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Nucleosid-Analoga werden heute weitverbreitet in der anti-
viralen Chemotherapie eingesetzt. Eine starke FEinschrén-
kung bei der Anwendung dieser Verbindungen ist, dass sie,
um biologisch aktiv zu sein, zundchst durch schrittweises,
durch Kinasen katalysiertes Ankniipfen von Phosphatgrup-
pen in das entsprechende Nucleosidtriphosphat (NTP) me-
tabolisiert werden miissen."! Sollte diese Bioaktivierung ein-
geschriankt oder blockiert sein, kann die antivirale oder an-
titumorale Aktivitdt dennoch gesteigert werden, indem man
Nucleotid-Prodrugs der phosphorylierten Metaboliten ein-
setzt. Diese Strategie umgeht die Einschrinkung oder Blo-
ckade verursachende Kinase und bewirkt letztlich einen
starken Anstieg der intrazelluliren Konzentrationen an ak-
tiven Metaboliten. Weiterhin gelingt es mit Nucleotid-Pro-
drugs, Wirkstoffresistenzen zu umgehen und das Wirkspek-
trum eines Stammnucleosids zu erweitern.”! Ein weiterer
Vorteil von maskierten Nucleotiden ist, dass sie aufgrund
ihrer hohen Lipophilie die Zellmembranen durchdringen,
sodass sie in intakter Form in das Zellinnere gelangen und
somit keine Substrate fiir unspezifischen Phosphatasen im
Blutserum sind. Aus diesen Griinden wurden verschiedene
Prodrug-Systeme fiir Nucleosidmonophosphate entwickelt,
z.B. cycloSal-, Phosphoramidat-, Bis(S-acylthioethyl)- und
Bis(pivaloxymethyl)-Techniken.’! Demgegeniiber wurden
bislang sehr wenige Arbeiten zum gezielten Entwurf von
Nucleosiddiphosphat(NDP)- und Nucleosidtriphosphat-
(NTP)-Prodrugs vorgestellt. Dieser Umstand verwundert, da
z.B. vom ersten zugelassenen nucleosidischen anti-HIV-
Wirkstoff 3’-Azidothymidin (AZT) bekannt ist, dass die
Phosphorylierung zum AZT-Diphosphat (AZTDP) nur sehr
langsam verliuft.”) Die Folge davon ist eine starke intrazel-
luldre Anreicherung von AZT-Monophosphat (AZTMP), die
starke Nebenwirkungen des Medikaments verursacht.®!
Eine Ursache, weshalb die lipophile Maskierung von
NDPs schwierig ist, liegt in der inhdrenten Labilitit der
Phosphorsdureanhydridbindung, die nur aufgrund der nega-
tiven Ladungen kinetisch stabil ist und dadurch den nucleo-
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philen Angriff auf die Phosphateinheit verhindert. Verschie-
dene NDP-Diester auf Glycerid-Basis wurden von Hostetler
et al. untersucht.””) Allerdings zeigte sich, dass diese Verbin-
dungen nicht als Vorstufen der NDPs agieren, sondern Nuc-
leosidmonophosphate durch Spaltung der Diphosphatgruppe
liefern. Ein weiterer Ansatz zur Maskierung von NDPs wurde
von Huynh-Dinh etal. beschrieben,” die verschiedene
Acylgruppen mit dem [(-Phosphat der Diphosphateinheit
verkniipften. Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass
eine gemischte Carbonsidure-Phosphat-Anhydridbindung
schneller gespalten wird als die Phosphatanhydridbindung.
Das Konzept konnte in Hydrolysestudien in wassrigen Puf-
fern belegt werden, allerdings versagte die Methode in bio-
logischen Medien (z. B. RPMI-Kulturmedium) und fiihrte zu
unkontrollierten Zersetzungen.®

Wir haben zunéichst untersucht, ob sich die von uns ent-
wickelte cycloSal-Technik auch fiir die Maskierung von NDPs
eignet. Dies war naheliegend, da in ausfiihrlichen Studien
nachgewiesen wurde, dass durch die Verwendung der cy-
cloSal-Technik die antivirale Aktivitét bei einigen Nucleosid-
Analoga deutlich verbessern werden kann.*® Nach der Syn-
these einiger cycloSal-NDPs untersuchten wir die Hydroly-
sewege durch *'P-NMR-Spektroskopie (Schema 1; Weg a und

cycloSal ~OH

Schema 1. Hydrolyse der cycloSal-NDP-Prodrugs tiber Weg (a) und (b).

b). Wir beobachteten, dass die Derivate nicht zur Freisetzung
der NDPs geeignet waren, da die Spaltung der Diphosphat-
gruppe sehr dominant ist (Schema 1, Weg b), sodass der er-
wiinschte Hydrolyseweg (Weg a) nicht konkurrieren kann.
Folglich konnten nur sehr geringe Mengen an NDP nachge-
wiesen werden, wihrend grofle Mengen an Nucleotid und
cycloSal-Phosphat gebildet wurden.

Wir dnderten daraufhin unsere Strategie und untersuch-
ten eine enzymatisch aktivierbare Klasse von Prodrugs,”
bezeichnet als Bis-(4-acyloxybenzyl)nucleosiddiphosphate
(BAB-NDPs, 1). Die Leitstrukur dieser Prodrugs und der
konzipierte, enzymatisch ausgeloste Spaltungsmechanismus
sind in Schema 2 zusammengefasst. Um chemische Details
wie Lipophilie und Stabilitit der potenziellen NDP-Prodrugs
zu untersuchen, synthetisierten wir Derivate, die sich im
Acylrest und dem verwendeten Nucleosid unterschieden. Die
Spaltung der Maskierungsgruppen sollte dabei durch die
Hydrolyse der Acylesterbindung entweder durch pH-abhén-
gige chemische Hydrolyse oder durch enzymkatalysierte
Hydrolyse initiiert werden.
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Schema 2. Strukturformeln der BAB-NDP-Prodrugs und enzymatischer Hydroly-

semechanismus.

Diese anfingliche Spaltung verursacht eine Umkehr der
Substituenteneigenschaften (ein Akzeptor wird in einen
Donor-Substituenten iiberfiihrt), was zu einer Destabilisie-
rung der Benzylphosphatesterbindung fiihrt. Durch 1,4-Eli-
minierung und anschlieBende Hydrolyse zerfillt das Prodrug
zu 4-Hydroxybenzylalkohol und einem einfach maskierten
NDP (AB-NDP) (z.B. 2, Schema?2). Die Wiederholung
dieser Spaltung fiihrt letztlich zur Freisetzung von NDP.

Wichtig ist zu erwihnen, dass nach dem in Schema 2 ge-
zeigten Mechanismus keine Reaktion an der Phosphatanhy-
dridbindung stattfindet, wodurch unerwiinschte Nebenreak-
tionen ausbleiben sollten. Auerdem konnten wir in Vorar-
beiten zeigen, dass das a-Phosphat unmaskiert vorliegen
muss, um eine schnelle Hydroyse der Diphosphateinheit zu
verhindern (Ergebnisse nicht gezeigt).

Die Synthese der Zielverbindungen gelang durch eine
Dicyanimidazol(DCI)-vermittelte Kupplung von para-Acyl-
oxybenzylphosphoramiditen mit Bis(tetra-n-butylammoni-
um)nucleosidmonophosphaten und anschlieBende Oxidation
mit tert-Butylhydroperoxid (TBHP) (siche Hintergrundin-
formationen). Die Reinigung der Produkte gelang durch
Chromatographie an RP-18-Kieselgel mit einem Gradienten
aus Methanol in Wasser. Zundchst wurden 2',3’-Didesoxy-
2',3'-didehydrothymidin (d4T) und 3’-Azidothymidin (AZT)
als antiviral aktive Nucleosid-Analoga ausgewéhlt. In
Schema 3 sind die synthetisierten Derivate zusammen mit
den nichtoptimierten Ausbeuten zusammengestellt. Erwih-
nenswert ist, dass im Laufe der Arbeiten eine merkliche
Steigerung der chemischen Ausbeuten gelang. Dies beruhte
besonders auf der Optimierung der Reinigungsverfahren,
sodass Ausbeuten von 46 % bis 65 % moglich wurden.

Die Stabilititen von 1a-h wurden in unterschiedlichen
Medien bestimmt [Phosphatpuffer (PBS, pH 7.3), Citrat/HCI-
Puffer (pH 2.0), T-Lymphocyten(CEM/0)-Zellextrakt, 20 %
humanes Blutserum, RPMI-Kulturmedium]. Der konzipierte
Hydrolysemechanismus wurde durch lonenpaarchromato-
graphie und *’P-NMR-Studien untersucht, und die erhaltenen
Daten stiitzen den in Schema?2 gezeigten Mechanismus
vollstandig. So hydrolysierte BAB-AZTDP (1e) bei physio-
logischem pH-Wert vollstindig iiber das einfach maskierte
Intermediat AB-AZTDP (2), das zudem isoliert und cha-
rakterisiert werden konnte, um schlieBlich nahezu aus-
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wurden beobachtet (ca. 5%). Die Entstehung von
AZTMP resultiert aus der Spaltung der Diphos-
phatgruppe in BAB-AZTDP (1e). Die Inkubation
des Intermediats AB-AZTDP (2) in PBS ergab keine
Bildung von AZTMP, was beweist, dass die Diphos-
phatgruppe in AB-AZTDP hydrolysestabil ist. Er-
wartungsgemif3 hing die Stabilitdt der Verbindungen
1a-h stark vom Verzweigungsgrad der Alkylgruppe
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R=Me; BAB-d4TDP 1a: 10% R=Me; BAB-AZTDP fe: 29%
R=tBu; BPB-d4TDP 1b: 46% R=iPr; BIB-AZTDP 1f 48%
R=Heptyl; BOB-d4TDP 1c: 65% R=Bu; BPB-AZTDP 1g: 20%

R=Phenyl; BBB-d4TDP 1d: 33% R=Phenyl; BBB-AZTDP 1h: 49%

Schema 3. Kombination von Nucleosiden und Acylresten in den Pro-
drugs 1a—h. Abkiirzungen: Bis-(4-acetoxybenzyl) BAB; Bis-(4-isobuty-
ryloxybenzyl) BIB; Bis-(4-pivaloyloxybenzyl) BPB; Bis-(4-octanoyloxy-
benzyl) BOB; Bis-(4-benzoyloxybenzyl) BBB.

im Acylrest ab. So ist die Halbwertszeit des ersten Schritts
z.B. von BIB-AZTDP (1f) in PBS deutlich hoher (39 h) als
die von le (Tabelle 1). Ahnlich hohe Stabilititen wurden
auch in Citrat/HCl-Puffer (pH 2.0) gemessen. Demgegeniiber
fiihrte die Inkubation z. B. von BAB-AZTDP (1e) in CEM/0-

Tabelle 1: Halbwertszeiten t,, (in h) von Ta und 1c-h in verschiedenen
Medien.

pH 7.3 CEM/QP! Plasmal? RPMI/FCSH

1a 10 0.05 n.b. n.b.

1c 63 1 12 3

1d 82 7 13 n.b.

Te 17 0.02 5 2

1f 39 0.3 10 2.5

1g 75 1 24 3

1h 82 0.5 4 1

[a] 25 mm Phosphatpuffer. [b] T-Lymphocyten-Extrakt (human) (pH 6.9).
[c] 20% Humanes Blutplasma, verdiinnt mit 80% 50 mm PBS (pH 6.8).
[d] RPMI-Inkubationsmedium plus 10% hitzedesaktiviertes fotales Kal-
berserum (FCS). [e] Nicht bestimmt.
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Zellextrakten zu einer drastischen Beschleunigung der Spal-
tungsreaktion, da die Phenylestergruppe nunmehr enzyma-
tisch hydrolysiert wird. Die erste Hydrolyse, die zur Bildung
von AB-AZTDP (2) fiihrte, war 500fach schneller (z,,=
2 min) als die chemische Hydrolyse. Der zweite Schritt, der zu
iiber 95% zu AZTDP fiihrte, hatte eine Halbwertszeit von
3 min, was einer 2500fachen Beschleunigung im Vergleich zur
chemischen Hydrolyse entspricht. Dies ist iiberraschend, da
bei BAB-Nucleotid-Prodrugs die enzymatische Spaltung der
zweiten Maskierungsgruppe erheblich langsamer ist als die
erste Spaltung.” Die in Abbildung 1 exemplarisch gezeigten

BAB-AZTDP (1e)

il

AB-AZTDP (2)

0 min

90 min
AZTMP —u | -~— AZTDP
L e : Referenz
T T 1
75 10.0 125

t/ min

Abbildung 1. HPL-Chromatogramme von BAB-AZTDP (1e) nach Inku-
bation in CEM/0-Zellextrakten.

HPL-Chromatogramme belegen die selektive Spaltung von
Verbindung 1le nach Inkubation im CEM/0-Zellextrakt.
Identische Befunde liegen fiir BAB-d4TDP (1a) vor. Unseres
Wissens ist dies damit der erste Bericht iiber NDP-Prodrugs,
die iiber eine hohe chemische Stabilitét verfiigen und in einer
schnellen, hochselektiven enzymatischen Spaltung im Zell-
extrakt Nucleosiddiphosphate liefern.

Die extrem schnelle und hochselektive Spaltung in Zell-
extrakten ist entscheidend fiir das Funktionieren der Me-
thode, da somit die unerwiinschten Nebenreaktionen an der
Diphosphatgruppe zuriickgedrdangt werden konnen. Auf-
grund der Ergebnisse sind wir iiberzeugt, dass, anders als bei
den Nucleotid-Prodrugs (cycloSal-Technik), nur solche Pro-
drug-Konzepte fiir den gezielten Entwurf von NDP-Prodrugs
erfolgreich sein werden, die auf einer enzymatischen Spaltung
beider Maskierungsgruppen ohne Beteiligung der Phosphat-
anhydridbindung beruhen. Wie oben beschrieben, ldsst sich
die chemische Stabilitdt zudem durch Verzweigungen im
Alkylrest ,einstellen”. Allerdings steigt mit hoherer Ver-
zweigung im Alkylrest auch die Stabilitdt in biologischen
Medien (vgl. 1f, 1g und 1e in Tabelle 1).

Uberraschenderweise fiihrt die Steigerung der enzymati-
schen Stabilitdt auch zu einer verringerten NDP-Bildung. Im
Fall von BIB-AZTDP (1f) (¢,,=20 min fiir die erste Hy-
drolyse) lag die Ausbeute an AZTDP nur noch bei 60 % im
CEM/0-Zellextrakt. BOB-d4TDP (1¢) (#;,=60 min fiir die
erste Hydrolyse) lieferte sogar nur noch 35% d4TDP im
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CEM/0-Zellextrakt. Bei Verwendung eines Pivalinsidure-
esters, wie in 1g, konnte hingegen kein AZTDP detektiert
werden, da das Intermediat PB-AZTDP (analog zu 2) stabil
gegen die anwesenden Enzyme war. Hier beobachteten wir
die vollstandige Spaltung der Diphosphatgruppe unter Frei-
setzung verschiedener Produkte. Daraus ldsst sich fiir die
Entwicklung effizienter Diphosphat-Prodrugs folgendes ab-
leiten: Trotz der erwiinschten hohen chemischen Stabilitét
miissen die Maskierungseinheiten schnellstmoglich in biolo-
gischer Umgebung entfernt werden, da ansonsten die Spal-
tung der Diphosphatgruppe effizient konkurriert. Halb-
wertszeiten z.B. in Zellextrakten, die die Bildung grofler
Mengen NDP zulassen, liegen im Bereich von 1 bis 30 min.
Dariiber hinaus haben wir, trotz einer leichten Verkiirzung
der Halbwertszeiten, eine beachtliche Stabilitdt der neuen
NDP-Prodrugs in humanem Blutserum im Vergleich zu
Zellextrakten beobachtet, was auf eine deutlich hohere En-
zymkonzentration in den Extrakten hinweist.

Weiter haben wir die Halbwertszeiten der Verbindungen
in dem bei HIV-Tests verwendeten Inkubationsmedium
(RPMI-Kulturmedium mit 10 % hitzedesaktiviertem fotalem
Kilberserum (FCS)) bestimmt. In diesem Medium war eine
Verkiirzung der Halbwertszeiten bei allen Verbindungen im
Vergleich zum Phosphatpuffer festzustellen.

Abschlieend wurden die Verbindungen 1a-h auf ihre
Fiahigkeit untersucht, die Replikation von HIV in T-Lym-
phozyten zu inhibieren. Hierzu wurde eine Wildtyp-CEM-
Zellsuspension mit HIV-1 oder HIV-2 infiziert, und eine
mutierte Zelllinie, die das Enzym Thymidinkinase nicht ex-
primiert (TK-defizient), wurde lediglich mit HIV-2 infiziert.
Jeweils 100 pL der Zellsuspension wurden auf eine 96er Mi-
krotiterplatte iiberfithrt und mit 100 pL der entsprechend
verdiinnten Testverbindung gemischt. Nach 4-5 Tagen wurde
die Syncytienbildung in den infizierten Zellkulturen mikro-
skopisch aufgezeichnet. Obwohl die d4T-Derivate 1a-d in
RPMI/FCS-Kulturmedium weniger stabil als in Phosphat-
puffer waren, zeigten 1c¢ und 1d eine vollstindige Erhaltung
der anti-HIV-Aktivitdt in der mutierten, TK-defizienten
Zelllinie (CEM/TK™) (Tabelle 2). Dies beweist, dass die
Verbindungen offensichtlich tiber die Zellmembran diffun-
dieren und intrazelluldr biologisch aktive Metaboliten frei-
setzen. Demgegeniiber konnten die Derivate 1a und 1b die
Thymidinkinase-Defizienz nicht umgehen. Obwohl 1a in den

Tabelle 2: Antivirale Aktivitat der Verbindungen 1a-d gegen HIV-1 und
HIV-2.

ECso [uM]™ ECso [um] ECso [um] CCyo [uM]
CEM/O®! CEM/0 CEM/TK™ CEM/0
HIV-1 HIV-2 HIV-2
1a 1.05 1.5 21.0 >125
1b 0.78 0.90 14 66+1
1c 0.90 1.30 2.6 8141
1d 0.20 0.30 0.85 3645
d4t 0.40 0.3 70 >100

[a] Antivirale Aktivitdt in T-Lymphozyten: 50% effektive Konzentration
(Werte sind Mittelwerte aus zwei bis drei unabhingigen Experimenten).
[b] Wildtyp-T-Lymphozyten. [c] Thymidinkinase-defiziente T-Lymphocy-
ten. [d] Cytotoxische Konzentration: 50% cytostatische Konzentration
zur Inhibierung der CEM/0-Zellproliferation.
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anderen beschriebenen Untersuchungen sehr effizient
d4TDP lieferte, konnte diese Verbindung zu polar sein, um
durch die Zellmembran zu diffundieren, wodurch sie bereits
im RPMI/FCS-Medium hydrolysieren wiirde. Dass das De-
rivat 1b keine Aktivitét zeigt, konnte damit zusammenhén-
gen, dass die zweite Maskierungsgruppe nicht enzymatisch
gespalten wird. Dies hatten wir bereits in den CEM-Zell-
extrakt-Studien beobachtet. Alle getesteten Verbindungen
1a-h zeigten keine ausgeprégte Zytotoxizitit.

In dieser Studie haben hier die notigen Voraussetzungen
fir die gezielte Entwicklung effizienter bioreversibler Pro-
drugs fiir Nucleosiddiphosphate untersucht. Das vorgestellte
BAB-Konzept sollte sich im Prinzip auch auf andere Nuc-
leosid-Analoga tibertragen lassen. Unsere derzeitigen Studi-
en gelten der Optimierung sowohl der Hydrolyse- als auch
der Lipophilieeigenschaften der BAB-Leitstruktur.

Experimentelles
Experimentelle Einzelheiten sind in den Hintergrundinformationen
verfiigbar.
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