschlags von N-
Methylmorpholinhydrochlorid ist ein Indikator fur erfolgreiche Umsetzung. Eine
Minute nach Zugabe von Isobutylchloroformiat wurde die waBrige Ldsung der
Aminkomponente zugegeben. Die Reaktionslésung lieB man langsam auf
Raumtemperatur erwarmen. Nach drei Stunden war die Umsetzung zum Amid
abgeschlossen, so daB das Produkt aufgearbeitet werden konnte. Dazu wurde das
THF mit einem Rotationsverdampfer bei Raumtemperatur abgezogen und die Ubrig
gebliebene waBrige Suspension durch Zugabe von waBriger 10 %iger NaHSOs-
Lésung auf pH 1 angeséduert. Das Produkt wurde mit Ethylacetat (dreimal 30 ml)
extrahiert und erst mit gesattigter waBriger Na,COs-Lésung, dann mit Wasser (je
dreimal 30 ml) gewaschen. Durch Entfernen des zuvor mit Na,SO, getrockneten

Lésungsmittels am Rotationsverdampfer konnte das Amid rein erhalten werden.

Vorschrift E: Abspaltung der tert-Boc-Schutzgruppe
Ca. 2,5 g des nach Vorschrift A erhaltenen Amids wurden zur Abspaltung der tert-

Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe in 5ml einer Lésung von 4N HCI in
trockenem Dioxan unter Argon geldst und zwei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt.
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Nach Zugabe von 50 ml Diethylether fiel das Produkt aus und konnte abfiltriert und
mit Diethylether (ca. 100 ml) gewaschen werden.

6.3.1 N-(2-Aminoacetyl)aminomalonsaurediethylesterhydrochlorid (113)

H
N
HZN/\[( rLOACHS
x HCI (0]
o P

1,759 (10 mmol) N-fBoc-geschitztes Glycin wurden mit 2,33g (11 mmol)
Aminomalonsaurediethylesterhydrochlorid nach Vorschrift D zur Reaktion gebracht.
Es wurde eine Ausbeute von 2,89 (84 %) an (tert-Butyloxycarbonylamino-
acetyl)aminomalonsdurediethylester erzielt.

2,5 g (7,5 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
1,8 g (88 %) N-(2-Aminoacetyl)aminomalonsaurediethylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 2.1 g (74 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 76 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser

Schwer I6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Ethanol

'"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 5 9.31 (d, 1H, 3J = 7.25 Hz, CONH); 8.20 ( br s, 3H,
NHz%); 5.14 (d, 1H, 3J = 6.95 Hz, N-CH, Aminomalonat); 4.20 (m, 4H, 2 x O-CHy);
3.62 (br s, 2H, N-CH,, 2-Aminoethanamid); 1.20 (i, 6H, 2 x CH3).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 3 166.6 (C=0); 166.0 (2 x C=0); 62.1 (2 x O-CHy);
56.4 (N-CH, Aminomalonat); CH> (2-Aminoethanamid) unter dem L&sungsmittel-
signal bei 40 ppm; 14.0 (2 x CH3).
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6.3.2 (S)-N-(2-Aminoacetyl)asparaginsaurediethylesterhydrochlorid (114)

0

N
HZN/ﬁ( =~ 07 CH,
xHCl 0O YO\/CH3

0]

1,759 (10 mmol) N-fBoc-geschitztes Glycin wurden mit 3,97 g (11 mmol) L-
Asparaginsaurediethylester-p-tosylsulfonat nach Vorschrift D zur Reaktion gebracht.
Es wurde eine Ausbeute von 2,79 (78 %) an (S)-(tert-Butyloxycarbonylamino-
acetyl)asparaginsaurediethylester erzielt.

2,59 (7,2 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
1,9 g (94 %) (S)-N-(2-Aminoacetyl)asparaginsaurediethylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 2.1 g (73 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 74 °C

[a]): - 16.0 (Wasser)

Aussehen: hellgelbe Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser

Schwer I6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Ethanol

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 8.88 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, CONH); 8.09 (s, 3H,
NHs*); 4.68 (dt, 1H, 3J = 6.65 Hz und 3J = 7.90 Hz, N-CH, Asp); 4.09 (m, 4H, O-CH,);
3.57 (s, 2H, N-CH>, 2-Aminoethanamid); 2.82 — 2.73 (AB-System mit A dd und B dd,
2H, 3J = 6.95 Hz und 2J = 16.40 Hz, O=C-CHy, Asp); 1.18 (t, 6H, 2 x CHa).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 5 172.1 (C=0); 170.2 (C=0); 169.5 (C=0); 61.0 und
60.5 (2 x O-CHy); 48.8 (N-CH, Asp); 41.6 (N-CH,, 2-Aminoethanamid), 36.1 (O=C-
CHp, Asp), 14.1 (2 x CHa).
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6.3.3 (S)-N-(2-Aminoacetyl)glutaminsaurediethylesterhydrochlorid (115)

1,75 g (10 mmol) N-fBoc-geschitztes Glycin wurden mit 2,63 g (11 mmol) L-
Glutaminsaurediethylesterhydrochlorid nach Vorschrift D zur Reaktion gebracht. Es
wurde eine Ausbeute von 3,1 g (86 %) an (S)-(tert-Butyloxycarbonylamino-acetyl)-
glutaminsaurediethylester erzielt.

2,59 (6,9 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
1,8 g (88 %) (S)-N-(2-Aminoacetyl)glutaminsaurediethylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 2.2 g (76 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 107 °C

[a]}): - 16.9 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: DMF, Wasser

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Ethanol

'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 5 8.83 (d, 1H, 3J = 7.55 Hz, CONH); 8.15 (br s, 3H,
NHs*); 4.34 (dt, 1H, 3J = 5.65 Hz und 3J = 7.55 Hz, N-CH, Glu); 4.07 (m, 4H, 2 x O-
CH,); 3.60 (AB-System mit A d und B d, 2H, 2J = 16.10 Hz, N-CH,, 2-Aminoethan-
amid); 2.38 (t, 2H, 3J = 7.55 Hz, O=C-CH,, Glu); 2.04 - 1,97 und 1.88 — 1.80 (2 x m,
1H, 3J = 5.70 Hz und 3J = 7.55 Hz, CHy, Glu); 1.17 (t, 1H, 2 x CH3).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 3 172.0 (C=0); 171.3 (C=0); 166.4 (C=0); 61.0 und
60.1 (2 x O-CHy); 51.5 (N-CH, Glu); N-CH, (2-Aminoethanamid) unter dem
Lésungsmittelsignal bei 40 ppm; 29.8 (O=C-CH,, Glu); 26.4 (CH, Glu); 14.2 und
14.1 (2 x CHs).
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6.3.4 N-(3-Aminopropionyl)aminomalonsaurediethylesterhydrochlorid (116)
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1,89 g (10 mmol) N-tBoc-geschitztes [B-Alanin wurden mit 2,33g (11 mmol)
Aminomalonsaurediethylesterhydrochlorid nach Vorschrift D zur Reaktion gebracht.
Es wurde eine Ausbeute von 3,2g (91 %) an N-(3-tert-Butyloxycarbonyl-
aminopropionyl)aminomalonsdurediethylester erzielt.

2,59 (7,2 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
1,9 g (94 %) N-(3-Aminopropionyl)aminomalonsdurediethylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 2.4 g (87 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 79 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht 16slich in: DMF, Wasser

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Ethanol

'"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 9.06 (d, 1H, 3J = 7.25 Hz, CONH); 8.05 (s, 3H,
NHs%), 5.08 (d, 1H, 3J = 7.55 Hz, N-CH, Aminomalonat); 4.16 (m, 4H, 2 x O-CHy);
2.94 (brt, 2H, 3J = 6.00 Hz, N-CH>, 3-Aminopropanamid); 2.64 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz,
O=C-CHpy, 3-Aminopropanamid); 1.19 (t, 6H, 2 x CHjs).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 5 172.0 (C=0); 170.0 (C=0); 166.4 (C=0); 61.9 (2 x
0O-CHy); 56.3 (N-CH, Aminomalonat); 35.1 (N-CH,, 3-Aminopropanamid); 31.8 (O=C-
CHo, 3-Aminopropanamid); 14.0 (2 x CHj3).

133



6.3.5 (S)-N-(3-Aminopropionyl)-asparaginsdurediethylesterhydrochlorid (117)

1,89 g (10 mmol) N-tBoc-geschitztes B-Alanin wurden mit 3,97 g (11 mmol) L-
Asparaginsaurediethylester-p-tosylsulfonat nach Vorschrift D zur Reaktion gebracht.
Es wurde eine Ausbeute von 2,7 g (75 %) an (S)-N-(3-tert-Butyloxycarbonylamino-
propionyl)aparaginsaurediethylester erzielt.

2,5 g (6,9 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
1,8 g (88 %) (S)-N-(3-Aminopropionyl)asparaginsaurediethylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 1,8 g, 66 % berechnete Gesamtausbeute Gber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 66 °C

[a]): - 15.6 (Wasser)

Aussehen: farblose Kristalle (hygroskopisch)

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 5 8.65 (d, 1H, 3J = 7.60 Hz, CONH); 8.04 (br s, 3H,
NHs*); 4.61 (dt, 1H, 3J = 6.60 und 3J = 7,25 Hz, N-CH, Asp); 4.07 (m, 4H, 2 x O-CHy);
2.93 (br s, 2H, N-CH>, 3-Aminopropanamid); 2.72 (AB-System mit A dd und B dd, 1H,
%J = 6.90 und %J = 16.40 Hz, O=C-CH,, Asp); 2.64 (t, 2H, °J = 7.25 Hz, O=C-CHj, 3-
Aminopropanamid); 1.17 (t, 6H, 2 x CHg).

3¢ NMR (125 MHz, DMSO-dg) 5 172.1 (C=0); 170.2 (C=0); 169.5 (C=0); 60.9 und
60.4 (2 x O-CHy); 48.8 (N-CH, Asp); 36.0 (N-CH,, 3-Aminopropanamid); 35.3 (O=C-
CHy, Asp); 32.0 (O=C-CH,, 3-Aminopropanamid); 14.2 und 14.1 (2 x CHj3).
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6.3.6 (S)-N-(3-Aminopropionyl)glutaminsaurediethylesterhydrochlorid (118)
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1,89 g (10 mmol) N-tBoc-geschiitztes B-Alanin wurden mit 2,63 g (11 mmol) L-
Glutaminsaurediethylesterhydrochlorid nach Vorschrift D zur Reaktion gebracht. Es
wurde eine Ausbeute von 3,0g (81 %) an (S)-N-(3-tert-Butyloxycarbonylamino-
propionyl)glutaminsaurediethylester erzielt.

2,59 (6,7 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
2,0 g (96 %) (S)-N-(3-Aminopropionyl)glutaminsaurediethylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 2.4 g (78 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 85 °C

[a]}): - 20.4 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle (hygroskopisch)

Leicht I6slich in: DMF, Wasser

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Ethanol

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 5 8.53 (d, 1H, 3J = 7.55 Hz, CONH); 7.97 (br s, 3H,
NHs%); 4.25 (dt, 1H, 3J = 5.65 Hz and ®J = 7.55 Hz, N-CH, Glu); 4.05 (m, 4H; 2 x O-
CH,); 2.94 (t, 2H, 3J = 6.95 Hz, N-CH,, 3-Aminopropanamid); 2.64 (t, 2H, 3J = 7.25
Hz, O=C-CH,, 3-Aminopropanamid); 2.37 (m, 2H, 3J = 6.00 Hz und 3J = 5.65 Hz,
O=C-CH,, Glu); 1.99 — 1.88 (m, 1H, 3J = 6.00 Hz, CH,, Glu); 1.17 (t, 6H, 2 x CHs).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 3 172.2 (C=0); 171.7 (C=0); 169.9 (C=0); 60.7 und
60.1 (2 x O-CH>); 51.4 (N-CH, Glu); 35.3 (N-CH, 3-Aminopropanamid); 31.9 (O=C-
CHy, Glu); 30.0 (O=C-CH>, 3-Aminopropanamid); 26.2 (CHa, Glu); 14.2 (2 x CHs).

135



6.3.7 N-(4-Aminobutyryl)aminomalonséurediethylesterhydrochlorid (119)
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2,08g (10 mmol) N-Boc-geschitzte y-Aminobuttersaure wurden mit 2,33 g
(11 mmol) Aminomalonsé&urediethylesterhydrochlorid nach Vorschrift D zur Reaktion
gebracht. Es wurde eine Ausbeute von 33g (92%) an N-(4-tert-
Butyloxycarbonylaminobutyryl)aminomalonsaurediethylester erzielt.

2,59 (6,9 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-)Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
1,9 g (92 %) N-(4-Aminobutyryl)aminomalonsaurediethylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 2.4 g (84 %) berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 133 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser

Schwer I6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Ethanol

'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 5 8.82 (d, 1H, 3J = 7.25 Hz, CONH); 7.87 (br s, 3H,
NHs*); 5.06 (d, 1H, 3J = 7.25 Hz, N-CH, Aminomalonat); 4.17 (m, 4H, 2 x O-CHy);
2,76 (br s, 2H, N-CH,, 4-Aminobutanamid); 2.32 (t, 2H, 3) = 7.25 Hz, O=C-CHjy, 4-
Aminobutanamid); 1.77 (tt, 2H, 3J = 7.25 Hz und 3J = 7.55 Hz, CH,, 4-Aminobutan-
amid); 1.19 (t, 6H, 2 x CHj).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 3 172.3 (C=0); 170.0 (C=0); 169.9 (C=0); 61.8 (2 x
O-CHy); 56.3 (N-CH, Aminomalonat); 38.4 (N-CH,, 4-Aminobutanamid); 31.5 (O=C-
CHpy, 4-Aminobutanamid); 23.2 (CHz, 4-Aminobutanamid); 14.0 (2 x CHa).
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6.3.8 (S)-N-(4-Aminobutyryl)asparaginsaurediethylesterhydrochlorid (120)
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2,03 g (10 mmol) N-tBoc-geschitzte y-Aminobuttersdure wurden mit 3,97 g (11
mmol) L-Asparaginsaurediethylester-p-tosylsulfonat nach Vorschrift D zur Reaktion
gebracht. Es wurde eine Ausbeute von 3,0g (81%) an (S)-N-(4-tert-
Butyloxycarbonylaminobutyryl)asparaginsaurediethylester erzielt.

2,5 g (6,7 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
1,8 g (87 %) (S)-N-(4-Aminobutyryl)asparaginsaurediethylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 2.2 g (71 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 71 °C

[a]):-11.1 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle (hygroskopisch)

Leicht I6slich in: DMF, Wasser

Schwer I6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Ethanol

'H NMR (500 MHz, DMSO-d) 5 8.45 (d, 1H, J = 7.90 Hz, CONH); 7.95 (br s, 3H,
NHs%); 4.58 (dt, 1H, 3J = 7.55 Hz und 3J = 6.00 Hz, N-CH); 4.08 (m, 4H, 2 x O-CHy);
2.78 (dd, 1H, 3J = 7,25 Hz, 0,5 x O=C-CH,, Asp); 2.78 — 2.64 (AB-System mit A dd
und B dd, 2H, 3J = 7.60 Hz und 2J = 16.40 Hz, O=C-CH,, Asp, teilweise iiberlappend
mit N-CH,, 4-Aminobutanamid); 2.75 (t, 2H, 3J = 6.35 Hz, N-CH,, 4-Aminobutan-
amid); 2.22 (t, 2h, 3J = 7.25 Hz, O=C-CH,, 4-Aminobutanamid); 1,77 (tt, 2H, 3J = 7.25
Hz, CH,, 4-Aminobutanamid); 1.70 (t, 6H, 2 x CHs).

3C NMR (125 MHz, DMSO dg) 5 171.5 (C=0); 170.8 (C=0); 170.0 (C=0); 60.9 und
60.5 (2 x O-CHy); 48.8 (N-CH, Asp); 38.3 (N-CH, 4-Aminobutanamid); 36.0 (O=C-
CH,, Asp); 32.0 (O=C-CH,, 4-Aminobutanamid); 23.3 (CH,, 4-Aminobutanamid);
14.12 und 14.1 (2 x CHy).
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6.3.9 (S)-N-(4-Aminobutyryl)glutaminsaurediethylesterhydrochlorid (121)
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2,083g (10 mmol) N-fBoc-geschitzte y-Aminobuttersdure wurden mit 2,63 ¢
(11 mmol) L-Glutaminsaurediethylesterhydrochlorid nach Vorschrift D zur Reaktion
gebracht. Es wurde eine Ausbeute von 3,39 (86%) an (S)-N-(4-tert-
Butyloxycarbonylaminobutyryl)glutaminsaurediethylester erzielt.

2,5 g (6,5 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
2,0 g (98 %) (S)-N-(4-Aminobutyryl)glutaminsaurediethylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 2.6 g (80 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 91 °C

[a]): - 22.3 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Ethanol

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 5 8.40 (d, 1H, J = 7.60 Hz, CONH); 8.04 (br s, 3H,
NHsz"); 4.21 (m, 1H, 3J = 5.35 Hz und 3J = 7.55 Hz, N-CH, Glu); 4.06 (m, 4H, 2 x O-
CH,); 2.78 (m, 2H, J = 6.30 Hz, N-CH,, 4-Aminobutanamid); 2.34 (m, 2H, J = 7.85 Hz,
O=C-CHy, Glu); 2.24 (t, 2H, J = 7.25 Hz; O=C-CH,, 4-Aminobutanamid); 2.01- 1.79
(m, 1H, J = 7.25 Hz und 5.70 Hz, CH,, Glu, teilweise Uberlappend mit CH, (4-
Aminobutanamid)), 1.79 (tt, 2H, J = 7.25 Hz, CH>, 4-Aminobutanamid); 1.17 (t, 6H; 2
x CHg).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) 5 172.2 (C=0); 171.9 (C=0); 171.8 (C=0); 60.6 und
60.1 (2 x O-CHy); 51.4 (N-CH, Glu); 38.4 (N-CH>, 4-Aminobutanamid); 31.8 (O=C-
CHy, Glu); 30.1 (O=C-CHj, 4-Aminobutanamid); 26.1 (CH,, Glu); 23.3 (CHy, 4-
Aminobutanamid); 14.2 (2 x CHg).
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6.3.10 (S)-N-(2-Aminoacetyl)asparaginsauredibenzylesterhydrochlorid (122)
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1,75 g (10 mmol) N-fBoc-geschitztes Glycin wurden mit 5,34 g (11 mmol) L-
Asparaginsauredibenzylester-p-tosylsulfonat nach Vorschrift D zur Reaktion gebracht.
Es wurde eine Ausbeute von 3,5g (75%) an (S)-N-(2-tert-Butyloxycarbonyl-
aminoacetyl)asparaginsauredibenzylester erzielt.

3,0 g (6,4 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (tBoc-)Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen 2,4
g (93 %) (S)-N-(2-Aminoacetyl)asparaginsauredibenzylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 2.8 g (70 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 170 °C

[a]): - 8.73 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9.02 (d, 1H, 3J = 7.85 Hz, CONH); 8.14 (br s, 3H,
NHs*); 7.34 (m, 10 H, 2 x Phenyl); 5.11 und 5.08 (2 x s, 2 X 2H, 2 x O-CH,); 4.82 (dt,
1H, 3J = 6.00 Hz and 3J = 7.85 Hz, N-CH, Asp); 3.57 (AB-System mit A d und B d, 2H,
2J = 16.40 Hz, N-CH,, 2-Aminoethanamid); 2.91 — 2.79 (AB-System mit A dd und B
dd, 2H, J = 6.00 Hz and 2J = 16.70 Hz, O=C-CHj, Asp).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 170.1 (C=0); 169.8 (C=0); 166.3 (C=0); 135.9 und
135.7 (2 x O-CH2-Cpheny); 128.6 — 127.9 (10 X CHpheny1); 66.6 und 66.1 (2 x O-CHjy);
48.8 (N-CH, Asp); N-CH> (2-Aminoethanamid) unter dem Ldsungsmittelpeak bei 40;
35.9 (O=C-CHa, Asp).
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6.3.11 (S)-N-(2-Aminoacetyl)glutaminséauredibenzylesterhydrochlorid (123)

1,75 g (10 mmol) N-tBoc-geschiitztes Glycin wurden mit 3,99 g (11 mmol) L-
Glutaminsauredibenzylesterhydrochlorid nach Vorschrift D zur Reaktion gebracht. Es
wurde eine Ausbeute von 429 (87 %) an (S)-N-(2-tert-Butyloxycarbonyl-
aminoacetyl)glutaminsauredibenzylester erzielt.

3,0 g (6,2 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
2,4 g (92 %) (S)-N-(2-Aminoacetyl)glutaminséduredibenzylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 3.4 g (80 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 115 °C

[a]): - 18.2 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.90 (d, 1H, 3J = 7.55 Hz, CONH); 8.15 (br s, 3H,
NHs"); 7.34 (m, 10H, 2 x Phenyl); 5.13 und 5.08 (2 x s, 2 x 2H, 2 x Ph-CHy); 4.44 (dt,
1H, 3J = 5.35 Hz und ®J = 7.55 Hz, N-CH, Glu); 3.59 (AB-System mit A d und B d, 2H,
2) = 16.10 Hz, N-CHy, 2-Aminoethanamid); 2.45 (m, 2H, 3J = 6.00 Hz, O=C-CHo,
Glu); 2.08 — 1.79 (m, 2H, 3J = 6.00 Hz und 3J = 5.40 Hz, CH,, Glu).

3C.NMR (125 MHz, DMSO-dg)  172.0 (C=0); 171.1 (C=0); 166.4 (C=0); 136.2 und
135.9 (2 x O-CH2-Cphenyl); 128.6 — 128.0 (10 X CHphenyl); 66.4 und 65.7 (2 x O-CHy);
51.9 (N-CH, Glu); N-CH2 (2-Aminoethanamid) unter dem Lésungsmittelpeak bei 40.0;
29.8 (0=C-CHy, Glu); 26.3 (CHy, Glu).

140



6.3.12 (S)-N-(3-Aminopropionyl)asparaginsauredibenzylesterhydrochlorid (124)

1,89 g (10 mmol) N-tBoc-geschitztes B-Alanin wurden mit 5,34 g (11 mmol) L-
Asparaginsauredibenzylester-p-tosylsulfonat nach Vorschrift D zur Reaktion gebracht.
Es wurde eine Ausbeute von 3,2g (66 %) an (S)-2-(tert-Butyloxycarbonyl-
aminopropionyl)asparaginsauredibenzylester erzielt.

3,0 g (6,2 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
1,8 g (88 %) (S)-N-(3-Aminopropionyl)asparaginsduredibenzlesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 1.9 g (58 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 103 °C

[a]}):-10.1 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: DMF, Wasser

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 8.74 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, CONH); 7.97 (br s, 3H,
NHs"); 7.34 (m, 10H, 10 X CHpnenyi); 5.09 und 5.07 (2 x s, 2 x 2H, Ph-CHy); 4.74 (dt,
1H, 3J = 6.95 Hz und 3J = 7.90 Hz, N-CH, Asp); 2.92 (m, 2H, °J = 7.60 Hz, N-CH_, 3-
Aminopropanamid); 2.91 — 2.79 (AB-System mit A dd und B dd, 2H, 3J = 6.95 Hz und
2) = 16.40 Hz, O=C-CHy, Asp); 2.53 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz, O=C-CHa, 3-Aminopropan-
amid).

3C.NMR (125 MHz, DMSO-dg)  170.5 (C=0); 169.9 (C=0); 169.7 (C=0); 136.0 und
158.8 (2 X O-CH2-Cpnenyl); 128.6 — 127.9 (10 X CHpheny); 66.5 und 66.0 (2 x O-CHp);
48.8 (N-CH, Asp); 35.9 (O=C-CH,, Asp); 35.2 (N-CH,, 3-Aminopropanamid); 32.0
(O=C-CHg, 3-Aminopropanamid).
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6.3.13 (S)-N-(3-Aminopropionyl)glutaminsauredibenzlesterhydrochlorid (125)
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1,89 g (10 mmol) N-tboc-geschiitztes B-Alanin wurden mit 3,99 g (11 mmol) L-
Glutaminsauredibenzylesterhydrochlorid nach Vorschrift D zur Reaktion gebracht. Es
wurde eine Ausbeute von 3,3g (85%) an (S)-2-(tert-Butyloxycarbonylamino-
propionyl)glutaminsauresauredibenzylester erzielt.

3,0 g (6,0 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
2,3 g (88 %) (S)-N-(3-Aminopropionyl)glutaminsauredibenzlesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 2.5 g (75 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 94 °C

[a]}): - 19.0 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: DMF, Wasser

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 8.62 (d, 1H, 3J = 7.55 Hz, CONH); 8.01 (br s, 3H,
NHs"); 7.34 (m, 10H, 10 x CHpnenyr); 5.11 und 5.07 (2 x s, 2 x 2H, 2 x O-CHjy); 4.34 (dH,
1H, 3J = 5.40 Hz und 3J = 7.55 Hz, N-CH, Glu); 2.94 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz, N-CH,, 3-
Aminopropanamid); 2.58 (m, 2H, 3J = 7.25 Hz, O=C-CHy, 3-Aminopropanamid); 2.45
(m, 2H, 3J = 6.60 Hz, O=C-CHy, Glu); 2.06 — 1.85 (m 1H, 3J = 5.65 Hz and J = 6.95
Hz, CHy, Glu).

3C.NMR (125 MHz, DMSO-dg) § 172.5 (C=0); 171.5 (C=0); 169.9 (C=0); 136.2 und
136.0 (2 x O-CH2-Cphenyl); 128.6 — 127.9 (10 x CHpnenyr); 66.2 und 65.7 (2 x Ph-CHp);
51.5 (N-CH, Glu); 35.2 (N-CHz, 3-Aminopropanamid); 32.0 (O=C-CHj, 3-Amino-
propanamid); 30.0 (O=C-CH,, Glu); 26.1 (CHa, Glu).
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6.3.14 (S)-N-(4-Aminobutyryl)asparaginsauredibenzylesterhydrochlorid (126)

0
H
N
HNT Y o
x HCI 0 E\fo
o)

10 mmol (2,03 g) N-tBoc-geschitzte y-Aminobuttersdure wurden mit 11 mmol (3,97
g) L-Asparaginsaurediethylester-p-tosylsulfonat nach Vorschrift D zur Reaktion
gebracht. Es wurde eine Ausbeute von 32g (83%) an (S)-N-(3-tert-
Butyloxycarbonylaminobutyryl)asparaginsauredibenzylester erzielt.

3,0 g (6,0 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
2,2 g (85 %) (S)-N-(4-Aminobutyryl)asparaginsauredibenzylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 2.3 g (71 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 163 °C

[a]):-12.0 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & 8.51 (d, 1H, 3J = 7.85 Hz, CONH); 7.80 (br s, 3H,
NHs"); 7.34 (m, 10H, 10 x CHppenyr); 5.07 und 5.01 (2 x s, 2 x 2H, O-CH,); 4.72 (dt,
1H, 3J = 6.00 Hz und 3J = 7.55 Hz, N-CH, Asp); 2.92 — 2.76 (AB-System mit A dd und
B dd, 2H, 3J = 5.95 Hz und 2J = 16.70 Hz, O=C-CHy, Asp); 2.75 (m, 2H, 3J = 7.55 Hz,
N-CHp, 4-Aminobutanamid); 2.21 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz, 0O=C-CHjy, 4-Aminobutanamid);
1.75 (tt, 2H, 3J = 7.25 Hz, CH,, 4-Aminobutanamid).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 171.6 (C=0); 170.6 (C=0); 169.9 (C=0); 136.0 und
135.9 (O-CHa-Cprhenyl); 128.5 — 127.8 (10 x CHphenyl); 66.4 und 66.0 (2 x O-CH,); 48.8
(N-CH, Asp); 38.5 (N-CHp, 4-Aminobutanamid); 35.9 (O=C-CH,, Asp); 31.8 (O=C-
CHoy, 4-Aminobutanamid); 23.2 (CHz, 4-Aminobutanamid).
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6.3.15 (S)-N-(4-Aminobutyryl)glutaminsauredibenzylesterhydrochlorid (127)

W\/lio

Fop

2,03 g (10 mmol) N-fBoc-geschitzte y-Aminobuttersdure wurden mit 3,99 g (11
mmol) L-Glutaminsduredibenzylesterhydrochlorid nach Vorschrift D zur Reaktion
gebracht. Es wurde eine Ausbeute von 4,5 g (88 %) an (S)-3-(tert-Butyloxycarbonyl-
aminobutyryl)glutaminsauredibenzylester erzielt.

3,0 g (5,9 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
2,5 g (95 %) (S)-N-(4-Aminobutyryl)glutaminsduredibenzylesterhydrochlorid an.

Ausbeute: 3.8 g (84 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 129 °C

[a]}): - 18.6 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: DMF, Wasser

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.48 (d, 1H, 3J = 7.55 Hz, CONH); 8.06 (br s, 3H,
NH3*); 7.35 (m, 10H, 10 x CHpheny); 5.11 und 5.08 (2 x s, 2 x 2H, O-CHy); 4.31 (dt,
1H, 3J = 7.25 Hz und 3J = 5.35 Hz, N-CH, Glu); 2.76 (m, 2H, ®J = 5.70 Hz und 3J =
6.90 Hz, N-CH,, 4-Aminobutanamid); 2.44 (t, 2H, 3J = 6.60 Hz, O=C-CHy, Glu); 2.24
(t, 2H, °J = 7.25 Hz, O=C-CHy, 4-Aminobutanamid); 2.04 — 1.83 (m, 2H, 3J = 6.60 Hz,
Glu); 1.78 (it, 2H, 3J = 7.25 Hz, CH,, 4-Aminobutanamid).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-d) 5 172.1 (C=0); 171.9 (C=0); 171.7 (C=0); 136.2 und
136.1 (2 x O-CHa-Cphenyl); 128.6 — 127.9 (10 x CHphenyl); 66.1 und 65.7 (2 x O-CHy);
51.5 (N-CH, Glu); 38.4 (N-CHz, 4-Aminobutanamid); 31.8 (O=C-CH,, 4-Aminobutan-
amid); 30.0 (O=C-CHa,, Glu); 26.0 (CHz, Glu); 23.3 (CHa, 4-Aminobutanamid).
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6.3.16 Aminomethylcarboxamidomethylphosphonsaurediethylesterhydrochlorid (103)

CH
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1,75 g (10 mmol) N-Boc-geschitztes Glycin wurden mit 2,83 g (11 mmol) Amino-
methylphosphonsaurediethylesterhydrogenoxalat nach Vorschrift D zur Reaktion
gebracht. Die Aminkomponente wurde in einer auf 0 °C gekuhlten Mischung aus 11
ml 1N NaOH und 10 ml THF gelést. Es wurde eine Ausbeute von 2,9 g (90 %) an tert-
Butyloxycarbonylaminomethylcarboxamidomethylphosphonsaurediethylester erreicht.
2,59 (7,7 mmol) des oben erhaltenen Amides wurden zur Abspaltung der tert-
butyloxycarbonyl- (tBoc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
1,9 g (95 %) Aminomethylcarboxamidomethylphosphonsé&urediethylesterhydrochlorid

an.

Ausbeute: 2.2 g (86 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 153 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser

Schwer lI6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Ethanol

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 8.79 (t, 1H, 3J = 5.65 Hz, CONH); 8.23 (br s, 3H,
NHs*); 4.06 — 4.00 (2 x g, 4H, 2 x O-CHy); 3.61 (dd, 2H, 2J = 12.00 Hz und 2Jyp =
17.95 Hz, CH-P, Methylphosphonat); 3.56 (s, 2H, N-CH,, 2-Aminoethanamid); 1.22
(t, 6H, 2 x CHa).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) § 166.2 (C=0); 62.1 und 62.0 (2 x O-CHy); N-CH (2-
Aminoethanamid) unter dem Lésungsmittelsignal bei 45 ppm; 34.7 (d, 1JC‘P =154.4
Hz, CH»>-P, Methylphosphonat); 16.4 und 16.3 (2 x CHj).

3IP-NMR (202 MHz, DMSO-d¢) § 22.5.
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6.3.17 2-(Aminomethylcarboxamido)ethylphosphonsaurediethylesterhydrochlorid

(106)
7 0
HZN\)kN/\/F{\o/\CHS
x HCI N o—

1,75g (10 mmol) N-fBoc-geschitztes Glycin wurden mit 2,98 g (11 mmol)
Aminoethylphosphons&urediethylesterhydrogenoxalat nach Vorschrift D zur
Reaktion gebracht. Die Aminokomponente wurde in einer auf 0 °C gekihlten
Mischung aus 11 ml 1N NaOH und 10 ml THF gelést. Es wurde eine Ausbeute von
2,5 g (74 %) an 2-(tert-Butyloxycarbonylaminomethylcarboxamido)ethylphosphon-
saurediethylester erreicht.

2,09 (5,9 mmol) des oben erhaltenen Amides wurden zur Abspaltung der ftert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
1,59 (983 %) 2-(Aminomethylcarboxamido)ethylphosphonsaurediethylesterhydro-
chlorid an.

Ausbeute: 1.9 g (69 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 103 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: DMF, Wasser

Schwer I6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Ethanol

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) § 8.55 (t, 1H, 3J = 5.65 Hz, CONH); 8.12 (br s, 3H,
NH3"); 4.02 — 3.98 (2 x q, 4H, 2 x O-CHy); 3.49 (s, 2H, N-CH,, 2-Aminoethanamid);
3.30 — 3.18 (m, 2H, 3J = 7.55 Hz und 3J = 5.45 Hz und 3Jyp = 12.95 Hz, N-CH,,
Ethylphosphonat); 1.97 — 1.91 (m, 2H, 3J = 7.55 Hz und 2Jup = 18.35 Hz, CH,-P,
Ethylphosphonat); 1.23 (t, 6H, 2 x CHj3).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-d;) § 165.8 (C=0); 61.3 (2 x O-CH,); N-CH> (2-Amino-
ethanamid) unter L6sungsmittelpeak bei 42 ppm; 33.3 (d, 2JCP = 14.9 Hz, N-CHo,,
Ethylphosphonat); 25.3 (d, 'Jcp = 135.8 Hz, CH,-P, Ethylphosphonat); 16.4 (2 x CHs).
3IP.-NMR (202 MHz, DMSO-d¢) & 28.4.
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6.3.18 p-(Aminomethylcarboxamido)benzylphosphonsaurediethylesterhydrochlorid
(107)
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1,759 (10 mmol) N-fBoc-geschitztes Glycin wurden mit 2,67 g (11 mmol) p-
Aminobenzylphosphonsaurediethylester nach modifizierter Vorschrift D zur Reaktion
gebracht. Die Aminokomponente wurde in 10 ml trockenen THFs gelést und vor der
Reaktion in einem Eisbad auf 0 °C abgekihlt. Zur Aufarbeitung wurde das THF am
Rotationsverdampfer entfernt, das Produkt in 100 ml Ethylacetat aufgenommen und
je drei mal mit je 30 ml 2 %iger NaHSO4-Lésung, gesattigter NaHCO3-Lésung und
Wasser gewaschen. Das Ethylacetat wurde Uber Na,SO, getrocknet und am
Rotationsverdampfer entfernt. Es wurde eine Ausbeute von 3,8 g (95 %) an p-(tert-
Butyloxycarbonylaminomethylcarboxamido)benzylphosphonsaurediethylester
erreicht.

3,59 (8,8 mmol) des oben erhaltenen Amides wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
2,89 (95%) p-(Aminomethylcarboxamido)benzylphosphonséurediethylesterhydro-

chlorid an.

Ausbeute: 3.0 g (90 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 197 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: DMF, Wasser, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) 5 10.84 (s, 1H, CONH); 8.35 (br s, 3H, NHs"); 7.56 (d,
2H, 3J = 8.20 Hz, 2 x CHpeta, Benzylphosphonat); 7.13 (dd, 2H, °J = 8.55 Hz und *J =
2.55 Hz, 2 x CHonino, Benzylphosphonat); 4.02 — 3.94 (2 x g, 4H, 2 x O-CHy); 3.77 (br
s, 2H, N-CH,, 2-Aminoethanamid); 3.15 (d, 2H, 2J = 21.45 Hz, CH,-P, Benzylphos-
phonat); 1.22 (t, 6H, 2 x CH3).
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C.NMR (125 MHz, DMSO-d;) & 164.8 (C=0); 137.0 (Cpreny-NH, Benzyl-
phosphonat); 130.3 (2 X Cmeta, Benzylphosphonat); 127.6 (d, 2Jcp = 9.2 Hz, Cphenyr-
CHz-P, Benzylphosphonat); 119.2 (2 x Conne, Benzylphosphonat); 61.5 (2 x O-CHy);
41.1 (N-CH,;, 2-Aminoethanamid); 31.9 (d, 1Jc,p = 137.8 Hz, CH>-P, Benzyl-
phosphonat); 16.4 und 16.3 (2 x CHs).
3IP-NMR (202 MHz, DMSO-d¢) & 26.9.

6.3.19 Aminomethylcarboxamidomethylenbis(phosphonséurediethylester)-
hydrochlorid (110)
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1,75g (10 mmol) N-tBoc-geschitztes Glycin wurden mit 3,3g (11 mmol)
Aminomethylbis(phosphonsdurediethylester) nach modifizierter Vorschrift D zur
Reaktion gebracht. Die Aminkomponente wurde gemaB Literaturvorschrift von
Kantoci et al. dargestellt (Lit.). Die Menge an Ausgangsprodukt flr die letzte
Synthesestufe in dieser Vorschrift wurde so gewahlt, daB 11 mmol Aminomethylbis-
(phosphonséaurediethylester) erhalten werden konnten. Das Aminomethyl-
bisphosphonat wurde ohne weitere Aufarbeitung durch Entfernen des Lésungsmittels
Methanol isoliert, direkt zur Amidsynthese in 10 ml trockenen THFs gel6st und vor
der Reaktion in einem Eisbad auf 0 °C abgekuhlt. Zur Aufarbeitung nach erfolgter
Amidsynthese wurde das THF abrotiert, das Produkt in 100 ml Ethylacetat
aufgenommen und je drei mal mit je 30 ml 2 %iger NaHSO4-Lésung, geséttigter
NaHCOs;-Lésung und Wasser gewaschen. Das Ethylacetat wurde Uber Na>SOq
getrocknet und am Rotationsverdampfer entfernt. Es wurde eine Ausbeute von 3,5 g
(85 %) an tert-Butyloxycarbonylaminomethylcarboxamidomethylbis(phosphonséaure-
diethylester) erreicht.

3,09 (6,5mmol) des oben erhaltenen Amides wurden zur Abspaltung der tert-

Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
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2,49 (93 %) Aminomethylcarboxamidomethylbis(phosphonsaurediethylester)hydro-
chlorid an.

Ausbeute: 3.0 g (79 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 77 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'N-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9.18 (d, 1H, 3J = 10.10 Hz, CONH); 8.35 (br s, 3H,
NHs%); 4.80 (td, 1H, 3J = 9.75 Hz und 2J4p = 22.40 Hz, N-CH, Methylbisphosphonat);
4.06 (br m, 8H, 4 x O-CHy); 3.61 (d, 1H, 3J = 5.35 Hz, N-CH>, 2-Aminoethanamid);
1.23 (m, 12H, 4 x CHs).

3C-NMR (124 MHz, DMSO-ds) & 166.2 (C=0); 66.5 (N-CH,, 2-Aminoethanamid);
63.2 und 63.0 (4 x O-CHy); 43.8 (t, "Jcp = 146.2 Hz, N-CH, Methylbisphosphonat);
16.4 und 16.3 (4 x CHg).

3P-NMR (202 MHz, DMSO-dg) § 15.7 und 15.8.

6.3.20 2-Aminoethylcarboxamidomethylphosphonsaurediethylesterhydrochlorid (104)
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1,89 g (10 mmol) N-tboc-geschitztes B-Alanin wurden mit 2,83 g (11 mmol) Amino-
methylphosphonsaurediethylesterhydrogenoxalat nach Vorschrift D zur Reaktion
gebracht. Die Aminokomponente wurde in einer auf 0 °C gekihlten Mischung aus 11
ml 1N NaOH und 10 ml THF gelést. Es wurde eine Ausbeute von 2,4 g (71 %) an 2-
(tert-Butyloxycarbonylamino)ethylcarboxamidomethylphosphonsaurediethylester
erreicht.

2,09 (5,9 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
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1,59 (93%) 2-Aminoethylcarboxamidomethylphosphonsaurediethylesterhydro-
chlorid an.

Ausbeute: 1.8 g (66 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 138 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser

Schwer I6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Ethanol

'"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 8.31 (t,1H, 3J = 5.65 Hz, CONH); 8.01 (br s, 3H,
NHs%); 4.04 — 3.93 (2 x g, 4H, 2 x O-CH,); 3.74 (dd, 2H, 2J = 11.65 Hz und 2Jyp =
17.65 Hz, CHx-P, Methylphosphonat); 3.51 (m, 2H, 3J = 6.65 Hz, N-CH,, 3-Amino-
propanamid); 2.53 (m, 2H, 3J = 6.60 Hz und ®J = 7.55 Hz, O=C-CH,, 3-Aminopropan-
amid); 1.27 (2 x t, 6H, 2 x CHa).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-d;) § 169.4 (C=0); 61.9 und 61.2 (2 x O-CH>); 35.5 (N-
CH,, 3-Aminopropanamid); 35.2 (d, 'Jcp = 137.9 Hz, CH.-P, Aminomethylphos-
phonat); 33.9 (O=C-CH,, 3-Aminopropanamid); 16.34 (2 x CHs).

$IP.NMR (202 MHz, DMSO-d;) & 28.8.

6.3.21 p-(2-Aminoethylcarboxamido)benzylphosphonsaurediethylesterhydrochlorid
(108)
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1,89 g (10 mmol) N-tBoc-geschiitztes B-Alanin wurden mit 2,67 g (11 mmol) p-
Aminobenzylphosphonsaurediethylester nach Vorschrift D zur Reaktion gebracht.
Die Aminokomponente wurde in 10 ml trockenen THFs gel6st und vor der Reaktion
in einem Eisbad auf 0 °C abgekulhlt. Zur Aufarbeitung wurde das THF abrotiert, das
Produkt in 100 ml Ethylacetat aufgenommen und je drei mal mit je 30 ml 2 %iger
NaHSOs-Lbésung, gesattigter NaHCO;-Lésung und Wasser gewaschen. Das
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Ethylacetat wurde Uber Na>SO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer entfernt. Es
wurde eine Ausbeute von 3,99 (95 %) an p-(2-tert-Butyloxycarbonylminoethyl-
carboxamido)benzylphosphonsaurediethylester erreicht.

3,59 (8,5 mmol) des oben erhaltenen Amides wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
299 (98 %) p-(2-Aminoethylcarboxamido)benzylphosphonséurediethylesterhydro-
chlorid an.

Ausbeute: 2.4 g (87 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 198 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 10.20 (br s, 1TH, CONH); 7.93 (br s, 3H, NH3"); 7.52
(d, 2H, 3J = 8.50 Hz, 2 x CHmeta, Benzylphosphonat); 7.19 (dd, 2H, 3J = 8.50 Hz und
*J = 2.50 Hz, 2 x CHorto, Benzylphosphonat); 3.95 — 3.90 (2 x g, 4H, 2 x O-CH,);
3.13 (d, 2H, 2Jyp = 21.45 Hz, CHy-P, Benzylphosphonat); 3.07 (br s, 2H, N-CH,, 3-
Aminopropanamid); 2.71 (t, 2H, 3J = 6.95 Hz, 0O=C-CHy, 3-Aminopropanamid); 1.21 (t,
6H, 2 x CH3).

BC-.NMR (125 MHz, DMSO-dg) 5 168.3 (C=0); 137.5 (Cpheny-NH,
Benzylphosphonat); 130.2 und 130.1 (2 X Cmeta, Benzylphosphonat); 127.1 (d, 2Jcp =
8.2 Hz, Cpheny-CH2-P, Benzylphosphonat); 119.2 und 119.1 (2 x Corno, Benzylphos-
phonat); 61.5 (2 x O-CHy); 35.0 (N-CH,, 3-Aminopropanamid); 33.2 (O=C-CH,, 3-
Aminopropanamid); 31.8 (d, '"Jcp = 134.8 Hz, CH,-P, Benzylphosphonat); 16.4 und
16.3 (2 x CHg).

3IP-.NMR (202 MHz, DMSO-dg) & 26.3.
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6.3.22 2-Aminoethylcarboxamidomethylendiphosphonsauredtetraethylester-
hydrochlorid (111)

1,89 g (10 mmol) N-fBoc-geschitztes B-Alanin wurden mit 3,3g (11 mmol)
Aminomethylbis(phosphonsaurediethylester) nach modifizierter Vorschrift D zur
Reaktion gebracht. Die Aminokomponente wurde geman Literaturvorschrift von
Kantoci et al. dargestellt (Lit.). Die Menge an Ausgangsprodukt fir die letzte
Synthesestufe der Vorschrift wurde so gewahlt, daB 11 mmol Aminomethylbis-
(phosphonsaurediethylester) erhalten werden konnten. Das Aminomethylbis-
phosphonat wurde nach der letzten Synthesestufe ohne weitere Aufreinigung durch
Entfernen des L&sungsmittels isoliert, direkt zur Amidsynthese in 10 ml trockenen
THFs gel6ést und vor der Reaktion in einem Eisbad auf 0 °C abgeklhlt. Zur
Aufarbeitung nach erfolgter Amidsynthese wurde das THF am Rotationsverdampfer
entfernt, das Produkt in 100 ml Ethylacetat aufgenommen und je drei mal mit je 30 ml
2 % NaHSO4-Lésung, gesattigter NaHCO3s-Lésung und Wasser gewaschen. Das
Ethylacetat wurde Uber NaxSO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer entfernt. Es
wurde eine Ausbeute von 3,1g (65%) an 2-(fert-Butyloxycarbonylamino)-
ethylcarboxamidomethylbis(phosphonsaurediethylester) erreicht.

2,59 (5,3 mmol) des oben erhaltenen Amides wurden zur Abspaltung der ftert-
butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
2,09 (93 %) Aminomethylcarboxamidomethylbis(phosphonsaurediethylester)hydro-
chlorid an.

Ausbeute: 2.5 g (60 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 135 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: DMF, Wasser, Ethanol

Schwer loslich in: Diethylether, Dichlormethan
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'H-NMR (500 MHz, DMSO d¢) & 8.96 (d, 1H, %J = 10.1 Hz, CONH); 7.93 (br s, 3H,
NHs%); 4.83 (td, 1H, %J = 10.10 Hz und 2J4p = 22.70 Hz, N-CH, Methylbis-
phosphonat); 4.06 (m, 8H, 4 x O-CHy); 2.95 (br s, 2H, N-CH, 3-Aminopropanamid);
2.63 (i, 2H, 3) =7.25 Hz, O=C-CHy, 3-Aminopropanamid); 1.22 (m, 12 H; CHa).
3C-NMR (500 MHz, DMSO dg) & 169.6 (C=0); 63.0 und 62.9 (4 x O-CH,); 43.4 (i,
'Jop = 146.5 Hz, N-CH, Methylbisphosphonat); 35.4 (N-CH,, 3-Aminopropan-amid);
31.9 (O=C-CHy, 3-Aminopropanamid); 16.4 (4 x CHs).

3P-NMR (202 MHz, DMSO-dg) 5 15.7 und 15.8.

6.3.23 3-Aminopropylcarboxamidomethylphosphonsaurediethylesterhydrochlorid

(105)
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2,03g (10 mmol) N-fBoc-geschitzte y-Aminobuttersdure wurden mit 2,83 g
(11 mmol) Aminomethylphosphonséaurediethylesterhydrogenoxalat nach Vorschrift D
zur Reaktion gebracht. Die Aminkomponente wurde in einer auf 0 °C gekihlten
Mischung aus 11 ml 1N NaOH und 10 ml THF gelést. Es wurde eine Ausbeute von
3,2 g (91 %) an 3-(tert-Butyloxycarbonylamino)propylcarboxamidomalonsaurediethyl-
ester erreicht.

2,59 (7,1 mmol) des oben erhaltenen Dipeptids wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
1,99 (93%) 3-Aminopropylcarboxamidomethylphosphonséaurediethylesterhydro-
chlorid an.

Ausbeute: 2.4 g, 84 % berechnete Gesamtausbeute Gber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 104 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: DMF, Wasser

Schwer I6slich in: Diethylether, Dichlormethan, Ethanol
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) § 8.29 (t, 1H, 3J = 6.00 Hz, CONH); 7.91 (br s, 3H,
NHs*); 4.03 — 3.97 (2 x g, 4H, 2 x O-CHy); 3.55 — 3.32 (dd, 2H, 2J = 12.30 Hz und
2Jup = 18.30 Hz, CHx>-P, Methylphosphonat); 2.79 — 2.72 (m, 2H, 3J = 6.30 Hz, N-
CHz, 4-Aminobutanamid); 2.22 (t, 2H, 3J = 6.95 Hz, O=C-CH,, 4-Aminobutanamid);
1.76 (tt, 2H, 3J = 5.70 Hz und 3J = 6.95 Hz, CHj, 4-Aminobutanamid); 1.21 (t, 6H, 2 x
CHs).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 171.7 (C=0); 62.1 (2 x O-CHy); 38.8 (N-CHy, 4-
Aminobutanamid); 34.3 (d, 'Jcp = 154.2 Hz, CH2-P, Methylphosphonat); 32.2 (O=C-
CHoy, 4-Aminobutanamid); 23.7 (CHz, 4-Aminobutanamid); 16.4 und 16.3 (2 x CHs).
$IP.NMR (202 MHz, DMSO-d;) § 23.5.

6.3.24 p-(3-Aminopropylcarboxamido)benzylphosphonsaurediethylesterhydrochlorid
(109)

ik
G e
2 N
H

x HCI

2,03 g (10 mmol) N-fBoc-geschitzte y-Aminobuttersdure wurden mit 2,67 g (11
mmol) p-Aminobenzylphosphonsaurediethylester nach modifizierter Vorschrift D zur
Reaktion gebracht. Die Aminkomponente wurde in 10 ml trockenen THFs gelést und
vor der Reaktion in einem Eisbad auf 0 °C abgekuhlt. Zur Aufarbeitung wurde das
THF am Rotationsverdampfer entfernt, das Produkt in 100 ml Ethylacetat
aufgenommen und je drei mal mit je 30 ml 2 %iger NaHSO4-Lésung, gesattigter
NaHCOs;-Lésung und Wasser gewaschen. Das Ethylacetat wurde getrocknet Uber
Na,SO, und abrotiert. Es wurde eine Ausbeute von 4,2 g (96 %) an p-3-(tert-
Butyloxycarbonylamino)propylcarboxamidobenzylphosphonsaurediethylester erzielt.

3,59 (8,2 mmol) des oben erhaltenen Amides wurden zur Abspaltung der ftert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
2,99 (97 %) p-(3-Aminopropylcarboxamido)benzylphosphonséurediethylesterhydro-

chlorid an.
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Ausbeute: 3.5 g (93 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 154 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 10.11 (br s, 1TH, CONH); 8.00 (br s, 3H, NHs"); 7.53
(d, 2H, 3J = 8.55 Hz, 2 x CHmeta, Benzylphosphonat); 7.17 (dd, 2H, 3J = 8.50 Hz und
*J = 2.20 Hz, 2 x CHorho, Benzylphosphonat); 3.95 — 3.89 (2 x g, 4H, 2 x O-CH,);
3.36 (m, 2H, 3J = 7.25 Hz, N-CHy, 4-Aminobutanamid); 3.13 (d, 2H, 2Jp = 21.10 Hz,
CH.-P, Benzylphosphonat); 2.42 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz, 0O=C-CHjy, 4-Aminobutanamid),
1.84 (m, 2H, 3J = 7.60 Hz und ®J = 7.25 Hz, CH,, 4-Aminobutanamid); 1.23 (2 x t, 6H,
2 x CHg).

BC-.NMR (125 MHz, DMSO-dg) & 170.3 (C=0); 137.8 (Cpheny-NH,
Benzylphosphonat); 130.1 und 130.0 (2 x Cmeta, Benzylphosphonat); 126.4 (d, 2Jc,p=
8.9 Hz, Cpheny-CH2-P, Benzylphosphonat); 119.1 (2 x Conno, Benzylphosphonat);
61.5 und 61.4 (2 x Ph-CHy); 38.4 (N-CHz, 4-Aminobutanamid); 33.1 (O=C-CH,, 4-
Aminobutanamid); 31.8 (d, 1Jc,p = 134.8 Hz, CH,-P, Benzylphosphonat); 23.2 (CH.,
4-Aminobutanamid); 16.4 und 16.3 (2 x CH3).

3IP-NMR (202 MHz, DMSO-d¢) & 26.3.

6.3.25 3-Aminopropylcarboxamidomethylendiphosphonséauretetraethylester-
hydrochlorid (112)

N P \/CH3
HNTSY o
HCI O A=P CH
X 0="o——cH, °’

o\
CH,

2,03 g (10 mmol) N-tBoc-geschitzte y-Aminobuttersaure wurden mit 3,3 g (11 mmol)
Aminomethylbis(phosphonsdurediethylester) nach modifizierter Vorschrift D zur
Reaktion gebracht. Die Aminokomponente wurde gemaf Literaturvorschrift von
Kantoci et al. dargestellt (Lit.). Die Menge an Ausgangsprodukt flr die letzte
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Synthesestufe der Vorschrift wurde so gewahlt, daB 11 mmol Aminomethylbis-
(phosphonséaurediethylester) erhalten werden konnten. Das Methylbisphosphonat
wurde nach der letzten Synthesestufe durch Entfernen des Lésungsmittels isoliert,
direkt zur Amidsynthese in 10 ml trockenem THF gelést und vor der Reaktion in
einem Eisbad auf 0 °C abgekuhlt. Zur Aufarbeitung nach der Amidsynthese wurde
das THF am Rotationsverdampfer entfernt, das Produkt in 100 ml Ethylacetat
aufgenommen und je drei mal mit je 30 ml 2% NaHSO4-Lésung, geséttigter
NaHCOs;-Lésung und Wasser gewaschen. Das Ethylacetat wurde Uber Na>SOq
getrocknet und am Rotationsverdampfer entfernt. Es wurde eine Ausbeute von 4,4 g
(91 %) an 3-(tert-Butyloxycarbonylamino)propylcarboxamidomethylbis(phosphon-
saurediethylester) erreicht.

3,59 (7,2mmol) des oben erhaltenen Amides wurden zur Abspaltung der tert-
Butyloxycarbonyl- (Boc-) Schutzgruppe nach Vorschrift E umgesetzt. Dabei fielen
2,9 g (95 %) 3-Aminopropylcarboxamidomethylbis(phosphonsaurediethylester)hydro-
chlorid an.

Ausbeute: 3.7 g, 87 % berechnete Gesamtausbeute Gber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 148 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: DMF, Wasser, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 8.72 (d, 1H. 3J = 9.75 Hz, CONH); 8.14 (br s, 3H,
NHs%); 4.86 (dt, 1H, 3J = 9.75 Hz und 2Jyp = 22.70 Hz, N-CH, Methylbisphosphonat);
4.05 (m, 8H, 4 x O-CHy); 2.74 (t, 2H, 3J = 6.00 Hz und %J = 7.25 Hz, N-CH,, 4-
Aminobutanamid); 2.33 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz, O=C-CHpy, 4-Aminobutanamid); 1.79 (it,
2H, 3J = 7.60 Hz, CHy, 4-Aminobutanamid); 1.21 (m, 12H, 4 x CHa).

3C.NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 171.4 (C=0); 63. 0 (OCHy); 43.3 (t, 'Jcp = 146.5
Hz, N-CH, Methylbisphosphonat); 38.3 (N-CH;, 4-Aminobutanamid); 31.7 (O=C-CHa,
4-Aminobutanamid); 23.5 (CHa, 4-Aminobutanamid); 16.4 und 16.2 (4 x CHjs).
¥IP.NMR (202 MHz, DMSO-ds) & 15.8 und 15.9.
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6.4 Darstellung und Charakterisierung von Nucleosid-Carbon-

saureamiden

Vorschrift F: Darstellung von 1-B-Uracilyl-2,3-p-methoxybenzyliden-D-riburon-
saureamiden (Amidkopplung)

1-B-Uracilyl-2,3-p-methoxybenzyliden-D-riburonsdure (1 mmol, 376 mg), ein
Kopplungsreagenz (s. u.) (1.1 mmol, [HBTU: 428 mg oder HCTU: 455 mg oder
PyBOP: 570 mgq]), und 1-Hydroxybenzotriazol (1.1 mmol, 149 mg) wurden
zusammen unter Argon in einem mit Septum verschlossenen Mehrhalskolben in 2 ml
trockenem DMF bei Raumtemperatur geldst. Diisopropylethylamin (DIPEA, Hunigs
Base) (1.1 mmol, 143 mg) wurde mit einer Spritze mit Kanlle zugegeben. Eine
dunkelgelbe Verfarbung der Ldsung zeigte die erfolgreiche Aktivierung der
Carbonsaure an. Nach einer Minute wurde die entsprechende Aminkomponente
(2 mmol, s.u.), geloést in einer Mischung aus trockenem DMF (2ml) und
Diisopropylethylamin (0,4 ml), mit einer Spritze mit Kanlle zugegeben. Die Lésung
wurde bei Raumtemperatur Gber Nacht gerthrt. Zur Aufarbeitung des Produkts
wurden die flichtigen Bestandteile bei 40 °C im Vakuum am Rotationsverdampfer
entfernt und der Rlckstand per Flash-Chromatographie Uber Kieselgel 60 mit
Dichlormethan:Methanol (40:1) als Eluent aufgereinigt. Die relevanten Fraktionen
wurden gesammelt und am Rotationsverdampfer entfernt, der Rickstand durch
Zugabe von Diethylether (20 ml) zur Kristallisation gebracht.

Vorschrift G: Darstellung von 1-B-Adenin-9-yl-2,3-p-methoxybenzyliden-D-
riburonsaureamiden (Amidkopplung)

1-B-Adenin-9-yI-2,3-p-methoxybenzyliden-D-riburonsdure (1 mmol, 399 mg) wurde
unter Argon in einer Mischung aus 2ml trockenem DMF wund 0.4 ml
Diisopropylethylamins in einem mit Septum verschlossenen Mehrhalskolben bei
Raumtemperatur gelést. Ein Kopplungsreagenz (s. u.) (1.1 mmol, [HBTU: 428 mg
oder HCTU: 455 mg oder PyBOP: 570 mg]) und 1-Hydroxybenzotriazol (1.1 mmol,
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149 mg), zusammen geldst in 2 ml trockenen DMFs, wurde durch eine Kanlle
hinzugeflgt. Darauf wurde wie unter Vorschrift F beschrieben weiter verfahren.

Vorschrift H: Abspaltung der p-Methoxybenzylidengruppe

Zur Abspaltung der Anisyliden-Schutzgruppe wurde das entsprechende 2’,3’-p-
Methoxybenzylidennucleosid-4’-carbonsdureamid (100 mg, s.u.) in einer Mischung
aus 3 ml Dichlormethan, 0,09 - 0,15 ml (s.u.) Trifluoressigsaure und einem Tropfen
Wasser geldést und bei Raumtemperatur gerihrt. Nach zwei bis drei Stunden (DC-
Kontrolle) wurden 50 ml Diethylether zugegeben, um das Produkt auszuféallen. Der
Niederschlag wurde abfiltriert und dreimal mit jeweils 20 ml Diethylether gewaschen.
Darauf folgte eventuell eine Aufreinigung per praparativer RP-HPLC. Hierzu wurde
das Produkt in einem Gemisch aus Wasser und Methanol (4:1; 7 ml) aufgenommen.
HPLC-Methode:

20 min Wasser:Methanol (4:1), isokratisch, dann

30 min Gradient: Methanol (100 %).

Die das Produkt enthaltende Fraktion wurde gefriergetrocknet.

6.4.1 2-[2-((2S,3R, 4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-

tetrahydrofuran-2-carboxamido)ethanamido]malonséurediethylester (154)

O (0] = (0]
N O N
HSC/\O \H/\N W/NH
@) H I o)
PN S
HC™ O "0 HO OH

Die Synthese des Riburonsaureamides aus 84 und 113 gelang nach Vorschrift F mit
HCTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 270 mg (57 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen

Schmelzpunkt: 247 °C
Aussehen: Farblose Kristalle
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Leicht Ioslich in: Methanol, Ethanol
Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) 5 11.30 (d, 1H, *J = 1.90 Hz, NH, Uracil); 8.85 (d, 1H,
3J = 7.25 Hz, CONH); 8.47 (t, 1H, 3J = 5.70 Hz, 5-CONH); 8.20 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz,
H-6); 5.92 (d, 1H, 3J = 6.95 Hz, H-1"); 5.64 (dd, 1H, 3J = 7.90 Hz und *J = 1.90 Hz, H-
5); 5.52 (d, 1H, 3J = 4.70 Hz, 3-OH); 5.50 (d, 1H, 3J = 6.00 Hz, 2-OH); 5.08 (d, 1H,
3) = 7.25 Hz, N-CH, Aminomalonat); 4.34 (d, 1H, 3J = 1.90 Hz, H-4); 4.24-4.11 (m,
5H, 2 x O-CH, und H-2’); 4.06 (ddd, 1H, %J = 2.2 Hz und 3J = 4.40 Hz und 3J = 4.75
Hz, H-3'); 3.86 (t, 2H,%J = 5.35 Hz, CH,, 2-Amidoethanamid); 1.19 (t, 6H, 2 x CHj).
3C.NMR (125 MHz, DMSO-dg) § 170.5 (C=0); 169.0 (C=0); 166.4 (C=0); 163.2 (C-
4); 151.2 (C-2); 141.4 (C-6); 102.3 (C-5); 87.7 (C-1); 83.2 (C-4'); 73.2 (C-2); 72.9
(3); 61.9 (2 x O-CHy); 56.3 (N-CH, Aminomalonat); 41.4 (CH,, 2-Amidoethanamid);
14.0 (2 x CHg).

ESI-MS: 471.0 ([M-H]), 473.0 ([M+H]").
C18H24N4O11 -0.5 HZO ber.: C:44.91 °/o; H: 5.18 cyo; N: 11.64 %

gef.: C:45.26 %; H:5.46 %; N:11.87 %

6.4.2 2-[2-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamidoethanamido]-(S)-asparaginsaurediethylester

(155)
0 0 =N\_0
§ O N
H,C™ O N 7//NH
H
H,C_ O O e (0]
HO OH
o)

Die Synthese des Riburonsaureamides aus 84 und 114 gelang nach Vorschrift F mit
HCTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet.
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Ausbeute: 238 mg (49 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 225 °C

[a]):-13.1 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Iéslich in: Wasser, Methanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 11.30 (d, 1H, *“J = 1.60 Hz, NH, Uracil); 8.46 (t, 1H,
3J = 5.65 Hz, 5-CONH); 8.38 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, CONH); 8.21 (d, 1H, 3J = 8.15 Hz,
H-6); 5.92 (d, 1H, 3J = 6.90 Hz, H-1"); 5.65 (dd, 1H, 3J = 8.20 Hz und *J = 1.85 Hz, H-
5); 5.52 (d, 1H, 3J = 4.45 Hz, 3-OH); 5.50 (d, 1H, 3J = 6.00 Hz, 2-OH); 4.63 (dd, 1H,
3J = 7.90 Hz und 3J = 6.30 Hz, N-CH, Asp); 4.34 (d, 1H, 3J = 1.90 Hz, H-4); 4.15
(pseudo-q, 1H, J = 6.00 Hz und ®J = 5.00 Hz und ®J = 6.65 Hz, H-2'); 4.12-4.02 (m,
5H, 2 x O-CH, und H-3); 3.77 (d, 2H, 3J = 6.00 Hz, CH,, 2-Amidoethanamid); 2.72
(AB-System mit A dd und B dd, 2H, ®J = 5.95 Hz und 2J = 16.40 Hz, O=C-CH,, Asp);
1.16 (t, 6H, 2 x CHa).

3C NMR (125 MHz, DMSO-d;) § 170.5 (C=0); 170.0 (C=0); 168.6 (C=0); 163.2 (C-
4); 151.2 (C-2); 141.4 (C-6); 102.3 (C-5); 87.7 (C-1°); 83.2 (C-4); 73.2 (C-2'); 72.9 (C-
3’); 61.0 und 60.5 (2 x O-CHy); 48.8 (N-CH, Asp); 41.6 (N-CH,, 2-Amidoethanamid);
36.1 (O=C-CHy, Asp); 14.1 (2 x CHa).

ESI-MS: 485.0 ((M-H]), 487.0 ((M+H[").

C19H26N4O11 . HZO ber.: C:43.68 %: H:5.75 %; N:10.72 %
gef.: C:43.27 %; H:4.96 %; N:10.68 %
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6.4.3 2-[2-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido)ethanamido]-(S)-glutaminsaurediethylester (156)
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Die Synthese des Riburonsaureamides aus 84 und 115 gelang nach Vorschrift F mit
HCTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 188 mg (38 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 196 °C

[a]): - 27.5 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: Wasser, Methanol

Schwer loslich in: Diethylether, Dichlormethan

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 11.30 (br s, 1H, NH, Uracil); 8.43 (t, 1H, 3J = 6.00
Hz, 5-CONH); 8.31 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, CONH); 8.23 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, H-6);
5.93 (d, 1H, 3J = 6.95 Hz, H-1’); 5.65 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, H-5); 5.52 (d, 1H, 3J = 4.75
Hz, 2-OH); 5.49 (d, 1H, ®J = 6.00 Hz, 3-OH); 4.35 (d, 1H, 3J = 1.90 Hz, H-4’); 4.27
(dt, 1H, 3J = 5.35 Hz und 3J = 7.55 Hz, N-CH, Glu); 4.14 (pseudo-q, 1H, 3J = 5.70 Hz
und 3J = 4.80 Hz und 3J = 6.95 Hz, H-2); 4.11-4.03 (m, 5H, 2 x O-CH, und H-3);
3.79 (d, 2H, 3J = 5.35 Hz, N-CH,, 2-Amidoethanamid); 2.34 (t, 2H, 3J = 7.90 Hz,
O=C-CH,, Glu); 1.98 und 1.82 (2 x m, 2 x 1H, 3J = 7.60 Hz, CH,, Glu); 1.16 (t, 6H, 2
x CHa).

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) § 172.2 (C=0); 171.6 (C=0); 170.4 (C=0); 168.8
(C=0); 163.2 (C-4); 151.2 (C-2); 141.4 (C-6); 102.2 (C-5); 87.7 (C-1); 83.2 (C-4);
73.2 (C-2); 72.9 (C-3’); 60.8 und 60.1 (2 x O-CHy); 51.3 (N-CH, Gilu), N-CH (2-
Amidoethanamid) unter dem L&sungsmittelsignal bei 40 ppm; 30.0 (O=C-CH,, Glu);
26.4 (CHy, Glu); 14.2 (2 x CHg).
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ESI-MS: 499.1 (IM-H]"), 501.0 ((M+H[*).

C20H28N4O11 . HZO ber.: C:48.80 °/o; H:5.69 cyo; N:10.52 %
gef.: C:48.76 %; H:5.34%; N:10.18 %

6.4.4 2-[3-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido)propanamido]malonsaurediethylester (157)
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Die Synthese des Riburonsaureamides aus 84 und 116 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 200 mg (41 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 189 °C

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht lIoslich in: Wasser, Methanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) 5 11.30 (s, 1H, NH, Uracil); 8.82 (d, 1H, °J = 7.25 Hz,
CONH); 8.27 (t, 1H, 3J = 5.35 Hz, 5-CONH); 8.23 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, H-6); 5.88 (d,
1H, 3J = 6.60 Hz, H-1"); 5.69 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, H-5); 5.48 (br s, 2H, 2’-OH und 3
OH); 5.07 (d, 1H, 3J = 7.25 Hz, N-CH, Aminomalonat); 4.24 (d, 1H, 3J = 2.20 Hz, H-
4'); 4.20 - 4.12 (m, 5H, 2 x O-CH; und H-2’); 3.99 (dd, 1H, %J = 2.20 Hz und ®J = 4.40
Hz, H-3); 3.29 (dt, 2H, ®J = 6.65 Hz und 3J = 5.35 Hz, N-CH,, 3-Amidopropanamid);
2.43 (t, 2H, ®J = 7.25 Hz, O=C-CH,, 3-Amidopropanamid); 1.19 (t, 6H, 2 x CHa).
3C-NMR (125 MHz, DMSO-d;) § 170.9 (C=0); 169.9 (C=0); 166.5 (C=0); 163.2 (C-
4); 151.1 (C-2); 141.4 (C-6); 102.2 (C-5); 87.9 (C-1); 83.2 (C-4’); 73.1 (C-2'und C-3);
61.8 (2 x O-CH>); 56.3 (N-CH, Aminomalonat); 35.2 (N-CH,, 3-Amidopropanamid);
34.4 (O=C-CH,, 3-Amidopropanamid); 14.0 (2 x CHjs).
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ESI-MS: 485.0 ((M-H]), 486.9 ((M+H[").

C19Ho6N4O11 - HO ber.: C:4523%; H:555%; N:11.11 %
gef.: C:4514%; H:5.06%; N:11.04 %

6.4.5 2-[3-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido)propanamido]-(S)-asparaginsaurediethylester
(158)
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Die Synthese des Riburonsaureamides aus 84 und 117 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschltzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 140 mg (28 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 193 °C

[a]}): - 9.86 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: Wasser, Methanol

Schwer loslich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) 5 11.30 (br s, 1H, NH, Uracil); 8.37 (d, 1H, 3J =
7.90 Hz, 5-CONH); 8.27 (t, 1H, 3J = 5.35 Hz, CONH); 8.23 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6);
5.88 (d, 1H, 3J = 6.60 Hz, H-1’); 5.68 (d, 1H, 3J = 8.15 Hz, H-5); 5.45 (br s, 2H, 2-OH
und 3-OH); 4.60 (dd, 1H, 3J = 6.95 Hz und 3J = 7.90 Hz, N-CH, Asp); 4.23 (d, 1H,
8J) = 2.55 Hz, H-4); 4.14 (dd, 1H, 3J = 4.70 Hz und 3J = 1.90 Hz, H-2'); 4.10 - 4.03 (m,
4H, 2 x O-CHy); 3.99 (dd, 1H, 3J = 2.55 Hz und 3J = 4.75 Hz, H-3’); 3.30 (dt, 2H, 3J =
7.30 Hz und ®J = 7.80 Hz, N-CH,, 3-Amidopropanamid); 2.70 (AB-System mit A dd
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und B dd, 1H, 3J = 6.60 Hz und 2J = 16.40 Hz, O=C-CHj, Asp); 2.31 (t, 2H, °J = 7.25
Hz, O=C-CH,, 3-Amidopropanamid); 1.15 (2 x t, 6H, 2 x CHs).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-d;) § 170.6 (C=0); 170.4 (C=0); 170.0 (C=0); 163.2 (C-
4); 151.1 (C-2); 141.4 (C-6); 102.2 (C-5); 87.9 (C-1’); 83.2 (C-4); 73.1 (C-2’ und C-
3’); 60.9 und 60.4 (2 x O-CHy,); 48.7 (N-CH, Asp); 36.1 (N-CH,, 3-Amidopropanamid);
35.4 (O=C-CH,, Asp); 34.8 (O=C-CH,, 3-Amidopropanamid); 14.1 (2 x CHa).

ESI-MS: 499.1 ([M-H]), 501.0 ([M+H]").

CaoH2sN4O11 - 0.5 H2O ber.: C:47.24%; H:571%; N:11.02%
gef.: C:47.47 %; H:5.67%; N:10.93 %

6.4.6 2-[3-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido)propanamido]-(S)-glutaminsaurediethylester
(159)
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Die Synthese des Riburonsaureamides aus 84 und 118 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2°,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 170 mg (33 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 152 °C

[a]):-17.0 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht loslich in: Wasser, Methanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan
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'"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 11.29 (d, 1H, *J = 1.55 Hz, NH, Uracil); 8.26 (d, 1H,
3J) = 7.25 Hz, CONH); 8.24 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6); 5.88 (d, 1H, 3J = 6.60 Hz, H-
1); 5.68 (dd, 1H, 3J = 8.20 Hz und *J = 2.20 Hz, H-5); 5.47 (d, 1H, 3J = 5.95 Hz, 2"
OH); 5.46 (d, 1H, 3J = 4.70 Hz, 3-OH); 4.24 (d, 1H, 3J = 2.55 Hz, H-4); 4.21 (dt, 1H,
3) = 5.35 Hz, N-CH, Glu); 4.14 (pseudo-qg, 1H, 3J = 6.00 Hz and 3J = 5.00 Hz and 3J =
6.00 Hz, H-2); 4.12-4.02 (m, 4H, 2 x O-CHy); 3.99 (ddd, 1H, %J = 2.50 Hz und %J =
4.75 Hz und ®J = 4.70 Hz, H-3’); 3.26 (t, 2H, 3J = 5.05 Hz, N-CH,, 3-Amidopropan-
amid); 2.35 (m, 4H, O=C-CH,, 3-Amidopropanamid und O=C-CH,, Glu); 1.95 - 1.81
(m, 2H, 3J = 6.60 Hz, CHy, Glu); 1.16 (2 x t, 6H, 2 x CHa).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 172.2 (C=0); 171.8 (C=0); 170.7 (C=0); 169.8
(C=0);163.2 (C-4); 151.1 (C-2); 141.4 (C-6); 102.2 (C-5); 88.0 (C-1’); 83.2 (C-4);
73.1 (C-2'); 73.0 (C-3); 60.7 und 60.5 (2 x O-CHy); 51.3 (N-CH, Glu); 35.3 (N-CH,, 3-
Amidopropanamid); 34.7 (O=C-CH,, Glu); 30.0 (O=C-CH,, 3-Amidopropanamid);
26.2 (CH,, Glu); 14.2 und 14.1 (2 x CHy).

ESI-MS: 513.0 ([M-H]), 515.0 ([M+H]").
Co1H39N4O11 - HO ber.: C:47.72%; H:6.06%; N:10.60 %

gef.: C:47.69%; H:5.87%; N:10.47 %

6.4.7 2-[4-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido)butanamido]malonsaurediethylester (160)

o JXWJ\Q’W

HO OH
Die Synthese des Riburonsaureamides aus 84 und 119 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschltzung der 2°,3’-Position des Nucleosids

nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 320 mg (61 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 135 °C
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Aussehen: Farblose Kristalle
Leicht loslich in: Wasser, Methanol
Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 11.29 (br s, 1H, NH, Uracil); 8.73 (d, 1H, 3J = 6.60
Hz, CONH); 8.31 (t, 1H, 3J = 6.90 Hz, 5-CONH); 8.28 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, H-6); 5.87
(d, 1H, 3J = 6.30 Hz, H-1’); 5.68 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-5); 5.49 (2 x d, 1H, 3J = 6.00
Hz, 2-OH und 3J = 5.05 Hz, 3-OH); 5.07 (d, 1H, 3J = 7.55 Hz, N-CH, Aminomalonat);
4.24 (d, 1H, 3J = 2.50 Hz, H-4); 4.22 — 4.11 (m, 5H, 2 x O-CH, und H-2); 3.99 (ddd,
1H, 3J = 2.85 Hz und ®J = 4.70 Hz und 3J = 4.70 Hz, H-3’); 3.08 (dt, 2H, 3J = 6.95 Hz
und ®J = 7.25 Hz, N-CH,, 4-Amidobutanamid); 2.22 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz, O=C-CH,, 4-
Amidobutanamid); 1.65 (tt, 2H, 3J = 7.25 Hz, CH,, 4-Amidobutanamid); 1.18 (t, 6H, 2
x CHg).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-d;) § 172.3 (C=0); 170.0 (C=0); 169.9 (C=0); 163.6 (C-
4); 151.1 (C-2); 141.4 (C-6); 102.1 (C-5); 88.2 (C-1’); 83.3 (C-4); 73.3 (C-2); 73.1 (C-
3’); 63.5 (2 x O-CHy); 56.3 (N-CH, Aminomalonat); 38.3 (N-CHz, 4-Amidobutanamid);
32.2 (O=C-CHy, 4-Amidobutanamid); 25.2 (CH,, 4-Amidobutanamid); 14.0 (2 x CHs).

ESI-MS: 499.0 ([M-H]), 501.0 ([M+H]").

CooH2gN4O11 - 1.5 H20 ber.: C:48.00%; H:5.64%; N:11.19%
gef.: C:48.00%; H:5.85%; N:11.01 %
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6.4.8 2-[4-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido)butanamido]-(S)-asparginsaurediethylester
(161)
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Die Synthese des Riburonsaureamides aus 84 und 120 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschltzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 272 mg (53 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 256 °C

[a]): - 7.20 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: Wasser, Methanol

Schwer loslich in: Diethylether, Dichlormethan

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & 11.27 (d, 1H, 3J = 1.55 Hz, NH, Uracil); 8.34 (d, 3H,
3J = 8.20 Hz, H-6); 8.30 (t, 1H, 3J = 7.25 Hz, CONH); 8.26 (d, 1H, °J = 5.70 Hz, 5™-
CONH); 5.86 (d, 1H, ®J = 6.30 Hz, H-1’); 5.68 (dd, 1H, 3J = 8.20 Hz und *J = 2.20 Hz,
H-5); 5.50 (d, 2H, 3J = 5.70 Hz, 2-OH); 5.49 (d, 1H, 3J = 3.15 Hz, 3-OH); 4.59 (dd,
1H, 3J = 7.25 Hz and 3J = 6.60 Hz, N-CH, Asp); 4.24 (d, 1H, 3J = 2.80 Hz, H-4); 4.17
(pseudo-qg, 1H, 3J = 5.65 Hz und 5.05 Hz und 3J = 5,70 Hz, H-2'); 4.10-4.02 (m, 4H, 2
x O-CHy); 3.98 (pseudo-g, 1H, 3J = 5.70 Hz und 3J = 2.80 Hz und °J = 3.15 Hz, H-3');
3.08 (t, 2H, 3J = 6.65 Hz and 3J = 6.95 Hz, N-CH,, 4-Amidobutanamid); 2.77-2.63
(AB-System mit A dd und B dd, 3J = 6.30 Hz und 2J = 16.40 Hz, O=C-CH,, Asp); 2.11
(t, 2H, 3J = 7.25 Hz, O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 1.63 (tt, 2H, 3J = 7.25 Hz, CHy,
4-Amidobutanamid); 1.18-1.13 (2 x t, 6H, 2 x CH3).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 171.9 (C=0); 170.8 (C=0); 170.0 (C=0); 169.9
(C=0); 163.2 (C-4); 151.1 (C-2); 141.4 (C-6); 102.1 (C-5); 88.3 (C-1’); 83.3 (C-4);
73.3 (C-2’); 73.1 (C-3); 60.9 und 60.4 (2 x O-CHy); 48.7 (N-CH, Asp); 38.3 (N-CHy,
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4-Amidobutanamid); 36.1 (O=C-CH,, Asp); 32.6 (O=C-CHj, 4-Amidobutanamid);
25.2 (CHg, 4-Amidobutanamid); 14.1 (2 x CHjs).

ESI-MS: 512.8 ([M-H]"), 515.0 ((M+H]*).

Co1H3oN4O11 - 3.5 H-O ber.: C:48.81 %; H:5.97%; N:9.54 %
gef.: C:48.66 %; H:5.61%; N:9.70 %

6.4.9 2-[4-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido)butanamido]-(S)-glutaminsdurediethylester
(162)
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Die Synthese des Riburonsaureamides aus 84 und 121 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2°,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 296 mg (56 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 132 °C

[a]):-11.1 (Wasser)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: Methanol, Ethanol

Schwer loslich in: Diethylether, Dichlormethan

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 11.29 (d, 1H, *J = 1.90 Hz, NH, Uracil); 8.31 (t, 1H,
%) = 5.65 Hz, 5-CONH); 8.28 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6); 8.18 (d, 1h, 3J = 7.55 Hz,
CONH); 5.86 (d, 1H, 3J = 6.30 Hz, H-1); 5.68 (dd, 1H, 3J = 7.85 Hz und *J = 2.20 Hz,
H-5); 5.49 (d, 1H, 3J = 5.65 Hz, 2"-OH); 5.48 (d, 1H, 3J = 4.75 Hz, 3-OH); 4.24 (d, 1H,
3) = 2.55 Hz, H-4'); 4.21 (dt, 1H, 3J = 7.55 Hz und 3J = 5.35 Hz, N-CH, Glu); 4.16
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(pseudo-g, 1H, 3J = 6.00 Hz und ®J = 4.70 Hz und ®J = 6.00 Hz, H-2'); 4.09-4.02 (m
4H, 2 x O-CHy); 3.99 (ddd, 1H, 3J = 2.55 Hz und 3J = 4.90 Hz und 3J = 4.45 Hz, H-3');
3.09 (dt, 2H, 3J = 6.65 Hz, N-CH,, 4-Amidobutanamid); 2.34 (t, 2H,%J = 6.60 Hz,
O=C-CH,, Glu); 2.12 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz, O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 1.96 und
1.86 (2 x m, 2 x 1H, 3J = 6.60 Hz, CHy, Glu); 1.63 (it, 2H, 3J = 7.25 Hz, CHp, 4-
Amidobutanamid); 1.16 (2 x t, 6H, 2 x CHs).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 172.2 (C=0); 172.1 (C=0); 170.0 (C=0); 163.2 (C-
4);151.1 (C-2); 141.4 (C-6); 102.1 (C-5); 88.2 (C-1’); 83.3 (C-4’); 73.3 (C-2"); 73.1 (C-
3’); 60.6 und 60.1 (2 x O-CHy); 51.3 (N-CH, Glu); 38.4 (N-CH,, 4-Amidobutanamid);
32.6 (O=C-CHy, Glu); 30.0 (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 26.2 (CHz, Glu); 25.2
(CH2, 4-Amidobutanamid); 14.1 (2 x CHa).

ESI-MS: 527.0 ([M-H]), 529.0 ([M+H]").
CooH32N4O11 - 1.5 HO ber.: C:47.57 %; H:6.31%; N:10.09 %

gef.: C:47.76 %; H:6.32%; N:9.67 %

6.4.10 2-[2-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)ethanamido]-(S)-asparaginsaure-
dibenzylester (163)
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Die Synthese des Riburonsdureamides aus 84 und 122 gelang nach Vorschrift F mit
HCTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids

nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 250 mg (41 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen

169



Schmelzpunkt: 187 °C

[a]}): - 16.3 (Methanol)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht Ioslich in: Methanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 11.30 (s, 1H, NH, Uracil); 8.51 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz,
H-6); 8.47 (t, 1H, 3J = 5.70 Hz, 5-CONH); 8.22 (d, 1H, J = 7.90 Hz, CONH); 7.37 —
7.31 (m, 10H, 10 X CHpheny); 5.93 (d, 1H, °J = 6.95 Hz, H-1’); 5.63 (d, 1H, ®J = 8.20
Hz, H-5); 5.52 und 5.51 (2 x br s, 2H, 2°-OH und 3’-OH); 5.08 und 5.07 (2 x s, 2 X 2H,
2 x O-CHy); 4.74 (dt, 1H, 3J = 6.60 Hz und 3J = 7.55 Hz, N-CH, Asp); 4.36 (d, 1H, 3J
=1.90 Hz, H-4); 4.15 (br s, H-2"); 4.07 (br s, H-3"); 3.78 (d, 2H, 3J = 6.00 Hz, N-CHy,
2-Amidoethanamid); 2.85 (AB-System mit A dd und B dd, 2H, ®J = 6.90 Hz und 2J =
16.70 Hz, O=C-CHy, Asp).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 170.5 (C=0); 170.4 (C=0); 169.9 (C=0); 168.7
(C=0); 163.2 (C-4); 151.2 (C-2); 141.4 (C-6); 135.9 und 135.8 (2 x O-CHa2-Cpheny));
128.5 — 127.8 (10 x CHphenyl); 102.3 (C-5); 87.7 (C-1’); 83.2 (C-4'); 73.2 (C-2)); 72.9
(C-8’); 66.5 und 66.1 (O-CHy); 48.8 (N-CH, Asp); 41.6 (N-CH, 2-Amidoethanamid);
35.9 (O=C-CHy, Asp).

ESI-MS: 608.8 ([M-H]), 611.0 ([M+H]").

CogH30N4O11 - 2.5 H20O ber.: C:53.13%; H:5.34%; N:8.55%
gef.: C:52.87 %; H:5.43%; N:8.36%
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6.4.11 2-[2-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Diox0-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)ethanamido]-(S)-glutaminsaure-
dibenzylester (164)
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Die Synthese des Riburonsaureamides aus 84 und 123 gelang nach Vorschrift F mit
HCTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 220 mg (35 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 176 °C

[a] ) : - 21.7 (Methanol)

Aussehen: Farblose Kristalle
Leicht I6slich in: Methanol
Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 11.30 (br s, 1H, NH, Uracil); 8.44 (t, 1H, °J = 6.00
Hz, 5-CONH); 8.39 (d, 1H, 3J = 7.55 Hz, CONH); 8.23 (d, 1H, %J = 8.20 Hz, H-6);
7.37 —7.29 (m, 10H, 10 x CHpheny)); 5.93 (d, 1H, ®J = 6.95 Hz, H-1’); 5.63 (d, 1H, °J =
7.90 Hz, H-5'); 5.52 (d, 1H, 3J = 4.40 Hz, 3-OH); 5.50 (d, 1H, 3J = 5.65 Hz, 2"-OH);
5.11und 5.07 (2 x s, 2x 2H, 2 x O-CHy ); 4.37 (dt, 1H, 3J = 5.35 Hz und 3J = 7.55 Hz,
N-CH, Glu); 4.35 (d, 1H, 3J = 1.85 Hz, H-4’); 4.14 (pseudo-q, 1H, 3J = 5.70 Hz und 3J
= 5.35 Hz und 3J = 5.65 Hz, H-2); 4.07 (br s, 1H, H-3"); 3.79 (d, 2H, 3J = 5.65 Hz, N-
CHa, 2-Amidoethanamid); 2.43 (m, 2H, °J = 7.85 Hz, O=C-CH,, Glu); 2.04 und 1.88
(2xm, 2x 1H, 3J = 5.65 Hz und 3J = 7.90 Hz, 0.5 x CH,, Glu).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-dg) & 172.1 (C=0); 171.5 (C=0); 170.5 (C=0); 168.9
(C=0); 163.2 (C-4); 151.2 (C-2); 141.4 (C-6); 136.2 und 136.0 (2 x O-CHa-Cpheny);
128.6 — 127.9 (10 x CHphenyl); 102.3 (C-5); 87.7 (C-1’); 83.2 (C-2); 73.2 (C-2)); 72.9
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(C-3'); 66.2 und 65.7 (2 x O-CHp); 51.4 (N-CH, Glu); 41.5 (N-CH,, 2-Amidoethan-
amid); 29.9 (O=C-CH,, Glu); 26.3 (CH2, Glu).

ESI-MS: 637.0 ([M-H]), 638.8 ([M+H]").

C3oH32N4O41 - 3 HO ber.: C:53.10%; H:5.61%; N:8.26 %
gef.: C:53.10%; H:5.39%; N:8.54 %

6.4.12 2-[3-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Diox0-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)propanamido]-(S)-asparaginsaure-
dibenzylester (165)
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Die Synthese des Riburonsdureamids aus 84 und 124 gelang nach Vorschrift F mit
HBTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 132 mg (21 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 168 °C

[a]}): - 12.3 (Methanol)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: Methanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 11.29 (br s, 1H, NH, Uracil); 8.48 (d, 1H, 3J = 7.85
Hz, H-6); 8.29 (t, 1H, 3J = 5.95 Hz, 5-CONH); 8.24 (d, 1H, 3J = 8.15 Hz, CONH); 7.37
- 7.30 (m, 10H, 10 x CHpheny)); 5.88 (d, 1H, °J = 6.60 Hz, H-1°); 5.68 (d, 1H, °J = 8.20
Hz, H-5); 5.08 und 5.06 (2 x s, 2 x 2H, 2 x O-CHy); 4.72 (dt, 1H, 3J = 6.95 Hz und 3J =
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7.55 Hz, N-CH, Asp); 4.25 (d, 1H, 3J = 2.50 Hz, H-4’); 4.15 (dd, 1H, ®J = 4.75 Hz und
%) = 6.65 Hz, H-2'), 4.00 (dd, 1H, 3J = 4.70 Hz und 3J = 2.50 Hz, H-3’); 3.27 (dt, 2H,
8J = 7.25 Hz und 3J = 6.95 Hz, N-CH,, 3-Amidopropanamid); 2.90 — 2.75 (AB-System
mit A dd und B dd, 2H, 3J = 6.30 Hz und 2J = 16.40 Hz, O=C-CH,, Asp); 2.31 (t, 2H,
%) =6.90 Hz, O=C-CH,, 3-Amidopropanamid).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 170.6 (C=0); 170.5 (C=0); 170.0 (C=0); 169.9
(C=0); 163.2 (C-4); 151.1 (C-2); 141.3 (C-6); 136.0 und 135.9 (2 x CHz2-Cpneny);
128.5 — 127.8 (10 X Cpheny)); 102.2 (C-5); 88.0 (C-1°); 83.2 (C-4); 73.1 (C-2' und C-3’);
66.4 und 66.0 (O-CHp); 48.7 (N-CH, Asp); 36.0 (N-CH,, 3-Amidopropanamid); 35.4
(O=C-CHy, Asp); 34.8 (O=C-CH>, 3-Amidopropanamid).

ESI-MS: 622.8 ([M-H]), 624.8 ([M+H]").

C30H32N4O11 -4.5 HZO ber.: C:51.06 °/o; H: 5.81 ‘%; N: 7.94 %
gef.: C:50.80 %; H:513%; N:7.87 %

6.4.13 2-[3-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)propanamido]-(S)-glutaminsaure-
dibenzylester (166)
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Die Synthese des Riburonsdureamids aus 84 und 125 gelang nach Vorschrift F mit
HBTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2°,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 110 mg (18 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen

Schmelzpunkt: 170 °C
[a]: - 18.2 (Methanol)
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Aussehen: Farblose Kristalle
Leicht loslich in: Methanol
Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 11.29 (br s, NH, Uracil); 8.34 (d, 1H, 3J = 7.55,
CONH); 8.30 (t, 1H, 3J = 5.70 Hz, 5-CONH); 8.25 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6); 7.37 —
7.30 (m, 10H, 10 x CHgheny); 5.88 (d, 1H, 3J = 6.35 Hz, H-1"); 5.68 (d, 1H, 3J = 8.20
Hz, H-5); 5.10 und 5.07 (2 x s, 2 x 2H, 2 x O-CHy); 4.32 (dt, 1H, 3J =5.05 Hz und 3J =
8.20 Hz, N-CH, Glu); 4.25 (d, 1H, 3J = 2.20 Hz, H-4’); 4.15 (dd, 1H, 3J = 4.70 Hz und
3J = 6.60 Hz, H-2"); 4.00 (dd, 1H, 3J = 2.20 Hz und 3J = 4.70 Hz, H-3'); 3.28 (dt, 2H,
3J = 6.95 Hz und ®J = 5.65 Hz, N-CH,, 3-Amidopropanamid); 2.42 (t, 2H, 3J = 7.55 Hz,
O=C-CHjy, Glu); 2.34 (t, 2H, 3J = 6.95 Hz, O=C-CH,, 3-Amidopropanamid); 2.00 und
1.86 (2 xm, 2 x 1H, 3J = 7.60 Hz und 3J = 5.95 Hz, CH,, Glu).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 172.1 (C=0); 171.7 (C=0); 170.8 (C=0); 170.0
(C=0); 163.2 (C-4); 151.1 (C-2); 141.4 (C-6); 136.2 und 136.0 (2 x O-CHa2-Cpheny));
128.5 — 127.9 (10 x CHprheny); 102.2 (C-5); 88.0 (C-1’); 83.2 (C-4’); 73.1 (C-2’ und C-
3’); 66.1 und 65.7 (2 x O-CHy); 51.4 (N-CH, Glu); 35.4 (N-CH,, 3-Amidopropanamid);
34.7 (O=C-CHy, 3-Amidopropanamid); 30.0 (O=C-CH,, Glu); 26.1 (CH,, Glu).

ESI-MS: 637.0 ((M-H]"), 639.0 ((M+H[*).

C31H34N4O41 - 7 H0 ber.: C:48.81%; H:6.30%; N:7.35%
gef.: C:48.33%; H:6.00%; N:7.77 %
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6.4.14 2-[4-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Diox0-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)butanamido]-(S)-asparginsaure-
dibenzylester (167)

ijw*@‘vrm

HO OH

Die Synthese des Riburonsdureamids aus 84 und 126 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 430 mg (68 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 169 °C

[a]: - 16.4 (Methanol)

Aussehen: Farblose Kristalle

Leicht I6slich in: Methanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds), & 11.29 (d, 1H, *J = 1.55 Hz, NH, Uracil); 8.38 (d, 1H,
3J = 7.85 Hz, CONH); 8.31 (t, 1H, 3J = 5.65 Hz, 5-CONH); 8.28 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz,
H-6); 7.36 — 7.30 (m, 10H, 10 X CHppeny)); 5.87 (d, 1H, °J = 6.35 Hz, H-1"); 5.67 (dd,
1H, 3J = 8.20 Hz und *J = 1.90 Hz, H-5); 5.49 (br s, 2H, 2-OH und 3’-OH); 5.08 und
5.07 (2x s, 2 x 2H, 2 x O-CH,); 4.71 (dt, 1H, 3J = 6.30 Hz und 3J = 7.90 Hz, N-CH,
Asp); 4.25 (d, 1H, 3J = 2.50 Hz, H-4); 4.17 (br s, H-2); 3.99 (br s, H-3); 3.07 (dt, 2H,
%) = 6.90 Hz und 3J = 6.00 Hz, N-CH,, 4-Amidobutanamid); 2.82 (AB-System mit A
dd und B dd, 2H, 3J = 7.55 Hz und 2J = 16.35 Hz, O=C-CH,, Asp); 2.10 (t, 2H, 3J =
6.90 Hz, O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 1.61 (it, 2H, % = 7.25 Hz, CH,, 4-
Amidobutanamid).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-dg), 5 172.0 (C=0); 170.7 (C=0); 170.0 (C=0); 169.9
(C=0); 163.2 (C-4); 151.1 (C-2); 141.4 (C-6); 136.0 und 135.9 (2 x O-CH2-Cpheny);
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128.5 — 127.9 (10 X CHpheny); 105.2 (C-5); 94.3 (C-1’); 85.6 (C-4'); 73.3 (C-2); 73.1
(C-3); 66.4 und 66.0 (2 x O-CHp); 51.9 (N-CH, Asp); 41.3 (N-CH,, 4-
Amidobutanamid); 38.8 (O=C-CH,, Asp), 35.6 (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 27.4
(CH>, 4-Amidobutanamid).

ESI-MS: 637.0 ([M-H]), 638.8 ([M+HJ").

C31H34N4O14 - 2 HO ber.: C:55.19%; H:5.64%; N:831%
gef.: C:55.09 %; H:5.30%; N:8.60 %

6.4.15 2-[4-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)butanamido]-(S)-glutaminsaure-
dibenzylester (168)
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Die Synthese des Riburonsaureamids aus 84 und 127 gelang nach Vorschrift F mit
HBTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids

nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet.

Ausbeute: 420 mg (64 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 160 °C
[a]}): - 23.8 (Methanol)

Aussehen: Farblose Kristalle
Leicht I6slich in: Methanol
Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-de), § 11.29 (d, 1H, *J = 1.90 Hz, NH, Uracil); 8.31 (t, 1H,
3J= 5.70 Hz, 5-CONH); 8.28 (d, 1H, ®J = 8.20 Hz, H-6); 8.24 (d, 1H, ®J = 7.60 Hz,
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CONH); 7.37 — 7.30 (m, 10H, 10 x CHgheny); 5.87 (d, 1H, 3J = 6.30 Hz, H-1’); 5.67 (dd,
1H, 3J = 8.20 Hz und *J = 2.20 Hz, H-5); 5.55 (br s, 2H, 2’-OH und 3’-OH); 5.10 und
5.07 (2x s, 2 x 2H, 2 x O-CHy); 4.31 (dt, 1H, 3J = 5.35 Hz und 3J = 7.55 Hz, N-CH,
Glu); 4.25 (d, 1H, 3J = 2.85 Hz, H-4’); 4.17 (dd, 1H, 3J = 4.75 Hz und 3J = 6.30 Hz, H-
2’); 3.98 (dd, 1H, 3J = 2.85 Hz und °J = 4.40 Hz, H-3); 3.07 (dt, 2H, 3J = 6.60 Hz, N-
CHa, 4-Amidobutanamid); 2.42 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz, O=C-CH,, Glu); 2.12 (t, 2H, °J =
7.25 Hz, O=C-CHj, 4-Amidobutanamid); 2.01 und 1.84 (2 x m, 2 x 1H, °J = 5.65 Hz
und 3J = 7.25 Hz, Glu); 1.62 (i, 2H, 3J = 7.25 Hz, CHo, 4-Amidobutanamid).
3C-NMR (500 MHz, DMSO-dg), 5 172.3 (C=0); 172.1 (C=0); 171.8 (C=0); 170.0
(C=0); 163.2 (C-4); 151.1 (C-2); 141.4 (C-6); 136.2 und 136.1 (2 x O-CHa-Cpheny);
128.5 — 127.9 (10 x CHphenyl); 102.1 (C-5); 88.2 (C-1°); 83.3 (C-4'); 73.3 (C-2); 73.1
(C-3); 66.1 und 65.7 (2 x O-CHy); 51.4 (N-CH, Glu); 38.4 (N-CH,, 4-
Amidobutanamid); 32.6 (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 30.0 (O=C-CH,, Glu); 26.1
(CHy, Glu); 25.2 (CHa, 4-Amidobutanamid).

ESI-MS: 651.0 ((M-H]"), 653.0 ((M+H[*).

032H36N4O11 . HZO ber.: C:57.31 °/o; H: 5.67 ‘%; N: 8.36 %
gef.: C:5712%; H:555%; N:855%

6.4.16 2-[(2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido]ethanamidomethylphosphonsaurediethylester
(147)

Die Synthese des Riburonsaureamides aus 84 und 103 gelang nach Vorschrift F mit
HCTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit
praparativer HPLC aufgereinigt.
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Ausbeute: 190 mg (41 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 105 °C

HPLC: i, = 8,06 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, MeOD) & 8.10 (d, 1H, 3J = 7.85 Hz, H-6); 5.91 (d, 1H, 3J = 5.95
Hz, H-1’); 5.77 (d, 1H, 3J = 7.85 Hz, H-5); 4.50 (dd, 1H, 3J = 5.35 Hz und 3J = 5.70 Hz,
H-2°); 4.48 (d, 1H, J = 2.85 Hz, H-4’); 4.44 (dd, 1H, 3J = 5.0 Hz und 3J = 3.15 Hz, H-
3),4.22-4.15 (2 x q, 4H, 2 x O-CHy); 4.10 — 3.83 (AB-System mit A d und B d, 2H,
2) = 17.00 Hz, N-CHj, 2-Amidoethanamid); 3.84 — 3.72 (AB-System mit A dd und B
dd, 2H, 2Jyp = 11.65 Hz und 2J = 15.75 Hz, CHx-P, Methylphosphonat); 1.35 (2 x t,
6H, 2 x CHg).

3C-NMR (125 MHz, MeOD) § 173.2 (C=0); 171.6 (C=0); 166.4 (C-4); 153.1 (C-2);
144.9 (C-6); 103.5 (C-5); 93.9 (C-1’); 85.7 (H-4’); 74.9 (H-2); 74.2 (H-3'); 64.5 (2 x O-
CHy); 43.4 (N-CH,, 2-Amidoethanamid); 35.7 (d, 1Jc,p = 157.6 Hz, CH>-P, Methyl-
phosphonat); 17.0 (2 x CHjs).

3P-NMR (202 MHz, MeOD) § 22.1.

ESI-MS: 463.1 ([M-H]), 465.3 ((M+H]").

C16H25N4010P -2 H0 ber.: C: 38.34 %:; H:5.79 %; N:11.18 %
gef.: C:38.35%; H:5.96%; N:11.25%
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6.4.17 2-[2-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)ethanamido]ethylphosphonséaure-
diethylester (153)
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Die Synthese des Riburonsaureamids aus 84 und 106 gelang nach Vorschrift F mit
HCTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit

praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 228 mg (48 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 131 °C

HPLC: t, = 9,42 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'"H-NMR (500 MHz, MeOD) & 8.12 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6); 5.93 (d, 1H, 3J = 5.95
Hz, H-1°); 5.78 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-5); 4.48 (dd, 1H, J = 5.35 Hz und °J = 6.00 Hz,
H-2'); 4.48 (d, 1H, 3J = 3.15 Hz, H-4’); 4.40 (dd, 1H, 3J = 5.05 Hz und 3J = 3.20 Hz, H-
3); 4.19 - 4.12 (2 x g, 4H, 2 x O-CH_); 4.01 - 3.83 (AB-System mit A d und B d, 2H,
2) = 16.70 Hz, N-CH, 2-Amidoethanamid); 3.50 (m, 2H, 3J = 7.55 Hz und 3Jyp =
12.95 Hz, N-CH,, Aminoethylphosphonat); 2.16 — 2.09 (m, 2H, 3Jxa = 7.55 und 2Jyp
= 18.35 Hz, CH>-P, Aminoethylphosphonat); 1.37 (t, 6H, 2 x CHj3).

3C-NMR (125 MHz, MeOD) § 173.2 (C=0); 171.6 (C=0); 166.4 (C-4); 153.0 (C-2);
144.6 (C-6); 103.4 (C-5); 93.1 (C-1); 85.4 (C-4'); 74.8 (C-2'); 74.1 (C-3'); 63.8 (2 x O-
CHy); 43.5 (N-CHz, 2-Amidoethanamid); 34.9 (N-CH,, Aminoethylphosphonat); 26.5
(d, "Jcp = 138.3 Hz, CHx-P, Aminoethylphosphonat); 17.0 (2 x CHs).

$IP_.NMR (202 MHz, MeOD) § 28.8.

ESI-MS: 477.1 ([M-H]), 479.0 (M+H[").
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C17H27N4O10P ber.: C:42.68%; H:5.69%; N:11.71%
gef.: C:4254%; H:5.76%; N:11.56 %

6.4.18 4-[2-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)ethanamido]benzylphosphon-
saurediethylester (144)

Die Synthese des Riburonsdureamids aus 84 und 107 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschltzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit
praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 310 mg (57 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 159 °C

HPLC: t, = 33,20 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer loslich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, MeOD) § 8.18 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, H-6); 7.58 (d, 2H, 3J = 8.85
Hz, 2 x CHneta, Benzylphosphonat); 7.31 (dd, 2H, 3J = 8.80 Hz und *J = 2.80 Hz, 2 x
CHortno, Benzylphosphonat); 6.02 (d, 1H, J = 6.30 Hz, H-1°); 5.78 (d, 1H, 3J = 8.20
Hz, H-5); 4.51 (d, 1H, 3J = 3.20 Hz, H-4’); 4.47 (dd, 1H, %J = 5.05 Hz und °J = 5.95 Hz,
H-2'); 4.41 (dd, 1H, ®J = 3.20 Hz und 3J = 5.05 Hz, H-3); 4.19 — 4.01 (AB-system mit
A d und B d, teilweise Uberlappend mit 2 x O-CH,, 2H, 2J = 16.35 Hz, N-CH,, 2-
Amidoethanamid); 4.09 — 4.01 (2 x q, 4H, 2 x O-CHy); 3.25 (d, 2H, 2Jyp = 21.45 Hz,
CHz-P, Benzylphosphonat); 1.29 (t, 6H, 2 x CHj).
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3C-NMR (125 MHz, MeOD) § 173.2 (C=0); 169.5 (C=0); 166.4 (C-4); 153.1 (C-2);
144.3 (C-6); 138.9 (C-NH, Benzylphosphonat); 131.7 (2 X CHmeta, Benzyl-
phosphonat); 128.7 (d, 2Jcp = 9.4 Hz, C-CHx-P, Benzylphosphonat); 121.5 (2 x
CHortho, Benzylphosphonat); 103.5 (C-5); 92.2 (C-1°); 85.3 (C-4); 74.9 (C-2); 74.1 (C-
3); 64.1 und 64.0 (2 x O-CHy); 43.9 (N-CHy, 2-Amidoethanamid); 33.4 (d, 'Jcp =
137.5 Hz, CH>-P, Benzylphosphonat); 17.0 und 16.9 (2 x CHs).

$IP-NMR (202 MHz, MeOD) § 26.7.

ESI-MS: 539.3 ([M-H]), 541.0 ((M+H[").

022H29N4010P -4.25 HZO ber.: C:42.82 o/o; H: 6.08 cyo; N: 9.08 %
gef.: C:42.67 %; H:5.60%; N:8.82%

6.4.19 2-[(2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido]ethanamidomethylendiphosphonsauretetra-
ethylester (150)

Die Synthese des Riburonsdureamids aus 84 und 110 gelang nach Vorschrift F mit
HCTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit

praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 240 mg (40 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 119 °C

HPLC: t, = 12,20 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser, Methanol, Ethanol
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Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg), 5 11.30 (d, 1H, 3J = 1.85 Hz, NH, Uracil); 8.74 (d, 1H,
3J = 9.80 Hz, CONH); 8.51 (t, 1H, 3J = 5.65 Hz, 5-CONH); 8.23 (d, 1H, 3J = 8.15 Hz,
H-6); 5.92 (d, 1H, 3J = 6.90 Hz, H-1"); 5.62 (dd, 1H, 3J = 7.90 Hz und *J = 2.20 Hz, H-
5); 5.52 (br s, 2H, 2-OH und 3-OH); 4.82 (td, 1H, 3J = 9.75 Hz and 2Jyp = 22.35 Hz,
N-CH, Methylbisphosphonat); 4.35 (d, 1H, ®J = 1.90 Hz, H-4’); 4.20 — 3.99 (br s, 10H,
4 x O-CH,, H-2’ und H-3’); 3.85 (AB-System mit A dd und B dd, 1H, 3J = 5.70 Hz und
2) = 17.30 Hz, N-CH,, 2-Amidoethanamid); 1.22 (br s, 12H, 4 x CHa).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-dg), § 170.5 (C=0); 168.7 (C=0); 163.2 (C-4); 151.2 (C-
2); 141.4 (C-6); 102.2 (C-5); 87.8 (C-17); 83.2 (C-4’); 73.9 (C-2); 72.2 (C-3’); 63.1 (4 x
O-CHy); 43.5 (1, teilweise vom Lésungsmittelsignal verdeckt, 'Jcp = 1455.5 Hz, N-CH,
Methylbisphosphonat); N-CH> (2-Amidoethanamid) unter dem L&sungsmittel-signal
bei 42 ppm, 16.3 (4 x CH3).

3IP-NMR (202 MHz, DMSO-dg), 15.8

ESI-MS: 598.8 ([M-H]"), 601.0 ((M+H[*).

Co3H31N4O19P - 5 H0 ber.: C:34.78%; H:5.38%; N:8.12%
gef.: C:34.47 %; H:5.09%; N:8.14%

6.4.20 3-[(2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido]propanamidomethylphosphonsaurediethyl-
ester (148)

H,G
\ 0 0 /4\%0
o]
ch\/OSPAN)K/\NJ\gNW/NH
I H H
0 i 0
HO OH

Die Synthese des Riburonsdureamids aus 84 und 104 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschltzung der 2’,3’-Position des Nucleosids

nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit
praparativer HPLC aufgereinigt.
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Ausbeute: 170 mg (36 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 94 °C

HPLC: t, = 12,20 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'"H-NMR (500 MHz, MeOD) § 8.13 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6); 5.91 (d, 1H, 3J = 6.00
Hz, H-1°); 5.79 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-5); 4.44 (dd, 1H, 3J = 5.05 Hz und 3J = 5.95 Hz,
H-2'); 4.38 (d, 1H, 3J = 3.20 Hz, H-4’); 4.28 (dd, 1H, 3J = 5.05 Hz und 3J = 3.15 Hz, H-
3); 421 — 415 (2 x q, 4H, 2 x O-CHy); 3.74 (d, 2H, 2Jup = 11.65 Hz, CHy-P,
Methylphosphonat); 3.51 (m, 2H, 3J = 6.65 Hz, N-CH,, 3-Amidopropanamid); 2.53 (br
m, 2H, 3J = 6.60 Hz, O=C-CHy, 3-Amidopropanamid); 1.37 (2 x t, 6H, 2 x CHa).
3C-NMR (125 MHz, MeOD) § 173.7 (C=0); 172.6 (C=0); 166.8 (C-4); 153.2 (C-2);
144.5 (C-6); 103.4 (C-5); 92.8 (C-1'); 85.4 (C-4'); 74.9 (C-2'); 74.0 (C-3); 64.4 (2 x O-
CHy); 37.1 (N-CH>, 3-Amidopropanamid); 36.4 (O=C-CH,, 3-Amidopropanamid); 35.7
(d, "Jop = 145.7 Hz, CH.-P, Methylphosphonat); 17.0 (2 x CHa).

¥IP-NMR (202 MHz, MeOD) § 24.6.

ESI-MS: 477.1 ([M-H]), 479.0 ([M+H]").

C17H27N4010P - 1.5 H0 ber.: C:40.39 %; H:5.94 %; N:11.08 %
gef.: C:40.17 %; H:5.60%; N:11.25%
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6.4.21 4-[3-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Diox0-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)propanamido]benzylphosphon-
saurediethylester (145)

Die Synthese des Riburonsdureamids aus 84 und 108 gelang nach Vorschrift F mit
HBTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit
praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 240 mg (43 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 255 °C

HPLC: t, = 33,20 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, MeOD) § 8.08 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6); 7.55 (d, 2H, 3J = 7.90
Hz, 2 x CHneta, Benzylphosphonat); 7.29 (dd, 2H, 3J = 8.50 Hz und *J = 2.85 Hz, 2 x
CHortno, Benzylphosphonat); 5.92 (d, 1H, 3J = 6.30 Hz, H-1°); 5.72 (d, 1H, 3J = 7.90
Hz, H-5); 4.41 (dd, 1H, 3J = 5.05 Hz und ®J = 6.30 Hz, H-2"); 4.40 (d, 1H, °J = 2.85,
H-4’); 4.28 (dd, 1H, ®J = 5.05 Hz und ®J = 2.85 Hz, H-3'); 4.10 — 4.03 (m, 4H, 2 x O-
CH,); 3.69 — 3.56 (m, 2H, 3J = 6.30 Hz, N-CH,, 3-Amidopropanamid); 3.23 (d, 2H,
2Jnp = 21.45 Hz, CH,-P, Benzylphosphonat); 2.65 (m, 2H, 3J = 6.30 Hz, O=C-CH,, 3-
Amidopropanamid); 1.29 (t, 6H, 2 x CHj).

3C-NMR (125 MHz, MeOD) § 172.6 (C=0), 172.2 (C=0), 166.3 (C-4), 152.9 (C-2),
144.3 (C-6), 139.1 (Cpneny-NH, Benzylphosphonat), 131.7 (2 x CHmeta, Benzyl-
phosphonat), 128.6 (d, 2Jcp = 9.4 Hz, C-CH,-P, Benzylphosphonat), 121.5 (2 x
CHortho, Benzylphosphonat), 103.4 (C-5), 92.4 (C-1'), 85.4 (C-4), 74.9 (C-2'), 74.1 (C-
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3’), 64.1 und 64.0 (2 x O-CHy), 36.6 (N-CH>, 3-Amidopropanamid), 37.1 (O=C-CHoy,
3-Amidopropanamid), 33.4 (d, 'Jcp = 137.6 Hz, CH-P, Benzylphosphonat), 16.9 und
16.8 (2 x CHg).

¥IP-NMR (202 MHz, MeOD) & 26.8

LC/ESI-MS: 553.3 ([M-H]), 555.3 ([M+H]*).
023H31 N4010P -4 HQO ber.: C:44.08 °/o; H: 6.23 cyo; N: 8.95 %

gef.: C:43.92%; H:5.99%; N:8.81%

6.4.22 3-[(2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido]propanamidomethylendiphosphonsauretetra-
ethylester (151)
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Die Synthese des Riburonsaureamids aus 84 und 111 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2°,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit

praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 166 mg (27 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 125 °C

HPLC: t, = 15,20 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds), & 11.30 (d, 1H, *J = 2.25 Hz, NH, Uracil); 8.74 (d, 1H,
3J = 10.05 Hz, CONH); 8.28 (t, 1H, 3J = 5.65 Hz, 5-CONH); 8.23 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz,
H-6); 5.88 (d, 1H, 3J = 6.30 Hz, H-1"); 5.69 (dd, 1H, 3J = 7.90 Hz und *J = 2.20 Hz, H-
5'); 5.48 (br s, 2H, 2-OH und 3’-OH); 4.86 (dt, 1H, ®J = 10.1 Hz und 2Jp 4 = 22.70 Hz,
Methylbisphosphonat); 4.23 (d, 1H, 3J = 2.20 Hz, H-4’); 4.16 (pseudo-t, 1H, 3J = 4.72
Hz und 3J = 6.60 Hz, H-2); 4.02 (br s, 8H, 4 x O-CH,); 3.99 (dd, 1H, 3J = 2.20 Hz und
3J = 4.70 Hz, H-3); 3.40 - 3.20 (N-CH, (3-Amidopropanamid) nicht bestimmbar, unter
H.O-Signal); 2.44 (t, 2H, 3J = 6.95 Hz, O=C-CHy, 3-Amidopropanamid); 1.21 (m, 12H,
4 x CHg).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-dg), § 172.1 (C=0); 170.2 (C=0); 163.2 (C-4); 151.1 (C-
2); 143.5 (C-6); 102.2 (C-5); 88.0 (C-1’); 83.2 (C-4); 73.1 (C-2’); 73.0 (C-3’); 63.0 und
62.8 (4 x O-CHy); 43.3 (t, teilweise vom Lésungsmittelsignal Giberlagert, 'J = 145.0 Hz,
N-CH, Methylbisphosphonat); 35.4 (N-CH;, 3-Amidopropanamid); 34.4 (O=C-CHy, 3-
Amidopropanamid); 16.4 und 16.3 (4 x CHj).

3IP-NMR (202 MHz, DMSO-dg), 15.1.

ESI-MS: 612.8 ([M-H]), 615.0 ((M+H]").

C24H33N4O10P 4 HQO ber.: C:36.73 %; H: 6.41 %; N:8.16 %
gef.: C:36.70 %; H:6.65%; N:8.01%

6.4.23. 4-[(2S5,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido]butanamidomethylphosphonsaurediethyl-
ester (149)
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Die Synthese des Riburonsdureamids aus 84 und 105 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschltzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrifft H wurden 0,09 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit
praparativer HPLC aufgereinigt.

186



Ausbeute: 310 mg (63 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 118 °C

HPLC: t, = 12,50 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'"H-NMR (500 MHz, MeOD) & 8.11 (d, 1H, 3J = 7.85 Hz, H-6), 5.84 (d, 1H, 3J = 6.00
Hz, H-1°), 5.78 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-5), 4.50 (dd, 1H, 3J = 5.05 Hz und 3J = 5.95 Hz,
H-2°), 4.39 (d, 1H, %J = 3.15 Hz, H-4’), 4.27 (dd, 1H, 3J = 5.05 Hz und 3J = 3.15 Hz, H-
3’), 420 — 4.15 (2 x q, 4H, 2 x O-CHy), 3.75 (d, 2H, 2Jup = 11.65 Hz, CH-P,
Methylphosphonat), 3.38 — 3.26 (m, teilweise unter dem Lésungsmittelsignal, 2H, 3J
= 6.95 Hz, N-CH, 4-Amidobutanamid), 2.34 (t, 2H, 3J = 7.55 Hz, O=C-CH,, 4-
Amidobutanamid), 1.88 (tt, 2H, 3J = 7.25 Hz and 3J = 6.95 Hz, CH,, 4-Amidobutan-
amid), 1.36 (2 x t, 6H, 2 x CHa).

BC-NMR (125 MHz, MeOD) § 175.5 (C=0), 172.7 (C=0), 166.4 (C-4), 153.0 (C-2),
144.9 (C-6), 103.3 (C-5), 93.6 (C-1°), 85.5 (C-4'), 74.9 (C-2), 73.9 (C-3), 64.4 (2 x O-
CHy), 39.9 (N-CHp, 4-Amidobutanamid), 35.6 (d, 'Jcp = 156.8 Hz, CH,-P, Methyl-
phosphonat), 34.3 (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid), 26.8 (CH, 4-Amidobutanamid),
17.0 (2 x CHg).

¥IP-NMR ( 202 MHZ, MeOD) § 24.6.

ESI-MS: 491.5 ([M-H]), 493.1 ([M+H]").

Ci1gH29N4O 1P - HO ber.: C:42.35%; H:6.07%; N:10.98 %
gef.: C:4217 %; H:5.88%; N:10.79 %

187



6.4.24 4-[4-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)butanamido]benzylphosphonsaure-
diethylester (146)
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Die Synthese des Riburonsdureamids aus 84 und 109 gelang nach Vorschrift F mit
HBTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2°,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit

praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 390 mg (69 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 248 °C

HPLC: t, = 33,20 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'"H-NMR (500 MHz, MeOD) & 8.11 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6); 7.55 (d, 2H, 3J = 7.90
Hz, 2 x CHmeta, Benzylphosphonat); 7.28 (dd, 2H, 3J = 8.50 Hz und *J = 2.85 Hz, 2 x
CHorno, Benzylphosphonat); 5.86 (d, 1H, %J = 6.30 Hz, H-1°); 5.75 (d, 1H, 3J = 7.90
Hz, H-5); 4.45 (dd, 1H, 3J = 5.05 Hz und %J = 6.30 Hz, H-2"); 4.39 (d, 1H, 3J = 2.85,
H-4’); 4.27 (dd, 1H, ®J = 5.05 Hz und 2J = 2.85 Hz, H-3'); 4.09 — 4.03 (2 x q, 4H, 2 x
O-CHy); 3.38 (t, teilweise unter dem Lésungsmittelsignal, 2H, 3J = 7.25 Hz, N-CH,, 4-
Amidobutanamid); 3.23 (d, 2H, 2Jup = 21.45 Hz, CHx-P, Benzylphosphonat); 2.45 (t,
2H, 3J = 7.25 Hz, O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 1.95 (it, 2H, 3J = 7.25 Hz, CH,, 4-
Amidobutanamid); 1.29 (t, 6H, 2 x CHs).

3C-NMR (125 MHz, MeOD) § 174.0 (C=0); 172.7 (C=0); 166.3 (C-4); 152.9 (C-2);
144.6 (C-6); 139.2 (Cpneny-NH, Benzylphosphonat); 131.6 (2 x CHmeta, Benzyl-
phosphonat); 128.5 (d, 2Jcp = 9.4 Hz, C-CH,-P, Benzylphosphonat); 121.4 (2 x
CHorho, Benzylphosphonat); 103.3 (C-5); 93.1 (C-17); 85.4 (C-4); 74.8 (C-2); 74.1 (C-
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3); 64.0 (2 x O-CHy); 40.1 (N-CH2, 4-Amidobutanamid); 35.5 (O=C-CH,, 4-Amido-
butanamid); 33.4 (d, 'Jcp = 137.6 Hz, CH2-P, Benzylphosphonat); 26.6 (CH,, 4-
Amidobutanamid); 16.9 und 16.8 (2 x CHa).

¥IP.NMR (202 MHz, MeOD) § 26.8.

ESI-MS: 567.3 ([M-H]), 569.2 ([M+H]").

C24H33N4O10P -6 HQO ber.: C:41.50 °/o; H: 6.47 ‘%; N: 8.06 %
gef.: C:4115%; H:6.10%; N:7.89 %

6.4.25 4-[(25,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido]butanamidomethylendiphosphonsauretetra-
ethylester (152)

Die Synthese des Riburonsdureamids aus 84 und 112 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position nach Vorschrift H
wurden 0,09 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit praparativer HPLC
aufgereinigt.

Ausbeute: 301 mg (48 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 138 °C

HPLC: t, = 19,50 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 11.30 (d, 1H, 3J = 1.85 Hz, NH, Uracil); 8.63 (d, 1H,
3J = 9.75 Hz, CONH); 8.31 (t, 1H, 3J = 5.65 Hz, 5-CONH); 8.27 (d, 1H, 3J = 8.15 Hz,
H-6); 5.86 (d, 1H, 3J = 6.30 Hz, H-1’); 5.62 (dd, 1H, 3J = 8.15 Hz und *J = 2.20 Hz, H-
5); 5.50 (br s, 2H, 2-OH und 3’-OH); 4.87 (td, 1H, 3J = 10.10 Hz und 2Jup = 23.00 Hz,
Methylbisphosphonat); 4.25 (d, 1H, 3J = 2.50 Hz, H-4’); 4.17 (pseudo-t, 1H, 3J = 4.75
Hz und 3J = 5.95 Hz, H-2); 4.08 — 4.02 (m, 8H, 4 x O-CH,); 3.98 (dd, 1H, 3J = 2.50
Hz und 3J = 4.40 Hz, H-3’); 3.08 (dt, 2H, 3J = 5.70 Hz und 3J = 7.50 Hz, N-CH, 4-
Amidobutanamid); 2.23 (t, 2H, °J = 7.25 Hz (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 1.65 (it,
2H, 3J = 7.25 Hz, CHa, 4-Amidobutanamid); 1.22 (br s, 12H, 4 x CHa).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-d;) § 171.8 (C=0); 170.0 (C=0); 163.2 (C-4); 151.2 (C-
2); 141.4 (C-6); 102.1 (C-5); 88.3 (C-1’); 83.3 (C-4); 73.2 (C-2); 73.1 (C-3'); 62.9 (O-
CHy); 43.5 (t, 'Jcp = 147.5 Hz, N-CH, Methylbisphosphonat); 38.3 (N-CH,, 4-
Amidobutanamid); 32.3 (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 25.5 (CH,, 4-Amidobutan-
amid); 16.3 (CHa).

3'P-NMR (202 MHz, DMSO-ds) 15.6.

ESI-MS: 627.0 ((M-H]), 629.0 ([M+H]*).
C25H35N4O10P 4 HQO ber.: C:36.73 %; H: 6.41 %; N:8.16 %

gef.: C:36.70 %; H:6.65%; N:8.01%

6.4.26 2-[(2S,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-2-

carboxamido]ethanamidomethylphosphonséaurediethylester (174)
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Die Synthese des Riburonsaureamids aus 85 und 103 gelang nach Vorschrift F mit
HCTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit
praparativer HPLC aufgereinigt.
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Ausbeute: 340 mg (70 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 131 °C

HPLC: t, = 10,10 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, MeOD) & 8.38 (s, 1H, H-2); 8.25 (s, 1H, H-8); 6.11 (d, 1H, 3J =
7.85 Hz, H-1’); 4.91 (dd, teilweise unter dem Lésungsmittelsignal, 1H, 3) = 7.85 Hz
und 3J = 4.70 Hz, H-2"); 4.62 (d, J = 1.60 Hz, 1H, H-4’); 4.49 (dd, 1H, 3J = 4.75 und
3) = 1.25 Hz, H-3'); 4.17 — 4.13 (m, 4H, 2 x O-CHy); 4.14 - 4.03 (AB-System mit A d
und B d, 2H, 2J = 16.40 Hz, N-CH,, 2-Amidoethanamid); 3.24 (AB-System mit A dd
und B dd, 2H, 2Jup = 11.95 Hz und 2J = 16.05 Hz, N-CH,, Methylphosphonat); 1.32 (t,
6H, 2 x CHg).

3C-NMR (125 MHz, MeOD) § 173.3 (C=0); 171.4 (C=0); 157.8 (C-6); 154.1 (C-2);
150.5 (C-4); 142.9 (C-8); 121.4 (C-5); 90.7 (C-1°); 86.7 (C-4’); 75.4 (C-2’); 73.8 (C-3);
64.5 (2 x O-CHy); 43.3 (N-CH>, 2-Amidoethanamid); 36.3 (d, 'Jcp = 157.1 Hz, CHy-P,
Methylphosphonat); 17.0 (2 x CHg).

3P-NMR (202 MHz, MeOD) § 22.1.

ESI-MS: 486.4 ([M-H]), 488.3 ([M+H]").

C17H26N70gP - H.0O ber.: C:40.39 %; H:555%; N:19.41 %
gef.: C:40.54 %; H:5.65%; N:19.08 %
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6.4.27 4-[2-((2S,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-

2-carboxamido)ethanamido]benzylphosphonsaurediethylester (169)
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Die Synthese des Riburonsaureamids aus 85 und 107 gelang nach Vorschrift F mit
HCTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Positionen des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit

praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 310 mg (68 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 146 °C

HPLC: t. = 37,30 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, MeOD) & 8.42 (s, 1H, H-2); 8.24 (s, 1H, H-8); 7.57 (d, 2H, 3J =
8.20 Hz, 2 X CHumeta, Benzylphosphonat); 7.30 (dd, 2H, 3J = 8.80 Hz und *J = 2.50 Hz,
2 X CHortho, Benzylphosphonat); 6.14 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, H-1'); 4.91 (dd, teilweise
unter dem Lésungsmittelsignal, 1H, 3J =7.55 Hz und 3J = 4.75 Hz, H-2'); 4.62 (s, 1H,
H-4’), 4.49 (dd, 1H, ®J = 4.75 and °J = 1.60 Hz, H-3’); 4.29 - 4.10 (AB-system mit A d
und B d, 2H, 2J = 16.40 Hz, N-CH,, 2-Amidoethanamid); 4.09 — 4.04 (m, 4H, 2 x O-
CHy); 3.24 (d, 2H, 2Jup = 21.45 Hz, CH,-P, Benzylphosphonat); 1.29 (t, 6H, 2 x CHa).
3C-NMR (125 MHz, MeOD) § 173.4 (C=0); 169.5 (C=0); 157.9 (C-6); 154.2 (C-2);
150.6 (C-4); 142.8 (C-8); 138.9 (Cpheny-NH, Benzylphosphonat); 131.7 (2 x CHmeta,
Benzylphosphonat); 128.7 (d, 2Jcp = 9.4 Hz, C-CH,-P, Benzylphosphonat); 121.5 (2
X CHorno, Benzylphosphonat); 121.3 (C-5); 90.6 (C-1°); 86.7 (C-4’); 75.5 (C-2); 73.9
(C-3'); 64.0 (2 x O-CHp); 44.0 (N-CHz, 2-Amidoethanamid); 33.4 (d, 'Jcp = 137.6 Hz,
CHz-P, Benzylphosphonat); 17.0 und 16.9 (2 x CHg).

3IP-NMR (202 MHz, MeOD) § 28.8.
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ESI-MS: 562.3 ([M-H]), 564.3 ((M+H[").

C23H3oN70gP - 2 H,O - 0.5 MeOH  ber.: C:45.85%; H:5.85%; N:15.92%
gef.: C:45.53 %; H:6.06 %; N:15.60 %

6.4.28 3-[(2S,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-2-
carboxamido]propanamidomethylphosphonsaurediethylester (175)

Die Synthese des Riburonsdureamids aus 85 und 104 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrifft H wurden 0,09 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit
praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 150 mg (30 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 118 °C

HPLC: t, = 12,45 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, MeOD) § 8.37 (s, 1H, H-2); 8.34 (s, 1H, H-8); 6.06 (d, 1H, %J =
7.90 Hz, H-1°); 4.78 (dd, 1H, 3J = 7.90 Hz und ®J = 5.05 Hz, H-2); 4.51 (d, ®J = 1.60
Hz, 1H, H-4); 4.38 (dd, 1H, 3J = 5.00 Hz und °J = 1.25 Hz, H-3'); 4.15 — 4.07 (m, 4H,
2 x O-CHy); 3.66 (AB-System mit A dd und B dd, 2H, 2Jyp = 11.95 Hz und 2J = 17.00
Hz, CH.-P, Methylphosphonat); N-CH, (3-Amidopropanamid) unter dem L&sungs-
mittelsignal; 2.54 (m, 2H, 3J = 6.30 Hz, O=C-CH,, 3-Amidopropanamid); 1.30 (2 x t,
6H, 2 x CHa).

3C.NMR (125 MHz, MeOD) § 173.7 (C=0); 172.8 (C=0); 157.9 (C-6); 154.5 (C-2);
150.5 (C-4); 142.9 (C-8); 121.5 (C-5); 90.7 (C-1°); 86.8 (C-4); 75.3 (C-2'); 73.7 (C-3');
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64.4 und 64.3 (2 x O-CHy); 37.1 (N-CH,, 3-Amidopropanamid); 36.6 (O=C-CH,, 3-
Amidopropanamid); 35.6 (d, 'Jcp = 157.1 Hz, N-CH,-P, Methylphosphonat); 17.0 und
16.9 (2 x CHg).

¥IP-NMR (202 MHz, MeOD) § 22.5.

ESI-MS: 500.3 ([M-H]), 502.1 ([M+H[").
CigHosN7OgP - 2.75 H,0  ber.:  C:39.23 %; H:6.09%; N:17.80 %

gef.: C:39.65%; H:579%; N:17.15%

6.4.29 4-[3-((2S,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-
2-carboxamido)propanamido]benzylphosphonsaurediethylester (170)
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Die Synthese des Riburonsdureamids aus 85 und 108 gelang nach Vorschrift F mit
HBTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrifft H wurden 0,15 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit
praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 317 mg (55 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 111 °C

HPLC: t, = 37,30 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer loslich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0) § 8.08 (s, 1H, H-2); 7.95 (s, 1H, H-8); 7.57 (d, 2H, 3J = 8.20
Hz, 2 x CHneta, Benzylphosphonat); 7.30 (dd, 2H, 3J = 8.80 Hz und *J = 2.50 Hz, 2 x
CHortho, Benzylphosphonat); 6.14 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, H-1°); 4.91 (dd, teilweise unter
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dem L&sungsmittelsignal, 1H, 3J = 7.55 Hz und 3J = 4.75 Hz, H-2"); 4.62 (s, 1H, H-
4’); 4.49 (dd, 1H, 3J = 4.75 und 3J = 1.60 Hz, H-3'); 4.09 — 4.04 (m, 4H, 2 x O-CH,);
3.67 — 3.58 (m, 2H, 3J= 5.35 Hz, N-CH,, 3-Amidopropanamid); 3.24 (d, 2H, 2Jyp =
21.45 Hz, CHx-P, Benzylphosphonat); 2.59 — 2.49 (m, 2H, 3Jx a = 5.35 Hz, O=C-CH,
3-Amidopropanamid); 1.29 (t, 6H, 2 x CHs).

BC-NMR (125 MHz, D,0) & 174.9 (C=0) ; 174.4 (C=0); 157.9 (C-6); 155.3 (C-2);
150.7 (C-4); 143.9 (C-8); 138.8 (Cpnenyi-NH, Benzylphosphonat); 133.1 (2 x CHmeta,
Benzylphosphonat); 129.6 (d, 2Jcp = 9.4 Hz, C-CH2-P, Benzylphosphonat); 123.1 (2
X CHorno, Benzylphosphonat); 121.9 (C-5); 91.3 (C-1°); 87.4 (C-4’); 75.8 (C-2'); 74.7
(C-8); 64.0 (2 x O-CHy); 39.6 (N-CHp, 3-Amidopropanamid); 39.1 (O=C-CH,, 3-
Amidopropanamid); 34.1 (d, 'Jcp = 137.6 Hz, CHx>-P, Benzylphosphonat); 18.3 (2 x
CHy).

3IP-NMR (202 MHz, D,0) § 30.0.

ESI-MS: 576.3 ([M-H]), 578.2 ([M+H]").
C24H32N708P -3 HQO - 0.5 MeOH ber.: C:46.80 ‘%; H: 6.37 °/o; N: 15.60 %

gef.: C:47.04%; H:6.39%; N:15.65 %

6.4.30 3-[(2S,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-2-
carboxamido]propanamidomethylendiphosphonsauretetraethylester (172)

0—P”" 0O 0 —N
SN /
O_\P*NMN )J\@,N WNHQ
Ho— I H H - |
sz NN

Die Synthese des Riburonsdureamids aus 85 und 111 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschltzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet. Die Reaktionsdauer betrug 30
Minuten. Das Produkt wurde mit praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 115 mg (18 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
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Schmelzpunkt: 136 °C

HPLC: t, = 32,50 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser, Methanol, Ethanol
Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, MeOD) & 8.41 (s, 1H, H-2); 8.38 (s, 1H, H-8); 6.06 (d, 1H, 3J =
7.90 Hz, H-1°); 5.10 (t, 1H, 2Jup = 23.00 Hz, N-CH, Methylbisphosphonat); 4.77 (dd,
1H, 3 = 7.55 Hz und ®J = 4.75 Hz, H-2'); 4.51 (d, 1H, 3J = 1.55 Hz, H-4’); 4.36 (dd,
1H, 3J = 5.05 Hz und 3J = 1.25 Hz, H-3'); 4.23 — 4.07 (m, 8H, 4 x O-CH,); 3.74 — 3.61
(m, 2H, 3J = 6.30 Hz, N-CH,, 3-Amidopropanamid); 2.63 (br m, 2H, 3J = 6.30 Hz
0O=C-CHjy, 3-Amidopropanamid); 1.31 (m, 12H, 4 x CHjs).

3C-NMR (125 MHz, MeOD) & 173.1 (C=0); 172.8 (C=0); 157.9 (C-6); 154.1 (C-2);
150.5 (C-4); 142.8 (C-8); 121.5 (C-5); 90.7 (C-1°); 86.8 (C-4); 75.3 (C-2'); 73.7 (C-3');
65.4 (4 x O-CHy); 47.5 (t, 'Jcp = 145.0 Hz, N-CH, Methylbisphosphonat); 36.7 (N-
CHa, 3-Amidopropanamid); 36.2 (O=C-CH,, 3-Amidopropanamid); 16.9 (4 x CHjs).
3IP-NMR (202 MHz, MeOD) § 15.5.

ESI-MS: 636.3 ([M-H]), 638.0 ([M+H]").
CQ1H35N7011P2 -2 HZO ber.: C: 38.24 %: H: 5.92 %; N:14.87 %

gef.: C:38.01 %; H:6.19%; N:14.41 %

6.4.31 4-[(25,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-2-

carboxamido]butanamidomethylphosphonséaurediethylester (176)

0 0 /=N
I H 0. .N NH,
H3C O/F’\/N 2
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Die Synthese des Riburonsaureamids aus 85 und 105 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschltzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
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nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit
praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 380 mg (65 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 128 °C

HPLC: t, = 16.20 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer loslich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 9.02 (t, 1H, 3J = 5.70 Hz, 5-CONH); 8.36 (s, 1H, H-
2); 8.21 (s, 1H, H-8); 8.18 (t, 1H, 3J = 6.00 Hz, CONH); 7.38 (br s, 2H, 6-NH,); 5.95 (d,
1H, 3J = 7.55 Hz, H-1’); 5.72 (d, 1H, 3J = 4.10 Hz, 2-OH); 5.50 (d, 1H, 3J = 6.30 Hz,
3'-OH); 4.91 (dd, 1H, 3J = 6.95 Hz und 3J = 4.70 Hz, H-2); 4.31 (d, 3J = 0.95 Hz, 1H,
H-4’); 4.12 (pseudo-t, 1H, 3J = 7.25 und 3J = 3.75 Hz, H-3'); 4.02 — 3.96 (2 x q, 4H, 2
x O-CHy); 3.54 (pseudo-q, 2H, 2Jyp = 11.35 Hz und 2J = 17.30 Hz und 3J = 6.00 Hz,
N-CH., Methylphosphonat); 3.19 (dt, 2H, 8J = 6.90 Hz und 3J = 5.35 Hz, N-CH,, 4-
Amidobutanamid); 2.15 (t, 2H, °J = 7.25 Hz, O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 1.70 (i,
2H, 3J = 6.95 Hz und 7.55 Hz, CH,, 4-Amidobutanamid); 1.32 (t, 6H, 2 x CHa).
3C-NMR (125 MHz, DMSO-d;s) § 171.9 (C=0); 169.6 (C=0); 156.5 (C-6); 152.7 (C-
2); 148.9 (C-4); 140.9 (C-8); 119.8 (C-5); 88.1 (C-1’); 84.9 (C-4); 73.4 (C-2); 72.1 (C-
3’); 61.8 (2 x O-CHy); 38.2 (N-CH2, 4-Amidobutanamid); 34.0 (d, 'Jcp = 154.2 Hz,
CHx-P, Methylphosphonat); 32.6 (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid), 25.6 (CH,, 4-
Amidobutanamid); 16.4 und 16.3 (2 x CHjs).

3IP-NMR (202 MHz, DMSO-d¢) & 23.6.

ESI-MS: 524.4 (IM-H]), 526.3 ([M+H]*).

C19H30N708P "2 HQO ber.: C: 40.07%; H: 6.33%,; N: 17.22%
gef.: C:40.31%; H:6.57%; N:16.83%
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6.4.32 4-[4-((2S,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-

2-carboxamido)butanamido]benzylphosphonsaurediethylester (171)

H
N
o k@/ \2\(
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Die Synthese des Riburonsaureamids aus 85 und 109 gelang nach Vorschrift F mit
HBTU als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2°,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,15 ml TFA verwendet. Das Produkt wurde mit

praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 360 mg (61 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 124 °C

HPLC: t. = 37,30 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d;) & 9.84 (br s, 1H, 5-CONH); 9.05 (t, 2H, 3J = 5.70 Hz,
CONH, 4-Amidobutanamid); 8.36 (s, 1H, H-2); 8.23 (s, 1H, H-8); 7.48 (d, 2H, 3J =
8.55 Hz, 2 x CHmeta, Benzylphosphonat); 7.38 (br s, 2H, 6-NHy); 7.16 (dd, 2H, 3J =
8.85 Hz und *J = 2.20 Hz, 2 x CHonno, Benzylphosphonat); 5.95 (d, 1H, 3J = 7.60 Hz,
H-1°); 5.72 (br d, 1H, 3J = 2.50 Hz, 2-OH); 5.51 (br d, 1H, 3J = 4.40 Hz, 3-OH); 4.61
(dd, 1H, 3J = 7.55 Hz und 3J = 4.75 Hz, H-2"); 4.32 (d, 1H, 3J = 1.60 Hz, H-4’); 4.14
(br s, 1H, H-3’); 3.95 — 3.89 (m, 4H, 2 x O-CHy); 3.26 (dt, 2H, ®J = 7.25 Hz und °J =
5.70 Hz, N-CH,, 4-Amidobutanamid); 3.12 (d, 2H, JH,p = 21.10 Hz, CH>-P
Benzylphosphonat); 2.32 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz, O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 1.79 (it,
2H, 3J = 7.25 Hz, CHo, 4-Amidobutanamid); 1.29 (t, 6H, 2 x CHj).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-d;s) § 170.8 (C=0); 169.6 (C=0); 156.5 (C-6); 152.6 (C-
2); 148.9 (C-4); 140.9 (C-8); 137.9 (Cpheny-NH, Benzylphosphonat); 130.1 (2 x CHmeta,
Benzylphosphonat); 126.7 (d, 2Jcp = 9.4 Hz, C-CH2-P, Benzylphosphonat); 119.8 (2
X CHorno, Benzylphosphonat); 119.1 (C-5); 88.0 (C-1°); 84.9 (C-4’); 73.4 (C-2); 72.0
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(C-3); 61.5 (2 x O-CHp); 38.5 (N-CH,, 4-Amidobutanamid); 33.8 (O=C-CH,, 4-
Amidobutanamid); 33.4 (d, 'Jcp = 137.6 Hz, CH»-P, Benzylphosphonat); 25.3 (CH,
4-Amidobutanamid); 16.4 und 16.3 (2 x CHs).

3P-NMR (202 MHz, DMSO-d¢) § 27.1.

ESI-MS: 590.3 ([M-H]), 592.0 ([M+H]").
C25H34N708P -2.5 HZO - 0.5 MeOH ber.: C: 47.590/0; H: 6.1 7%); N: 15.22%

gef.: C:47.98%; H:6.46%; N:15.14%

6.4.33 4-[(2S,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-2-
carboxamido]butanamidomethylendiphosphonsauretetraethylester (173)

H,C 0
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Die Synthese des Riburonsdureamids aus 85 und 112 gelang nach Vorschrift F mit
PyBOP als Kopplungsreagenz. Zur Entschitzung der 2’,3’-Position des Nucleosids
nach Vorschrift H wurden 0,09 ml TFA verwendet. Die Reaktionsdauer betrug 30

Minuten. Das Produkt wurde mit praparativer HPLC aufgereinigt.

Ausbeute: 234 mg (36 %), berechnete Gesamtausbeute Uber zwei Stufen
Schmelzpunkt: 114 °C

HPLC: t, = 35,15 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser, Methanol, Ethanol

Schwer l6slich in: Diethylether, Dichlormethan

'"H-NMR (500 MHz, MeOD), & 8.36 (s, 1H, H-2); 8.34 (s, 1H, H-8); 6.07 (d, 1H, 3J =
7.85 Hz, H-1°); 5.14 (t, 1H, 2Jyp = 23.00 Hz, N-CH, Methylbisphosphonat); 4.79 (dd,
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1H, 3J = 7.55 Hz und 3J = 4.70 Hz, H-2’); 451 (d, 1H, 3J = 1.25 Hz, H-4); 4.36 (dd,
1H, 3J = 4.70 Hz und 3J = 1.25 Hz, H-3'); 4.26 — 4.19 (m, 8H, 4 x O-CH,); 3.42 (t, 2H,
%) = 6.95 Hz, N-CH,, 4-Amidobutanamid); 2.41 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz, O=C-CH,; 4-
Amidobutanamid); 1.94 (tt, 2H, 3J = 7.25 Hz und 3J = 6.90 Hz, CH,, 4-Amidobutan-
amid); 1.36 — 1.25 (m, 12H, 4 x CHy).

3C-NMR (125 MHz, MeOD), § 175.0 (C=0); 172.7 (C=0); 158.0 (C-6); 154.3 (C-2);
150.5 (C-4); 143.0 (C-8); 121.5 (C-5); 90.9 (C-1’); 86.8 (C-4’); 75.3 (C-2); 73.7 (C-3');
65.3 (4 x O-CHy); 45.0 (t, 'Jcp = 149.2 Hz, N-CH, Methylbisphosphonat); 39.9 (N-
CHz; 4-Amidobutanamid); 34.0 (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 27.3 (CHa, 4-Amido-
butanamid); 17.0 (4 x CHjs).

3IP.-NMR (202 MHz, MeOD), § 15.8.

ESI-MS: 650.3 ([M-H]), 652.3 ([M+H]*).

023H39N7O10P . HQO ber.: C: 41 .23%; H: 6.12%; N: 14.63%
gef.: C:41.23%; H:6.20%; N:14.86%

6.4.34 4-[2-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-(3-
phenylprop-2-enylidendioxy)-tetrahydrofuran-2-carboxamido)ethanamido]-
benzylphosphonsaurediethylester (135)
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Die Synthese des Riburonsaureamids aus 86 und 107 gelang nach Vorschrift F mit
HCTU als Kopplungsreagenz. Das nach der Flash-Chromatographie gewonnene
Produkt wurde in 20 ml eines Gemisches aus Methanol und Wasser (6:4) im
Ultraschallbad geldst und mittels praparativer HPLC mit einem Gemisch aus Wasser
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und Methanol in mehreren Laufen aufgereinigt. Die Diastereomeren konnten nicht
getrennt werden.

HPLC-Bedingungen:

isokratisch, 10 Minuten Methanol/Wasser (6:4), dann

Gradient 30 Min auf Methanol.

Die das Produkt enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und einrotiert. Der
Ruckstand kristallisierte nach Zugabe von Diethylether (50 ml) aus.

Ausbeute: 260 mg (40 %)

Schmelzpunkt: 270 °C

HPLC: t, = 18,20 Minuten

Leicht I6slich in: Methanol, Dichlormethan (als Lyophilisat 16slich in Wasser)
Schwer loslich in: Diethylether

'NMR (500 MHz, CDCl3) § 10.29 (d, 1H, 3J = 1.90 Hz, NH, Uracil); 9.23 (br s, 1H,
CONH); 7.50 (br s, 1H, CONH); 7.39 (d, 2H, 3J = 8.85 Hz, 2 x CHmeta,
Benzylphosphonat); 7.37 und 7.31 (2H, 2 x d, 3J = 6.95 Hz, 2 X Humeta, Phenyl); 7.32 -
7.25 (m, 3H, °J = 6.60 Hz und, 2 x Horno und 2J = 7.25 Hz, Hpara, Phenyl); 7.19 (d, 1H,
3J = 7.85 Hz, H-6); 7.09 (d, 2H, 3J = 8.50 Hz, 2 x CHorno, Benzylphosphonat); 6.80 —
6.75 (2 x d, 1H, 3J = 16.05 Hz, Phenyl-CH=CH); 6.18 und 6.09 (2 x dd, 1H, 3J = 16.10
Hz und 3J = 6.30 Hz, Phenyl-CH=CH); 5.63 und 5.56 (d und s, 1H, 3J = 5.95 Hz
(5.63), H-1"); 5.61 (1H, dd, 3J = 7.60 Hz und *J = 3.15 Hz, H-5); 5.49 (pseudo-t, 1H,
3J = 6.65 Hz und ®J = 4.70 Hz, H-3); 5.47 und 5.35 (pseudo-t und d, 1H, 3J = 5.60 Hz
und 3J = 6.30 Hz (5.49) und °J = 5.65 Hz (5.35), H-2); 5.16 und 5.11 (2 x d, 1H, 3J =
6.30 Hz (5.16) und 3J = 6.00 Hz (5.11), O-CH-O); 4.75 und 4.65 (s und d, 1H, 3J =
1.90 Hz (4.65), H-4’); 4.24 und 3.79 (2 x br AB-System mit Ad und B d, 2 x 1H, 2J =
16.10 Hz, N-CHy, 2-Amidoethanamid); 4.05 — 3.98 (2 x q, 4H, 2 x O-CH>); 3.03 (2 x d,
2H, 2Jup = 21.45 Hz, CH2-P, Benzylphosphonat); 1.24 (t, 6H, 2 x CHy).

3C-NMR (125 MHz, CDCls) § 173.2 (C=0); 169.5 (C=0); 166.4 (C-4); 153.1 (C-2);
144.3 (C-6); 138.9 (C-NH, Benzylphosphonat); 135.8 (Cpneny-CH=CH); 135.3
(Phenyl-CH=CH); 128.9 (2 x CHmeta, Phenyl); 127.1 (2 x CHonno, Phenyl); 124.4
(CHpara, Phenyl); 123.9 (Phenyl-CH=CH); 128.7 (d, 2Jcp = 9.4 Hz, C-CH.-P, Benzyl-
phosphonat); 131.7 (2 X CHmeta, Benzylphosphonat); 121.5 (2 x CHorho, Benzylphos-
phonat); 105.9 und 103.8 (O-CH-0O); 103.5 (C-5); 92.2 (C-1’); 85.3 (C-4); 74.9 (C-2);
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74.1 (C-3); 64.1 und 64.0 (2 x O-CHy); 43.9 (N-CHz, 2-Amidoethanamid); 33.4 (d,
'Jep = 137.5 Hz, CH2-P, Benzylphosphonat); 17.0 und 16.9 (2 x CHa).
¥IP-NMR (202 MHz, CDCl;) § 27.4.

ESI-MS: 653.0 ((M-H]), 654.8 ((M+H]").

C31H35N4010P - 3 H20 ber.: C:52.54%; H:5.78%; N:7.91%
gef.: C:52.39%; H:4.96%; N:7.52%

6.5 Spaltung von Carbonsaureestergruppen in der Nucleosid-5’-
Seitenkette

Vorschrift I: Enzymatische Spaltung von Carbonsaureethylestern

Ein Nucleosid-Derivat (161) mit terminalen Carbonsaureethylestergruppen in der 5’-
Seitenkette wurde in 5 ml 100 mM waBrigem NasHPO4-Puffer (mit 85 %iger HsPO4
auf pH 8 eingestellt) im Ultraschallbad suspendiert und im Olbad auf 37 °C erwarmt.
Nach Zugabe eines Massenaquivalentes Schweineleberesterase (PLE, E.C. 3.1.1.1)
wurde die tribe Lésung mit einem Magnetrihrer 24 Stunden langsam gerlhrt. Zur
Aufarbeitung wurde sie durch eine Porzellanfritte filtriert, mit 50 ml demineralisiertem
Wasser verdiinnt und lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde in 7 ml eines Gemischs aus
Wasser und Methanol (9:1) aufgenommen und mit préaparativer RP-HPLC
aufgereinigt. HPLC-Bedingungen:

20 min isokratisch Wasser/Methanol, (9:1), dann

30 min Gradient auf Wasser/Methanol (1:1), dann

20 min Methanol.

Den Eluenten wurde 0,1 % Trifluoressigsaure zugesetzt.

Die Produktfraktion wurde mit Wasser verdinnt und der Gefriertrocknung

unterzogen.
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Vorschrift J: Hydrogenolytische Spaltung von Carbonsaurebenzylestern

Methode A: Ein Nucleosidderivat mit terminalen Carbonsaurebenzylestergruppen
(30 mg) wurde in einem Zweihalskolben in 2 ml einer Mischung aus Methanol und
Wasser (4:1) im Ultraschallbad gelést. Zur Lésung wurden 5 mg Pd(OH)./C
(,Pearlman’s catalyst®, 20 %) oder 10 mg Pd/C (10 %) gegeben und die Suspension
wurde dreimal wechselweise mit einer Wasserstrahlpumpe evakuiert und mit Argon
aus einem Ballon gespult. Dieses Prozedere wurde mit einem mit Wasserstoff
beflllten Ballon wiederholt. Die Suspension wurde schlieBlich bei Raumtemperatur in
einer Wasserstoffatmosphére (Ballon) 24 Stunden lang stark gerGhrt. Zur Isolierung
des Produktes wurde filtriert und der Katalysator mit Wasser (40 ml) und Methanol
(40 ml) gewaschen. Das Filtrat wurde mit Wasser verdinnt und gefriergetrocknet.

Methode B: Ein Nucleosidderivat mit terminalen Carbonsaurebenzylestergruppen
(30 mg) wurde in einem 5 ml-GefaB der Firma Kimble & Kontes in 2 ml einer
Mischung aus Methanol und Wasser (4:1) im Ultraschallbad gel6ést. Zur Lésung
wurden 5 mg Pd(OH),/C (,Pearlman’s catalyst*) gegeben und die entstandene
Suspension unter starkem Rihren 4 Stunden bei 1,2 bar am Wasserstoffgenerator
hydriert. Zur Isolierung des Produktes wurde die Suspension filtriert und der
Katalysator mit Wasser (40 ml) und Methanol (40 ml) gewaschen. Das Filtrat wurde
mit Wasser verdinnt und gefriergetrocknet. Die Produkte erwiesen sich als sehr

hygroskopisch, deshalb wurde auf eine Schmelzpunktbestimmung verzichtet.

6.5.1 2-[4-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido)butanamido]-L-asparaginsaure-1-ethylester
(178)
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Die Verbindung 161 (15 mg, 0,03 mmol) wurde mit 15 mg Schweineleberesterase
nach Vorschrift | umgesetzt.
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Ausbeute: 5,1 mg (36 %).

Schmelzpunkt: Die Substanzmenge reichte nicht aus fir eine Schmelzpunkts-
bestimmung.

HPLC: t, = 32,06 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser

Schwer loslich in: Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0) & 7.97 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6); 5.91 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz,
H-5); 5.88 (d, 1H, 3J = 5.35 Hz, H-1'); 4.78 (t, 1H, 3J = 6.95 Hz, N-CH, Asp); 4.51
(pseudo-t, 1H, 3J = 5.35 Hz und ®J = 5.05 Hz, H-2’); 4.46 (d, 1H, 3J = 4.70 Hz, H-4);
4.42 (pseudo-t, 1H, 3J = 5.00 Hz und 3J = 4.75 Hz, H-3'); 4.18 (g, 2H, O-CHy); 3.28 (t,
2H, 3J = 6.95 Hz, N-CHy, 4-Amidobutanamid); 2.91 (AB-System mit A dd und B dd,
2H, 3J = 5.35 Hz und 2J = 16.70 Hz, O=C-CH,, Asp); 2.34 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz, O=C-
CHjy, 4-Amidobutanamid); 1.83 (dt, 2H, 3J = 7.25 Hz und 3J = 6.95 Hz, CHy, 4-
Amidobutanamid); 1.27 (t, 3H, CHjs).

3C-NMR (125 MHz, D,0) § 178.6 (C=0); 176.8 (C=0); 175.4 (C=0); 174.2 (C=0);
169.0 (C-4); 154.5 (C-2); 146.1 (C-6); 105.2 (C-5); 94.3 (C-1’); 85.6 (C-4'); 73.4 (C-
2'); 73.1 (C-3’); 65.1 (O-CHy); 51.9 (N-CH, Asp); 41.3 (N-CH2, 4-Amidobutanamid);
38.8 (O=C-CH,, Asp); 35.5 (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 27.4 (CH,, 4-
Amidobutanamid); 16.1 (CHs).

204



6.5.2 2-[2-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4,5,6-tetrahydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)ethanamido]-(S)-asparaginsaure
(179)

O
\”/\ NH
HO OH

Der Dibenzylester 163 (30 mg, 0,05 mmol) wurde gemaB Vorschrift J hydriert.
Sowohl mit Methode A als auch mit Methode B konnte volle Umsetzung erreicht
werden. Ein Unterschied zwischen Palladiumhydroxid und Palladium bestand nicht.

Ausbeute: 19 mg (92 %).

Schmelzpunkt: 167 °C

[a]}): - 16.4° (Wasser)

Aussehen: Farbloses Lyophilisat (hygroskopisch)
Leicht Iéslich in: Wasser

Schwer I6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0) § 5.87 (d, 1H, J = 6.30 Hz, H-1°); 4.70 (t, 1H, 3J = 6.00 Hz,
N-CH, Asp); 4.48 (d, 1H, 3J = 2.20 Hz, H-4); 4.42 (dd, 1H, 3J = 5.35 Hz und J = 6.35
Hz, H-2); 4.41 (dd, 1H, 3J = 2.20 Hz und 3J = 5.35 Hz, H-3’); 4.05 (AB-System mit A
d und B d, 2H, 2J = 17.00 Hz, N-CH,, 2-Amidoethanamid); 3.61 (m, 2H, °J = 6.60 Hz,
N-CH,, Dihydrouracil); 2.93 (kein AB-System stattdessen d, 3J = 6.00 Hz, O=C-CHoy,
Asp); 2.80 (m, 2H, 3J = 6.00 Hz, O=C-CH,, Dihydrouracil).

BC-NMR (125 MHz, D,0) & 177.9 (C=0); 177.7 (C=0); 176.6 (C=0); 175.1 (C=0);
173.3 (C-4); 157.6 (C-2); 91.8 (C-1°); 84.8 (C-4); 75.5 (C-2'); 72.5 (C-3’); 49.5 (N-CH,
Asp); 45.4 (N-CH,, 2-Amidoethanamid); 40.7 (N-CH,, Dihydrouracil); 38.9 (O=C-CHp,
Asp); 33.0 (O=C-CHy, Dihydrouracil).

HPLC (220 nm): 98.9 %
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6.5.3 2-[2-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4,5,6-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)ethanamido]-(S)-glutaminsaure (180)

Der Dibenzylester 164 (30 mg, 0,05 mmol) wurde geman Vorschrift J, Methode B mit
Pd(OH). hydriert.

Ausbeute: 21 mg (95 %).

Schmelzpunkt: 139 °C

Aussehen: Farbloses Lyophilisat (hygroskopisch)
Leicht I6slich in: Wasser

Schwer l6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

[a]}): - 22.0° (Wasser)

'H-NMR (500 MHz, D,0) § 5.87 (d, 1H, %J = 6.00 Hz, H-1’); 4.49 (d, 1H, 3J = 2.50 Hz,
H-4’); 4.43 (dd, 1H, J = 5.35 Hz und °J = 6.65 Hz, H-2), 4.41 (dd, 1H, 3J = 2.50 Hz
and 3J = 5.15 Hz, H-3'), 4.35 (t, 1H, 3J = 4.75 Hz, N-CH, Glu); 4.05 (AB-System mit A
dund B d, 2H, 2J = 17.00 Hz, N-CHo, 2-Amidoethanamid); 3.61 (m, 2H, 3J = 6.60 Hz,
N-CH,, Dihydrouracil); 2.80 (dt, 2H, 3J = 6.00 Hz und °J = 3.75 Hz, O=C-CH,,
Dihydrouracil); 2.56 (t, 2H, °J = 7.55 Hz, O=C-CHy, Glu); 2.20 und 1.99 (2 x m, 2 x
1H, 3J = 7.25 Hz und 3J = 4.75 Hz, CHa, Glu).

B3C-NMR (125 MHz, D,0) § 180.5 (C=0); 179.5 (C=0); 176.6 (C=0); 175.1 (C=0);
173.4 (C-4); 157.6 (C-2); 91.8 (C-1'); 84.8 (C-4'); 75.5 (C-2'); 72.5 (C-3'); 45.4 (N-CHa,
2-Amidoethanamid); 45.0 (N-CH, Glu); 40.7 (N-CH,, Dihydrouracil); 33.2 (O=C-CH,,
Dihydrouracil); 33.0 (O=C-CHy, Glu); 29.3 (CHz, Glu).

ESI-MS: 444.9 (IM-H]), 446.9 (M+H[*).

HPLC (220 nm): 99.6 %
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6.5.4 2-[3-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4,5,6-tetrahydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)propanamido]-(S)-asparaginsaure
(181)

HO._ __O
0 0 f\fo
JK/\J\G/N NH
N N
H H \/ 77/
HO™ Yo 0

HO OH

Der Dibenzylester 165 (30 mg, 0,05 mmol) wurde geman Vorschrift J, Methode B mit
Pd(OH). hydriert.

Ausbeute: 20 mg (93 %).

Schmelzpunkit:

[a]): - 13.5° (Wasser)

Aussehen: Farbloses Lyophilisat (hygroskopisch)
Leicht Iéslich in: Wasser

Schwer I6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0), § 5.84 (d, 1H, 3J = 6.35 Hz, H-1’); 4.71 (t, 1H, 3J = 5.35 Hz,
N-CH, Asp); 4.37 (d, 1H, 3J = 2.55 Hz, H-4'); 4.35 (dd, 1H, 3J = 5.35 Hz und 3J = 6.00
Hz, H-2’); 4.33 (dd, 1H, 3J = 2.50 Hz und 3J = 5.35 Hz, H-3); 3.71-3.50 (m, 4H, N-
CHa, Dihydrouracil und N-CH,, 3-Amidopropanamid); 2.92 (d, 2H, 3J=5.35 Hz und 2J
= 17.00 Hz, O=C-CHj,, Asp); 2.79 (m, 2H, 3J = 6.30 Hz, O=C-CH,, Dihydrouracil);
2.56 (t, 2H, ®J = 6.30 Hz, O=C-CH,, 3-Amidopropanamid).

3C.NMR (125 MHz, D,0), § 177.6 (C=0); 176.6 (2 x C=0); 176.4 (C=0); 174.3 (C-
4); 157.6 (C-2); 91.5 (C-1°); 84.8 (C-4); 75.4 (C-2); 72.3 (C-3’); 45.4 (N-CH, Asp);
40.6 (N-CHy, Dihydrouracil); 39.0 (N-CH», 3-Amidopropanamid); 38.4 (O=C-CHa, 3-
Amidopropanamid); 37.5 (O=C-CH,, Asp); 33.0 (O=C-CH,, Dihydrouracil).

ESI-MS: 444.9 (IM-H]), 446.9 (IM+H]").

HPLC (220 nm): 93.7 %.
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6.5.5 2-[3-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4,5,6-tetrahydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)propanamido]-(S)-glutaminsaure
(182)

H

0.__0
0 o) f\fo
)K/\ J\@/N NH
N N
HO " " 2)7/
HO OH
o}

Der Dibenzylester 166 (30 mg, 0,05 mmol) wurde geman Vorschrift J, Methode B mit
Pd(OH), hydriert.

Ausbeute: 20 mg (91 %).

Schmelzpunkt: 154 °C

[a]}): - 25.2° (Wasser)

Aussehen: Farbloses Lyophilisat (hygroskopisch)

Leicht Iéslich in: Wasser

Schwer I6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D;0), § 5.84 (d, 1H, 3J = 6.30 Hz, H-1’); 4.38 (d, 1H, 3J = 2.50 Hz,
H-4%); 4.37 (t, 1H, 3J = 6.00 Hz, N-CH, Glu); 4.35 (dd, 1H, J = 5.35 Hz und %J = 6.35
Hz, H-2"); 4.32 (dd, 1H, %J = 2.20 Hz und 3J = 5.35 Hz, H-3'); 3.74 (t, 2H, ®J = 6.60 Hz,
N-CH,, Dihydrouracil); 3.52 (t, 2H, J = 6.30 Hz, N-CH,, 3-Amidopropanamid); 2.80
(dt, 2H, ®J = 6.30 Hz und °J = 2.85 Hz, O=C-CH,, Dihydrouracil); 2.56 (t, 2H, 3J =
6.30 Hz, O=C-CHy, Glu); 2.45 (t, 2H, 3J = 7.55 Hz, O=C-CH,, 3-Amidopropanamid);
2.15und 1.96 (m, 2 x 1H, CH,, Glu).

3C-NMR (125 MHz, D,0), § 180.5 (C=0); 179.5 (C=0); 176.6 (C=0); 176.4 (C=0);
174.3 (C-4); 157.6 (C-2); 91.5 (C-1°); 84.8 (C-4'); 75.4 (C-2’); 72.3 (C-3’); 51.7 (N-CH,
Glu); 45.4 (N-CHp, Dihydrouracil); 40.6 (O=C-CH,, Dihydrouracil); 38.4 (N-CH,, 3-
Amidopropanamid); 37.6 (O=C-CH,, 3-Amidopropanamid); 33.4 (O=C-CH,, Glu);
29.4 (CHa, Glu).

ESI-MS: 459.0 ([M-H]), 461.0 ((M+H]").
HPLC (220 nm): 96.1 %.

208



6.5.6 2-[4-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Diox0o-3,4,5,6-tetrahydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)butanamido]-(S)-asparaginsaure
(183)

\H/\/\ NH

HO  OH

Der Dibenzylester 167 (30 mg, 0,05 mmol) wurde geman Vorschrift J, Methode B mit
Pd(OH), hydriert.

Ausbeute: 22 mg (94 %).

Schmelzpunkt: 151 °C

[a]}): 15.9° (Wasser)

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser

Schwer lI6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0) & 5.82 (d, 1H, 3J = 6.60 Hz, H-1"); 4.71 (t, 1H, ®J = 6.95 Hz,
N-CH, Asp); 4.41 (dd, 1H, 3J = 6.60 Hz und 3J = 5.35 Hz, H-2’), 4.38 (d, 1H, 3J = 3.15
Hz, H-4); 4.35 (dd, 1H, %) = 3.15 Hz und 5.35 Hz, H-3’); 3.66 (m, 2H, N-CH,,
Dihydrouracil); 3.28 (dt, 2H, %) = 6.95 Hz und °J = 7.85 Hz, N-CH, 4-
Amidobutanamid); 2.91 (AB-System mit A dd und B dd, 2H, 3J = 5.05 Hz und 2J =
16.75 Hz, O=C-CH,, Asp); 2.80 (m, 2H, O=C-CHj, Dihydrouracil); 2.34 (t, 2H, 3J =
7.25 Hz, O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 1.83 (dt, 2H, 3J = 7.25 Hz und 3J = 6.95 Hz,
CHaz, 4-Amidobutanamid).

3C-NMR (125 MHz, D;0) § 178.4 (C=0); 178.0 (C=0); 177.7 (C=0); 176.6 (C=0);
174.4 (C-4); 157.5 (C-2); 92.0 (C-1°); 84.9 (C-4’); 75.4 (C-2); 72.5 (C-3); 52.7 (N-CH,
Asp); 41.3 (N-CHy, Dihydrouracil); 40.9 (N-CH,, 4-Amidobutanamid); 39.1 (O=C-CH,,
Dihydrouracil); 35.6 (O=C-CHy, Asp); 33.0 (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 27.5 (CHa,
4-Amidobutanamid).

ESI-MS: 459.0 ([M-H]), 460.9 ([M+H[*).
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HPLC (220 nm): 93.6 %.

6.5.5 2-[4-((2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4,5,6-tetrahydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-
dihydroxy-tetrahydrofuran-2-carboxamido)butanamido]-(S)-glutamins&ure
(184)

0] H O //\240
O
N N
HO WNJLQ/ W/NH
H
¢ = 0
HO OH
HO O

Der Dibenzylester 168 (30 mg, 0,05 mmol) wurde gemaR Vorschrift J, Methode B mit
Pd(OH). hydriert.

Ausbeute: 23 mg (95 %).

Schmelzpunkt: 112 °C

[a] ) : - 22.4° (Wasser)

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser

Schwer l6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D;0) & 5.82 (d, 1H, 3J = 6.65 Hz, H-1’); 4.40 (dd, 1H, °J = 6.60
und 3J = 5.35 Hz, H-2); 4.38 (d, 1H, 3J = 3.15 Hz, H-4’); 4.36 (t, 1H, 3J = 6.00 Hz, N-
CH, Glu); 4.34 (dd, 1H, 3J = 5.70 Hz und 3J = 2.85 Hz, H-3); 3.73 (m, 2H, N-CHj,
Dihydrouracil); 3.20 (t, 2H, 3J = 7.60 Hz, N-CH,, 4-Amidobutanamid); 2.80 (m, 2H,
O=C-CHjy, Dihydrouracil); 2.47 (t, 2H, 3J = 7.60 Hz, O=C-CH,, Glu); 2.34 (t, 2H, 3J =
7.25 Hz, O=C-CHa, 4-Amidobutanamid); 2.18 und 1.98 (2 x m, 2 x 1H, CHp, Glu);
1.62 (tt, 2H, 3J = 7.25 Hz, CH,, 4-Amidobutanamid).

3C-NMR (125 MHz, D,0) & 180.2 (C=0); 179.0 (C=0); 178.6 (C=0); 176.5 (C=0);
174.3 (C-4); 157.5 (C-2); 91.9 (C-1°); 84.9 (C-4’); 75.4 (C-2); 72.5 (C-3); 51.7 (N-CH,
Glu); 41.4 (N-CHy, Dihydrouracil); 40.8 (N-CH>, 4-Amidobutanamid); 35.6 (O=C-CHo,,
Dihydrouracil); 33.2 (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 33.0 (O=C-CHy, Glu); 29.0 (CHa,
Glu); 27.5 (CHa, 4-Amidobutanamid).
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ESI-MS: 472.9 ([M-H]), 475.1 (IM+H]").

HPLC (220 nm): 93.7 %.

6.6 Spaltung der (Bis-)Phosphonsaureestergruppe in der
Nucleosid-5’-Seitenkette

Vorschrift K: Spaltung von Phosphonsaurediethylestern mit TMS-Br

Ein Nucleosid-Derivat mit terminaler Phosphonsaurediethylestergruppe oder
Diphosphonsauretetraethylestergruppe (20 mg) wurde in einem mit Septum
verschlossenen, trockenen Zweihalskolben unter Argon (Ballon) in trockenem
Dichlormethan (3 ml) suspendiert. Die Suspension wurde in einem Eisbad auf 0 °C
geklhlt. Unter starkem Ruhren wurden mittels einer Kandle 0,15 - 0,3 ml TMS-Br (s.
u.) Uber einen Zeitraum von 10 Minuten zugetropft. Die entstehende Losung wurde
noch drei Stunden bei 0 °C gehalten und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.
Zur Aufarbeitung wurden die fliichtigen Bestandteile bei 0 °C abrotiert, der Riuckstand
im Eisbad in auf 0 °C temperiertem Wasser (2 ml) gelést und dessen pH-Wert mit
gesattigter, waBriger NaHCO3-Losung auf 7-8 eingestellt. Die Lésung wurde so zwei
Stunden gerihrt, mit einem Gemisch aus Wasser und Methanol (10:1) auf sieben ml
verdinnt und durch Zugabe von Trifluoressigsaure auf pH 2 angesduert. Die
Aufreinigung des Produktes wurde per RP-HPLC mit folgender Methode
vorgenommen:

20 min Wasser/Methanol, (9:1), isokratisch, dann

30 min Gradient auf Wasser/Methanol (1:1), dann

20 min Methanol. Den Eluenten wurde 0,1 % Trifluoressigsaure zugesetzt.

Die Produktfraktion wurde mit Wasser verdinnt und der Gefriertrocknung

unterzogen.
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6.6.1 2-[(2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido]ethanamidomethylphosphonséaure (194)

o) o) =N\ -0
nH o _n
HO/,P\/NW/\N NH
HO N\
0 T 0

HO OH

Zur Spaltung des Phosphonsaurediethylesters wurden 15 mg (0.03 mmol) 147 mit
0,15 ml (1,2 mmol) TMS-Br umgesetzt.

Ausbeute: 8.4 mg (69 %)

Schmelzpunkt: 271 °C

HPLC: t, = 4.33 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat (hygroskopisch)
Leicht Iéslich in: Wasser

Schwer I6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0) § 7.96 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6); 5.93 (d, 1H, 3J = 4.75 Hz,
H-1°); 5.92 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, H-5); 4.58 (d, 1H, °J = 3.80 Hz, H-4); 4.50 (pseudo-t,
1H, 3J = 5.35 Hz und ®J = 4.70 Hz, H-2"); 4.54 (pseudo-t, 1H, 3J = 5.35 Hz und 3J =
3.80 Hz, H-3'); 4.09 — 3.97 (AB-System mit A d und B d, 2H, 2J = 16.70 Hz, N-CH,, 2-
Amidoethanamid); 3.58 — 3.44 (AB-System mit A dd und B dd, 2H, 2JH,p = 12.60 Hz
und 2J = 15.40 Hz, N-CH,, Methylphosphonat).

3C.NMR (125 MHz, D,0) § 175.2 (C=0); 171.6 (C=0); 166.4 (C-4); 154.7 (C-2);
146.2 (C-6); 105.4 (C-5); 94.8 (C-1°); 85.9 (H-4’); 75.5 (H-2’ und H-3’); 45.1 (N-CHa,
2-Amidoethanamid); 39.7 (40.0 (d, 'Jcp = 146.3 Hz, CH,-P, Methylphosphonat).
3IP-NMR (202 MHz, D,0) § 16.5.

LC/ESI-MS: 407.3 ([M-H]"), 409.1 (IM+H]*).

HPLC (254 nm): > 99.9 %
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6.6.2 4-[2-((2S,3R, 4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-

tetrahydrofuran-2-carboxamido)ethanamido]benzylphosphonsaure (196)

H O @O
o
N N
PoRaavse
[l H \_/
HO—P o = 0
HO HO OH

Zur Spaltung des Phosphonsaurediethylesters wurden 16 mg (0.03 mmol) 144 mit
0,3 ml (2,4 mmol) TMS-Br umgesetzt.

Ausbeute: 12.5 mg (86 %)

Schmelzpunkt: 238 °C

HPLC: t, = 4.33 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser

Schwer l6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0) & 7.98 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, H-6); 7.39 (d, 2H, 3J = 8.50 Hz,
2 X CHmeta, Benzylphosphonat); 7.33 (dd, 2H, 3J = 8.50 Hz und *J = 2.20 Hz, 2 x
CHortho, Benzylphosphonat); 5.97 (d, 1H, 3J = 5.05 Hz, H-1’); 5.78 (d, 1H, 3J = 8.20
Hz, H-5); 4.61 (d, 1H, 3J = 3.80 Hz, H-4’); 4.53 (pseudo-t, 1H, 3J = 5.05 Hz und 3J =
5.35 Hz, H-2); 4.50 (pseudo-t, 1H, J = 3.80 Hz und 3J = 5.05 Hz, H-3'); 4.20-4.10
(AB-System mit A d und B d, 2H, 2J = 16.70 Hz, N-CH,, 2-Amidoethanamid); 3.12 (d,
2H, 2Jup = 20.80 Hz, CH,-P, Benzylphosphonat).

BC-NMR (125 MHz, D;0) § 175.0 (C=0); 172.3 (C=0); 169.0 (C-4); 154.6 (C-2);
145.8 (C-6); 137.6 (Cpheny-NH, Benzylphosphonat); 134.3 (d, 2Jcp = 9.2 Hz, Cphenyr-
CH»-P, Benzylphosphonat); 133.1 (2 x CHgrno, Benzylphosphonat); 125.0 (2 x CHmeta,
Benzylphosphonat); 105.4 (C-5); 93.8 (C-1’); 85.6 (C-4); 75.4 (C-2); 75.3 (C-3); 45.5
(N-CH,, 2-Amidoethanamid); 37.4 (d, "Jcp = 129.1 Hz, CH,-P, Benzylphosphonat ).
*IP-NMR (202 MHz, D,0) § 26.7.

LC/ESI-MS: 483.4 (IM-H]), 485.3 (IM+H[*).

HPLC (254 nm): 99.9 %
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6.6.3 3-[(2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido]propanamidomethylphosphonsaure (195)

[l H
O

0O @) = o)
H \
0
HO OH

Zur Spaltung des Phosphonsaurediethylesters wurden 16 mg (0.03 mmol) 148 mit
0,3 ml (2,4 mmol) TMS-Br umgesetzt.

Ausbeute: 10.2 mg, (81 %)

Schmelzpunkt: 284 °C

HPLC: t, = 7.29 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat (hygroskopisch)
Leicht I6slich in: Wasser

Schwer l6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0) & 8.10 (d, 1H, 3J = 8.15 Hz, H-6); 5.89 (d, 1H, 3J = 6.00 Hz,
H-1°); 5.78 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, H-5); 4.50 (dd, teilweise verdeckt von H-4’, 1H, 3J =
5.05 Hz, H-2); 4.48 (d, 1H, 3J = 4.45 Hz, H-4’); 4.27 (pseudo-t, 1H, 3J = 4.70 Hz und
3J = 4.75 Hz, H-3"); 3.56 (t, 2H, °J = 6.30 Hz, N-CH,, 3-Amidopropanamid); 3.49 (d,
2H, 2Jup = 12.25 Hz, CHx>-P, Methylphosphonat); 2.53 (t, 2H, 3J = 6.30 Hz, O=C-CH,
3-Amidopropanamid).

BC-NMR (125 MHz, D;0) § 173.7 (C=0); 172.6 (C=0); 166.8 (C-4); 153.2 (C-2);
144.5 (C-6); 103.4 (C-5); 92.8 (C-1’); 85.4 (C-4’); 74.9 (C-2'); 74.0 (C-3’); 40.0 (d,
'Jep = 146.7 Hz, CH,-P, Methylphosphonat); 38.6 (N-CH,, 3-Amidopropanamid);
37.9 (O=C-CH,, 3-Amidopropanamid).

¥IP-NMR (202 MHz, D;0) 5 17.6.

ESI-MS: 421.3 ((M-H]), 423.1 ((M+H]*).

HPLC (254 nm): > 99.9 %
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6.6.4 4-[3-((2S,3R, 4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-

tetrahydrofuran-2-carboxamido)propanamido]benzylphosphonséure (197)

HO
N N NH
H H 77/

Zur Spaltung des Phosphonsaurediethylesters wurden 16 mg (0.03 mmol) 145 mit
0,15 ml (1,2 mmol) TMS-Br umgesetzt.

Ausbeute: 9 mg (60 %)

Schmelzpunkt: 246 °C

HPLC: t, = 36.38 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser

Schwer l6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 11.30 (d, 1H, *J = 1.90 Hz, H-3); 9.85 (s, 1H,
CONH); 8.39 (t, 1H, 3J = 5.35 Hz, 5-CONH); 8.27 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6); 7.45 (d,
2H, 3J = 8.15 Hz, 2 X CHmeta, Benzylphosphonat); 7.29 (dd, 2H, 3J=8.85Hzund*J =
2.20 Hz, 2 x CHorno, Benzylphosphonat); 5.88 (d, 1H, 3J = 6.65 Hz, H-1°); 5.67 (dd,
1H, 3J = 8.20 Hz und *J = 2.20 Hz, H-5); 5.50 (br s, 2H, 2"-OH, 3-OH); 4.27 (d, 1H, 3J
= 2.55, H-4); 4.15 (dd, 1H, 3J = 4.75 Hz und 3J = 6.65 Hz, H-2); 3.99 (dd, 1H, %J =
4.40 Hz und 2J = 2,50 Hz, H-3); N-CH, (3-Amidopropanamid) unter breitem
Wassersignal bei 3.4 ppm; 2.87 (d, 2H, 2Jup = 21.15 Hz, CH-P, Benzylphosphonat);
0O=C-CH> (3-Amidopropanamid) unter dem Lésungsmittelsignal bei 2.5 ppm.
3C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) § 170.1 (C=0); 169.1 (C=0); 163.2 (C-4); 151.9 (C-
2); 141.3 (C-6); 138.0 (Cpreny-NH, Benzylphosphonat); 130.0 (d, 2Jcp = 9.4 Hz,
Cpheny-CH2-P, Benzylphosphonat); 129.1 (2 x CHmeta, Benzylphosphonat); 119.2 (2 x
CHoriho, Benzylphosphonat); 102.2 (C-5); 87.9 (C-1°); 83.2 (C-4); 73.2 (C-2’ und C-3);
36.1 (N-CH2, 3-Amidopropanamid); 35.4 (O=C-CH,, 3-Amidopropanamid); 34.9 (d,
'Jep = 131.6 Hz, CH2-P, Benzylphosphonat).

3P-NMR (202 MHz, DMSO-d¢) & 21.6.
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ESI-MS: 497.3 (IM-H]), 499.1 ((M+H[").

HPLC (254 nm): 98.8 %.

6.6.5 4-[4-((2S5,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-
tetrahydrofuran-2-carboxamido)butanamido]benzylphosphonsdure (198)

e o)

HO/F
HO OH

Zur Spaltung des Phosphonsaurediethylesters wurden 17 mg (0.03 mmol) 146 mit
0,15 ml (1,2 mmol) TMS-Br umgesetzt.

Ausbeute: 12.3 mg (80 %)

Schmelzpunkt: 161 °C

HPLC: t, = 37.40 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser

Schwer I6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0) & 7.84 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6); 7.38 (d, 2H, 3J = 7.85 Hz,
2 X CHmeta, Benzylphosphonat); 7.28 (dd, 2H, 3J = 8.50 Hz und *J = 2.50 Hz, 2 x
CHorino, Benzylphosphonat); 5.84 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz, H-5); 5.81 (d, 1H, 3J = 5.35 Hz,
H-1°); 4.45 (d, 1H, 3J = 4.10 Hz, H-4’); 4.43 (dd, 1H, 3J = 5.35 Hz und 2J = 5.70 Hz, H-
2’); 4.35 (dd, 1H, 3J = 4.10 Hz und ®J = 5.35 Hz, H-3’); 3.38 (m, 2H, 3J= 7.25 Hz, N-
CH,, 4-Amidobutanamid); 3.23 (d, 2H, 2Jup = 20.80 Hz, CH-P, Benzylphosphonat);
2.45 (t, 2H, °J = 6.95 Hz, O=C-CHj, 4-Amidobutanamid); 1.95 (m, 2H, %J = 7.25 Hz
und 3J = 6.95 Hz, CH,, 4-Amidobutanamid).

BC-NMR (125 MHz, D,0) § 174.8 (C=0); 172.7 (C=0); 165.2 (C-4); 152.9 (C-2);
140.9 (C-6); 138.3 (Cpreny-NH, Benzylphosphonat); 132.9 (2 x CHorho,
Benzylphosphonat); 128.5 (d, 2Jcp = 9.4 Hz, Cpheny-CH2-P, Benzylphosphonat),
124.8 (2 X CHmeta, Benzylphosphonat); 102.2 (C-5); 89.9 (C-1°); 84.5 (C-4’); 71.6 (C-
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2);, 71.2 (C-8); 399 (N-CHz, 4-Amidobutanamid); 37.8 (O=C-CH,, 4-
Amidobutanamid); 34.4 (d, 'Jcp = 137.6 Hz, CH»-P, Benzylphosphonat); 27.9 (CH,
4-Amidobutanamid).

*IP-NMR (202 MHz, D,0) § 23.6.

ESI-MS: 511.1 ((M-H]"), 513.0 ((M+H[").

HPLC (254 nm): 99.8 %.

6.6.6 4-[(2S,3R,4S,5R)-5-(2,4-Dioxo-3,4-dihydropyrimidin-1(2H)-yl)-3,4-dihydroxy-

tetrahydrofuran-2-carboxamido]butanamidomethylendiphosphonsaure (204)

Zur Spaltung des Bisphosphonsauretetraethylesters wurden 20 mg (0.03 mmol) 152
mit 0,3 ml (2,4 mmol) TMS-Br umgesetzt.

Ausbeute: 8 mg (52 %)

Schmelzpunkt: 188 °C

HPLC: t, = 26.30 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat (hygroskopisch)
Leicht I6slich in: Wasser

Schwer l6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0) & 7.93 (d, 1H, J = 8.20 Hz, H-6); 5.92 (d, 1H, 3J = 7.90 Hz,
H-5); 5.82 (d, 1H, %J = 5.65 Hz, H-1’); N-CH, (Methylbisphosphonat) unter dem
Lésungsmittelsignal bei 4.8 ppm; 4.61 (pseudo-t, 1H, 3J = 5.35 Hz und 3J = 5.35 Hz,
H-2°); 4.48 (d, 1H, 3J = 4.10 Hz, H-4’); 4.43 (dd, 1H, 3J = 4.10 Hz und 3J = 5.05 Hz, H-
3’); 3.23 (t, 2H, 3J = 6.95 Hz, N-CHz, 4-Amidobutanamid); 2.40 (t, 2H, 3J = 7.25 Hz,
O=C-CH, 4-Amidobutanamid); 1.86 (tt, 2H, °J = 7.25 Hz und 3J = 6.90 Hz, CHy, 4-
Amidobutanamid).
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BC-NMR (125 MHz, D,0) § 177.9 (C=0); 174.2 (C=0); 169.1 (C-4); 154.6 (C-2);
147.0 (C-6); 105.3 (C-5); 95.1 (C-1’); 85.8 (C-4’); 75.5 (C-2); 74.6 (C-3’); 49.5 (N-CH,
Methylbisphosphonat); 41.2 (N-CH,, 4-Amidobutanamid); 35.7 (O=C-CH,, 4-
Amidobutanamid); 27.6 (CH», 4-Amidobutanamid).

¥IP.NMR (202 MHz, D,0) & 14.6

ESI-MS: 515.2 ((M-H]), 517.2 ([M+H]").
HPLC (254 nm): 99.3 %.

6.6.7 2-[(2S,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-2-

carboxamido]ethanamidomethylphosphonséaure (199)

0 0 =N
n H 0 N/_ NH,
HO//P\/N\H/\N 7
HO H
(@) N

T N N
HO OH

Zur Spaltung des Phosphonsaurediethylesters wurden 15 mg (0.03 mmol) 174 mit
0,15 ml (1,2 mmol) TMS-Br umgesetzt.

Ausbeute: 9 mg (70 %)

Schmelzpunkt: 170 °C

HPLC: t, = 37.40 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser

Schwer I6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0) & 8.61 (s, 1H, H-2); 8.47 (s, 1H, H-8); 6.26 (d, 1H, 3J = 6.60
Hz, H-1); 4.90 (dd, 1H, 3J = 6.60 Hz und ®J = 5.05 Hz, H-2); 4.73 (d, °J = 2.85 Hz,
1H, H-4’); 4.68 (dd, 1H, 3J = 5.05 Hz und 3J = 2.85 Hz, H-3'); 4.06 (AB-System mit A
d und B d, 2H, 2J = 16.70 Hz, N-CHo, 2-Amidoethanamid); 3.24 (AB-System mit A dd
und B dd, 2H, 2Jip = 12.60 Hz und 2J = 15.45 Hz, N-CH,, Methylphosphonat).

BC-NMR (125 MHz, D,0) § 174.7 (C=0), 173.1 (C=0), 153.0 (C-6), 154.2 (C-2);
147.6 (C-4); 146.5 (C-8); 122.1 (C-5); 91.6 (C-1); 86.7 (C-4’); 75.8 (C-2’ und C-3');
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45.0 (N-CHz, 2-Amidoethanamid); 40.2 (d, 'Jcp = 157.1 Hz, CH-P,
Methylphosphonat).
¥IP-NMR (202 MHz, D,0) 5 21.6.

ESI-MS: 430.1 ((M-H]), 432.1 ((M+H]*).

HPLC (254 nm): 96.4 %.

6.6.8 4-[2-((2S,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-2-

carboxamido)ethanamido]benzylphosphonséaure (201)

Zur Spaltung des Phosphonsaurediethylesters wurden 17 mg (0.03 mmol) 169 mit
0,3 ml (2,4 mmol) TMS-Br umgesetzt.

Ausbeute: 11 mg (72 %)

Schmelzpunkt: 205 °C

HPLC: t. = 34.15 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht Iéslich in: Wasser

Schwer I6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds), 5 9.98 (s, 1H, CONH); 9.04 (t, 1H, 3J = 5.70 Hz, 5-
CONH); 8.56 (s, 1H, H-2); 8.26 (s, 1H, H-8); 7.89 (br s, 2H, 6-NHy); 7.46 (d, 2H, 3J =
8.50 Hz, 2 x CHumeta, Benzylphosphonat); 7.17 (dd, 2H, 3J = 8.85 Hz and *J = 2.55 Hz,
2 X CHortno, Benzylphosphonat); 6.04 (d, 1H, 3J = 7.55 Hz, H-1’); 5.65 (br s, 2H, 2-
OH, 3-OH); 4.64 (dd, 1H, 3J = 7.55 Hz und 3J = 4.40 Hz, H-2); 4.43 (d, 1H,3J = 1.25
Hz, H-4); 4.24 (dd, 1H, 3J = 4.40 und 3J = 1.25 Hz, H-3’); 4.07 - 3.94 (AB-System mit
A dd und B dd, 2H, 3J = 5.70 Hz und 2J = 16.40 Hz, N-CH,, 2-Amidoethanamid); 2.89
(d, 2H, 2Jup = 21.15 Hz, CH2-P, Benzylphosphonat).
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3C-NMR (125 MHz, DMSO-dg), § 170.2 (C=0); 167.3 (C=0), 157.9 (C-6), 154.2 (C-
2), 149.0 (C-4); 141.3 (C-8); 137.0 (Cpheny-NH, Benzylphosphonat); 130.1 (2 x CHmeta,
Benzylphosphonat); 129.3 (d, 2Jcp = 8.9 Hz, Cpara-CH2-P, Benzylphosphon-at); 119.4
(2 X CHorho, Benzylphosphonat); 119.1 (C-5); 87.6 (C-1°); 84.7 (C-4’); 73.5 (C-2);
72.7 (C-3); 42.5 (N-CHp, 2-Amidoethanamid); 34.9 (d, 'Jcp = 131.4 Hz, CHx-P,
Benzylphosphonat).

$IP_.NMR (202 MHz, DMSO-dg), & 21.5.

ESI-MS: 497.3 ([M-H]), 499.4 ([M+HJ").

HPLC (254 nm): 98.9 %.

6.6.9 4-[3-((2S,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-2-
carboxamido)propanamido]benzylphosphonsaure (202)

Zur Spaltung des Phosphonsaurediethylesters wurden 17 mg (0.03 mmol) 170 mit
0,3 ml (2,4 mmol) TMS-Br umgesetzt.

Ausbeute: 13.1 mg (84 %)

Schmelzpunkt: 211 °C

HPLC: t, = 34.15 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser

Schwer l6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds), 5 9.84 (s, 1H, CONH): 9.08 (t, 1H, 3J = 6.00 Hz, 5-

CONH); 8.39 (s, 1H, H-2); 8.25 (s, 1H, H-8); 7.51 (br s, 2H, 6-NHy); 7.41 (d, 2H, 3J =
8.20 Hz, 2 X CHumeta, Benzylphosphonat); 7.12 (dd, 2H, 3J = 8.80 Hz und *J = 2.20 Hz,
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2 X CHorho, Benzylphosphonat); 5.94 (d, 1H, 3J = 7.85 Hz, H-1°); 4.59 (dd, 1H, %J =
7.90 Hz und 3J = 4.75 Hz, H-2"); 4.33 (d, 1H, 3J = 1.55 Hz, H-4’); 4.16 (dd, 1H, 3J =
4.40 und 3J = 1.30 Hz, H-3"); 3.54 — 3.44 (m, 2H, 3J = 6.60 Hz, N-CHp, 3-
Amidopropanamid); 3.24 (d, 2H, 2JH,p = 21.45 Hz, CH.-P, p-Aminobenzyl-
phosphonat); 2.58 — 2.49 (m, ®J = 6.60 Hz, O=C-CH,, 3-Amidopropanamid).
3C.NMR (125 MHz, DMSO-ds), & 169.8 (C=0); 169.3 (C=0); 156.0 (C-6); 152.3 (C-
2); 148.9 (C-4); 140.9 (C-8); 137.3 (Cpreny-NH, Benzylphosphonat); 129.9 (2 x CHortho,
Benzylphosphonat); 129.0 (d, 2Jcp = 34.7 Hz, Cpheny-CH2-P, Benzyl-phosphonat);
119.7 (C-5); 119.1 (2 X CHneta, p-Aminobenzylphosphonat); 88.0 (C-1°); 84.9 (C-4');
73.3 (C-2)); 72.2 (C-3); 36.5 (N-CHp, 3-Amidopropanamid); 35.3 (O=C-CH,, 3-
Amidopropanamid); 34.9 (d, 'Jcp = 131.6 Hz, CHx-P, Benzylphosphonat).

$IP_.NMR (202 MHz, DMSO-dg), & 21.8.

ESI-MS: 522.5 ([M-H]), 524.3 ((M+H]*).

HPLC (254 nm): 99.5 %.

6.6.10 4-[(2S,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-2-

carboxamido]butanamidomethylphosphonséaure (200)

Zur Spaltung des Phosphonséaurediethylesters wurden 14.6 mg (0.03 mmol) 176 mit
0,15 ml (1,2 mmol) TMS-Br umgesetzt.

Ausbeute: 13.1 mg (84 %)

Schmelzpunkt: 185 °C

HPLC: t, = 18.54 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser

Schwer l6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan
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'H-NMR (500 MHz, D;0), 5 8.56 (s, 1H, H-2); 8.46 (s, 1H, H-8); 6.20 (d, 1H, 3J = 5.65
Hz, H-1’); 4.88 (pseudo-t, 1H, 3J = 5.05 Hz und 3J = 5.60 Hz, H-2'); 4.69 (pseudo-t,
1H, 3J = 5.05 Hz und 3J = 3.80 Hz, H-3’); 4.62 (br s, 1H, H-4); 3.54 (d, 2H, 2J =
12.60 Hz, CHx-P, Methylphosphonat); 3.33 und 3.22 (2 x m, 2 x 1H, 3J = 6.90 Hz, N-
CHa, 4-Amidobutanamid); 2.28 (t, 2H, 3J = 6.95 Hz, O=C-CHj,, 4-Amidobutanamid);
1.78 (brt, 2H, 3J = 6.90 Hz, CH,, 4-Amidobutanamid).

BC-NMR (125 MHz, D-0), 5 174.1 (C=0); 166.3 (C=0); 153.5 (C-6); 151.1 (C-2);
148.2 (C-4); 146.5 (C-8); 122.2 (C-5); 91.9 (C-1°); 86.6 (C-4); 75.8 (C-2); 75.7 (C-3');
41.4 (N-CHz, 4-Amidobutanamid); 40.1 (d, 'Jcp = 145.5 Hz, CHz-P, Methyl-
phosphonat); 35.8 (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 27.6 (CH. , 4-Amidobutanamid).
3IP-NMR (D0), 5 16.7.

ESI-MS: 458.0 ([M-H]), 459.9 ((M+H[*).

HPLC (254 nm): 99.2 %.

6.6.11 4-[4-((2S5,3R,4S,5R)-5-(6-Amino-9H-purin-9-yl)-3,4-dihydroxy-tetrahydrofuran-
2-carboxamido)butanamido]benzylphosphonsaure (203)

—P
HO
Ho HO OH

Zur Spaltung des Phosphonsaurediethylesters wurden 17 mg (0.03 mmol) 171 mit
0,3 ml (2,4 mmol) TMS-Br umgesetzt.

Ausbeute: 13.8 mg (86 %)

Schmelzpunkt: 224 °C

HPLC: t, = 37.34 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat

Leicht I6slich in: Wasser

Schwer I6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan
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'"H-NMR (500 MHz, D,O) & 8.50 (s, 1H, H-2); 8.32 (s, 1H, H-8); 7.18 (dd, 2H, 3J =
9.10 Hz und *J = 1.90 Hz, 2 x CHpeta, Benzylphosphonat); 7.16 (d, 2H, J = 8.20 Hz,
2 X CHortho, Benzylphosphonat); 6.16 (d, 1H, 3J = 7.25 Hz, H-1’); 4.61 (dd, 1H, 3J =
6.95 Hz und 3J = 5.05 Hz, H-2’); 4.65 (d, 1H, 3J = 2.20 Hz, H-4); 4.57 (dd, 1H, 3J =
5.05 Hz und ®J = 2.50 Hz H-3'); 3.48 und 3.28 (2 x m, 2 x 1H, 3J = 5.65 Hz, N-CH; 4-
Amidobutanamid); 3.12 (d, 2H, 2Jyp = 20.80 Hz, CHx-P, Benzylphosphonat); 2.44 (t,
2H, 3J = 5.35 Hz, O=C-CH,, 4-Amidobutanamid); 1.93 (it, 2H, 3J = 6.00 Hz, CH,, 4-
Amidobutanamid).

BC-NMR (125 MHz, D;0) & 176.9 (C=0); 174.0 (C=0); 152.5 (C-6); 150.8 (C-2);
147.4 (C-4); 146.3 (C-8); 138.3 (Cpneny-NH, Benzylphosphonat); 133.1 (d, 2Jc,p =94
Hz, Cpheny-CH2-P, Benzylphosphonat); 132.9 (2 x CHortno, Benzylphosphonat); 123.1
(2 x CHmeta, Benzylphosphonat); 121.9 (C-5); 91.4 (C-1°); 87.1 (C-4’); 75.7 (C-2°);
75.3 (C-3); 41.9 (N-CHp, 4-Amidobutanamid); 37.2 (d, 'Jcp = 143.3 Hz, CHx-P,
Benzylphosphonat); 36.9 (O=C-CH,, 4-Amidobutanamid), 25.3 (CH,, 4-Amidobutan-
amid).

3IP-NMR (202 MHz, D,0) § 23.4.

ESI-MS: 534.3 ([M-H]), 536.2 ((M+H[").

HPLC (254 nm): 98.4 %.

6.7 Darstellung und Charakterisierung von Nucleosid-5’-
phosphorsaureamidaten

Vorschrift L: Synthese von Nucleosid-5’-Phosphorsaureamidaten

Das Dinatrium-Salz eines Nucleosidmonophosphats (AMP oder UMP, 0,2 mmol)
wurde in 1 ml waBrigem Methylimidazolpuffer (0,25 M, pH 8,5) bei Raumtemperatur
gelést. Dazu wurden EDC (288 mg, 1 mmol) und die Aminokomponente (1,4 mmol),
jeweils in 1 ml Methylimidazolpuffer gel6ést, gegeben und der Reaktionsansatz 16
Stunden gerthrt. Zur Erhdéhung der Ausbeute wurde ein zweites Quantum EDC
(288 mg, 1 mmol), geldst in 1 ml Methylimidazolpuffer, zugegeben und weitere sechs
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Stunden geriahrt. Die L6sung wurde mit 50 ml entionisietem Wasser verdinnt und
lyophilisiert. Um das Produkt rein zu isolieren, wurde der Ruickstand der
Gefriertrocknung per lonenaustauschchromatographie gereinigt und per RP-HPLC
entsalzt. Die das Produkt enthaltenen Fraktionen wurden lyophilisiert.

Bedingungen der lonenaustauschchromatographie:

Wasser, 30 ml, dann

300 ml Gradient bis Wasser:1 M-Triethylammoniumcarbonat-Puffer (15:85), dann

100 ml Gradient bis Wasser:1 M-Triethylammoniumcarbonat-Puffer (50:50).
Bedingungen der RP-HPLC:

10 Minuten isokratisch 1 M-Ammoniumhydrogencarbonatpuffer:Acetonitril  (5:95),
dann

30 Minuten Gradient bis 1 M-Ammoniumhydrogencarbonatpuffer:Acetonitril (50:50).

6.7.1. Uridin-5’-phosphorséaure(diethylphosphonomethyl)amid (206)

H3
o 1§ Yy’
P
O~ NH
H,C PN 0
ind I N o AQ/ 7]/
c 0

NH(C,Hy);* HO  OH

75 mg Dinatrium-Uridin-5’-monophosphat wurden mit 360 mg Aminomethyl-
phosphonséaurediethylester-Oxalsduresalz gemaB Vorschrift L zur Reaktion gebracht.
Im Unterschied zu den AMP-Phosphoramidaten (s.u.) wurde diese Substanz als
Triethylammoniumsalz isoliert.

Ausbeute: 22 mg (19 %)
lonenaustauschchromatographie: Vol, = 170 ml
RP-HPLC: t, = 16,40 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat (hygroskopisch)
Leicht Iéslich in: Wasser

Schwer lI6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0), § 7.97 (d, 1H, 3J = 8.20 Hz, H-6); 5.98 (d, 1H, 3J = 5.00 Hz,
H-1); 5.96 (d, 1H, ®J = 8.50 Hz, H-5); 4.38 (pseudo-t, 1H, 3J = 5.05 Hz und 3J = 5.35
Hz, H-2'); 4.34 (pseudo-t, 1H, 3J = 5.35 und 3J = 4.40 Hz, H-3'); 4.27 (m, ®J = 4.40 Hz,
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1H, H-4’); 4.11 — 4.04 (q, 6H, 2 x O-CHyp); 4.06 (m, 2H, 2 x H-5’); 3.32 (AB-System
mit A d und B d, 2H, 2J4p = 11.05 Hz, CH,-P, Methylphosphonat); 3.21 (q, 6H, 3 x N-
CHy); 1.34 (t, 6H, 2 x CH3, Methylphosphonat); 1.28 (t, 9H, 3 x CHg, Triethylamin).
3C-NMR (125 MHz, D,;0), § 169.0 (C-4); 154.7 (C-2); 144.6 (C-6); 105.4 (C-5); 91.5
(C-1"), 86.2 (C-2’); 76.9 (C-3’); 72.7 (C-4’); 66.8 (C-5); 66.6 und 66.5 (2 x O-CHy);
49.6 (3 x N-CHyp); 39.3 (d, 'Jcp = 157.6 Hz, CH2-P, Methylphosphonat); 18.5 und
18.4 (2 x CH3); 11.1 (3 x CHg).

3P-NMR (202 MHz, D,0), § 28.0 (C-P, Methylphosphonat); 7.8 (a-P).

ESI-MS: 472.0 ([M-H]), 474.0 ((M+H[*).

HPLC (254 nm): 84.1 %, das Produkt weist eine Verunreinigung mit UMP (14.9 %)

auf.

6.7.2. Adenosin-5’-phosphorsaure(diethylphosphonomethyl)amid (205)

100 mg Dinatrium-Adenosin-5’-monophosphat wurden mit 360 mg Aminomethyl-
phosphonséaurediethylester-Oxalsduresalz gemaB Vorschrift L zur Reaktion gebracht.

Ausbeute: 32 mg (32 %)

lonenaustauschchromatographie: Vol, = 170 ml

RP-HPLC: t, = 17,20 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat (hygroskopisch)

Leicht Iéslich in: Wasser

Schwer I6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0), § 8.51 (s, 1H, H-2); 8.25 (s, 1H, H-8); 6.10 (d, 1H, °J =5.35
Hz, H-1’); 4.82 (pseudo-t, 1H, 3J = 5.35 Hz und 3J = 5.05 Hz, H-2); 4.51 (dd, 1H, 3J =
5.05 und 3J = 4.10 Hz, H-3'); 4.37 (d, ®J = 1.90 Hz, 1H, H-4’); 4.11 —4.04 (m, 6H, 2 x
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O-CHzund 2 x H-5'); 3.14 (AB-System mit A dd und B dd, 2H, 2Jpp = 11.05 Hz und 2J
= 18.00 Hz, CH»>-P, Methylphosphonat); 1.25 (2 x t, 6H, 2 x CH3).

3C-NMR (125 MHz, D,0), & 156.2 (C-4); 152.7 (C-2); 151.6 (C-6); 143.6 (C-5); 121.3
(C-5); 90.2 (C-1’); 87.0 (C-2’); 76.9 (C-3’); 73.4 (C-4’); 67.2 (C-5’); 66.7 (2 x O-CHy);
39.1 (d, 'Jcp =158 Hz, CH2-P, Methylphosphonat); 18.5 und 18.4 (2 x CHy).

3P-NMR (202 MHz, D,0), § 28.0 (C-P, Methylphosphonat); 7.8 (a-P).

ESI-MS: 495.3 ([M-H]), 497.1 ([M+H]").

HPLC(254 nm): 99.4 %.

6.7.3. Adenosin-5’-phosphorsaure[p-(diethylphosphonomethyl)phenyllamid (207)

100 mg Dinatrium-Adenosin-5’-monophosphat wurden mit 340 mg p-Aminobenzyl-

phosphonséaurediethylester geman Vorschrift L zur Reaktion gebracht.

Ausbeute: 28 mg (25 %)
lonenaustauschchromatographie: Vol, = 170 ml
RP-HPLC: t, = 20,08 Minuten

Aussehen: Farbloses Lyophilisat (hygroskopisch)
Leicht I6slich in: Wasser

Schwer l6slich in: Ethanol, Diethylether, Dichlormethan

'H-NMR (500 MHz, D,0), & 8.40 (s, 1H, H-2); 8.26 (s, 1H, H-8); 6.87 (dd, 2H, 3J =
8.80 Hz und *J = 2.50 Hz, 2 x CHorno, Benzylphosphonat); 6.82 (d, 2H, 3J = 8.20 Hz,
2 X CHmeta, Benzylphosphonat); 6.05 (d, 1H, 3J = 5.35 Hz, H-1°); 4.85 (pseudo-t, 1H,
3) = 5.35 Hz, H-2); 4.45 (dd, 1H, 3J = 3.80 Hz und 3J = 5.05 Hz, H-3'); 4.37 (d, °J =
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2.20 Hz und ®J = 3.75 Hz, 1H, H-4’); 4.08 (m, 2H, 2 x H-5'); 4.02 — 3.93 (m, 4H, 2 x
O-CHy); 3.14 (d, 2H, 2Jpp = 20.80 Hz, CH»-P, Benzylphosphonat); 1.25 (2 x t, 6H, 2 x
CHa).

3C-NMR (125 MHz, D,0), § 156.5 (C-6); 152.7 (C-2); 151.6 (C-4); 143.6 (C-8); 121.3
(C-5); 90.2 (C-1°); 87.0 (C-2); 76.9 (C-3’); 73.4 (C-4'); 67.2 (C-5'); 66.7 (2 x O-CHy);
39.1 (d, "Jcp = 157.9 Hz, CH,-P, Benzylphosphonat); 18.5 und 18.4 (2 x CHa).
3P-NMR (202 MHz, D,0), § 30.8 (C-P, Benzylphosphonat); 1.5 (a-P).

ESI-MS: 571.0 ([M-H]), 572.8 ([M+H]").

HPLC(254 nm): 94.8 %.

6.8 Ectonucleotidase-Assays und Testung an P2Y-Rezeptoren

6.8.1 Kapillarelektrophorese-gestiitzter Assay zur Testung von E-NTPDase-
Inhibitoren?'2

Die Testungen an E-NTPDasen wurden von Dr. Jamshed Igbal durchgefuhrt. Die
rekombinanten humanen NTPDasen 1-3 stammen aus dem Arbeitskreis von Dr.
Jean Sévigny (Centre de Recherche en Rhumatologie et Immunologie, Centre
Hospitalier de I'Université Laval, Ste-Foy, Québec, Canada), die NTPDase8 wurde
von Dr. Aileen F. Knowles (Department of Chemistry, San Diego State University,
San Diego, CA 92182-1030, USA) zur Verfigung gestellt. Dr. Jamshed Igbal fihrte
die Testungen der Substanzen an den E-NTPDasen durch. Die
Enzyminhibitionsassays wurden bei 37 °C in einem Endvolumen von 100 ul Puffer,
der maximal 1 % DMSO enthielt, durchgefiihrt. Das Substrat ATP (320 uM) und der
in 10yl Wasser bzw. Wasser/DMSO geléste Inhibitor wurden in einem
Reaktionspuffer mit 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl, und 10 mM
Hepes bei pH 7,4 gel6st. Die Lésung wurde nach Zugabe der in 10 pl gelésten
Ectonucleotidase bei 37 °C 15 Minuten inkubiert. Das Enzym wurde daraufhin durch
vierminUtiges Erhitzen auf 99 °C denaturiert und 50 pl der Reaktionslésung in die CE
injiziert. Als interner Standard fungierte UMP (20 uM). Alle Elektropherogramme
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wurden mit einem P/ACE MDQ Kapillarelektrophoresegerat (Beckman Instruments,
Fullerton, CA, USA) mit Diodenarray-UV-Detektor aufgenommen. Der
Probensampler und die Kapillare wurden auf 25 °C temperiert. Als Kapillare kam eine
eCAP Polyacrylamid-Uberzogene Siliziumkapillare der MaBe 20 cm (effektive Lange)
X 50 um (interner Durchmesser) zum Einsatz (CS-Chromatographie (Langerwehe,
Deutschland). Die Analyten wurden an der kathodischen Seite der Kapillare injiziert,
in ihr mit einer Spannung von 7 kV getrennt und bei 210 nm detektiert. Als
Trennmedium diente 50 mM-Phosphatpuffer, pH 6.5. Der Analyt AMP (E-NTPDase2:
ADP) wurde bei einer Wellenlange von 210 nm detektiert. Die UV-Signale wurden
mit der P/ACE MDQ-Software 32 KARAT der Firm Beckman Coulter analysiert.

Zur Prifung (,Screening“) von potentiellen Inhibitoren wurden diese zunachst in einer
Konzentration von 1 mM getestet. Danach wurde gegebenenfalls eine Dosis-
Wirkungskurve mit sechs bis acht Gber mindestens drei Zehnerpotenzen verteilten
Konzentrationen des Inhibitors erstellt. Jede 1Cso-Wertbestimmung wurde in zwei
voneinander unabhangigen Experimenten als Dreifachbestimmung durchgefihrt. Die
Ki-Werte wurde mit der Cheng-Prusoff-Gleichung aus den mit dem Programm
PRISM® 3.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA) ermittelten ICso-Werten berechnet,
wobei von einem kompetitiven Hemmechanismus ausgegangen wurde.

ICSO
Ki =
[ATP]
14—
Km (ATP)

Die Michaelis-Menten-Konstante (Kn) der humanen E-NTPDasen wurden im

Arbeitskreis von Dr. Jean Sévigny ermittelt.’®*

Tabelle 6.1: K. -Werte der humanen E-NTPDasen''?

NTPDase1 NTPDase2 NTPDase3 NTPDase8

Km = SEM [uM] 17 +1 70 £2 75+10 46 +5
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6.8.2 Kapillarelektrophorese-gestutzter Assay zur Testung von Ecto-5’-
Nucleotidase-Inhibitoren

Die Testungen an der Ecto-5-Nucleotidase der Ratte wurden von Sang-Yong Lee
durchgefiihrt. Die rekombinante Ecto-5-Nucleotidase der Ratte stammte aus dem
Arbeitskreis von Prof. Dr. Herbert Zimmermann (AK Neurochemie, Biozentrum der
J.W. Goethe-Universitat, Frankfurt a. M., Deutschland).

Die Enzyminhibitionsassays wurden bei 37 °C in einem Endvolumen von 100 pl
Puffer, der maximal 1 % DMSO enthielt, durchgeflhrt. Das Substrat AMP (400 uM)
und der in 10 ul Wasser bzw. Wasser/DMSO gelbste Inhibitor wurden in einem
Reaktionspuffer mit 1 mM MgCl,, 2 mM CaCl, und 10 mM Hepes bei pH 7,4 geldst.
Die Lésung wurde nach Zugabe der in 10 pl Reaktionspuffer gelésten Ecto-5'-
Nucleotidase (0.52 ug) bei 37 °C 10 Minuten inkubiert. Das Enzym wurde daraufhin
durch vierminutiges Erhitzen auf 99 °C denaturiert und 50 pl der Reaktionslésung
wurden in die CE injiziert. Als interner Standard fungierte UMP (20 uM). Die CE-
Untersuchungen wurden mit dem gleichen Instrument wie oben beschrieben
durchgefihrt. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 15 kV in einer
eCAP fused-silica Kapillare [30 cm (20 cm effektive Lange), x 75 pum interner
Durchmesser (I.D), Beckman Coulter] durchgefihrt. Als Trennpuffer diente 40 mM
Natriumboratpuffer, pH 9.1. Die Kapillare wurde vor jeder Trennung mit 0.1 N NaOH
(2 min), deionisiertem Wasser (1 min) und dem Trennpuffer (1 min) gewaschen. Der
in der enzymatische Reaktion entstandene Analyt Adenosin wurde bei einer
Wellenlange von 260 nm detektiert.

Screening, Ermittlung des ICso-Werts und Berechnung des Ki-Werts wurden, wie
oben flr die E-NTPDase-Inhibitoren beschrieben, durchgefihrt.

Der Kn-Wert der humanen 5’-Nucleotidase betrug 20 uM.

6.8.3 Radioligandbindungsassay am humanen P2Y>-Rezeptor
Die Testungen am P2Y1,-Rezeptor wurden von Dr. Kerstin Atzler und Younis Bagqi
durchgefiihrt. Aus menschlichen Thrombozyten wurden Membranen prapariert.

Radioligandbindungsstudien wurden mit 5 nM [°*H]PSB-0413 an 100 ug Protein in

Tris-HCI Puffer 50 mM, pH 7.4 vorgenommen.?*?% Zu testende Substanzen wurden

229



in Konzentrationen von 100 und 10 uM zugegeben. Die Lésung wurde eine Stunde
inkubiert und danach durch GF/B Filter filtriert. Die unspezifische Bindung wurde mit
1 mM ADP bestimmt. Es wurden immer mindestens drei voneinander unabhangige
Dreifachbestimmungen durchgefihrt. Die Daten wurden mit dem Programm
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) analysiert.

6.8.4 Calcium-Assays an humanen P2Y 4-Rezeptoren und am Ratten-P2Ye-
Rezeptor

Die Testungen am P2Y; 46-Rezeptor wurden von Anja Scheiff und Karen Schmeling
durchgefuhrt. Fir die Testungen wurden 1321N1-Astrocytomzellen verwendet, die
den jeweiligen P2Y-Rezeptor-Subtyp rekombinant exprimieren. Die am Boden der
Zellkulturflasche adharenten Astrocytomzellen wurden gewaschen, mit Trypsin
abgelést, in Medium aufgenommen und 30 bis 60 Minuten im Brutschrank (37 °C,
5 % CO.-Gehalt) stehen gelassen. Die Zellen wurden zentrifugiert, in Krebs-HEPES-
Puffer resuspendiert und zu einer Mischung aus 3 pl Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 und
3 ul Lésungsvermittler Pluronic® F-127 gegeben. Die Testsubstanzen (100 pM),
reiner Krebs-HEPES-Puffer als Nullwert-Referenz und der jeweilige Agonist (P2Y24:
UTP, P2Ys: UDP, jeweils zugegeben in einer Konzentration, die etwa 80 % des
maximalen Effekts hervorruft) als 100 %-Wert wurden in jedes Well der schwarzen
96-well-Mikrotiterplatte zu je 20 ul vorgelegt. Zu diesen wurde pro Well 160 ul
Zellsuspension pipettiert. Die Platte wurde 20 Minuten lang bei Raumtemperatur im
Fluorimeter (Fluostar Galaxy®) inkubiert und anschlieBend die Fluoreszenz
vermessen. In die mit Testsubstanz beschickten Wells wurde ebenfalls der jeweilige
Agonist in oben erwahnter Konzentration injiziert, um zu beobachten, ob die
Testsubstanz in der Lage ist, die durch den Agonisten ausgel6ste Stimulation und in
Folge dessen die Calciumausschittung in der Zelle zu unterbinden. In jedes Well
wurden insgesamt 20 ul (Puffer fir den Nullwert, Agonist fir alle weiteren Wells)
injiziert. Die prozentuale Hemmung des Agonist-Effektes durch die Testsubstanz
wurde berechnet. Da hierbei auch Agonisten infolge der Rezeptor-Desensibilisierung
die Agonist-induzierte Calcium-Mobilisierung hemmen, kann bei in diesem
Testsystem inaktiven Verbindungen auf die direkte Agonist-Testung verzichtet

werden.
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6.8.5 Tabellarische Darstellung der Testergebnisse an P2Y-
Rezeptoren

Tabelle 6.2: Uridinderivate mit 5’-Phosphonsaureesterpartialstruktur

n Verbin- hP2Y,® hP2Y,” rP2Ys® hP2Yy,

Strukturformel dung
1 147 nd. n.d.t 17+16  31+1¢
(0] o = (o)
n H fe) //\]7
A~NA-P N N f e
e ﬁovvor[/\}uj‘(_f yt 2 M8 nd! ond® o -3s2 0 73
Hac HG OH f e
3 149 n.d. n.d. -3+11 2+8¢
H.C o o n.d.
o \—Oo\ /\/H o N//\/é f )
OO Wl/\h‘ WNH 150 n.d. n.d. 9+13 2+3°
0 0 - o0
HO OH n.d.f
" 2 o Y0 1 144 n.d. nd® -10£10 2+6°
PoRE Mg
e 0P 0 R 2 145 n.d. 14+6 7+7 9+4°
//O HO OH
H,C f f e
3 146 n.d. n.d. 811 6+4
0 a “N\=0 1 150 -38+11 34+15 8=+14 2+54
H,C 0 H
S N 2 151  -12+24 7420 14+2  [+59
HCJ o) HO OH
’ H3C> 3 152  -44220 2747  18+4  [+5°

# Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UTP [3 uM] in hP2Y,-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM,
(n=3)

® Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UTP [3 uM] in hP2Y,-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM,
(n=3)

¢ Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UDP [3 pM] in hP2Ys-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM,
(n=3)

4 Prozent Inhibition der Bindung von [3H]PSB-0413 an humane Thrombocyten-Membranen bei 10 pM
+ SEM (n = 3)

¢ Prozent Inhibition der Bindung von [3H]PSB-0413 an humane Thrombocyten-Membranen bei 100 uM
+ SEM (n =3)

"nicht bestimmt
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Tabelle 6.3: Adenosinderivate mit terminaler 5’-Phosphonsaureesterpartialstruktur

Strukturformel n Verbin- hP2Y,® hP2Y,° rP2Ys° hP2Yy,

dung
e B ® . /N, 1 174 n.d. n.d. nd!  4xe6°
B 0—P._ _N N 2
HC/ 0 HO OH NN 2 175 n.d. n.d. n.d. 5+1
3 176 n.d.’ n.d.’ n.d.’ 1+6°
H%%Q\(w 1 169  nd'  nd'  6x6  2+4¢
iy . P d. d. + *
Hac/\OS\/@/ o " T N \N f f
fcg oo Y 2 170 n.d. n.d. -15+£0  3+11°
H,C
3 17 nd. nd. -13+8 9+3°
o) —N
HaC\/o\ﬁ “\’r{/\]\ k@/N/\?\(NHZ 2 172 I’].d.f I’].d.f 5+8 n.d.f
HsC/—O _p. O " — ~ \N f f f
JOO/\\o v on N 3 173 n.d. n.d. -5+2 n.d.
H,C >

? Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UTP [3 uM] in hP2Y,-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM,
(n=3)

® Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UTP [3 uM] in hP2Y,4-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM,
(n=3)

¢ Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UDP [3 pM] in hP2Ys-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM,
(n=3)

¢ Prozent Inhibition der Bindung von [3H]PSB-0413 an humane Thrombocyten-Membranen bei 10 uM
+ SEM (n =3)

¢ Prozent Inhibition der Bindung von [?H]JPSB-0413 an humane Thrombocyten-Membranen bei 100 uM
+ SEM (n =3)

"nicht bestimmt
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Tabelle 6.4: Uridin- und Adenosinderivate mit 5’-Phosphonséaurepartialstruktur

Strukturformel n Verbin- hP2Y," hP2Y," rP2Ys" hP2Y;,

dung
f f f e
o o /4\/?0 1 194 n.d. n.d. n.d. S5+7
PN O N f f
Ho P jorH\H TN 2 195  nd'  nd'  -19219 -16%7°
N o
Ho oA n.d.f n.d.
. 1 196 nd.' nd. 42 7x9
= (0]
s °© N//\fo f f d
9\/©/ Ty NS 2 197 n.d. nd!  39:9 3241
Ho-F © -0
HO HO ©H ¢ p d
3 198 n.d. n.d. 22+9 11£6
. o pa 1 199 nd. nd. nd!  2%3°
N o NH
-P._N N 2
HOS MHJ\Q’ j)\\( 3 200 n.d. n.d. nd!  3%3°
(0] N B Naw N
6 on Y
] oA 1 20 nd. n.d. 10£1  30+4
vob o LN 2 202 n.d. n.d. 30£3  17+2¢
HO HO OH
3 203 n.d. n.d. 17£5  18+4¢
? Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UTP [3 uM] in hP2Y,-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM,
(n=3)
® Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UTP [3 uM] in hP2Y,-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM,
(n=3)
¢ Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UDP [3 pM] in hP2Ys-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM,
(n=3)
¢ Prozent Inhibition der Bindung von [3H]PSB-0413 an humane Thrombocyten-Membranen bei 10 uM
+ SEM (n = 3)
¢ Prozent Inhibition der Bindung von [H]JPSB-0413 an humane Thrombocyten-Membranen bei 100 uM
+ SEM (n = 3)

"nicht bestimmt
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Tabelle 6.5 : Uridinderivate mit terminaler Dicarbonsaurepartialstruktur

Strukturformel Verbin-  hP2Y,> hP2Y,° rP2Ys® hP2Yy,

dung
o o o 11 179 n.d.° 2748 -3zl 1+6
H o
N
Hoi?f %HWYN” 2 1 180  nd®  nd®  nd® 225
HO ] o = 5
m HO OH
0 3 1 181 n.d.® 10+5 15+8 4+6
o o K\fo 1 2 182 n.d.° n.d. n.d.° n.d.
H o
N
o WHWTW > 2 183  nd® nd®  nd®  6+4
]m HO ©OH
0 3 2 184 n.d.® 36+25 -8%6 4+6
120 -28+11 n.d.® n.d.° n.d.®

i L. .r
H o
N N
HaC/\O WH*Q/ 77/NH
O o e o)
HO OH
OH

# Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UTP [3 uM] in hP2Y,-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM,
(n=3)

® Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UTP [3 uM] in hP2Y,-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM,
(n=3)

¢ Prozent Inhibition + SEM des Effekts von UDP [3 pM] in hP2Yg-1321N1 Astrocytomzellen bei 100 uM,
(n=3)

4 Prozent Inhibition der Bindung von [3H]PSB-0413 an humane Thrombocyten-Membranen bei 10 pM
+ SEM (n = 3)

® nicht bestimmt
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7. Anhang

Abkilirzungsverzeichnis

Ado

ADP
AMP
ATP

br

cAMP
CD
CDCl3
CE
CFTR
CF
COPD
CRCC
CysLT

d

Da

DAG, DG
DIPEA
D-O

DMF
DMSO
DPPA
Ecto-5-NT
EDC
E-NPP
E-NTPDase
ERK

ESI

GPI
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Adenosin
Adenosinmonophosphat
Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat

breit
Cycloadenosinmonophosphat
Cluster of Differentiation
deuteriertes Chloroform
Kapillarelektrophorese

cystic fibrosis transmembrane regulator channel
Cystische Fibrose

Chronic Obstructive Pulmonary Disease
Ca?*-regulated ClI'-channel
Cysteinyl-Leukotrien

Duplett

Dalton

Diacylglycerol
Diisopropylethylamin
deuteriertes Wasser
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Diphenylphosphorylazid
Ecto-5’-Nucleotidase

1-Ethyl-3-(3’-dimethylaminopropyl)carbodiimidhydrochlorid

Ecto-Nucleotidpyrophosphatase
Ecto-Nucleosidtriphosphatdiphosphohydrolase
Extracellular-Signal Regulated Kinase
Electron Spray lonisation
Glycosylphosphatidylinositol



HBTU
HCTU

HEPES
HIF
HPLC

IMP
INF
TP
LC

MC
MeOD
MS
NANC
NMR
NDP
NTP

PAG
PCR
Pd/C
PKC
PLC
PLE
PyBOP

ras
RP

Stunde
2-(1H-Benzotriazolyl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
2-(6-Chlor- 1H-benzotriazolyl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexa-
fluorphosphat
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
Hypoxia-Inducible Factor
Hochdruck-FlUssigkeitschromatographie
Interleukin

Inosinmonophosphat

Interferon

Inosintriphosphat

Liquid Chromatography; Locus Coeruleus
Multiplett, meta

Mucociliary Clearance

deuteriertes Methanol

Massenspekirometer

nicht-adrenerg, nicht-cholinerg

nuclear magnetic resonance, Kernresonanz
Nucleosiddiphosphat

Nucleosidtriphosphat

ortho

para; pseudo

Periaquaeductales Grau

Polymerase Chain Reaction

Palladium auf Aktivkohle

Proteinkinase C

Phospholipase C

Pig Liver Esterase
Benzotriazolyloxytrispyrrolidinophosphoniumhexafluorphosphat
Quartett

Ratte

Rat sarcoma

reverse Phase

Singulett
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SEM Standard error of the mean, Standardfehler des Mittelwerts
solCD39 I6sliche Form der NTPDase1

t Triplett

Boc Tert-Butyloxycarbonyl
Th T-Helferzelle

Thpp T-Helfer-Vorlauferzelle
THF Tetrahydrofuran

TMD Transmembrandomane
TMS Tetramethylsilan
TMS-Br Trimethylsilylbromid
TNF a Tumornekrosefaktor a
Treg T-Regulatorische Zelle
UDP Uridindiphosphat

UMP Uridinmonophosphat
Uri Uridin

UTP Uridintriphosphat

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1.1 Therapeutische Anwendungsmadglichkeiten fur P2-Rezeptor-
liganden
Tabelle 2.1 Nomenklatur der membranstdndigen E-NTPDasen und

Ecto-5’-Nucleotidase

Tabelle 2.2 Katalytische Eigenschaften der E-NTPDasen
Tabelle 2.3 8-Alkylthio-ATP-Derivate

Tabelle 2.4 Isothiocyanate

Tabelle 2.5 Suramin und davon abgeleitete Verbindungen
Tabelle 2.6 Reactive Blue 2 und abgeleitete Verbindungen
Tabelle 2.7 Naphthalinsulfonate

Tabelle 2.8 Pyrimidin-Derivate

Tabelle 2.9 An E-NTPDasen untersuchte Standardinhibitoren
Tabelle 2.10  RB2-Derivate als E-NTPDase-Inhibitoren

Tabelle 2.11 Polyoxometalate als Inhibitoren von E-NTPDasen
Tabelle 2.12  Kompetitive Ecto-5’-Nucleotidase-Inhibitoren
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Tabelle 2.13
Tabelle 3.1

Tabelle 3.2

Tabelle 3.3
Tabelle 3.4

Tabelle 4.1
Tabelle 4.2

Tabelle 4.3
Tabelle 4.4

Tabelle 4.5

Tabelle 4.6
Tabelle 4.7

Tabelle 4.8

Tabelle 4.9

Tabelle 4.10

Tabelle 4.11

Tabelle 4.12

Tabelle 4.13
Tabelle 4.14
Tabelle 4.15
Tabelle 4.16

Tabelle 4.17

Nicht-kompetitive Ecto-5’-Nucleotidase-Inhibitoren

Bewertung einiger Schutzgruppen fir die 2’,3’-Positionen
der Ribose

Bewertung einiger
Nucleosid-5'-Position

Funktionalisierungsmdglichkeiten der

Eignung von Kopplungsreagentien

Methoden zur Abspaltung von
Nucleosidderivaten

Schutzgruppen aus

Uridinderivate mit 5’-Phosphonséaureesterpartialstruktur

Gegenulberstellung von selektiven und unselektiven E-
NTPDase-Inhibitoren

Selektive Hemmer der NTPDase1 und 2

EinfluB des Linkers auf die inhibitorische Potenz von
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