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Ausgehend von den zT. noch nicht beschriebenen monosubstituierten Rib 
furanosylbarbiturs&m-Derviaten 4a-e werden neuhge, an C-5 substituierte 
6,2’-Anhydrouridine 5a-e dargesteut. Durch die aus der 6,2’-Verkniipfung 

high-anti-Konfomation souten Subsmzen antiwen und mtineoplasti- 
schen WA,,,,gen emalten sein. In zellkulhlnestsystemen waren die ver- 
m u w n  Wirkungen jedoch bisher nicht nachweisbar. 

Synthesis of computer-modelled high-anti-fixed Pyrimidine-Nucleoside- 
Analogues with potential virostatic and antlneoplsstic activities 

r e su l t i e r e~  N,, c1-~ixierUng des aCkerrestes an die ~ ~ ~ l ~ ~ b  der Novel c-5 Substituted 6,2’-anhydr0uridine~ 5a-e Synthesized from the 
hitherto unknown monosubstituted ribofuranosylbarbitc acid derivatives 
4s. lhese molecules are high-anti-fixed by a 6,2’-linkage and were as- 
sumed to show antiviral and antineoplastic effects. In cell culture test sys- 
tern, however, none of these biological activities could be detected up to 
now. 

Beim Vergleich der gegen Herpes Simplex Virus- (HSV-) Infektionen 
eingesetzten Therapeutika, die Uber den Thymidinkinaseweg wirken, Wlt 
auf, daB gegen Herpes simplex Viren vom Typ 1 (HSV 1) ein breiteres 
Spekmun zur VerfUgung steht als gegen solche vom Typ 2 (HSV 2). Vor 
allem Arabmofuranosyl-Nucleoside, wie das Arabinofuranosyl-Thymh 
(Am-“), zeigem eindeutig bessere Wirksamkeit gegenliber HSV 1. Ursache 
k6nnte win, daB die HSV 1-Thymidinkinase (HSV I-TK) im Gegensatz 
zur HSV 2-TK in der Lage ist, diese Substanzen besser m monophosphory- 
l imn  und damit zu bioaktivieren. 

Im Falle dcr HSV-Thymidinkinasen ist diese Selektivim jedoch uner- 
wlinscht. Angestrebt wird dagegen, daB Wirkstoffe nur von viralen Kinasen 
als Subhatc akzeptiert werden, nicht aber von Humanenzymen. Ein 
Beispiel dafllr ist das 9-PD-Ambinofuranosyl-Adenin (Ara-A). Da es von 
der humanen Adenosinkinase nicht phosphoryliert wird, ist es ftlr gesunde 
Zellen nicht cytotoxisch, sondem entfdtet erst nach der Bioaktivierung 
durch virale Mechanismen seine Wirksamkeir Miles et al.’) leiteten daraus 
die Theorie ab. daB die humane Adenosinkinase Nucleoside bevomgt, in 
w e l c h  Base und Zuckmteil  zueinander die high-anti-Konformation 
einnehmen k6nnen. die einzunehmen beim Ara-A stcrische Wechselwir- 
kungen nvischen der 2’-OH-Gruppe und H-8 verhindem Dieselbe Behin- 
daung gcht beim Ara-T vom H-6 aus. 

Daraus ergibt sich die Frage, ob die schwachere Wirksam- 
keit des Ara-T gegenuber HSV 2 darin begriindet ist, da6 
auch die HSV 2-TK zur Phosphorylierung Substrate 
bevorzugt, welche die high-anti-Konformation einnehmen 
konnen. Die Antworl sollte die Synthese und biologische 
Priifung eines in der high-anti-Konfoxmation fixierten Nu- 
cleosides geben, dessen Struktur zuvor mit computergraphi- 
schen Methoden zu exmitteln war. Das modelling zeigte, 
da6 aus einer 6.2’-O-Verknupfung mit -87’ ein 

Torsionswinkel im idealen high-anti-Bereich resultiert. Die 
ebenso mogliche 6,3’-O-Verknupfung bildet dagegen mit 
-93’ einen Winkel, der diesen bereits uberschreitet. Ein wei- 
teres Argument fiir die 6.2’-Verknupfung zeigte das iiber- 
einanderfitten von 5c und 5-Ethyl-2’-desoxiuridin (EDU, 
AeduridR), da die 5’-OH-Oruppen als Phosphorylierungs- 
stelle in ihrer Lage in beiden F a e n  ubereinstimmten 
(Abb. 1). 

Die Ebene der Desoxiribose ist im fixierten Molekul um 
38’ nach oben gekippt. Dadurch erhdt die 3’-OH-Gmppe 
eine andere Position. Wenn ihr auch eine Bedeutung bei der 
Phosphorylierung durch die HSV-TK als aktivierendem 
Schritt beigemessen wid, so ist sie dennoch fiir die anti- 
virale Wirkung nicht unbedingt erforderlich. 

Bei unseren Synthesen sollte dem Ethylderivat 5c besondere Bedeutung 
zukommen. da seine biologische Aktivit2t mit dem nicht in seiner Konfor- 
mation fixienen EDU dire& zu vergleichen ist. 

Die veninzelt beschriebenen SynthesenZ4) von 6,2’-Anhydroverbindun- 
gen erweisen sich allerdings als nicht p igne t ,  da damit nur an C-5 unsub- 
stituierte Verbindungen h t e l l b a r  sind ausgehend vom 5-Ioduridin er- 
folgt durch Basenkatalyse der RingschluS zum 2,2’-Anhydroderivat. Nach 
milder allralischer Hydrolyse zum Arabinoderivat Whrt emeute 
basenkatalysierte Cyclisierung zum 6,2’-Anhydroderivat. Dabei ist fUr die 
im letzten Schrin wahrscheinlich ablaufende nucleophile Addition des 
2’-Alkoholatanions an die intermediilr gebildete Dreifachbindung der Ha- 
logensubstituent m C-5 als Abgmgsgmppe essentiell. 

Unser Syntheseplan sah daher vor, von 5-monosubstituier- 
ten Barbitursauren auszugehen, da sie bevorzugt als vinylo- 
ge Carbonsluren vorliegen5) und 0-6 im Alkalischen 
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Abb. 1 Stereoabbildung des 5-Ethyl-2’-desoxiuridins (EDU) und des 5-Ethyl-6,2’-0-cyclouridins (5c), wobei bide Pynmidinringe iibereinandergeleg 
sind. Das Zucker-Puckering im Cyclouridin enveist sich als nicht vertlnden, jedoch ist die Ebene der Ribose infolge der Fixierung um c a  38’ gedreht. 

sowohl nucleophiles als auch basisches Zentrum ist. Ent- 
sprechend wurde 5-Ethylbarbitursaure (lc) als Ausgangs- 
verbindung gewWt. Unter denselben Bedingungen, die 
sonst zu den 2.2’-Anhydroverbindungen fuhren, sollte hier 
der RingschluB direkt von 0-6 ausgehen. 

Die Synthese ribosidierter Barbitursiure-Derivate ist 
selten durchgefiihrt worden, obwohl die Verbindungen von 
erheblichem biochemischem und phmazeutischem Inter- 
esse sein kOnnten6)v7). Erst 1969 gelang die direkte Ribosi- 
dierung der Barbitursaure*). Der Grund durfte in ihrer 
auBerordentlichen Hydrolyseempfindlichkeit liegeng). Nach 
der von Vorbriiggen und Niedballa verbesserten Hilbert- 
Johnson-Methodel’) zur Darstellung von Uridinen haben 
wir die Synthese der 5-Ethyl- 1 -&D-ribofuranosylbarbitur- 
slure (4c) durchgefuhrt (Formelschema). Auf die Silylie- 
rung der 5-Ethyl-barbitursaure zu 2c folgt die Umsetzung 
mit l-Acetyl-2,3,5-tribenzoyl-ribose und Zinntetrachlorid 
als Katalysator. 

Es zeigt sich, daB bei der Abspaltung der Benzoylschutz- 
gruppen von den Ribosiden sehr vorsichtig verfahren 
werden muB, um die glycosidische Bindung nicht wieder zu 
spalten. Sie gelingt schlieBlich in stark verdunnter Natrium- 
methylat-liisung bei Raumtemp. 

Die Ribosidierung ist auf unterschiedlich substituierte 
Barbitursaure-Derivat la-e anwendbar. Eine Besonderheit 
stellt die Urnsetzung der 5-Benzylbarbitursaure (10 mit 
Ribose dar. Hier resultiert als Hauptprodukt das 
benzoylierte N1, N3-Bisribosid. Das gewunschte N1-Ribosid 
bildet sich nur als Nebenprodukt. 

Fur die im letzten Schritt geplante Cyclisierung zu den 
Anhydroderivaten 5a-e erweist sich die Methode von Fox”) 
als am besten geeignet. 4a-e werden mit Thiocarbonyldiimi- 
dazol in siedendem Toluol umgesetzt. Wie erwartet, kommt 
es ausschlieBlich zur Bildung der 1-&D-Arabinofuranosyl- 
6,2’-anhydrobarbitursauren 5a-e, wie Vergleiche der spek- 
troskopischen Daten mit den vor kurzem beschriebenen 
6.2’-, 6.3’- und 6.5’-Anydrouridinen zeigen3). Das bereits 
bekannte 5a ist als sehr stabil gegeniiber Sauren und Laugen 
beschrieben2)x3). Die Hydrolyse zu der entspr. Arabinover- 
bindung ist im Sauren bisher nicht gelungen. Im Alkali- 
schen scheint es iihnlich stabil zu sein. Im Laufe der Zeit 
kommt es zwar zu einer Abnahme der Konzentration an 
Anhydroverbindung, ein Hydrolyseprodukt war jedoch 
nicht nachweisbd). 

5c erwies sich ebenfalls als sehr resistent gegenuber 
Sauren und Laugen. Weder durch Ruhren in 2N-NaOH uber 
2 Wochen, noch durch 24stdg. RucMuBerhitzen in 2N- 
H2S04 ist es maglich, die Etherbriicke zu spalten. 

Wie eingangs e r w h t ,  SOU anhand von 5c uberpriift 
werden, ob die HSV 2-TK die Substanz wegen ihrer 
fixierten high-anti-Konformation bevonugt mono- 
phosphoryliert. Das Testsystem befindet sich derzeit noch 
im Aufbau. Im Zellkulturtest zeigte 5c jedoch wie auch die 
anderen Verbindungen keinerlei antivirale Aktivitat gegen 
HSV 1 oder HSV 2. Lediglich die Butylderivate 4e und 5e 
weisen minimale cytotoxische Wirkung auf. 6-Azauridin, 
das durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen N-6 
und der 5’-OH-Gruppe in der high-anti-Konformation 
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stabilisiert zu sein scheintI2), zeigt ausgepragte 
antineoplastische Wirksamkeit. 5c mit seiner fixierten high- 
anti-Konformation weist dagegen keine tumorhemmenden 
Eigenschaften auf. 

Im Agardiffusionstest auf antimikrobielle Aktivitiit sind 
alle bisher getesteten Substanzen [4a-e und 5a-e] nur genng 
wirksam. Untersucht wurde die Wachstumshemmung von 
Candiab albicans, Pseudomonas aeruginosa und Staphylo- 
coccus aureus. Bei einigen Verbindungen besteht selektive 
Wirksamkeit gegeniiber Pseudomonas aeruginosa. 

Ergebnisse und Diskussion 

Mit der vorgestellten Synthese koMen bisher nicht be- 
schriebene 6.2’-Anhydrouridine dargestellt werden, die an 
C-5 substituiert sind. 

Fur das Fehlen der antiviralen Wirksamkeit im Zellkultur- 
system lassen sich zwei Erklarungen finden: die von Miles 
et al. erstellte Hypothese’) ist nicht auf Thymidinkinasen 
iibertragbar. Dies kann erst nach Rekonstruktion der Nu- 
cleosidbindungsstelle der HSV 2-TK gepriift werden. Die 
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zweite Erklhngsmoglichkeit bietet die extreme Hydrolyse- 
stabilitiit der Verbindung: wenn, wie fur die 2,2-’Anhydrou- 
ridine postuliert, die Arabinoform die eigentliche Wirkform 
darstellen sollte und der Thyrnidinkinaseweg umgangen 
wird, verhindert die hohe Stabilitat der 6,2’-Sauerstoff- 
briicke eine weitere enzymatische Umsetzung. 

Derzeit sind wir dabei, durch Variationen im Pyrimidin- 
ring die Hydrolysestabilitat zu verringern, um somit Zugang 
zu den Arabinobarbitursauren zu erhalten. 

Wu danken dem Bundesminister fiir Forschung und Technologie f i r  die 
finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit, sowie der Fa. Mack, Illertissen, fiir 
die grosziigige Bereitstellung der Ribosederivate. Femer gilt unser Dank 
H e m  Priv.-Doz. Dr. H.H. Rebig, Med. Universitiitsklinik, Freiburg, fiir 
die Durchfiihrung der Tests auf antineoplastische Wirksamkeit und H e m  
Dr. R. Scheer, Universitiit Tiibmgen, Pharmazeutisches Institut, pharma- 

zeutische Technologie, fiir die Riifung auf antimilcrobielle Aktivit&t. 

Experimenteller Teil 

Schmp. (nicht korr.): Biichi-Schmelzpunktapparatur (510), ‘H-NMR- 
Spektren: Bmker WP-NO-Spekwmeter (80 MHz), GWerte (ppm), TMS 
int. Standard, Usungsmittel d6-DMS0. - Siiulenchromatographe: Kiesel- 
gel 0.06-0.2 mm Merck. - Die Liisungsmittel mu6ten zuvor gereinigt und 
absolutiert werden: 1,2-Dichlorethan wurde 2 h iiber Pz05 zum Ruckflu6 
erhitzt, destilliert und iiber Molekularsieb 3A aufbewahrt. Acetonitril 
wurde zweimal je 1 h iiber P205 zum Riickflu6 erhitzt. destilliert und iiber 
K2C03 aufbewahn. Vor Gebrauch wurde es nochmals iiber P205 destil- 
lien. 
Die Barbiturstiuren la-f wurden analog der Synthese der 5.5- Diethylbar- 

bitursllure”) unter Venvendung der enuprechend substihlierten 
Malonsilurediethylester durchgefflhrt und nach Witren~rg’~’ in die Tri- 
meth ylsil ylverbindungen iiberge fiihrt. 

Allgemeines Verfnhren zur Synthese der Ribofuranosylbarbirursciuren 4a-e 

30 mmol der silylienen Barbitursiiure werden in 300 ml absol. 
Acetonitril oder in 450 ml absol. 1.2-Dichlorethan aufgenommen, worin 28 
mmol 1-Acetyl-, 2,3,5-tribenzoylribose geltist sind. Wahlweise kann auch 
1,2.3,5-Tetraacetylribse venvendet werden. Anschlieknd erfolgt untcr 
Riihren die tropfenweise Zugabe von SnCI4 (s. Tab. 1). Der Verlauf der 
Reaktion wird dc (CHCI~/C~HSOH (41)) iibenvacht. Sie ist nach vollsth 
diger Umsetzung des Zuckerderivates beendet (Reaktionszeiten s. Tab. 1). 

Tab. 1: Reaktionsbedingungen Er die Synthesen von 3,4 und 5 

3 4 5 
Abspaltg.d.Schutzgr. 

“t[h] *Lsg.-mittel Aquiv.SQ mlN,m, t[h] CEluens 

a 6  A 1 16 3 111 
db 24 A 1 16 3 I1 

c 20 D 1 8 2  I 
d 20 A 1 8 2  11 
e 27 A 1.4 a 2  I1 

‘Reaktionszeit fflr die Umsetzung von 2P-e mit I-Acetyl-2. 3.5-t~ibenzoyl- 
ribose: b A  Acetonitril, D: 1.2-Dichlorethan; czur sc Reinigung: I = 
CHCl&zHsOH (4/1), 111 = C2HsOWCH2Clfl20 (3R/1); dBei der Dar- 
stellung von 2b ist ein Zusatz von 10 ml absol. DMF erforderlich. Danach 
wird max. 2 h auf 150° C erhitzt 
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Abspaltung der Benzoylgruppen 

10 mmol der Verbindungen 3a-e werden in 40 ml absol. Methanol ge 
lht .  Nach Zugabe einer Natriummethylat-Standardl6sung (1 mmol/ml) 
wird bei Raumtemp. geriihrt (s. Tab. 1). Nach Ende der Reaktionszeit gibt 
man 10 ml Wasser zu, Methanol wird i. Vak. entfemt. Die zuriickbleibende 
wflsrige Usung wird Uber eine stark saure Kationenaustauschersiiule neu- 
tralisiert und die dabei ausfallende Benzoesgure durch Ausschiitteln mit 
2 mal 5 ml Dichlormethan entfemt. Die wflsrige Wsung wird am Rota- 
tionsverdampfer eingeengt. Das dabei meist 6lig anfallende Produkt wird 
so oft in CHCl&H50H (41) aufgenommen und zur Trockene eingeengt, 
bis sich eine schaumige, kristalline Substanz bildet. Die Abspaltung von 
Acetylschutzgruppen gelingt nach demselben Verfahren. Die dabei ent- 
stehende Essigsaure kann i. Vak. entfemt werden. Die Schmelzpunkte und 
die Ausbeuten sind in Tab. 2 wiedergegeben, die ‘H-NMR-Daten in Tab. 3. 

Tab. 2: Physikochemische Daten von 48-e und Sa-e 

Vbdg. Schmp. Ausb. Summenformel ber. C H N 
[“CI [%] (Molmasse) gef. 

4a 

b 

C 

d 

e 

5a 

b 

C 

d 

e 

145-150 
(1 12-1 14)8) 

102-115 

145-1 48 

76-78 

112-118 

245-249 
(249-251)” 

104-110 

136-140 

108-110 

68-72 

70 

88 

93 

76 

70 

45 

60 

60 

70 

53 

41.5 4.65 10.8 
42.1 4.68 11.2 
43.8 5.15 10.2 
43.6 5.10 10.8 
45.8 5.60 9.7 
45.8 5.55 10.2 
48.0 5.37 9.3 
47.8 5.46 9.4 
49.4 6.37 8.9 
49.6 6.26 8.7 
44.6 4.16 11.6 
44.1 4.08 11.4 
46.9 4.72 10.9 
46.3 4.68 10.7 
46.5 5.47 10.9 
46.4 5.41 11.1 
51.1 5.00 9.9 
50.5 5.21 9.4 
52.3 6.16 9.4 
52.7 6.21 9.3 

Danach wird der Reaktionsansatz portionsweise mit 300 ml gestittigter 
NaHC@-Usung versetzt, um die Trimethylsilylschutzgruppen 
abzuspalten. Bei Venvendung von Acetonitril mu6 dann mehrmals mit 
Chloroform ausgeschilttelt werden. Die vereinigten org. Phasen werden ge- 
trocIr.net. das Usungsmittel wird i. Vak. entfemt. ZurUck bleibt ein wei6 
bis gelb get3rbtes schaumiges Produkt. Bei Venvendung von 1,2-Dichlore- 
than als Usungsmittel bildet sich beim Behandeln mit NaHC03-L(lsung 
eine Emulsion, die Uber Kieselgel-Kieselgur filtriert wird. Die Filtrierhilfe 
mu6 sorgt?iltig mit 1.2- Dichlorethan (0.5-1 1) gewaschen werden. Nach 
dem Trocknen der org. phase wird das Usungsmittel i. Vak. entfemt, 
wobei eine schwach gelb gefilrbte, schaumige Substanz zurlickbleibt. 

Allgemeines Verfahren zur Darstellung der 6,2’-Anydrouridine 5a-e 

10 mmol4a-e und 10 mmol (1.78 g) Thiocarbonyldiimidazol werden in 
10 ml absol. Toluol3 h unter FeuchtigkeitsausschlufJ zum RiickfluE erhitzt. 
Nach dem AbkUhlen wird der gelb gefllrbte fsberstand (Toluol) von dem 
brtiunlichen 61 dekantiert. Letzteres wird in Wasser gel6st und mit Chloro- 
form extrahiert, um restliches Toluol und nicht umgesetztes Thiocarbo- 
nyldiimidazol zu entfemen. Die wflsrige Usung wird mit so vie1 stark sau- 
rem Kationenaustauscher versetzt, bis dieser nicht mehr verbraucht wird. 
Die nun gelbe Wsung wird filtriert, i. Vak. eingeengt und das erhaltene h 
sc Uber Kieselgel ge~inigt (s. Tab. 1). Schmelzpunkte und Ausbeuten sind 
in Tab. 2 aufgefilhn, ‘H- NMR-Daten in Tab. 3. 

FUr das modelling wurde das Softwarepaket SYBYL 5.0 ~envendet’~). 
Die Geometrieoptimierung erfolgte mit AMPAC, QCPE # 506, Zur Dar- 
stellung der Strukturen diente das Graphiksystem PS 390 von Evans & 
Sutherland”). 
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