
genwart der DSNP-Gruppe (11 + 5c) ebenfalls nur eine ge- 
ringfiigige Verbesserung. Moglicherweise liegt die Ursache 
fur diese ,,Sattigung" jedoch in der Durchfuhrung des En- 
zymassays, bei dem das Enzym durch sehr starke Inhibitoren 
titriert wird. Wie envartet, ist die inhibitorische Wirkung 
auch stark von der Konfiguration am C-Atom, das die Ben- 
zylgruppen tragt, abhangig, wobei die Wirkung rnit 
(R ,R)  > (R ,S)  > (S,S) in der DSNP-Reihe 5, und rnit 
(R ,R)  > (S ,S)  > (R,S) in der Cbz-Reihe 4 abnimmt. Dieser 
Wechsel in der Aktivitatsabfolge konnte als Hinweis auf un- 
terschiedliche Bindungsmodi aufgefal3t werden. 

Die Kombination einer zentralen Phosphinsaureeinheit 
rnit einer symmetrischen Peptidumgebung envies sich als 
durchaus erfolgreich: Mit der Verbindung (R,R)-5  c, die 
einen IC,,-Wert['2] von 0.5 nM aufweist, wurde ein aul3erst 
potenter Inhibitor der HIV-Protease gefunden. Die neuen 
Verfahren zur Darstellung dieser Verbindungsklasse geben 
uns die Moglichkeit, Struktur-Aktivitats-Beziehungen im 
Detail aufzuklaren und auf diese Weise weitere hochaktive 
HIV-Protease-Inhibitoren aufzufinden. 
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5',5'-O-Dinucleosid-a-hydroxybenzylphosphon- 
saureester 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)Ii1. Nur so konnen sie als 
Polymerase-Inhibitoren wirken oder nach Inkorporierung in 
die wachsende virale DNA Kettenabbruch verursachen[21. 
Die Nucleosid-Analoga konnen aber aufgrund der struktu- 
rellen Differenzen zum naturlichen Substrat zur Inhibierung 
der fur die Phosphorylierungen verantwortlichen Kinasen 
fiihren. 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. 

Lipophiic ddT- 
Prodrugs 2 

P:3'-Didesaiy- "9 
u l ~ l d m  ddT 1 

dm-MonOphmphat 

0 0  + Ar >P-05ddT z .O-'f-O-Y-O'ddT 

OH b5MT 0- 0 

/ -  

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

Fur antiviral aktive Nucleosid-Andloga wie 1 he5e sich 
also durch intrazellulare Freisetzung der 5'-Monophosphate 
aus Wirkstoffvorstufen (Prodrugs) die biologische Aktivitat 
verbessern. Bisher wurden hierzu nur lipophile Nucleosid- 
phosphotriester untersucht, die durch spontane oder enzy- 
matische Hydrolyse Nucleosidmonophosphate freisetzen 
~ol len[~] .  Die kontrollierte Abspaltung der beiden Maskie- 
rungsgruppen aus den Prodrugs ist ein bisher nicht gelostes 
Problem. Neben dieser kontrollierten Hydrolyse ist weiter- 
hin die Lipophilie der Prodrugs fur einen passiven oder akti- 
ven Transport uber Membranen oder iiber die Blut-Hirn- 
Schranke von Bedeutung. Fur ddT 1 wurde bislang nur eine 
Phosphotriester-Prodrug-Form beschrieben 14]. 

Hier wird iiber die Synthese der zuvor unbekannten Di- 
5',5'-0-(2' ,3'-didesoxythymidin)-cc-hydroxy-benzylphosphon- 
saureester 2 rnit unterschiedlichen Substituenten am Aryl- 
rest, iiber deren Verteilungskoeffizienten in einem Octanol/ 
Wasser-System sowie uber Hydrolysestudien in Phosphat- 
puffer (pH 7.5) bei 37 "C berichtet. Aus 2 sollten unter alkali- 
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schen Bedingungen zwei grundverschiedene Mechanismen 
zu phosphorylierten bzw. phosphonylierten Produkten fiih- 
ren: a) a-Hydroxyphosphonate 2 konnen unter basischen 
Bedingungen der Phosphonat-Phosphat-Umlagerung unter- 
liegen. Anionen-stabilisierende Substituenten im lipophilen 
Arylrest erleichtern die UmlagerungK5]. In den Benzylphos- 
photriestern 3 sollte die ArCH,-0-Bindung die labilste 
Phosphatesterbindung sein und nach Spaltung den Phos- 
phodiester 4 bilden (Schema 2)f61. 4 1aBt sich enzymatisch 
zum 5’-Monophosphat 5 und zu 1 abbauen. b) Als Konkur- 
renzreaktion zur Phosphat-Phosphonat-Umlagerung tritt 
die Spaltung der cr-Hydroxybenzylphosphonate 2 zum ddT- 
H-Phosphonatdiester 6 sowie zum Aldehyd 7 auf. Diese 
Ruckspaltung sollte bevorzugt ablaufen, wenn der Arylrest 
Carbanionen-destabilisierend, d. h. donorsubstituiert ist. 
Der H-Phosphonatdiester 6 1aRt sich zum H-Phosphonat- 
monoester 8 und 1 spaltenL7] oder moglicherweise zum Phos- 
phodiester 4 oxidieren[*l (Schema 2). Auf beiden Wegen 
wurde man also nach drei bzw. zwei Schritten zu phosphory- 
lierten b m .  phosphonylierten Nucleosiden gelangen. Da- 
nach konnten sowohl die a-Hydroxybenzylphosphonate 2 
als auch die Benzylphosphotriester 3 als lipophile Prodrugs 
dienen. Lassen sich nun diese beiden Reaktionswege durch 
die Wahl der Substituenten im Arylrest unter physiologi- 
schen Bedingungen kontrollieren? 

0 
Ar II okg;;T-I 

I 
spntane a-Hydrnxy- 2 spontane 
phosphondl-Phaphat- Riickspaltung 
Umlagerung 

I 
spontane Hydrolyse enzymatische ‘pontane 

spontane oder 
Oxidation Hy$olyse 

I 

/ I 

l 4  
enzymatischer 
Abban 

I 

1 * I  
enzymatische 
Metabolisiemng 

I 

Schema 2. Miigliche hydrolytische Abbauwege der r-Hydroxyphosphonsiure- 
diester 2. Ar = Aryl. 

Als Ausgangsverbindung fiir die Synthese von 2 wurde 
der 5’.5’-U-(2’,3’-Didesoxythymidin)-H-phosphonatdiester 6 
verwendet, der in einer Eintopfreaktion durch Umsetzung 
von zPr,NPCI, 9 rnit 2’,3’-Didesoxythymidin 1 zum Phos- 
phoramidit 10 und anschlieoende Hydrolyse unter Tetrazol- 
Aktivierung erhalten wurde (Ausbeute: 60-SO%, Sche- 
ma 3)17’. 6 lie13 sich mit gleicher Ausbeute auch durch 
Veresterung des 5’-0-(2’,3’-Didesoxythymidin)phosphorig- 
sauremonoesters 8 rnit einem zweiten Aquivalent ddT 1 un- 
ter Pivaloylchlorid-Aktivierung darstellenrgl. 8 erhielt man 
durch Reaktion von Phosphortrichlorid mit Imidazol zum 
Phosphortriimidazolid, Umsetzung mit 1 und anschlie13ende 
Hydrolyse (Schema 3)[’01. Die Zielverbindungen 2 lieBen 
sich auf zwei Wegen (Schema 3) herstellen: a) Reaktion von 
6 mit den substituierten Benzaldehyden 7 in wasserfreiem 

ddT 1 PCl3 

a) iPr,NPCI, 9 1 1 c, 

R 
iPr,N-P, H-P-OSddT 8 I 0’ddT 6- H+NEt3 

e, I 
Ar 

OH &’ddT 
bP-O’ddT 

Schema 3. Synthese der a-Hydroxybenzylphosphonate 2a-j. a) iPr,NP(CI), 9, 
iPr,NEt, CH,CN, 0 ° C  15 min; b) Tetrazol, Wasser, CH,CN, 25°C. 30 min; 
c) 1. Imidazol, NEt,. CH,CN, O’C, 4 h; 2. Wasser, CH,CN, 2 0 T ,  1 h;  
df Pivaloylchlorid, 1, THF, 0 “C, 5 min; e) 7. NEt,, 85 ’C, 30 min oder 7. THE 
NEt, (kat.), 2 0 T ,  3 h. 

Triethylamin (NEt,) bei 90 “C (Ausbeute: ca. 40-60%)[11] 
oder b) Umsetzung von 6 mit 7 in wasserfreiern THF unter 
Zugabe katalytischer Mengen NEt, bei 20 “C (Ausbeute : 
90%, Fabelle Als allgemein anwendbar erwies sich 
Methode b. Das erste Verfahren erlaubte zwar die Darstel- 
lung der donorsubstituierten Verbindungen 2 a-f, scheiterte 
aber bei den acceptorsubstituierten Benzaldehyden 7 g-k. In 
allen Reaktionen wurden die Zielverbindungen 2 nach Rei- 
nigung am Chromatotron iiber Kieselgel als 1 : I-Diastereo- 
merengemische bezuglich der Konfiguration am C,-Atom 
erhalten. Die Diastereomere konnten nicht durch herkomm- 
liche Chromatographieverfahren getrennt werden, sind aber 
‘H-, 13C- und 31P-NMR-spektroskopisch deutlich unter- 
scheidbar. Auf das Diastereomerenverhaltnis hatte auch die 
Verwendung der chiralen Base Chinin anstelle von Triethyl- 
amin keinen EinfluB. Bei allen Reaktionen wurde keine 
Phosphotriesterbildung beobachtet. Unter diesen schonen- 
den Reaktionsbedingungen kann also die Umlagerung als 
Nebenreaktion ausgeschlossen werden. 

Tabelle 1. Dargestellte a-Hydroxyphosphonate 2, deren Verteilungskoeffizien- 
ten in Octanol/Wasser (x), die Halbwertszeiten f,,, von 2 in I 0  mmol Phosphat- 
puffer (pH 7.5) sowie die Folgeprodukte in Abhangigkeit vom Substituenten. 

Substituenten 7 tll, [hl Produkte 
2 x  Y Z 1 + 8 [ % ]  3[%] 

a H  NMe, 
b H  OCH, 
c H  CH3 
d H  H 
e H  C1 
f C1 H 
g H  CN 
11 H KO, 
i NO, H 
j NO, NO, 
1 

H 
H 
H 
H 
H 
c1 
H 
H 
H 
H 

~ 

0.61 
0.45 
1.32 
0.69 
2.06 
I .69 
0.26 
0.63 
0.58 
0.86 
0.23 

23 100 
31 100 
47 100 
57 10 
43 100 
18 100 
40 60 40 
25 60 40 
12 15 85 
0.5 2 98 

~ 

~ 

~ 

~ 

Einen Anhaltspunkt fur die Lipophilie dieser neuen Ver- 
bindungen (2) sind deren Verteilungskoeffizienten x in einem 
Octanol/Wasser-Gemisch” 31 (Tabelle 1). Alle Verbindungen 
weisen einen um den Faktor 1.13 bis 9 hoheren Verteilungs- 
koeffizienten auf als 2’,3’-Didesoxythymidin 1 (0.23)[14]. Der 
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passive Transport iiber eine Membran sollte demnach leich- 
ter sein als beim freien Nucleosid. 

Bei Hydrolysestudien, in denen die Abnahme der a-Hy- 
droxybenzylphosphonate 2 in 10 mmolarem Phosphatpuffer 
(pH 7.5) bei 37 "C verfolgt wurde, war ein markanter Substi- 
tuenteneffekt zu beobachten (Tabelle 1)" 'I. Alle a-Hydroxy- 
phosphonate 2 wurden gemal3 einer Reaktionskinetik pseu- 
do-erster Ordnung abgebaut. Derivate rnit starken Accep- 
torsubstituenten im aromatischen Ring (2g-2 j) lagern sich 
in waljrigen Losungen in die 0-Benzyl-0,O-dinucleosid- 
phosphate 3 um (Tabelle 1; Schema 2). Auf diese Weise ge- 
lang es erstmals, Verbindungen des Typs 2 unter physiologi- 
schen Bedingungen nicht-enzymatisch in die Benzylphos- 
photriester 3 umzulagern, die anschlieDend selektiv hydroly- 
tisch in den 5',5'-Dinucleosidphosphodiester 4 zerfielen. Der 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist hier die Hydrolyse 
der Phosphotriester 3 zu 4. Phosphodiester des Typs 4 lassen 
sich in vivo enzymatisch zum Monophosphat 5 und zu ddT 1 
abbauen. Die a-Hydroxyphosphonate 2 sind also prinzipiell 
lipophile Prodrugs fur 5'-Nucleosidmonophosphate. AuDer- 
dem konnte gezeigt werden, dai3 sich die mit schwachen Ac- 
ceptoren oder starken Donoren substituierten Derivate 2 a- 
2f unter den gleichen Bedingungen selektiv in den 
5',5'-Dinucleosid-H-phosphonatdiester 6 spalten lieBen (Ta- 
belle 3 ; Schema 2). Die Riickspaltungsgeschwindigkeit lieD 
sich mit den Arylsubstituenten steuern: je starker die Donor- 
aktivitit des Substituenten, desto schneller die Ruckspal- 
tung. Unter den Reaktionsbedingungen unterliegt 6 einer 
schnellen Hydrolyse zum 5'-ddT-H-Phosphonatmonoester 8 
und zu ddT l l 7 I ,  Bei diesem Abbaumechanismus 1st also die 
Riickspaltung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. 
Aus diesem, zur Umlagerung konkurrierenden Reaktions- 
pfad resultiert die Moglichkeit zum ,,Design" lipophiler Pro- 
drugs fur 5-Nucleosid-H-phosphonatmonoester des Typs 8. 
Da kiirzlich gezeigt werden konnte, daD solche Verbindun- 
gen im anti-HIV-Test therapeutisch giinstigere Selektivitats- 
indices aufwiesen als die freien Nucleoside["], ist dieser Me- 
chanismus auch von pharmakologischen Interesse. 

Die Ergebnisse zeigen zum einen, daD sich aus 2a-j Pro- 
dukte rnit biologischer Aktivitat spontan-hydrolytisch frei- 
setzen lassen, und zum anderen, daD sich sowohl der Reak- 
tionspfad (Umlagerung/RuckspaItung) als auch die Reak- 
tionsgeschwindigkeit durch die Wahl der Substituenten am 
Arylrest kontrollieren lassen. Die 5',5'-Dinucleosid-a-hy- 
droxybenzylphosphonsiurediester 2 konnen somit prinzi- 
piell als Prodrugs antjviraler Nucleosid-Analoga angesehen 
werden. Wir prufen zur Zeit das Hydrolyseverhalten von 2 in 
10 YO fotalem Kalberserum (RPMI-Kultur Medium) sowie 
ihre antivirale Aktivitat gegen HIV-1 und HIV-2. 

Arbeitsvorschriften 
6: 4.0 mmolT,Y-Didesoxythymidin 1 wurden im Hochvakuum getrocknet und 
anschlieBend in 60 mL wasserfreiern Acetonitril gelost. Nach Zugabe von 
6.0 mmol Diisopropyl(ethy1)amin wurde im Eisbad gekuhlt und innerhalb von 

5 min mit 2.0 mmol iPr,NPCI, versetzt. Dann lieB man bei Raumtemperatur 
10 min nachruhren, sodann erfolgte Zugabe von 4.0 mmol Tetrazol und 80 mL 
Wasser. Nach 15 min Ruhren wurde das Losungsmittel im Hochvakuum ab- 
kondensiert. Der Ruckstand wurde am Chromatotron uber Kieselgel (Gradient 
aus EssigesterIMethanol. 0 % his 30 % Methanol) gereinigt. Der 2',3'-ddT-H- 
Phosphonatdiester 6 wurde als farbloser Feststoff isoliert (80 Yo Ausbzute). 
2: 1.6 mmol 6 wurden in 40 mL wasserfreiem THF aufgenommen und rnit 
4.8 mmol Benzaldehyd 7 versetzt. Unter Ruhren wurden 20 mL frisch destillier- 
tes Triethylamin zugegeben. Nach 4 h bei Raumtemperatur war das Edukt 
vollstandig umgesetzt. Nach Neutralisation rnit 20 mL Essigsaure und Entfer- 
nen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wurde der Ruckstand am 
Chromatotron (Gradient von MethylenchloridIMethanol, 0 %  bis 15 % Methd- 
nol) gereinigt. Die Hydroxybenzylphosphonsaure-bis-(S-O-2',3'-didesoxythy- 
midin)ester 2 wurden nach Lyophilisieren als farblose Feststoffe erhalten (95% 
Ausbeute). 
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