Regioselektivitdt von etwa 2.5:1 zu den Radikalen 19 und 20
reagiert,

Bei einem groBen UberschuB an Bu,SnH wird Radikal 20
durch intermolekulare Reaktion teilweise zum Reduktions-
produkt 18 abgefangen. Der Hauptteil der Radikale 19 und
20 cyclisiert jedoch zu den Bicyclen 16 bzw. 17!1°, Die Bil-
dung der Hauptprodukte 16 und 17 ist ein eindeutiger Beleg
fiir das Auftreten von Radikalkationen.

® T ® T @ T

/\/OH
4b 7 + +
BuszSnH /[ hv K‘
16 17 18
1.2 Aq. Bu,SnH: 30% 10% 3%
3.0 Aq. Bu,StH: 30% 8% 9%
®o0 T ® T ® T
OH
RO RE RO A
. .
6b 19 Hl 20
®: }I’(OEI)2
o]
Schema 3.

Bei der radikalinduzierten DNA-Spaltung unter anaer-
oben Bedingungen in H,O wurden von Schulte-Frohlinde
et al. die zu 12-15 analogen offenkettigen Hydrolyse- und
Folgeprodukte beobachtet!?!. Unsere Studie mit Mononu-
cleotid-Radikalen in Alkoholen ermdglichte das Abfangen
der postulierten Zwischenstufen und beweist den Reaktions-
mechanismus des DNA-Strangbruchs aus 4'-Desoxyribonu-
cleotid-Radikalen.

Eingegangen am 4. August 1993 [Z 6261]

[1} Einfiihrende Ubersichtsartikel: C. von Sonntag, U. Hagen, A. Schén-
Bopp, D. Schulte-Frohlinde, Adv. Radiat. Biol. 1981, 9, 109; H. Sies,
Angew. Chem. 1986, 98, 1061 ; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1986, 25, 1058;
J. Stubbe, J W. Kozarich, Chem. Rev. 1987, 87, 1107; K. C. Nicolaou,
W-M. Dai; Angew. Chem. 1991, 103, 1453; Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
1991, 30, 1387; 1. H. Goldberg, Acc. Chem. Res. 1991, 24, 191; P. C.
Dedon, 1. H. Goldberg, Chem. Res. Toxicol. 1992, 5, 311.

[2] G. Behrens, G. Koltzenburg, D. Schulte-Frohlinde, Z. Naturforsch. C
1982, 37, 1205.

[3] G. Koltzenburg, G. Behrens, D. Schulte-Frohlinde, J. Am. Chem. Soc.
1982, 704, 7311.

[4] B. Giese, J. Burger, T. W. Kang, C. Kesselheim, T. Wittmer, J. Am. Chem.
Soc. 1992, 114, 7322.

[5] T. A. Mastryukova, T. A. Melentéva, A. E. Shipov, M. 1. Kabachnik, Z#.
Obshch. Khim. 1959, 29, 2178. Der K,-Wert von (iPr0),PO,H wurde po-
tentiometrisch mit der Glaselektrode in EtOH/H,0O (4:1) gemessen.

[6] Zur Durchfiihrung der Konkurrenzexperimente wurden 0.05 mmol des
Edukts 3a und 0.5-1.7 mmol PhSH mit dem entsprechenden Losungsmit-
tel unter Ar auf 0.5 mL aufgefiillt, durch zweimaliges Einfrieren und Eva-
kuieren von O, befreit und 1-2 h bei 30 °C bestrahlt (Heracus T(Q, 150 W).
Nach Einengen und Lésen des Riickstandes in CDCI, erfolgte die Analyse
der Produkte 7a und 8a (#-D-erythro:a-L-threo = 3:1, der Rest R hat nur
einen geringen EinfluB auf die Stereoselektivitdt) durch NMR-Spektro-
skopie und unabhéngige Synthese von 7a und f-D-erythro-8a.

{7} D. V. Avila, C. E, Brown, K. U. Ingold, J Lusztyk, J. Am. Chem. Soc.

1993, 115, 466.

Das Selenid 4b wurde aus dem 5-Aldehyd von Desoxythymidin (siehe:

C. O. Yang, H. Y. Wu, E. B. Fraser-Smith, K. A. M. Walker, Tetrahedron

Lett. 1992, 33, 37) durch Selenierung (PhSeCl/NEt;) an C-4', anschlieBen-

de Reduktion (Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAH)) und Phosphorylie-
rung ((EtO),POCI) hergestellt.
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[9] Zuar Durchfihrung der Abfangexperimente wurden 0.3 mmoi Selenid 4b
sowie 1.2—7.5 Aquivalente Bu,SnH in 5 mL MeOH geldst und 3-5 h bei
20 °C bestrahlt (Osram HQI-T250W/D). Nach dem Einengen, Aufnehmen
in CH,CN und Entfernen der zinnhaltigen Nebenprodukte mit Pentan
wurden die Produkte 8b (1:1-Mischung), 12, 13 (1:1-Mischung) und 15
(1:1-Mischung) durch Flash-Chromatographie isoliert und die Struktur
durch NMR-Spektroskopie (‘H, !3C, 3!'P, NOE) sowie unabhingige Syn-
these (8b, 15) aufgeklirt. Substanz 14 konnte nur im Gemisch analysiert
werden.
[10] Die Durchfithrung der Abfangexperimente folgt der Vorschrift in Lit. [9].
Als Alkohol wird dabei Allylalkohol eingesetzt, wobei 1.2—3.0 Aquivalen-
tc Bu,;SnH verwendet werden. Flash-Chromatographie liefert 16 (2:1-Mi-
schung), 17 (nur ein Isomer isoliert, die moglicherweise gebildeten Isomere
von 17 liegen unter der Nachweisgrenze von 2%) und 18 (4.5:1-Mi-
schung). Bei der Durchfiihrung der Reaktion mit 1.2 Aquivalenten
Bu,SnD ist die Methylgruppe von 16 und 17 monodeuteriert (Deuterie-
rungsgrad 75% und 90%, massenspektrometrisch bzw. NMR-spektro-
skopisch bestimint).

Cz-symmetfische Inhibitoren der HIV-Protease
auf Phosphinsiiurebasis

Von Anusch Peyman*, Kar{-Heinz Budt, Jorg Spanig
und Dieter Ruppert

Eines der interessantesten Targets fiir die Chemotherapie
von AIDS ist die viral codierte Protease des Human Im-
munodeficiency Virus (HIV)!'). Der HIV-Protease, einem
Enzym aus der Familie der Aspartylproteasen, kommt bei
der Prozessierung der nach der Translation zunichst entste-
henden HIV-Polyproteine eine Schliisselfunktion zu!'!. Un-
terbleibt dieser Prozessierungsschritt, entstehen lediglich un-
reife, nicht infektidse virale Partikel[2). Die HIV-Protease ist
ein C,-symmetrisches, homodimeres Protein®!, Dies regte
gleichzeitig mehrere Arbeitsgruppen zur Synthese von In-
hibitoren an, deren Geometrie sich nicht an derjenigen des
natiirlichen Substrats, sondern vielmehr an der Symmetrie
des Enzyms anlehnt!* 5 Wir stellten kirzlich Bis-
(a-aminoalkyl)phosphinsduren!®! vor, mit denen es moglich
ist, die Phosphinsiuregruppe als Ubergangszustands-
analogon der Peptidhydrolyse in eine C,-symmetrische Pep-
tidumgebung einzubinden, was zu effektiven Inhibitoren der
HIV-Protease fiihrt. Hier berichten wir iiber den Einflufl,
den Stereochemie und Substituenten auf diese Inhibitoren
haben und stellen einen neuen Zugang zu dieser Verbin-
dungsklasse vor.

In Schema1 ist die Synthese der Inhibitoren §
wiedergegeben. Der erste entscheidende Schritt dieser Syn-
these ist die Alkylierung der Diiminoverbindung 1 mit Ben-
zylbromid. Das dabei entstehende Diastereomerengemisch
an substituierten Bis(z-iminoalkyl)phosphinsduren 2 138t
sich chromatographisch in eine (R,S)- und eine (R, R)/(S,5)-
Fraktion trennen, die im Verhiltnis 1:3 entstehen. Nach
Freisetzung der Aminogruppe durch saure Hydrolyse zu 3
werden diese Fraktionen getrennt mit N-Benzyloxycar-
bonyl-t-valin (Cbz-L-Val-OH) kondensiert. Wegen der
geringen Loslichkeit von 3 in organischen Ldsungsmitteln
wurde TOTU!" als Kupplungsreagens eingesetzt, das sich
zur Peptidkondensation in wilBrig-organischen Losungs-
mitteln bereits bestens bewdhrt hat. Dabei liefert die Um-
setzung von (R,S)-2 zu (R,S)-4 nur eine, die Umsetzung des
Racemats (R,R)/(S,5)-2 zu (R,R)/(S.S)-4 jedoch zwei
diastereomere Verbindungen. Letztere konnen durch pra-
parative Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
voneinander getrennt werden!®l. Nach Abspaltung der Cbz-

[*] Dr. A. Peyman, Dr. K.-H. Budt, Dr. I. Spanig, Dr. D. Ruppert
Pharma Forschung der Hoechst AG
Postfach 800320, D-65926 Frankfurt
Telefax: Int. +69/331-399
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Schutzgruppe mit H,/Pd werden alle drei Fraktionen ge-
trennt mit DSNP-OH!®, einem fiir die Inhibierung der HIV-
Protease besonders giinstigen N-terminalen Rest!™), gekop-
pelt.

(R 9: (5 R R

Cbz-1-Val-OH, TOTU
—_—

HN, 0

CHA—P;
OH ef

3

© H
N. ,O 1) HyPd
O’U\N P’
H OH

2) DSNP-OH, TOTU
[

RS :RRA

A\i);i Y5k
hN HN, A
SC, Y N Vi N
2 2 H o O\OH \f(])/\H

5 ROGARR

Schema 1. Synthese C,-symmetrischer Phosphinsidureinhibitoren der HIV-
Protease durch elektrophile Substitution und Diastereomerentrennung: a) n-
BuLi, —78°C. b) Ph-CH,Br, 24 h, — 78 °C, 95%. ¢) Chromatographische Ab-
trennung (R,S) von (R,R)/(S,S): Kieselgel, Essigester/n-Heptan 4/6, R;: (R,S)
0.8; (R,R)/(S,S) 0.7; Ausbeute 1:1. d) 30% HBr/AcOH, 95%. e) TOTU [7],
DMEF, 25°C, 2 h, 80%. f) HPLC-Trennung von (R,R)/(5.S): C,¢-Nucleosil 5U,
CH,CN, H,0, NH,OAc 4/6/0.05, pH 7.2, 1 mLmin~?, 40°C, R,(min): 11.2
(R,R), 19.5 (S,S). NBS = N-Bromsuccinimid.

Da Bis(z-aminoalkyl)phosphinsduren eine interessante
Verbindungsklasse mit potentieller biologischer Aktivitt in
verschiedenen Bereichen sind!!'?], suchten wir nach alterna-
tiven Darstellungsméglichkeiten. In Anlehnung an Arbeiten
von Steglich et al.l'!) {iber «-Aminophosphonséuren gelang
die Synthese von 3, wie in Schema 2 dargestellt, durch nu-
cleophile Substitution des Bis(z-acylamino-a-brommethyl)-
phosphinsédureesters 7 mit Benzylmagnesiumbromid. Dabei
werden die instabilen Dibromverbindungen 7 in situ umge-
setzt. Vermutlich wirkt das erste Aquivalent der Grignard-
Verbindung als Base, und als Zwischenstufe werden die
Bis(x-acyliminomethyl)phosphinsdureester 8 durchlaufen,
an welche die Grignard-Verbindung als Nucleophil addiert.
Die Ausbeute an dialkyliertem 9 ist mit ca. 20%
(Diastereomerengemisch) relativ gering. Hauptprodukt ist
mit etwa 35% Ausbeute die monoalkylierte Verbindung 10.
Jedoch stehen mit den zwei hier vorgestellten Synthesever-
fahren jetzt sowohl die elektrophile als auch die nucleophile
Substitution zur Derivatisierung von Bis(z-aminomethyl)-
phosphinsdure zur Verfiigung, was den Zugang zu einer
breiten Palette von Verbindungen eréffnet.

Die Ergebnisse von Untersuchungen zur Tnhibierung der
HIV-Protease durch die Verbindungen 4 und 5 und einiger
weiterer Derivate mit unsubstituiertem Zentralbaustein sind
in Tabelle 1 zusammengefaBBt. Dabei fillt zunichst auf, daB
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Schema 2. Alternative Synthese der Bis(z-aminoalkyl)phosphinsiure 3 durch
nucleophile Substitution: a) CCl,, 20°C, 2 h, 96% Rohprodukt, b) 4 Aquiv.
PhCH,MgBr, --70°C, 3 h. ¢) 30% HBr/AcOH, 95%.

die freie Sdure fiir eine wirksame Inhibierung unerldflich ist;
der Ester 12 erwies sich als wenig wirksam. Beim Vergleich
der unsubstituierten Verbindungen (R? = H) zeigt sich cine
sehr starke Abhingigkeit vom terminalen Rest R>. Die

Tabelle 1. IC,,-Werte der Inhibierung der HIV-Protease [13] durch Bis-
(z-aminoalkyl)phosphinsiure und -ester des Typs A.

R2
’\‘;1\ 7

O OR1OH

Verb. R} R? (Konf) R? IC,, [nM]
4a H PhCH, (R.5) Cbz 500
4b H PhCH, (S.S) Cbz 180
4c H PhCH, (R,R) Cbz 1.1
5a H PhCH, (R.S) DSNP 1.4
5h H PhCH, (5,S) DSNP 85
¢ H PhCH, (R,R) DSNP 0.5
11 H H DSNP 1.1
12 CH, H DSNP 950
13 H H Cbz 10000
14 H H H-Phe 12
15 H H H > 10000

DSNP-Gruppe in 11 erweist sich fir die Wirkung als zehn-
fach besser als die Phenylalanylgruppe in 14, diese wiederum
ist der Cbz-Gruppe in 13 weit iiberlegen, wahrend ohne ter-
minalen Rest (Verbindung 15) keine Aktivitit mehr
beobachtet wird. Interessanterweise werden diese Unter-
schiede nach Einfiithrung der zentralen Benzylgruppen sehr
viel kleiner. So sind die Verbindungen 5b und 5e¢ mit termi-
naler DSNP-Einheit nur noch um den Faktor zwei wirk-
samer als 4b und 4¢ mit terminaler Cbz-Einheit. Umgekchrt
bringt die Einfithrung der zentralen Benzylgruppen in Ge-
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genwart der DSNP-Gruppe (11 — 5¢) ebenfalls nur eine ge-
ringfiigige Verbesserung. Moglicherweise liegt die Ursache
fiir diese ,,Sattigung* jedoch in der Durchfithrung des En-
zymassays, bei dem das Enzym durch sehr starke Inhibitoren
titriert wird. Wie erwartet, ist die inhibitorische Wirkung
auch stark von der Konfiguration am C-Atom, das die Ben-
zylgruppen trigt, abhingig, wobei die Wirkung mit
(R,R) > (R,S) > (S5,S) in der DSNP-Reihe 5, und mit
(R.R) > (S,8) > (R,S) in der Cbz-Reihe 4 abnimmt. Dieser
Wechsel in der Aktivitidtsabfolge konnte als Hinweis auf un-
terschiedliche Bindungsmodi aufgefaBt werden.

Die Kombination einer zentralen Phosphinsidureeinheit
mit einer symmetrischen Peptidumgebung erwies sich als
durchaus erfolgreich: Mit der Verbindung (R,R)-Sc, die
einen 1C ,-Wert"?! von 0.5 nM aufweist, wurde ein dullerst
potenter Inhibitor der HIV-Protease gefunden. Die neuen
Verfahren zur Darstellung dieser Verbindungsklasse geben
uns die Moglichkeit, Struktur-Aktivitdts-Beziechungen im
Detail aufzukliren und auf diese Weise weitere hochaktive
HIV-Protease-Inhibitoren aufzufinden.

Eingegangen am 23. Juni 1993 [Z 6162]
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Die Zuordnung (R,R) und (S,5) gelang bislang nur indirekt aufgrund der

bei der HIV-Protease gefundenen Aktivitdt. RBei verwandten Inhibitoren,

die anstelle der Phosphinsiureeinheit eine Bishydroxyethylgruppe tragen,
findet sich die Aktivititsabstufung (S,S) > (R,R) [5]. Wir ordnen daher
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zuordnung). Eine entsprechende Derivatisicrung und auch eine Réntgen-
strukturanalyse stehen noch aus [9]. (25)-(1.1-Dimethylethylsulfonyl-
methyl)-3-(1-naphthyl)propionsiure DSNP-OH, Synthese analog dem

Phenylderivat  (25)-(1,1-Dimethylethylsulfonylmethyl)-3-(1-phenyl)pro-

pionsdure: P. Bithimayer, A. Caselli, W. Fuhrer, R. Goschke, V. Rasetti, H.

Riieger, J. L. Stanton, L. Criscione, J. M. Wood, J. Med. Chem. 1988, 31,

1839.

{10} P. Kafarski, B. Lejzak, Phosphorus, Sulfur Silicon Relat. Elem. 1991, 63,
193.

[11] T. Schrader, W. Steglich, Synthesis 1989, 97; T. Schrader, R. Kober, W.
Steglich, ibid. 1986, 372.

[12] ICs,: Inhibitorkonzentration, welche die Enzymaktivitit auf 50% redu-
zlert.

[13] Dic Tnhibierung der H1V-1-Protease wurde bei pH 5.5 mit einem HPLC-
Assay und dem synthetischen Substrat SFNF Opr'QI bestimmt. Opr steht
hier fiir 5-Oxaprolin und ersetzt Prolin im natiirlichen Substrat SENFPQL
(N-Terminus der HIV-Protease). Das Opr enthaltende Peptid wird schnel-
ler gespalten; die zum Test bendtigte Enzymmenge wird daher deutlich
reduziert: S. Henke, G. Breipohl, W. Kénig, K. Mdélling (Hoechst AG),
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5’,5’-0-Dinucleosid-a-hydroxybenzylphosphon-
sdureester als lipophile, potentielle Prodrugs
von 2’,3’-Didesoxythymidin (ddT) **

Von Chris Meier*

Die in der antiviralen Chemotherapie eingesetzten Nu-
cleosid-Analoga miissen in der Zelle durch drei aufeinander-
folgende Phosphorylierungen zum Nucleosidtriphosphat
metabolisiert werden (Schema 1) Nur so kdnnen sie als
Polymerase-Inhibitoren wirken oder nach Inkorporierung in
dic wachsende virale DNA Kettenabbruch verursachen!l.
Die Nucleosid-Analoga kénnen aber aufgrund der struktu-
rellen Differenzen zum natiirlichen Substrat zur Inhibierung
der fiir die Phosphorylierungen verantwortlichen Kinasen
fihren. Aus diesem Grund ist die Phosphorylierung des anti-
HIV-aktiven Nucleosid-Analogons 2’,3'-Didesoxythymidin
(ddT 1) in sein 5-Monophosphat (ddTMP) durch Thymi-
din-Kinase stark gehemmt. Dieser Schritt ist bei ddT 1 meta-
bolisierungsbestimmend : Liegt erst einmal ddTMP vor, sind
die nachfolgenden Phosphorylierungen nicht inhibiert.

Y,
Q
Q T a9 L o o
7 P-0— 0 FP-C¥ddT 2 “0-P-0-P-05ddT
OH T OH OSgdT 6 IO
&TDP
Lipophile ddT- ° Spontane oderx
Prodrugs 2 enzymatische inese
Hydrolyse \1 ﬂ
Kinase
T o]
H Ki . .
2"3"-Didesaxy- 0—@ 0T —— o O—P-0%ddT
thymidin 4dT 1 Inhibiermg O 9 9 9
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Q T /

O—P-
o ° { kein } .n b ibi der Reversen
trunspos iptase bei HIV
4dT-Monophosphat Transkriptase bel
Zellmembran

Schema 1. Tn-vivo-Aktivierung am Beispiel von 2',3'-Didesoxythymidin
(ddT) 1. Ar = Aryl.

Fur antiviral aktive Nucleosid-Analoga wie 1 lieBe sich
also durch intrazellulire Freisetzung der 5-Monophosphate
aus Wirkstoffvorstufen (Prodrugs) die biologische Aktivitit
verbessern. Bisher wurden hierzu nur lipophile Nucleosid-
phosphotriester untersucht, die durch spontane oder enzy-
matische Hydrolyse Nucleosidmonophosphate freisetzen
sollen’®. Die kontrollierte Abspaltung der beiden Maskie-
rungsgruppen aus den Prodrugs ist ein bisher nicht geldstes
Problem. Neben dieser kontrollierten Hydrolyse ist weiter-
hin die Lipophilie der Prodrugs fiir einen passiven oder akti-
ven Transport iiber Membranen oder iber die Blut-Hirn-
Schranke von Bedeutung. Fiir ddT 1 wurde bislang nur eine
Phosphotriester-Prodrug-Form beschrieben™1.

Hier wird iiber die Synthese der zuvor unbekannten Di-
5',5'-0-(2',3'-didesoxythymidin)-a-hydroxy-benzylphosphon-
sdureester 2 mit unterschiedlichen Substituenten am Aryl-
rest, iiber deren Verteilungskoeffizienten in einem Octanol/
Wasser-System sowie iiber Hydrolysestudien in Phosphat-
puffer (pH 7.5) bei 37 °C berichtet. Aus 2 sollten unter alkali-
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[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (ME
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