sein als bei ,,normalen‘* Ketogruppen. Die anderen Molekiilpa-
rameter von A und B, einschlieBlich Bindungs- und Torsions-
winkel, entsprechen weitgehend denen analoger Verbindun-
gen!® 11, Diese Parameter hingen nicht von elektronischen
Faktoren ab, sondern werden hauptséchlich durch die intramo-
lekularen sterischen Anforderungen und/oder Gitterkrifte be-
stimmt.

Der Ylid-Charakter von 8 zeigt sich auch in dessen Reaktion
mit Acetaldehyd [GI. (b)]. Erhitzt man eine Suspension von 8 in

o o
n
/C\ /C\ +
+ - _
PhaP—C: C :C—PPhs + 2 CHCHO ——
S /\_/
i
o o 38
0o o ®
iy
20pph, + CHy—cH=c. ¢ Sc=cH—cH
e TN /N 3
i
o o 9

Nitromethan mit zwei Aquivalenten Acetaldehyd in einer ver-
schlossenen Ampulle auf 60 °C, so 16st der Feststoff sich schnell
auf. Nach Abdampfen des Losungsmittels erhdlt man eine
zihe orangefarbene Verbindung. Das 3'P{'H}-NMR-Spektrum
(CDCl,) zeigt ein einziges Signal bei § = 27.84, das OPPh, zuge-
ordnet werden kann. Die wichtigsten Signale im 'H-NMR-
Spektrum treten bei § = 4.40 (q, *J(HH) = 6.1 Hz) und 1.19 (d,
3J(HH) = 6.1 Hz) im Verhiltnis 1:3 auf. Diese sind auf die
Protonen der =CH— bzw. —CH,-Gruppen zuriickzufithren.
Im IR-Spektrum ist die Bande bei 1622 cm™!, die die Verbin-
dung 8 charakterisiert, verschwunden; dafiir weist das Spek-
trum der orangen Substanz zwei neue intensive Banden bei 1678
und 1553 em ™. Die spektroskopischen Daten legen nahe, dal
8 in einer Wittig-Reaktion zu 9 umgesetzt wird. Gegenwirtig
untersuchen wir die Reaktivitit von 8 gegeniiber organischen
und metallorganischen Verbindungen.

Experimentelles

8: Eine 0.044 M Losung von 1 in Toluol (15 mL, 0.66 mmol) wurde bei Raumtem-
peratur unter Rithren zu einer Lsung von 0.395 g 2 (1.31 mmol) in 25 mL Toluol
gegeben. Sofort bildete sich ein gelber Niederschlag. Dieser wurde abfiltriert, mit
Aceton gewaschen und im Vakuum getrocknet. So wurden 0.380 g (86 %) creme-
weiBe Kristalle von 8, Schmp. 245-250 °C (Zers.), erhalten. Die C,H-Analyse liefer-
te korrekte Werte. IR (Nyjol): 1622cm™" (vo). "H-NMR (200 MHz, CD,Cl,,
25°C): 6 =7.73-7.55 (m, C¢H,). *C{*H}-NMR (100 MHz, CD,Cl,, 25°C):
6 = 18511 (dd, *J(CP) = 5.3, *J(CP) = 2.6 Hz, C=0), 122.59 (d, 'J(CP) =
91.6 Hz, C=P), 83.10 (m, zentrales C). 3'P{*H}-NMR (80 MHz, CDCl;, 25°C):
6 = —~ 2.91 (s). FAB-MS in Glycerin: m/z (%): 673 (3) [M+H]", 672 (2) [M]*";
FAB-MS in m-Nitrobenzylatkohol: 673 (30) {M+H]"*, 644 (4) [M—CO]*".
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2-Nucleos-5'-0-yl-4H-1,3,2-benzodioxaphos-
phinin-2-oxide — ein neues Konzept fiir lipophile,
potentielle Prodrugs biologisch aktiver
Nucleosidmonophosphate**

Chris Meier*

Nucleosid-Analoga wie 3'-Azido-2',3'-didesoxythymidin
(AZT), 2',3-Didesoxy-2,3'-didehydrothymidin (d4T), 2',3'-Di-
desoxyinosin (ddT) und 2',3’-Didesoxycytidin (ddC) werden zur
antiviralen Chemotherapie von AIDS verwendet!), Ein wesent-
liches Problem beim Einsatz dieser Verbindungen ist die intra-
zelluldre Bioverfiigbarkeit ihrer phosphorylierten Derivate. Ein
Konzept zur Lésung dieses Problems ist die intrazellulire Frei-
setzung der 5'-Monophosphate aus Prodrugs (,,Kinase-By-
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pass*)?. Im Hinblick auf das hohe Wirkpotential der Nu-
cleosid-Analoga ist dies immer noch eine Herausforderung!®!.

Wir berichten hier iiber einen Teil unseres fortlaufenden Pro-
gramms zur Entwicklung neuer Prodrug-Systeme!*!, und zwar
iiber die Synthese der Titelverbindungen 3a—e und 4a—e, die
sich von den Nucleosid-Analoga 2',3’-Didesoxythymidin (ddT)
1 bzw. d4T 2 ableiten und Donor- oder Acceptor-Substituenten
am Benzolring enthalten, iiber die Verteilungskoeffizienten von
3 und 4 in 1-Octanol/Phosphatpuffer sowie iiber das Hydrolyse-
verhalten von 3 und 4 in Phosphatpuffer (pH 7.5) bei 37 °C## 3],

Der hier beschriebene Ansatz unterscheidet sich von anderen
Prodrug-Konzepten durch die gekoppelte Spaltung der Phenyl-
und der Benzylesterbindung der Phosphotriester 3 und 4, wo-
durch man direkt zu den Nucleotiden gelangt. Die unterschied-
liche Stabilitdt von Phenyl-!%! und Benzylphosphotriestern!”: 8!
ist bereits bekannt: Wahrend acceptorsubstituierte Phenylphos-
photriester unter alkalischen Bedingungen schnell zum Phos-
phodiester hydrolysieren, beobachtet man bei Benzylphospho-
triestern eine schnelle Hydrolyse nur im Fall ihrer donorsubsti-
tuierten Derivate'®!. Fiir beide Phosphotriestertypen gilt, daB
die resultierenden Phosphodiester gegen nicht-enzymatische
Hydrolyse ausgesprochen stabil sind!*°!. Das hier beschriebene
Prodrug-Konzept der Titelverbindungen 3 und 4 nutzt gerade
diesen Stabilitdtsunterschied der Benzyl- und der Phenylphos-
phate, um ein dreiteiliges Prodrug-System zur selektiven Frei-
setzung von phosphorylierten Nucleosiden zu designen. Die
Hydrolyse soll wie folgt verlaufen: Im ersten Schritt wird selek-
tiv die phenolische Phosphatesterbindung hydrolytisch gespal-
ten, da die entstehende negative Ladung iiber das phenolische
Sauerstoffatom in den aromatischen Ring delokalisiert werden
kann. Gegen eine Spaltung der Benzylesterbindung spricht der
Acceptorsubstituent in ortho-Position. Durch diese Spaltung —
gekoppelt mit der Umpolung des Substituenten in ortho-Posi-
tion zur Methylengruppe — wird dann der zweite Schritt, die
Abspaltung der 2-Hydroxybenzylgruppe, induziert. Der Do-
norsubstituent erméglicht es nun, daB der benzylische Phos-
phatester unter Freisetzung der Nucleotide 7 bzw. 8 und der
2-Hydroxybenzylalkohole 9 gespalten wird*¢°! (Tandem-
Reaktion; Schema 1).

X q
o)
0~ OsNucl PH >7 oH ©

Primarreaktion 5,6
(@]
9 , ©
i - Nuclso—lli‘—o + U\OH
Sekundarreaktion %o OH
7,8 ]

T T
3,5,7: Nucl =—\(S)j ;. 4,6,8: Nucl =_\(27/

Schema 1. Hydrolytischer Abbau der Titelverbindungen 3 und 4 nach dem Tan-
dem-Mechanismus. X = Donor- oder Acceptor-Substituent (siche Tabelle 1).

Nach diesem Konzept sollte sich die Primérspaltung aufBer-
dem durch Substituenten in parg-Position zur phenolischen
Phosphatesterbindung kontrollieren lassen. Aus diesem Grunde
wurden zur Synthese von 3 und 4 neben Salicylalkohol 9¢ auch
die para-substituierten Salicylalkohole 9a, b, d, e herangezogen.
Anhand von 3a-e und 4a—e sollte ferner gepriift werden, wel-
cher der beiden Schritte geschwindigkeitsbestimmend fiir die
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Freisetzung der Nucleotide ist. — Vor der Hydrolyse dienen die
Phosphotriester 3 und 4 als lipophile, neutrale Prodrugs.

Als Ausgangsverbindung fiir die Synthese der cyclischen
Phosphotriester 3 und 4 wurden die 2-Chlor-4H-1,3,2-benzo-
dioxaphosphinine 11 verwendet! !, Die Isolierung von 11 ge-
lang durch Destillation unter Schutzgas in 60—80% Ausbeute.
Die Zielverbindungen 3a—e bzw. 4a—e lieBen sich in einer Ein-
topf-Reaktion durch Umsetzung der Nucleosid-Analoga 1 und
2 mit den Chlorphosphanen 11a—e bei 0 °C in Anwesenheit von
wasserfreiem Diisopropylethylamin (DIPEA) iiber die Phosphi-
te 12a—e bzw. 13a—e und durch anschlieBende in-situ-Oxida-
tion mit zert-Butylhydroperoxid herstellen (Schema 2).

'\@(V\H(OH) U\OH B) 2
0" Ci

10a-e a-e 11a-e

O, | e
o~ 0" Nud! 0" ~O%Nucl

12a-¢, 13a-¢ 3a-e, 4a-e

Schema 2. Synthese der Titelverbindungen 3a—e und 4a-e¢ (X sieche Tabelle 1, Nucl
siehe Schema 1). a) NaBH,, (LiAIH,); b) PCl,, Pyridin, Et,0, —10°C, 2 h; ¢) ddT
1 (ergibt 3 via 12) oder d4T 2 (ergibt 4 via 13), DIPEA, CH,CN, 0°C, 20 min; d)
tBuOOH, CH,CN, 20°C, 30 min.

Tabelle 1. Verteilungskoeffizienten und Halbwertszeiten der Titelverbindungen 3
und 4 in Abhéingigkeit von den Substituenten X. 3 hydrolysiertzu7 + 9,4zu 8 + 9.
o, = Hammett-Parameter.

Verb. X o, 31p.NMR (8) log (PC) [a] t,, [bl
.fast*/, slow** [h]

3a OCH, —0.28 —8.12/-8.19 0.57 9.33
3b CH, —0.14 —8.27/-8.33 097 7.00
3¢ H 0.0 —8.34/—8.39 0.54 4.40
3d Cl 0.24 —8.81/-8.91 1.05 1.56
3e NO, 1.27 —9.35/-9.53 0.26 0.20
ddT 1 - - - —0.64 [14) -
4a OCH, —0.28 —7.89/—-7.96 0.35 9.20
4b CH, —0.14 —8.04/—8.11 0.65 6.86
de H 0.0 —8.12/-8.14 0.28 4.50
4d Cl 0.24 —8.59/—8.66 0.89 1.66
de NO, 1.27 —9.10/-9.34 0.08 0.18
d4T 2 - - - —0.82[14] -

fa] In Octan-1-ol/Phosphatpuffer (pH 6.5). [b] In 30 mM Phosphatpuffer (pH 7.5)
bei 37°C.

In allen durchgefiihrten Reaktionen wurden die Phosphotri-
ester 3 und 4 nach Reinigung in einer Ausbeute von 70-85% als
Diastereomerengemische im Verhiltnis 1:1.2 beziiglich der
Konfiguration am Phosphoratom erhalten (Tabelle 1). Die Dia-
stereomere konnten nicht in allen Fillen durch herkémmliche
Chromatographieverfahren getrennt werden, sind aber 'H-,
13C- und 3!'P-NMR-spektroskopisch unterscheidbar. Weiter
wurden 3 und 4 durch CD-11?!und UV-Spektren sowie Elektro-
spray-Massenspektren (Negativ-Modus) charakterisiert.

Einen Anhaltspunkt fiir die lipophilen Eigenschaften dieser
Verbindungen sind deren Verteilungskoeffizienten (log(PC))
in einem 1-Octanol/Phosphatpuffer(pH 6.5)-Gemisch!'® (Ta-
belle 1).

Alle Verbindungen 3 und 4 haben positive log(PC)-Werte so-
wie einen um den Faktor 8.1 bis 50.5 hoheren Verteilungskoeffi-
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zienten als die Nucleoside ddT 1 bzw. d4T 2 (Tabelle 1). Der
passive Transport iiber eine Membran sollte demnach leichter
als beim freien Nucleosid moglich sein.

Als Modell fiir das physiologische Milieu wurden Hydrolyse-
studien der neuen Phosphotriester 3 und 4 in 30 mM Phosphat-
puffer (pH 7.5) bei 37 °C durchgefiihrt'* 4., In allen untersuchten
Fillen wurden 3 und 4 gemiB einer Kinetik pseudo-erster Ord-
nung abgebaut. Als Hydrolyseprodukte wurden ausschlieSlich
die Nucleosidmonophosphate von ddT 7 bzw. d4T 8 sowie die
Salicylalkohole 9 HPLC-analytisch detektiert. Die Identifizie-
rung von 7 und 8 gelang direkt aus dem Hydrolysegemisch
durch Elektrospray-Massenspektrometrie. In einem weiteren
Hydrolyseexperiment wurde der Abbau des Triesters 3d durch
31p.NMR-Spektroskopie in Boratpuffer (30 mm, pH 9) unter-
sucht. Als einziges Signal im *'P-NMR-Spektrum trat ein Si-
gnal mit Triplett-Feinstruktur auf, welches die charakteristische
chemische Verschiebung fiir Nucleosidmonophosphate auf-
weist. Neben der selektiven Hydrolyse zum Monophosphat
konnte der erwartete Substituenteneffekt sowohl auf die ¢, ,-
Werte als auch auf den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den donorsubstituierten
Derivaten von 3 und 4, bei denen ausschlieBlich deren Abnahme
und die Zunahme der Nucleosidmonophosphate 7 und 8 beob-
achtet werden konnte, wurden bei den acceptorsubstituierten
Derivaten 3d, 3e und 4d, 4e auch die intermedidren Phospho-
diester 5d, Se bzw. 6d, 6e detektiert. Folglich ist im letzteren
Fall der zweite Schritt (5, 6 — 7, 8) geschwindigkeitsbestim-
mend (Schema 1). Diese Befunde stehen in Einklang mit dem in
Schema 1 dargestellten Abbaumechanismus!!%), Bei den Stu-
dien konnte kein Unterschied zwischen den ddT- und den d4T-
Derivaten festgestellt werden. Als potentielle Prodrugs kénnen
sich die donorsubstituierten Derivate von 3 und 4 eignen, da ihre
Hydrolysestabilitdten (r,,,-Wert) ausreichend groB erscheinen
(Tabelle 1).

Es ist also erstmals gelungen, selektiv und kontrollierbar ei-
nen Phosphatmonoester des Typs 7, 8 aus einem Phosphotri-
ester hydrolytisch bei physiologischem pH-Wert iiber die neu
entwickelte Tandem-Reaktion freizusetzen. Fiir die Freisetzung
der Nucleotide ist also keine enzymatisch katalysierte Hydro-
lyse Voraussetzung. Wir priifen zur Zeit das Hydrolyseverhalten
von 3und 4 in RPMI-K ulturmedium, welches 10% f6tales Kil-
berserum enthélt, sowie ihre antivirale Aktivitat gegen HIV-1
und HIV-2,

Experimentelles

0.64 mmol der wasserfreien Nucleoside 1 oder 2 wurden in 10 mL Acetonitril aufge-
nommen, auf 0°C gekiihlt und anschlieBend mit 1.27 mmol Diisopropylethylamin
(DIPEA) versetzt. Diese Losung wurde mit 2.0 Aquiv. (1.28 mmol in 1 mL Acetoni-
tri)) der cyclischenr Chlorphosphane 11 versetzt. Das entstandene Phosphit 12 bzw.
13 wurde nach 20 min mit 200 pL tert-Butylhydroperoxid in situ oxidiert. Anschlie-
Bend wurde das Losungsmittel abkondensiert und der Riickstand am Chromato-
tron mit Hilfe eines Gradienten von Essigsdureethylester/Methanol (0-30% Me-
thanol) oder durch semipriparative HPLC gereinigt (70-85% Ausbeute). Nach
dem Lyophilisieren wurden die Triester 3 bzw. 4 als farblose Feststoffe erhalten.
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Cotton-Effekt bei 225 nm im CD-Spektrum.

{13] J. Balzarini, J. M. Cools, E. De Clercq, Biochem. Biophys. Res. Commun. 1989,
158, 413-422.

[14] Die Hydrolysestudien wurden wie bereits beschrieben durchgefiihrt [4a].

[15] Ferner sei ergénzt, daB bei pH <7 keine bzw. nur eine sehr geringe Hydrolyse
von 3 bzw. 4 beobachtet wurde, wihrend bei pH > 7 eine pH-abhéngige Hy-
drolyse stattfand.

[5

o]

Die Organometallchemie von Zirconium
an der Oxo-Oberfliiche eines
p-tert-Butylcalix|4]arengeriists**

Luca Giannini, Euro Solari, Antonio Zanotti-Gerosa,
Carlo Floriani*, Angiola Chiesi-Villa und
Corrado Rizzoli

Die Calix[n]aren-Ubergangsmetall-Chemie!!! ist ein sehr jun-
ges und weitgehend unerforschtes Gebiet!2 ™6l Die Untersu-
chungen beschréinken sich im wesentlichen auf die Anwendung
von Calix[n]arenen als konventionelle Polyoxo-Koordinations-
sphéren sowie in einigen Beispielen auf die endo-Koordination
von Substraten in ihrem Hohlraum!3 ¢!,

Calix[n]arene sind bislang nicht als Polyoxomatrices fiir reak-
tive Organometall-Funktionalititen genutzt worden. Ihr Ein-
satz als Hilfsliganden in der Organometallchemie ist wegen den
typischen Struktureigenschaften eine interessante Anwendung.
In diesem Zusammenhang wurden einige, in der organischen
Synthese vielseitig anwendbaren Zielfunktionalititen ausge-

{*1 Prof. Dr. C. Floriani, L. Giannini, Dr. E. Sofari, Dr. A. Zanotti-Gerosa
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[**] Diese Arbeit wurde vom Fonds National Suisse de la Recherche Scientifique
(Grant Nr. 20-40268.94) und von der Ciba-Geigy AG (Basel, Schweiz) gefor-
dert. Wir danken Dr. Marc Weydert fiir Vorversuche zur Synthese von 2.
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